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 ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทยซึ่งผลิตและส่งออกยางธรรมชาติเป็นอันดับหนึ่ง

ของโลก ปัจจุบันพื้นที่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเป็นแหล่งปลูกยางใหม่ท่ีมีปริมาณการปลูกยางพารามากเป็น

ล าดับสองรองจากภาคใต้ ปัญหาหนึ่งที่พบได้แก่เกษตรกรขาดแคลนต้นยางช าถุงพันธุ์ดีที่ได้รับการรับรอง

มาตรฐานจากกรมวิชาการเกษตร อีกทั้งดินในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีปริมาณธาตุอาหารหลักที่จ าเป็นต่อ

การเจริญของต้นพืช เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัสและโพแทสเซียม ในปริมาณต่ ากว่าระดับที่เหมาะสม (นุชนารถ 

และคณะ, 2556) ท าให้ต้นยางช าถุงมีการเจริญเติบโตช้าและอัตราการตายสูงเมื่อปลูกลงในแปลง ส่งผลเสียต่อ

เกษตรกรที่ต้องรับภาระต้นทุนสูงขึ้นจากค่าแรงงงาน ค่าปลูกต้นยางซ่อม และค่าปุ๋ยเคมีที่เพ่ิมขึ้น นอกจากนี้ยัง

ต้องใช้เวลาในการดูแลรักษาต้นยางพารา 5-7 ปี จึงจะเปิดกรีดน้ ายางได้ ปัญหาดังกล่าวส่งผลกระทบในระยะ

ยาวในเรื่องผลผลิตน้ ายางที่เปิดกรีดได้ล่าช้า เกษตรกรขาดรายได้ ไมส่ามารถแข่งขันกับประเทศผู้ผลิตอ่ืนได ้ 

 แบคทีเรียเอนโดไฟติก (endophytic bacteria) เป็นจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อของพืชโดยไม่

ก่อให้เกิดโรคหรืออันตรายต่อพืชนั้นๆ (Hallmann, 1997) จากรายงานวิจัยพบว่าแบคทีเรียเอนโดไฟติกหลาย

ชนิดมีคุณสมบัติเป็น plant growth promoting bacteria (PGPB) เนื่องจากสามารถผลิตฮอร์โมนพืช และ

เพ่ิมประสิทธิภาพในการดูดซึมธาตุอาหารของพืชได้ (Canbolat et al., 2006)   แต่ปัจจุบันยังไม่มีการ

ศึกษาวิจัยถึงการใช้แบคทีเรียเอนโดไฟติกเพ่ือส่งเสริมการเจริญในต้นกล้ายางและต้นยางช าถุง 

 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงต้องการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกซึ่งแยกได้จากต้นยางพาราที่แข็งแรงใน

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ที่มีคุณสมบัติเป็น plant growth promoting bacteria (PGPB) เพ่ือใช้ส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของต้นกล้ายางและต้นยางช าถุง เป็นการพัฒนาการผลิตยางพาราในระดับต้นน้ าด้วยชีววิธี ซึ่งจะ

ช่วยลดต้นทุนการใช้ปุ๋ยเคมี และช่วยย่นระยะเวลาในการผลิตต้นกล้ายางและการแตกตาหลังจากติดตาด้วยตา

ยางพันธุ์ดี การด าเนินงานวิจัยได้น าเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่แยกได้จากเนื้อเยื่อต้นยางพาราที่แข็งแรงใน

พ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จ านวน 415 ไอโซเลทมาคัดเลือกเชื้อที่มีคุณสมบัติเด่นในการส่งเสริมการเจริญ

ในพืช พบ 335 ไอโซเลท (80.7%) ผลิต IAA ได้ โดย 5 ไอโซเลทที่ผลิต IAA ได้สูงสุดคือ AL6A1, AP6A3, 

AP611, FR421 และ FP1A2 และพบ 220 ไอโซเลท (50.6%) ตรึงไนโตรเจนจากอากาศได้ โดยตรึงได้สูงสุด 5 

ก 



 อันดับแรกได้แก่ไอโซเลท BR3A1, AL512, AL111, BR4A4 และ AP6A3 นอกจากนี้ยังพบว่ามี 17 ไอโซเลทที่

ละลายสาร tri-calcium phosphate (TCP) ได้ โดยไอโซเลท ER212 ละลายได้สูงสุด 

 ผู้วิจัยได้เลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกจ านวน 2 ไอโซเลท คือ AP6A3 ที่แยกได้จากใบของต้น

ยางพารา สามารถสร้างสาร IAA (58.39 µg/ml) และ ตรึงไนโตรเจน (64.14 µmol C2H4/tube/h) ได้สูง 

และ ER212 ที่แยกจากรากของต้นยางพาราซึ่งสามารถปลดปล่อยฟอสเฟตได้มากที่สุด (197.01 mg/L) โดย

พบว่าทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถเจริญร่วมกันได้ และเจริญได้ดีในน้ ามะพร้าวให้ปริมาณเซลล์ ≥108 cfu/ml เมื่อ

บ่มนาน 24 ชั่วโมง เมื่อตรวจสอบการรอดชีวิตในดินและการเพ่ิมจ านวนในต้นยางในเรือนทดลองปลูกพืช 

พบว่า ไอโซเลท AP6A3 และ ER212 สามารถแข่งขันกับจุลินทรีย์ตามธรรมชาติในดินและในเมล็ดยางได้ โดย

เจริญรอดชีวิตในดินได้ถึง 105-106 cfu/g soil ในขณะเดียวกันยังสามารถเข้าอาศัยและเพ่ิมจ านวนในต้นกล้า

ยางได้ และมีศักยภาพในการส่งเสริมการเจริญของต้นกล้ายาง ท าให้ต้นกล้ายางมีความสูงล าต้น เส้นผ่าน

ศูนย์กลางล าต้น พ้ืนที่ใบ ความยาวราก น้ าหนักสด และน้ าหนักแห้งมากกว่าต้นกล้ายางในกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้

รับเชื้ออย่างมีนัยส าคัญ (p  0.05) ทั้งนี้ได้วางแผนศึกษาในระดับเรือนทดลองและแปลงเพาะช าในล าดับ

ถัดไป 
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บทคัดย่อ 

 

งานวิจัยนี้ได้ท าการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติก (endophytic bacteria) ซึ่งแยกได้จากต้น

ยางพาราที่แข็งแรงในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและมีคุณสมบัติเป็น plant growth promoting bacteria 

(PGPB) ได้แก่ ความสามารถในการผลิตสาร indole acetic acid (IAA)  ตรึงไนโตรเจนจากอากาศ และ

ละลายอนินทรีย์ฟอสเฟตได้ เพ่ือน าไปใช้ส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้ายางและต้นยางช าถุง จากการ

ทดลอง คัดเลือกได้เชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกจ านวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ AP6A3 ซึ่งแยกจากใบยางพารา 

สามารถสร้าง IAA (58.39 µg/ml) และ ตรึงไนโตรเจน (64.14 µmolC2H 4 / tube/h) ได้สูง และ ไอโซเลท 

ER212 แยกจากรากยางพารา สามารถปลดปล่อยฟอสเฟตได้มากที่สุด (197.01 mg/L)  โดยทั้ง 2 ไอโซเลท 

สามารถเจริญร่วมกันได้ และเจริญได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อราคาถูก ได้แก่ น้ ามะพร้าวอ่อนและน้ ามะพร้าวแก่ 

โดยให้ปริมาณเซลล์ ≥108 cfu/ml หลังจากบ่มนาน 24 ชั่วโมง เมื่อน าแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลทมาทดสอบ

ความสามารถในการรอดชีวิตในดินและเพ่ิมจ านวนในต้นพืชในเรือนทดลองปลูกพืช พบว่า ไอโซเลท AP6A3 

และ ER212 สามารถแข่งขันกับจุลินทรีย์ตามธรรมชาติในดินและในเมล็ดยางได้ โดยสามารถรอดชีวิตในดิน

และเพ่ิมจ านวนถึง 105-106 cfu/g soil ในขณะเดียวกันยังสามารถเข้าอาศัยและเพ่ิมจ านวนในต้นกล้ายางได้ 

ชี้ให้เห็นว่าไอโซเลท AP6A3 และ ER212 มีศักยภาพเป็น plant growth promoter ช่วยส่งเสริมการเจริญ

ของต้นกล้ายาง ท าให้ความสูงล าต้น เส้นผ่านศูนย์กลางล าต้น พ้ืนที่ใบ ความยาวราก น้ าหนักสด และน้ าหนัก

แห้งสูงกว่าต้นกล้ายางในกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับเชื้ออย่างมีนัยส าคัญ 
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Abstract 

 

This study aimed to select endophytic bacteria, which were isolated from healthy 

rubber trees in the Northeastern area of Thailand, for their effective plant growth promoting 

properties including indole acetic acid (IAA) production, nitrogen fixation and inorganic 

phosphate solubilization. From selection processes, two bacterial endophytes, AP6A3 and 

ER212, were obtained. The isolate AP6A3 derived from rubber tree’s leaves could produce 

58.39 µg/ml IAA and fix nitrogen at 64.14 µmolC2H4/tube/h. The isolate ER212 obtained from 

rubber tree’s roots could release 197.01 mg/l phosphate from tri-calcium phosphate. It was 

found that these 2 isolates could grow well as co-culture in both young and mature 

coconut water resulting in ≥108 cfu/ml after 24-h incubation. In addition, these two bacterial 

isolates were tested for their ability to survive in soil and increase their populations within 

rubber tree tissues under greenhouse conditions. It was found that isolates AP6A3 and ER212 

could compete with the indigenous microbes in soil and rubber seeds. Their populations in 

soil was about 105-106 cfu/g soil. Meanwhile, these isolates also colonized and increased 

their number within the rubber seedlings as well. As expected, isolates AP6A3 and ER212 

significantly enhanced the growth of rubber seedlings in terms of stem height, stem 

diameter, root length, leaf area, fresh weight and dry weight when compared to the control 

groups. Therefore, the endophytic bacteria AP6A3 and ER212 have high potential to be used 

as plant growth promoters in order to reduce the cost of chemical fertilizer in the 

preparation of rubber seedlings and poly-bag rubber seedlings. 
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รูปที่            หน้า 

4.1 การเปลี่ยนแปลงเป็นสีชมพูหลังจากเติม Salkowski’s reagent  30 นาที   24 
4.2 จ านวนไอโซเลทของแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่ผลิตสาร IAA (µg/ml)   25 
4.3 การตรึงไนโตรเจนของแบคทีเรียเอนโดไฟติกด้วยวิธี Acetylene reduction assay  26 
4.4 ไอโซเลทที่สร้าง halo zone รอบๆโคโลนีบนอาหาร mPVK medium ที่มี TCP เป็นแหล่ง 27

ฟอสฟอรัส 
4.5 ค่า Solubilization index ของเชื้อที่สร้างส่วนใสรอบโคโลนีบนอาหาร mPVK medium  27           

ที่มี TCP เป็นแหล่งฟอสฟอรัส 
4.6 ค่า pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ NBRIP liquid medium ที่มี 0.5% (w/v) TCP เป็นแหล่ง 28

ฟอสฟอรัส 
4.7 ปริมาณฟอสเฟต (mg/L) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NBRIP liquid medium ที่มี 0.5% (w/v)  29        

TCP เป็นแหล่งฟอสฟอรัส 
4.8 โคโลนีแบคทีเรียเอนโดไฟติก ไอโซเลทที่คัดเลือก      31 
4.9 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 เมื่อเลี้ยงใน TSB medium (TAP6A3)  32 

น้ ามะพร้าวอ่อน (YAP6A3) และน้ ามะพร้าวแก่ (MAP6A3) 
4.10 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท ER212 เมื่อเลี้ยงใน TSB medium (TER212)   33 

น้ ามะพร้าวอ่อน (YER212) และน้ ามะพร้าวแก่ (MER212) 
4.11 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความความยาวคลื่น 600 nm ของเชื้อผสม (mixed cultures)  33 

 AP6A3 และ ER212 และจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 (YAP6A3) และ  
 ER212 (YER212) เมื่อเลี้ยงร่วมกันในน้ ามะพร้าวอ่อน   

4.12 ค่าดูดกลืนแสงที่ความความยาวคลื่น 600 nm ของเชื้อผสม (mixed cultures)   34 
 AP6A3 และ ER212 และจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 (MAP6A3) และ  
 ER212 (MER212) เมื่อเลี้ยงร่วมกันในน้ ามะพร้าวแก่  

4.13 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 และ ER212 ในรากของต้นกล้ายาง  35 
4.14 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 และ ER212 ในเนื้อเยื่อส่วนเหนือรากของ 35 

ต้นกล้ายาง 
4.15 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 และ ER212 ในดินปลูกต้นกล้ายาง  36 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ  

 ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทยซึ่งผลิตและส่งออกยางพาราเป็นอันดับหนึ่งของโลก  

ปัจจุบันพ้ืนที่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเป็นแหล่งปลูกยางใหม่ที่มีปริมาณการปลูกยางพารามากเป็นล าดับสอง

รองจากภาคใต้ และเกษตรกรยังมีความต้องการปลูกยางพารามากขึ้นอย่างต่อเนื่อง ทั้งนี้เนื่องจากมีราคายางเป็น

แรงจูงใจ และรัฐบาลมีนโยบายสนับสนุน เพ่ือมุ่งหวังที่จะเตรียมพร้อมการเข้าสู่ประชาคมเศรษฐกิจอาเซียน (AEC) 

ของอุตสาหกรรมยางพาราไทยในปีพ.ศ. 2558 แต่เนื่องจากเกษตรกรยังขาดแคลนต้นยางช าถุงพันธุ์ดีที่ได้รับการ

รับรองมาตรฐานจากกรมวิชาการเกษตร ประกอบกับภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีปริมาณน้ าฝนเฉลี่ยต่อปีต่ า มัก

ประสบปัญหาภัยแล้งและมีสภาพแวดล้อมบางประการที่ไม่เอ้ืออ านวยต่อการปลูกยางพารา เช่น โครงสร้างเนื้อดิน 

ความลึกของดิน การระบายน้ า และสมบัติทางเคมีของดินต่ า (สถาบันวิจัยยาง, 2555) ประกอบกับดินปลูก

ยางพาราในภาคตะวันออกเฉียงเหนือส่วนใหญ่มีปริมาณธาตุอาหารหลักที่จ าเป็นต่อการเจริญของต้นพืช เช่น 

ไนโตรเจน ฟอสฟอรัสและโพแทสเซียม ในปริมาณต่ ากว่าระดับที่เหมาะสม (นุชนารถ และคณะ, 2556) ท าให้ต้น

ยางช าถุงมีการเจริญเติบโตช้าและอัตราการตายสูงเมื่อปลูกลงในแปลง ส่งผลเสียต่อเกษตรกรที่ต้องรับภาระต้นทุน

สูงขึ้นจากค่าแรงงงาน ค่าปลูกต้นยางซ่อม และค่าปุ๋ยเคมีที่เพ่ิมขึ้น นอกจากนี้ยังต้องใช้เวลาในการดูแลรักษาต้น

ยางพารา 5-7 ปี จึงจะเปิดกรีดน้ ายางได้ ปัญหาดังกล่าวส่งผลกระทบในระยะยาวในเรื่องผลผลิตน้ ายางที่เปิดกรีด

ได้ล่าช้า ไม่ทันต่อการแข่งขันกับประเทศอ่ืนๆ ซึ่งจะส่งผลต่อระบบการผลิตยางพาราทั่วประเทศ 

 แบคทีเรียกลุ่มเอนโดไฟติก เป็นแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อของพืชโดยไม่ก่อให้เกิดโรคหรืออันตรายต่อ

พืชนั้นๆ (Hallmann, 1997) จากรายงานวิจัยพบว่าแบคทีเรียเอนโดไฟติกหลายชนิดเป็น plant growth 

promoting bacteria (PGPB) เนื่องจากสามารถผลิตฮอร์โมนพืช และเพ่ิมประสิทธิภาพในการดูดซึมสารอาหาร

ของพืชได้ (Canbolat et al., 2006)   แต่ปัจจุบันยังขาดการศึกษาวิจัยถึงการใช้แบคทีเรียเอนโดไฟติกเพ่ือส่งเสริม

การเจริญในต้นกล้ายางและต้นยางช าถุง 

 ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงต้องการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติก (endophytic bacteria) ซึ่งแยกได้จากต้น

ยางพาราที่แข็งแรงในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ที่มีคุณสมบัติเป็น PGPB เพ่ือใช้ส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้น

กล้ายางและต้นยางช าถุงในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เป็นการพัฒนาการผลิตยางพาราในระดับต้นน้ าด้วยชีววิธี ซึ่ง
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เป็นการลดต้นทุนจากการใช้ปุ๋ยเคมี และช่วยย่นระยะเวลาในการผลิตต้นกล้ายางและการแตกตาหลังจากติดตา

ด้วยตายางพันธุ์ดีแล้ว อันจะน าไปสู่การแข่งขันและการพ่ึงพาตนเองตามนโยบายและยุทธศาสตร์การวิจัยของชาติ 

ฉบับที่ 8 (พ.ศ. 2555-2559) ยุทธศาสตร์การวิจัยที่ 2 การสร้างศักยภาพและความสามารถเพ่ือการพัฒนาทาง

เศรษฐกิจ กลยุทธ์การวิจัยที่ 1 สร้างมูลค่าผลผลิตทางการเกษตรและการพัฒนา ศักยภาพในการแข่งขันและการ

พ่ึงพาตนเองของสินค้าเกษตร 

1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

 คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกซึ่งแยกได้จากต้นยางพาราที่แข็งแรงที่มีประสิทธิภาพสูงในการส่งเสริม

การเจริญของต้นกล้ายางและต้นยางช าถุงในระดับเรือนทดลองและแปลงเพาะช า 

1.3  ขอบเขตของกำรวิจัย 

1. เชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกท่ีมีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญของพืช คัดเลือกจากเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟ

ติกท่ีแยกได้จากต้นยางพาราที่แข็งแรงในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และเปิดกรีดหน้ายางแล้ว ซึ่งเชื้อ

เก็บรักษาอยู่ ใน culture collection ของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

2. ต้นกล้ายางได้จากการเพาะเมล็ดยางพันธุ์ RRIM 600 

3. ต้นยางช าถุงที่ใช้ในการทดลองเป็นพันธุ์ RRIM 600 ทีเ่พาะเมล็ดแล้วติดตาในถุง 

4. ในการทดสอบระดับเรือนทดลองและแปลงเพาะช า ใช้พ้ืนที่ของศูนย์เรียนรู้ยางพารา อ าเภอ       

เขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น 

5. ศึกษาจ าแนกและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกอย่างน้อยจนถึงระดับจีนัส 

6. ถ่ายทอดวิธีการผลิตและการใช้เชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกในการส่งเสริมการเจริญของต้นกล้ายางและ

ต้นยางช าถุง ด าเนินการโดยใช้พ้ืนที่ของศูนย์เรียนรู้ยางพารา อ าเภอเขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น 

 

1.4  สมมติฐำนงำนวิจัย 

แบคทีเรียเอนโดไฟติกสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของต้นกล้ายางและต้นยางช าถุงได้ 

1.5  ทฤษฎี และกรอบแนวควำมคิดของกำรวิจัย 
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มีรายงานถึงแบคทีเรียเอนโดไฟติกหลายชนิดที่มีศักยภาพสูงในการส่งเสริมการเจริญของพืช เช่น ผลิต

ฮอร์โมนพืชกลุ่มออกซิน ช่วยกระตุ้นเซลล์พืชให้เจริญขยายขนาดขึ้น ท าให้พืชเจริญเติบโต (Jasim et al., 2013) 

ตรึงไนโตรเจนในอากาศให้กลายเป็นแหล่งไนโตรเจนที่พืชน าไปใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึม (Li et al., 2008) 

ท าให้พืชมีสีเขียวและแข็งแรง นอกจากนี้แบคทีเรียเอนโดไฟติกบางชนิดยังช่วยละลายฟอสเฟตในรูปที่ถูกตรึงในดิน 

(Rashid et al., 2012) ซึ่งเป็นแหล่งฟอสฟอรัสในดินที่พืชไม่สามารถน าไปใช้ประโยชน์โดยตรงได้ โดยฟอสฟอรัสมี

ความส าคัญต่อการแบ่งเซลล์ และการสร้างเซลล์ในพืช ช่วยในการเจริญเติบโตของราก  

ดังนั้นแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่เป็น PGPB จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจส าหรับการน าไปใช้ส่งเสริมการเจริญ

ให้กับต้นกล้ายางและต้นยางช าถุงในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ที่ประสบปัญหาการขาดแคลนต้นยางช าถุงที่ได้

มาตรฐาน อันเนื่องมาจากต้นกล้ายางเจริญเติบโตช้า ใช้ธาตุอาหารในดินได้น้อย ท าให้ใช้เวลาในการผลิตนานและมี

ต้นทุนค่าปุ๋ยเคมีสูง เพ่ือให้ได้ต้นกล้ายางและต้นยางช าถุงที่มีการเจริญเติบโตเร็วขึ้น แข็งแรงมากขึ้น และช่วยย่น

ระยะเวลาในการเพาะต้นกล้ายางพาราให้พร้อมส าหรับติดตาและเพ่ิมอัตราการแตกตา ตลอดจนมีการเจริญของ 

กิ่งตาที่เร็วและมีประสิทธิภาพ สามารถลงแปลงปลูกได้เร็วขึ้น นอกจากนี้ยังสามารถน าองค์ความรู้ที่ได้มาต่อยอดใน

การพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑ์เป็นสารชีวภัณฑ์ (bioproduct) เพ่ือให้เกษตรกรที่เป็นผู้ประกอบการน าไปใช้ในแปลง

เพาะช าต้นกล้ายางพาราและต้นยางช าถุงได้สะดวก โดยค านึงถึงการลดต้นทุนและความเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม

ด้วย 

1.6  ค ำส ำคัญ (Keyword) ของกำรวิจัย   

ต้นกล้ายาง  ต้นยางช าถุง  แบคทีเรียเอนโดไฟติก การส่งเสริมการเจริญในพืช  

rubber seedling, poly-bag rubber seedling, endophytic bacteria, plant growth promoting   

1.7  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

ได้เชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกท่ีมีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญของต้นกล้ายางและต้นยางช าถุงโดย

ชีววิธี 
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บทที่ 2 
กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (Information) ที่เกี่ยวข้อง 

2.1   ต้นกล้ำยำงและต้นยำงช ำถุง  

ยางพารา (Hevea braziliensis) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญและเป็นสินค้าเกษตรที่ท ารายได้ให้แก่ประเทศ 

ซึ่งเดิมส่วนใหญ่นิยมปลูกในภาคใต้และภาคตะวันออกบางจังหวัด เรียกว่าพ้ืนที่ปลูกยางเดิม ต่อมาได้มีการขยาย

พ้ืนที่ปลูกยางใหม่ไปยังภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เนื่องจากยางพาราเป็นพืชที่สามารถใช้ประโยชน์ได้

ในทุกส่วน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง น้ ายาง (latex) ซึ่งมีคุณสมบัติเฉพาะตัว  เช่น มีความยืดหยุ่น กันน้ า ต้านทานต่อ

แรงดึงได้ดี เป็นต้น จึงเป็นวัตถุดิบที่ส าคัญในระดับอุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรมผลิตยางรถยนต์ อุตสาหกรรม

ผลิตรองเท้า และการน าไปใช้ในทางวิศวกรรมโยธา อีกทั้งเนื้อไม้ของต้นยางพารายังมีประโยชน์ในด้านการก่อสร้าง

และการผลิตเฟอร์นิเจอร์อีกด้วย (จ าลอง และคณะ, 2550) 

การปลูกยางเพ่ือให้ได้ผลผลิตที่ต้องการ ขึ้นอยู่กับการเลือกพันธุ์ยาง  ความเหมาะสมของพ้ืนที่ และการ

จัดการสวนยางที่ถูกต้อง ทั้งนี้เพ่ือให้ต้นยางเปิดกรีดได้เร็ว ลดต้นทุนในการปลูกสร้างสวนยางให้ต่ าลง  รวมทั้งเพ่ิม

ผลผลิตต่อไร่ในอนาคตให้สูงขึ้น (กิจกรรมยางพารา งานศึกษาและพัฒนาเกษตรกรรม, 2555) และเป็นไปตาม

มาตรฐานการเจริญเติบโตของต้นกล้ายางพาราของสถาบันวิจัยยาง กรมวิชาการเกษตร ซึ่งก าหนดโดยพิจารณา

จากปัจจัยต่างๆที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของต้นยางพารา ได้แก่ พันธุ์ยาง สภาพแวดล้อม การเลือกใช้ต้นกล้า 

ตลอดจนการบ ารุงดูแลสวนยาง (สถาบันวิจัยยาง, 2555)  

ในปัจจุบัน การปลูกยางพาราในภาคตะวันออกเฉียงเหนือนิยมใช้ต้นยางช าถุง (กิจกรรมยางพารา งานศึกษา

และพัฒนาเกษตรกรรม, 2555) เพราะเป็นวิธีปลูกยางพาราที่ประสบผลส าเร็จสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับการปลูก

ด้วยต้นตอตาหรือติดตาในแปลง เนื่องจากช่วยให้ต้นยางมีการเจริญเติบโตอย่างสม่ าเสมอ  ลดช่วงระยะเวลาในการ

ดูแลรักษาต้นยางอ่อนให้สั้นลง  และสามารถกรีดยางได้เร็วกว่า (สถาบันวิจัยยาง, 2555) 

ต้นยางช าถุง หมายถึง ต้นกล้ายางคุณภาพดี ที่ติดตาด้วยยางพันธุ์ดี และบ ารุงรักษาในถุงจนต้นยางที่ติดตา

แล้วมีการเจริญเติบโตไม่น้อยกว่า 1 ฉัตร แต่ไม่เกิน 2 ฉัตร การผลิตต้นยางช าถุง ควรค านึงถึงปัจจัยต่างๆดังนี้ 

2.1.1 สิ่งที่น ามาใช้ในการผลิตต้นกล้ายางพารา คือ เมล็ดยางสด หรือเมล็ดยางงอก ซึ่งเมล็ดยางจะมี

ระยะเวลาร่วงหล่นแตกต่างกันขึ้นกับพ้ืนที่ปลูกยางพารา ได้แก่ ภาคใต้ฝั่งตะวันออก ประมาณเดือนสิงหาคม ถึง

ตุลาคม ส่วนภาคใต้ฝั่งตะวันตก ประมาณเดือนสิงหาคม หรือ กันยายน ถึงตุลาคม หรือ พฤศจิกายน ในขณะที่ภาค

ตะวันออก ประมาณเดือนกรกฎาคม หรือ สิงหาคม ถึงกันยายน หรือ ตุลาคม ส าหรับภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
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มักจะซื้อเมล็ดยางจากแหล่งปลูกยางภาคตะวันออกมาเพาะ ซึ่งต้องค านึงถึงการค านวณจ านวนและอัตราการงอก

ของเมล็ดยางที่ใช้ โดยเมล็ดยางสด 1 กิโลกรัม มีประมาณ 200-240 เมล็ด ซึ่งมักซื้อขายเมล็ดยางปริมาณมาก 

บรรจุในกระสอบป่าน 1 กระสอบ หนักประมาณ 55-60 กิโลกรัม เนื่องจากเมล็ดยางใหม่จะมีอัตรางอกร้อยละ  

80-90 หากเกิน 10 วัน อัตราการงอกจะลดลงเหลือร้อยละ 40-50 

2.1.2 วิธีการเพาะเมล็ดยาง หลังจากเมล็ดยางงอกแล้วให้รีบน ามาเพาะในถุงพลาสติกสีด าที่กรอกดินจนเต็ม 

ถุงละ 3 เมล็ด ให้เมล็ดงอกอยู่ตรงกลางถุง โดยดินที่ใช้มีลักษณะค่อนข้างเหนียว ใช้ดิน 2 ส่วน ผสมอินทรียวัตถุ 

(ปุ๋ยคอก/ปุ๋ยหมัก) 1 ส่วน และปุ๋ยหินฟอสเฟต 10 กรัม/ถุง (1ช้อนแกง) หรือหินฟอสเฟต 5 กิโลกรัม/ดิน 1 

ลูกบาศก์เมตร บรรจุได้ประมาณ 500 ถุง วางไว้เป็นแถวตามที่ก าหนดไว้ และได้วางระบบน้ าไว้เรียบร้อยแล้ว 

หลังจากเพาะแล้ว 30-45 วัน ให้ถอนแยกต้นที่ไม่สมบูรณ์ทิง้ เหลือไว้เพียงถุงละ 1 ต้น 

2.1.3 วิธีการดูแลรักษาต้นกล้ายางช าถุง 

2.1.3.1 รดน้ าทุกวันๆละ 1 ครัง้ ประมาณ 10-30 นาที ให้ดูความชื้นในถุง 

2.1.3.2 ปราบวัชพืช ใช้ยาพาราควอท อัตรา 80-100 ซีซี /น้ า 20 ลิตร ฉีดพ่น ต้องระวังไม่ให้ยาฆ่า

หญ้าโดนต้นยางและต้องฉีดพ่นในขณะที่ไม่มีลมแรง 

2.1.3.3 พ่นยาปราบโรคราพืช ใช้ยาแทนเอ็มผสมยาจับใบ อัตรา 10 - 20 กรัม (1-2 ช้อนแกง/น้ า) 

20 ลิตร ฉีดพ่นขณะที่ต้นยางมียอดอ่อน เพ่ือป้องกันโรคสัปดาห์ละ 1 ครั้ง ถ้ามีโรคระบาดใช้ยา อัตรา 20 - 30 

กรัม (2-3 ช้อนแกง)/ น้ า 20 ลิตร ฉีดพ่น 3-5 วัน/ครั้ง ถ้ามีหมอกให้รดน้ า ขณะที่ใบยางยังเปียกอยู่ และให้พ่นยา

ป้องกันก าจัดโรคราพืชสัปดาห์ละครั้ง 

2.1.3.4 ใส่ปุ๋ยสูตร 20-8-20 อัตรา 2 กิโลกรัม / น้ า 200 ลิตร โดยน าปุ๋ยมาละลายน้ า ผสมน้ าสะอาด

ใช้บัวตักรดลงในถุงเพาะช ายางให้เต็มทุกถุง เดือนละ 1 ครัง้ จนกว่าจะติดตาได้ ขณะที่ติดตายางให้หยุดใส่ปุ๋ย และ

จะใส่ปุ๋ยได้อีกหลังจากเปิดพลาสติกพันตาออกแล้ว 

2.1.4 การติดตายาง จะติดตายางเม่ือต้นกล้ายางอายุ 4½ - 8 เดือน ขึ้นอยู่กับขนาดของล าต้นโตพอที่จะท า

การติดตา กล่าวคือมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1.2 เซนติเมตร โดยวัดที่ความสูงห่างจากพ้ืนดิน 10 เซนติเมตร 

ส าหรับตายางที่จะน ามาติดนั้น ต้องเลือกใช้พันธุ์ยางตามพันธุ์ที่ต้องการและมีความเหมาะสมกับสภาพพ้ืนที่ปลูก 

โดยพันธุ์ยางที่แนะน าให้ปลูกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ RRIT 408, RRIT 251, RRIT226, BPM 24 และ 

RRIM 600 ซึ่งเป็นพันธุ์ยางชั้น 1 กลุ่ม 1 ที่ให้ผลผลิตน้ ายางสูง ช่วงเวลาที่เหมาะสมในการติดตาคือต้ังแต่

กลางเดือนมกราคมจนถึงเดือนมิถุนายน แต่ต้องระวังช่วงเวลาฝนตก หมอกลงจัดหรือมีน้ าค้างมาก ต้องรอให้ฝน
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หยุดตกและให้น้ าค้างแห้งก่อนหลังจากติดตาครบก าหนดและเปิดพลาสติกพันตาออกแล้ว ให้ใส่ปุ๋ยได้ตามปกติ 

อัตราส่วนปุ๋ยสูตร 20-8-20 อัตรา 2 กิโลกรัม ผสมกับน้ าสะอาด 200 ลิตร ใช้บัวรดน้ าตักรดไปตามแถวยาง ให้น้ า

ปุ๋ยเต็มปากถุงทุกถุง และหลังจากนั้น 15-45 วัน ให้ตัดต้นเดิมทิ้ง โดยตัดให้เหนือแผ่นตา 2½ นิ้ว และให้รอยตัด

เอียงไปด้านหลังแผ่นตาพันธุ์ดี (ศูนย์ส่งเสริมและพัฒนาอาชีพการเกษตรจังหวัดระยอง (พืชสวน), 2555) 

2.1.5 มาตรฐานต้นยางช าถุง 

ต้นยางช าถุงที่มีคุณภาพดี ต้องตรงตามมาตรฐานของกรมวิชาการเกษตรดังนี้ 

- ขนาดของถุง 4.5" x 14" (วางในแผงราบ) เป็นอย่างน้อยและเจาะรูรอบถุงในจ านวนที่เหมาะสม

เพ่ือระบายน้ า 

- ดินทีใ่ช้บรรจุต้องมีลักษณะค่อนข้างเหนียว เพื่อไม่ให้ดินในถุงแตกเมื่อมีการขนย้าย 

- ปริมาณดินต่ ากว่าขอบถุง 1 เซนติเมตร และไม่มีวัชพืชในถุง 

- ยางช าถุงถูกต้องตรงตามพันธุ์ 

- ต้องเป็นต้นยางช าถุงที่ติดตาถูกต้องสมบูรณ์ ปราศจากโรคยางทั้งใบ ล าต้นและราก มีความ

เจริญเติบโตไม่น้อยกว่า 1 ฉัตร แต่ไม่เกิน 2 ฉัตร 

- ต้นยางช าถุงต้องมีใบแก่เต็มที่ และมีความสูงของต้นยางจากรอยแตกตาถึงปลายยอด ไม่น้อยกว่า 

20 เซนติเมตร 

(ส านักงานกองทุนสงเคราะห์การท าสวนยาง, มปป) 

2.2   แบคทีเรียเอนโดไฟติก  

แบคทีเรียเอนโดไฟติก เป็นแบคทีเรียที่มีวงชีวิตส่วนหนึ่งหรือทั้งหมดอาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อพืชที่มีชีวิตแต่ไม่

ก่อให้เกิดโรคกับพืช (Mei & Flinn, 2010; Hallmann et al., 1997) และสามารถพบได้ทุกส่วนของพืช ได้แก่ 

ราก ใบ ล าต้น ดอก และผล (Lodewyck et al., 2002) ส่วนใหญ่แล้วพืชชนิดต่างๆจะได้รับแบคทีเรียที่มี

ความสัมพันธ์กับพืชนั้นๆมาจากสิ่งแวดล้อมในดิน ซึ่งแบคทีเรียเหล่านี้จะเคลื่อนย้ายอยู่ในดินบริเวณรอบรากพืช 

(rhizosphere) และบริเวณผิวรากของพืช (rhizoplane) โดยแบคทีเรียบางส่วนที่เกาะบริเวณผิวรากสามารถ

แทรกผ่านเข้าไปในเนื้อเยื่อของรากพืชได้ ซึ่งอาจจะเคลื่อนย้ายไปยังส่วนต่างๆของพืช เช่น ล าต้น ใบ ดอก ผล ทั้งนี้

ความหนาแน่นของประชากรแบคทีเรียจะพบน้อยกว่าในรากและในดินรอบรากพืช (Compant et al., 2010)  

โดยจากรายงานผลการวิจัยหลายฉบับแสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียเอนโดไฟติกมีคุณสมบัติเป็น plant 

growth promoting (Jha et al., 2013) เช่นเดียวกับแบคทีเรียกลุ่มที่เจริญอยู่บริเวณดินรอบรากพืช (plant 
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growth promoting rhizobacteria; PGPR) (Feng et al., 2006) แต่การส่งเสริมการเจริญของพืชโดยแบคทีเรีย

เอนโดไฟติกจะให้ผลที่ดีกว่าแบคทีเรียกลุ่ม PGPR และ แบคทีเรียที่อาศัยที่ผิวราก (root surface) (Chanway et 

al., 2000)  

คุณสมบัติของแบคทีเรียเอนโดไฟติกท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญเติบในพืช ได้แก่ การสร้างฮอร์โมนพืชกลุ่มไซโต

ไคนิน  กลุ่มจิบเบอเรลลิน และกลุ่มออกซิน โดยเฉพาะ Indole-3-acetic acid (IAA)   ส่งผลให้ปลายยอดและ

ปลายรากเจริญ ท าให้ได้รับสารอาหารจากดินเพ่ิมมากขึ้น  (Jasim et al., 2013) และแบคทีเรียเอนโดไฟติกสามา

รถละลายฟอสเฟตในรูปที่ถูกตรึงในดิน (Rashid et al., 2012) ให้อยู่ในรูปของฟอสเฟตอนินทรีย์ (inorganic 

phosphate; H2PO4
-) (Sharma, Gaur & Choudhary, 2013) พืชจึงจะสามารถน าไปใช้ได้ 

นอกจากนี้แบคทีเรียเอนโดไฟติกบางชนิดสามารถตรึงไนโตรเจนในอากาศได้ เนื่องจากมี nitrogenase 

subunit gene, nifH จึงช่วยให้พืชสามารถเจริญในดินที่มีธาตุไนโตรเจนต่ าได้ดี  (Khan & Doty, 2009) รวมถึง

แบคทีเรียเอนโดไฟติกบางกลุ่มสร้างสาร siderophore เพ่ือจับธาตุเหล็กเข้าสู่เซลล์ในสภาพแวดล้อมที่มีธาตุเหล็ก

ต่ าได้ ธาตุเหล็กเป็นธาตุอาหารรองที่มีความส าคัญกับแบคทีเรียและพืช โดยเป็นโคแฟกเตอร์ของเอน ไซม์ใน

กระบวนการเมตาบอลิซึม  (Rachid & Ahmed, 2005) อีกทั้งแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่สร้างสาร siderophore ยัง

สามารถแย่งจับธาตุเหล็กกับจุลินทรีย์ก่อโรคพืช   ท าให้จุลินทรีย์ก่อโรคไม่สามารถเจริญได้ จึงเป็นการส่งเสริมการ

เจริญให้กับพืชทางอ้อม (Jasim et al., 2013)  ในขณะที่แบคทีเรียบางชนิดสามารถสร้างเอนไซม์ ACC 

deaminase ซึ่งสามารถลดระดับของเอทธิลีนที่พืชผลิตขึ้นมาในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ เช่น สภาวะแห้ง

แล้ง ซึ่งเอทธิลีนจะท าให้รากพืชชะงักการยืดยาว จึงได้รับสารอาหารน้อยลง พืชจึงเจริญได้ไม่ดี โดยที่แบคทีเรีย

กลุ่มนี้สามารถใช้ ACC เป็นแหล่งไนโตรเจน ซึ่งเป็นสารตั้งต้นส าคัญที่พืชใช้ในการผลิตเอทธิลีน และย่อยสลายไป

เป็นแอมโมเนียและ α - ketobutyrate ท าให้เอทธิลีนถูกสร้างน้อยลง (Shahzad et al., 2010) เมื่อปริมาณของ 

ACC และ  เอทิลีนลดลง ส่งผลให้รากพืชมีการยืดยาวต่อไปได้ และท าให้พืชเจริญได้ดีขึ้น (Walpola and Yoon, 

2013) 

2.3   กำรคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติส่งเสริมกำรเจริญในพืช 

เชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม plant growth promoting bacteria (PGPB) ที่อาศัยอยู่ภายในพืชหรือเรียกอีกชื่อว่า

แบคทีเรียเอนโดไฟติก (endophytic bacteria) นั้น เป็นจุลินทรีย์กลุ่มหนึ่งที่มีศักยภาพในการช่วยเพ่ิมผลผลิตทาง

การเกษตร  โดยมีความสามารถในการอยู่ร่วมกับเนื้อเยื่อพืชแบบพ่ึงพาซึ่งกันและกัน (symbiosis) และช่วย
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ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช แต่อย่างไรก็ตาม กลไกการตอบสนองและการแสดงออกของแบคทีเรียเอนโดไฟติก

จะแตกต่างกันตามความจ าเพาะของพืชที่ให้อาศัย โดยบางสายพันธุ์จะมีความจ าเพาะต่อโฮสต์ บางสายพันธุ์

สามารถเข้าอยู่อาศัยในพืชได้หลายชนิด (Long et al., 2008) ดังนั้นการคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มี

คุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตในพืชจึงเป็นสิ่งส าคัญเพ่ือให้ได้แบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติตามต้องการ

เพ่ือน าไปใช้ได้ตรงตามวัตถุประสงค์ ซึ่งวิธีการคัดเลือกให้ได้ PGPB ที่มีคุณสมบัติตามต้องการมีดังต่อไปนี้ 

กำรคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสร้ำงสำร indole acetic acid (IAA) 

ฮอร์โมนพืช เป็นสารที่มีความส าคัญในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช โดยเฉพาะออกซิน หรือ Indole 

acetic acid (IAA) จึงได้มีผู้ศึกษาหาแบคทีเรียเอนโดไฟติกท่ีอาศัยในพืชชนิดต่างๆและมีคุณสมบัติสร้าง IAA ให้กับ

พืชได้ ดังเช่น รายงานของ  Rashid et al., 2012 โดยท าการทดลองถ่ายเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีอายุ 24 

ชั่วโมง ปริมาตร 20 µl ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB medium ที่เติม ทริปโตแฟน 200  µg/ml และ 500  µg/ml  

บ่มที่อุณหภูมิ 30๐C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้นน าสารละลายเชื้อมาปั่นเหวี่ยงและใช้ส่วนใส (supernate) 1 ml 

ผสมกับ Salkowski’s  reagent ปริมาตร 4 ml  ตามวิธีของ Gordon  and  Weber (1951) จากนั้นบ่มที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 535 nm เมื่อเปรียบเทียบค่าความเข้มข้นของ IAA 

กับกราฟมาตรฐานสารละลาย IAA บริสุทธิ์ พบว่าเชื้อ Microbacterium  sp. 3407bBRRJ ซึ่งแยกเชื้อมาจาก

มะเขือเทศสามารถสร้าง IAA ได้สูงสุด เท่ากับ 88.34 และ 143.34 µg/ml เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมทริป

โตแฟน 200  µg/ml  และ 500  µg/ml ตามล าดับ ในขณะที่ สุจิตตรา และคณะ, 2556 ทดสอบแบคทีเรียเอนโด

ไฟติกจากรากข้าว โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว NB ปริมาตร 5 ml บ่มเขย่าด้วยความเร็ว 250 rpm ที่อุณหภูมิ 30
๐C จากนั้นเมื่อครบ 2 วัน เติมทริปโตแฟนที่มีความเข้มข้น 200 mM ปริมาตร 125 µl บ่มต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 rpm ที่อุณหภูมิ  4๐C  เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสมาทดสอบการผลิต

ออกซินด้วยวิธี Salkowski  colouring reagent ตามวิธีของ Fernando et al., 2007 และ Ravikumar et al., 

2004 แล้ววัดปริมาณการผลิต       ออกซินด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 530 nm พบว่า 

ความสามารถในการผลิตออกซิน อยู่ระหว่าง 8.0-21.9 µg/ml โดยไอโซเลต KJHSB-12 มีความสามารถในการ

ผลิตออกซินสูงสุด คือ 21.9 µg/ml ส่วน Zhao et al., 2013 ทดสอบการสร้าง IAA โดยเพาะเชื้อ (1 x 108 

cfu/mL) ในอาหารเหลว LB medium ที่เติมทริปโตแฟน 100 µg/ml บ่มเขย่าเป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน ามา

ปั่นเหวี่ยงเพ่ือน าส่วนใสมาท าปฏิกิริยากับ Salkowskis reagent  ตามวิธีของ Gordon and Weber (1951) ผล

การทดลองพบว่า การเลี้ยงเชื้อร่วมระหว่างแบคทีเรียเอนโดไฟติก Pseudomonas chlororaphis Zong1 กับ 
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Mesorhizobium sp. ที่แยกมาจากพืชตระกูลถั่ว พบว่าสร้าง IAA ได้ 63.07 mg/l ซึ่งมากกว่า IAA ที่ได้จากการ

เพาะเลี้ยงเชื้อเดี่ยวอย่างมีนัยส าคัญ 

กำรคัดเลือกแบคทีเรียท่ีตรึงไนโตรเจนจำกอำกำศ  

ธาตุไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารพืชที่ส าคัญส าหรับการเจริญเติบโตของพืช เนื่องจากเป็นองค์ประกอบภายใน

ของเซลล์พืช แต่พืชส่วนใหญ่ยังขาดธาตุไนโตรเจนเพราะในดินมีปริมาณไนโตรเจนต่ า ในขณะที่แหล่งธาตุ

ไนโตรเจนที่ส าคัญและมีอยู่มากถึง 78 % คือในบรรยากาศซึ่งอยู่ในรูปก๊าซไนโตรเจน (N2) ซึ่งพืชไม่สามารถ

น าไปใช้ได้โดยตรงจึงต้องอาศัยจุลินทรีย์กลุ่มหนึ่งที่มีความสามารถในการเปลี่ยนก๊าซไนโตรเจนจากอากาศให้เป็น

สารประกอบไนโตรเจนที่พืชใช้ประโยชน์ได้ผ่านกระบวนการตรึงไนโตรเจนทางชีวภาพ (Biological  nitrogen  

fixation ; BNF) (Gothwal et al., 2013) ซึ่งเกิดจากการรีดิวซ์ไนโตรเจนไปเป็นแอมโมเนีย โดยใช้เอนไซม์ที่

เรียกว่า ไนโตรจีเนส (nitrogenase) โดยแบคทีเรียจะต้องมี nitrogenase subunit gene, nifH (Santi et al, 

2013) จึงมีผู้ศึกษาคัดเลือกแบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจนในอากาศได้ ดังรายงานของ Forchetti et al. (2007) 

เพาะเลี้ยงเชื้อใน Nitrogen-free base (Nfb) semisolid media บ่มที่ 28๐C เป็นเวลา 10 วัน พบว่าสามารถแยก

เชื้อที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้ 8 ไอโซเลท ซึ่งเป็นชนิด Achromobacter xiloxidans (หรือ Alcaligenes sp.) 

และ Bacillus pumilus นอกจากนี้ยังมีการศึกษาคัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้ด้วย

เทคนิค PCR amplification ของ nifH gene ดังผลการทดลองของ Souza et al., 2013 พบ nifH gene 

ดังกล่าวใน  24 ไอโซเลท จาก 102 ไอโซเลท ซึ่งจัดอยู่ในจีนัส Bacillus, Klebsiella, Lysinibacillus, 

Paenibacillus และ Sporolactobacillus ในขณะที่ Gothwal et al. (2013) คัดแยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน

โดยเพาะเชื้อบนอาหารแข็ง Nitrogen  free  malate  medium ที่มี bromothymol  blue (BTB) เป็นอินดิเค

เตอร์ บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C และ 50๐C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตการเกิดวงใสรอบๆโคโลนีของแบคทีเรียที่มี

ความสามารถตรึงไนโตรเจนในอากาศได้ เพ่ือน าไปศึกษาการตรึงไนโตรเจนเชิงปริมาณต่อไปด้วยวิธี acetylene  

reduction  activity  (ARA) assay โดยเพาะเชื้อในอาหารเหลว nitrogen  free  malate  broth บ่มเขย่า 180 

rpm ที่อุณหภูมิ 37๐C และ 50๐C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ดูดสารละลายเชื้อ 5 ml มาใส่ในอาหารเหลวปริมาตร 

45 ml บ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วถ่ายสารละลายเชื้อดังกล่าว 20 ml ลงในหลอดทดลองปลอดเชื้อที่ปิดด้วยจุก

ยาง จากนั้นแทนที่อากาศในหลอดทดลองปริมาตร 3 ml ด้วยก๊าซอะเซธิลีน แล้วบ่มเขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง วัด

ปริมาณก๊าซเอทธิลีนที่เกิดขึ้น ตามวิธี ARA ด้วยเครื่อง gas chromatography (Porapak N column, flame 

ionization detector; FID) พบว่า ไอโซเลท TS-13 ตรวจพบก๊าซเอทธิลีนมากที่สุด 8,303 nmoles/24 h 



10 

 

ทดสอบกำรละลำยหินฟอสเฟต 

ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารหลักที่พืชต้องการมากเป็นอันดับสองรองจากไนโตรเจน แต่ฟอสฟอรัสที่พืช

สามารถน ามาใช้ได้ (HPO4
2-, H2PO4-) มีน้อยมากในดิน  เนื่องจากฟอสฟอรัสเป็นธาตุที่มีความว่องไวในการ

เกิดปฏิกิริยาการตรึง  การตกตะกอนทางเคมีสูง  และละลายออกมาได้ยาก พืชจึงไม่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้

อย่างเพียงพอ (Jones  and  Oburger,  2011) ดังนั้นจึงต้องอาศัยแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต 

(phosphate solubilizing bacteria; PSB) ซึ่งสามารถสร้างและปลดปล่อยกรดอินทรีย์ออกมาละลายฟอสฟอรัส

ที่ถูกตรึงอยู่ในดิน และหินฟอสเฟตให้อยู่ในรูปที่เป็นประโยชน์ต่อพืชได้  ดังเช่น Islam et al., 2006 ได้คัดแยก

แบคทีเรียละลายฟอสเฟตเชิงคุณภาพ ซึ่งเพาะเชื้อแบคทีเรียโดยใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อเขี่ยเชื้อมาแตะบนอาหารแข็ง 

National Botanical Research Institute’s phosphate (NBRIP) 4 ไอโซเลทต่อจานเพาะเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิ 25
๐C เป็นเวลา 14 วัน และวัดวงใสรอบโคโลนีและเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีเพ่ือค านวณค่า solubilization index 

ตามวิธีของ Premono et al. (1996) [solubilization index = the ratio of the total diameter (colony + 

halo zone) to the colony diameter] จากนั้น ศึกษาการละลายฟอสเฟตเชิงปริมาณ โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ

ปริมาณ  108-109 CFU/ml ในอาหารเหลว NBRIP broth medium ปริมาตร 10 ml บ่มเข่าที่อุณหภูมิ 30๐C 

เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง (8,000 ×g, 15 นาท,ี 4 °C) แล้วน าส่วนใสที่ได้ไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐

C เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าส่วนใสไปกรองผ่านกระดาษกรอง (4.5 µm) และตรวจวัดปริมาณฟอสฟอรัสด้วย

วิธี vanado-molybdate colorimetric method พบว่า ให้ผลการทดลองไปในทิศทางเดียวกัน คือไอโซเลทที่มี

วงใสรอบโคโลนี กว้างบนอาหารแข็ง ท าให้มีค่า solublization index สูงและจะตรวจพบฟอสฟอรัสในอาหาร

เหลวมาก โดยที่ Acinetobacter sp. BR-25 มีค่า solublization index เท่ากับ 6.7 และปริมาณฟอฟอรัส 524 

µg/ml เช่นเดียวกันกับ Walpola and Yoon, 2013 ได้ศึกษาเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย   (1 x 108 CFU/ml) ใน

อาหารเหลว NBRIP medium ปริมาตร 200 ml บ่มเขย่า 150  rpm ที่อุณหภูมิ 30๐C  โดยเก็บตัวอย่าง 10 ml 

ในวันที่  2, 5 และ 7 ของการบ่ม แล้วน ามาปั่นเหวี่ยงที่  8,000 rpm 15 นาที เพ่ือวัดปริมาณฟอสฟอรัสที่

ปลดปล่อยออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยวิธี phospho-molybdate  blue  color  method   ผลการทดลอง

แสดงให้เห็นว่า ในวันที่ 2 ของการบ่มทั้งเชื้อ Pantoea  agglomerans  และ  Burkholderia  anthina มี

ปริมาณฟอสฟอรัสที่เป็นประโยชน์ มากกว่า 600 g/ml ของ culture filtrate และยังคงมีปริมาณสม่ าเสมอจนถึง

วันสุดท้ายของการบ่ม (Walpola and Yoon, 2013; Murphy  and  Riley, 1962) ในขณะที่ Rout et al., 

2013 ดัดแปลงวิธีการศึกษาจาก Nautiyal (1999) โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว yeast extract phosphate 

salts broth บ่มเขย่า 180 rpm ที่อุณหภูมิห้องและถ่ายเชื้อ 20 µl ที่ปรับค่าความขุ่นที่ OD600nm  เท่ากับ 0.5 ลง
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ในอาหารเหลว National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium (NBRIP,  

Nautiyal, 1999 ) ปริมาตร 20 ml บ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 30๐C เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง (13,000×g, 

10 min, 4 ° C) วัดปริมาณฟอสฟอรัสที่ละลายในส่วนใสด้วยวิธี Fiske and Subbarow (1925) พบว่าในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ Pseudomonas jessenii  (CIP 105274) และ Sphingobium amiense (YT) มีปริมาณฟอสฟอรัส

มากที่สุดคือ 13,501µmol/L และ 6,904 µmol/L ตามล าดับ 

2.4   กำรน ำแบคทีเรียเอนโดไฟติกไปใช้ส่งเสริมกำรเจริญในพืช 

การใช้จุลินทรีย์ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชเป็นแนวทางที่ได้รับความสนใจในปัจจุบัน เพ่ือลดต้นทุน

การผลิต เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย์เหล่านี้มีความสามารถในการส่งเสริมการใช้ธาตุอาหารของพืช ช่วยส่งเสริมให้พืชมี

สุขภาพที่ดี และยังสามารถปรับปรุงคุณภาพของดินให้ดีขึ้นด้วย (Jeffries et al., 2003 ; Franco-Correa et al., 

2010) ปัจจุบันพบมีรายงานงานวิจัยที่ศึกษาแยกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกหลายกลุ่มเพ่ือน ามาใช้ในการส่งเสริม

การเจริญของพืชหลากหลายชนิด ตัวอย่างเช่น การแยกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกจากเนื้อเยื่อส่วนต่างๆของต้น

ข้าว แล้วน ามาทดสอบคุณสมบัติการส่งเสริมการเจริญในพืช ได้แก่การสร้างฮอร์โมนพืช การตรึงไนโตรเจน และ

การละลายฟอสเฟต เพ่ือน าไปทดสอบการส่งเสริมการเจริญในต้นกล้าข้าว พบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟติกดังกล่าว

ระบุชนิดเป็น Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis และ Paenibacillus kribbensis สามารถช่วยเพ่ิม

ความยาวใบสด ความยาวรากสด น้ าหนักใบแห้ง และน้ าหนักรากแห้งได้ (Ji et al., 2014) นอกจากนี้ยังพบ

งานวิจัยในลักษณะเดียวกันเช่น การแยกเชื้อและใช้แบคทีเรียเอนโดไฟติกกลุ่ม Rhizobium และ Pseudomonas 

spp. เพ่ือส่งเสริมการเจริญในต้นถั่ว (Vigna aconitifolia L.) (Sharma et al., 2013) เช่นเดียวกันกับการใช้ 

Bacillus subtilis DLA ร่วมในการปลูกถ่ัว  (Phaseolus vulgaris L.) ท าให้เพิ่มปริมาณผลผลิตและการเจริญของ

ต้นถั่วได้ (Lee et al., 2005)  ในขณะที่มีการศึกษาใช้  Klebsiella sp. และ Enterobacter sp. ส่งเสริมการ

เจริญของต้นกล้าถั่วเขียว (Jasim et al., 2013) ส่วนแบคทีเรียเอนโดไฟติกกลุ่ม Pseudomonas และ Serratia 

สามารถส่งเสริมการเจริญของมะเขือเทศ และ oilseed rape plant (Nejad & Johnson, 2000) นอกจากนี้ 

Paenibacillus macerans สามารถส่งเสริมการเจริญของกล้วยไม้ได้ (Faria et al.,2012) ในขณะที่ 

Gluconacetobacter diazotrophicus VI27 แสดงการส่งเสริมการเจริญในอ้อย (Beneduzi et al., 2012) 

นอกจากจะมีการศึกษาการใช้เชื้อเดี่ยวแล้ว ยังมีนักวิจัยศึกษาการใช้เชื้อร่วมของแบคทีเรียเอนโดไฟติกด้วย 

โดยพบรายงานการวิจัยการใช้เชื้อร่วมระหว่าง Microbispora sp. GKU 827 ร่วมกับ Enterobacter sp. EN-16 

และ Pantoae sp. EN-29 ซึ่งแยกได้จากรากอ้อยมาทดสอบการส่งเสริมการเจริญของข้าวโพดในระดับกระถาง 



12 

 

พบว่ารากและต้นของข้าวโพดมีการเจริญสูงสุดอย่างมีนัยสาคัญ เมื่อเทียบกับต้นข้าวโพดที่ได้รับด้วยเพียงเชื้อเดี่ยว

และต้นที่ไมไ่ด้รับเชื้อ (วรรัตน์และอรินทิพย์, 2013) 

ในช่วงทศวรรษที่ผ่านมา พบรายงานการวิจัยส่วนใหญ่ใช้จุลินทรีย์กับยางพาราในด้านของการควบคุมโรค

ทางชีวภาพ (biocontrol) เช่น ในปีพ.ศ. 2542 นริสาสามารถคัดเลือกแบคทีเรียจากดินในสวนยางพารา ได้แก่เชื้อ 

Bacillus sp. และ Pseudomonas sp. ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ควบคุมเชื้อรา Phytophthora 

botryose ได้ ในขณะที่ Piyaboon และคณะ (2013) ใช้เชื้อราเอนโดไฟท์จากรากของต้นยางพาราในการยับยั้ง

เชื้อรา Phytophthora botryose สาเหตุโรคใบร่วงในต้นยางพาราได้เช่นกัน นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับเชื้อ 

Alcaligenes sp. และ Pseudomonas aeruginosa ที่สามารถยับยั้งเชื้อราก่อโรคใบร่วงจากเชื้อ 

Phytophthora meadii (Abraham  et al., 2013) ได้ แต่ยังไม่มีรายงานถึงการน าจุลินทรีย์ โดยเฉพาะ

แบคทีเรียเอนโดไฟติกมาใช้ในด้านการส่งเสริมการเจริญของต้นยางพาราทั้งในและต่างประเทศ พบแต่การส่งเสริม

การเจริญในต้นยางพาราด้วยเทคนิควิธีอ่ืนๆ เช่น การใช้ดินที่มีคุณสมบัติและคุณภาพเหมาะสมต่อการเจริญและ

การให้ผลผลิตน้ ายางของต้นยางพารา (Rao & Jessy, 2007)  

2.5   กำรเตรียมเชื้อและเทคนิคกำรขยำยเชื้อ PGPB 

การศึกษาเกี่ยวกับการใช้แบคทีเรียเอนโดไฟติกส่งเสริมการเจริญในพืชนั้น มีการเตรียมเชื้อและวิธีการใช้

หลากหลาย ดังแสดงในตารางที่ 2.1  

ตำรำงท่ี 2.1 แสดงวิธีกำรใช้แบคทีเรียเอนโดไฟติกส่งเสริมกำรเจริญในพืช 

ชนิดเชื้อ PGPB ชนิดพืช วิธีกำรน ำไปใช้กับพืช วิธีกำรเตรียมเชื้อ reference 
-Pseudomonas sp. 
-Bacillus 
megaterium 

Indian 
mustard 

แช่เมล็ดพืชใน bacterial 
solution ก่อนน าไปปลูก 

เตรียมสารละลาย
แบคทีเรีย ความ
เข้มข้น 108cfu/ml 

Rajkumar and 
Freitas (2008) 

-Pseudomonas sp. 
-Bacillus sp. 

strawberry -ราก : ใช้วิธีการจุ่มรากพืช
ลงใน bacterial 
solution เป็นเวลา 30 
นาทีก่อนน าไปปลูก 
-ดอก และใบ : ใช้วิธีการ 
สเปรย์ bacterial 

ละลายเชื้อ
แบคทีเรียในน้ า
กลั่นปลอดเชื้อให้มี
ความเข้มข้น 109 

cfu/ml  

Esitken et al., 
2010 
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solution  
- Pseudomonas 
chlororaphis 
- Bacillus 
megaterium 

walnut ใช้วิธี Syringing method 
โดยฉีดสารละลาย
แบคทีเรียเข้าไปในช่วง
กลางของรากของพืชที่มี
อายุการงอกจากเมล็ด 1 
ปี 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ในอาหาร 
Nutrient broth 
ให้เจริญในช่วง
ระยะ mid-
exponential 
growth จากนั้น 
dilute ด้วยน้ ากลั่น
ให้มีความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 
109cfu/ml  ก่อน
น าไป treat กับ
รากพืช 

Yu  et al., 
2012 

-Bacillus sp. 
- Brevibacillus 
reuszeri 
- Virgibacillus 
pantothenticus 

Maize ผสมเชื้อกับเมล็ดพืชเป็น
เวลา 2 ชั่วโมงก่อนน าไป
ปลูก 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ในอาหารเหลว
(broth) ให้มีอายุ 1 
วัน จากนั้นวัด OD 
550= 0.1 
(108cfu/ml) 

Kavamura et 
al., 2013 

-Bacillus 
megaterium 
-Enterobacter 
sakazakii 
-Pseudomonas 
putida 
-Azotobacter 
vinelandii 

Mammilla
-ria 

fraileana 
(cactus) 

ราดสารละลายแบคทีเรีย
ปริมาตร 1ml ลงใน
กระถางเพาะเมล็ดพืช 

เตรียมสารละลาย
แบคทีเรียใน PBSK 
ให้มีความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 
1x109cfu/ml 

Lopez et al., 
2012 

Pseudomonas 
putida 

cotton แช่เมล็ดพืชในสารละลาย
แบคทีเรียเป็นเวลา 6 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ในอาหาร nutrient 

Yao et al., 
2010 
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ชั่วโมง ก่อนน าไปปลูก broth บ่ม 30°C, 
200rpm, 48hr 
จากนั้นน าไปปั่น
เหวี่ยง ละลาย
ตะกอนเซลล์ด้วย
น้ ากลั่นปลอดเชื้อ
และวัด OD600 ให้
มีความเข้มข้นเซลล์ 
109cfu/ml  

Achromobacter 
piechaudii 

Tomato ราดสารละลายแบคทีเรีย
ลงบนเมล็ดพืชอายุ 2 
สัปดาห์ 

แตะเชื้อจากโคโลนี
เดี่ยวที่เจริญบน
อาหาร DF ที่ม ี
ACC มาเลี้ยงใน
อาหาร YT บ่ม 
250 rpm, 24ชม. 
น ามาปั่นแยกเซลล์ 
5000g, 10นาที 
จากนั้นละลาย
ตะกอนเซลล์ด้วย
น้ ากลั่นปลอดเชื้อ 
และสุดท้ายน าไป
วัด OD 600 ให้ได้
ค่าเท่ากับ 1.0 
 

Mayaka et al., 
2004 

Acinetobacter 
calcoaceticus 

-monocot 
Lemna 
minor 
(duckweed)  
-dicot 
Lactuca 
sativa 

ผสมสารแขวนลอย
แบคทีเรียลงในอาหาร
เหลวที่เพาะเลี้ยงพืช
(hydroponic culture 
system) 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ใน broth จากนั้น
ล้างเซลล์ 2 ครั้ง
ด้วยการปั่นเหวี่ยง 
และแขวนลอย
ตะกอนเซลล์ด้วย

Suzuki et al., 
2013 
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(lettuce) น้ ากลั่นปลอดเชื้อ 
แล้ววัด OD600 ให้
ได้ค่าเท่ากับ 0.3 

-Penibacillus sp. 
-Microbacterium sp. 
-Bacillus sp. 
Klebsiella sp. 

Rice แช่เมล็ดในสารละลาย
แบคทีเรียในอัตราส่วน 20 
เมล็ด/10ml  

เลี้ยงแบคทีเรียใน
อาหารเหลว 
จากนั้นปรับความ
เข้มข้นของเซลล์ 
ให้ได้ OD600 
เท่ากับ 1.0 ด้วยน้ า
กลั่นปลอดเชื้อ  

Ji et al., 2014 

 

อย่างไรก็ตาม ในการใช้จุลินทรีย์ในงานวิจัยนั้น สมควรที่จะเลือกสภาวะการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์และ

อาหารเลี้ยงเชื้อให้เหมาะสม เพ่ือให้จุลินทรีย์สามารถเจริญได้ดี และมีประสิทธิภาพ ทั้งนี้ควรค านึงถึงการน าไป

ประยุกต์ใช้ได้จริง  โดยเฉพาะจุลินทรีย์ที่น าไปใช้ทางการเกษตร จะต้องมีประสิทธิภาพ เกษตรกรสามารถน าไปใช้

ได้ด้วยตนเอง โดยมีวิธีการเพ่ิมจ านวนและวิธีการใช้ไม่ยุ่งยาก  ซึ่งรองศาสตราจารย์ ดร .จุรีย์รัตน์ ลีสมิทธิ์ หัวหน้า

โครงการวิจัยด้านทรัพยากรจุลินทรีย์  แนะน าวิธีการเพ่ิมจ านวนเชื้อจุลินทรีย์โดยใช้น้ ามะพร้าวเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ 

สามารถเพ่ิมปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ได้ประมาณ 100-1,000 เท่า  โดยขึ้นอยู่กับชนิดเชื้อและอุณหภูมิภายนอกด้วย 

(ขยายหัวเชื้อจุลินทรีย์อย่างง่าย สไตล์ชาวบ้าน-เกษตรทั่วไทย, 2555) เนื่องจากน้ ามะพร้าวมีปริมาณสารที่มีคุณค่า

ทางโภชนาการค่อนข้างสูง โดยมี Total carbohydrate 2.32-3.69 g/100 ml และTotal nitrogen 20-60 

mg/100 ml นอกจากนี้ยังมีกรดอะมิโน แร่ธาตุ วิตามินและฮอร์โมนอีกด้วย (Vigliar et al., 2006, Sekar et al., 

2013) จึงมีการน าน้ ามะพร้าวมาประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวาง ได้แก่ การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ การเพาะเลี้ยงเชื้อรา 

แบคทีเรีย และจุลินทรีย์อ่ืนๆ (Reyes et al., 2009, Lin & Dianese, 1976,  Mauney et al., 1952) ดังเช่น 

Kongruang (2008) ได้ทดสอบเลี้ยงแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ คือ Acetobacter xylinum สายพันธุ์ TISTR 998, 

975 และ 893 เพ่ือผลิต bacterial cellulose โดยใช้น้ ามะพร้าวเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อเปรียบเทียบกับน้ าสับปะรด 

ซึ่งเมื่อผลิตเชื้อเริ่มต้นโดยเพาะเชื้อปริมาตร 10% ของอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 500 ml ที่มีการเติม 1% yeast 

extract และ 95% ethanol 14 ml  ปรับ pH เท่ากับ 4.75 บ่มที่อุณหภูมิ 30๐C เป็นเวลา 6 วัน จากนั้นถ่ายเชื้อ

เริ่มต้นลงในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 5,000 ml แล้วบ่มในสภาวะนิ่งเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ผลการทดลองแสดงให้
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เห็นว่า เมื่อตรวจนับเซลล์ที่มีชีวิตในระหว่างกระบวนการหมักพบว่าในระยะ exponential phase แบคทีเรีย

สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิดเพ่ิมขึ้น 1011 เท่าจากจ านวนเซลล์เริ่มต้น (1010 เป็น 1021 cfu/ml) 

หลังจากบ่ม 8 วัน ในขณะที่ Sekar และคณะ (2013) ได้ศึกษาการใช้น้ ามะพร้าวเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือผลิต 

recombinant protein ใน Escherichia coli ซึ่งจากผลการทดลองพบว่า เมื่อเลี้ยง E. coli ในอาหารเลี้ยงเชื้อน้ า

มะพร้าวเป็นเวลา 12 ชั่วโมง สามารถวัดค่าความขุ่น (Optical density : OD) ที่ OD600nm ได้เท่ากับ 1.55 ทั้งนี้

อัตราการเจริญของเชื้อจะขึ้นอยู่กับส่วนประกอบของน้ ามะพร้าวซึ่งแตกต่างตามแหล่งที่มาของน้ ามะพร้าว 

นอกจากนี้หากเติม 25 mM (NH4)2SO4 ในอาหารเลี้ยงเชื้อน้ ามะพร้าวจะสามารถเพ่ิม biomass ของ E. coli ได้ 

2-10 เท่า (Sekar et al., 2013) ในขณะเดียวกัน น้ ามะพร้าวยังจัดเป็น complete growth media ส าหรับยีสต์ 

Rhodotorula glutinis (Oloke & Glick, 2006) ด้วย และยังมีรายงานผลการวิจัยพบว่าน้ ามะพร้าวสามารถใช้

เป็นวัตถุดิบเสริมแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนใน MRS sucrose media เพ่ือผลิต exopolysaccharide ของเชื้อ 

Lactobacillus confusus ซึ่งช่วยลดต้นทุนค่าอาหารเลี้ยงเชื้อได้ (Kuntiya et al., 2010) นอกจากนี้ 

Prabakaran และคณะ (2008) ได้รายงานการใช้น้ ามะพร้าวเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus thuringiensis var. 

israelensis เพ่ือผลิตสาร δ endotoxin ส าหรับก าจัดยุง โดยเมื่อบ่มเชื้อเป็นเวลา 30 ชั่วโมง จะได้ Cell mass 

yield เท่ากับ 3.1g/L และนับสปอร์ได้ 3.4x1011 spores/ml 
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บทที่ 3 

วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

3.1 วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 

3.1.1 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในกำรทดลอง 

จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง เป็นเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกจาก stock culture ของ รศ.ดร. เสาวนิต 

ทองพิมพ์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น จ านวน 415 ไอโซเลท ซึ่งแยกได้จาก

เนื้อเยื่อส่วนต่างๆของต้นยางพาราที่แข็งแรง และเปิดกรีดหน้ายางแล้วในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  

ตรวจสอบความบริสุทธิ์และ viability ของเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกดังกล่าวซึ่งเก็บอยู่ใน culture 

collection โดยเพาะเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soya Agar (TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 28๐C  เป็นเวลา 24-48 

ชั่วโมง ยกเว้นแบคทีเรียกลุ่ม actinomycetes บ่มเป็นเวลา 5 วัน เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

3.1.2 กำรคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติส่งเสริมกำรเจริญในพืช 

คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกจ านวน 415 ไอโซเลทตามคุณสมบัติดังนี้ 

3.1.2.1 เชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติส่งเสริมกำรเจริญในพืช 
1) ทดสอบกำรสร้ำงสำร indole acetic acid (IAA production)  

ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟติกในการสร้างสาร IAA ด้วย 

colorimetric method โดยดัดแปลงจากวิธีของ Glickmann & Dessaux (1995) ดังนี้ เลี้ยงเชื้อใน Soyabean 

Casein Digest Medium (Tryptone Soya Broth; TSB medium) ที่เติม ทริปโตแฟน 200 µg/ml บ่มเขย่า 

150 rpm ที่อุณหภูมิ 28๐C  เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (โดยมีกลุ่มควบคุมเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อปลอดเชื้อ) แล้วน าไปป

นเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที น าสวนใส (supernatant) มาเติม Salkowski’s reagent  ในอัตราส่วน 

1:1 บ่มในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที ตรวจดูการเปลี่ยนแปลงเป็นสีชมพู แสดงว่า มีการสร้าง IAA จึงน าไปตรวจ

ปริมาณ IAA โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ 530 nm ด้วยเครื่อง spectrophotometer เทียบกับ 

กราฟมาตรฐานของ IAA บริสุทธิ์ 

2) ตรวจสอบกำรตรึงไนโตรเจนจำกอำกำศ (Nitrogen fixation) 

ตรวจสอบเชิงคุณภำพกำรตรึงไนโตรเจนจำกอำกำศ (Stella & Suhaimi, 2010) 

เพาะเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติก บนอาหารแข็ง nitrogen-free medium 2 ชนิด คือ 

Burk’s medium (Subba Rao, 1984; Stella & Suhaimi, 2010) และ Ashby’s medium (Jack et al. 1953; 
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Stella & Suhaimi, 2010) ด้วยวิธี point inoculation โดยใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อ บ่มเป็นเวลา 7 วัน และ

ตรวจวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเพ่ือคัดเลือกไอโซเลทที่สามารถเจริญบนผิวหน้าอาหารได้ดี ไปทดสอบ

การตรึงไนโตรเจนเชิงปริมาณต่อไป 

ตรวจสอบเชิงปริมำณกำรตรึงไนโตรเจนจำกอำกำศ (ดัดแปลงจาก Gothwal et 

al., 2008) 

คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่สามารถเจริญได้ดีบนอาหารแข็ง nitrogen free 

medium จ านวน 27 ไอโซเลท มาเพาะเชื้อบนอาหารแข็ง TSA medium บ่มที่อุณหภูมิ 28๐C  เป็น เวลา 24-48 

ชั่วโมง จากนั้นล้างเซลล์แบคทีเรียใน 0.85% Normal saline น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 

แล้วน าตะกอนเซลล์มาเตรียมสารแขวนลอยเซลล์ในอาหารเหลว Burk’s medium เพ่ือใช้เตรียม inoculum ใน

หลอดทดลองขนาด 15x150 mm ที่มีอาหารเหลว Burk’s medium หรือ Ashby’s medium ปริมาตร 5 ml 

โดยปรับ OD600nm เริ่มต้น เท่ากับ 0.8 บ่มที่อุณหภูมิ 28๐C เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อ inoculum ลงใน

ขวด serum ขนาด 10 ml ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ml โดยปรับ OD600nm เริ่มต้น เท่ากับ 0.2 บ่มสภาวะเดิมเป็น

เวลา 72 ชั่วโมงจากนั้นดูดอากาศภายในขวด serum ออก 0.5 ml (10% v/v) แล้วแทนที่ด้วยแก๊สอะเซทิลีนใน

ปริมาตรที่เท่ากัน บ่มเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ดูดตัวอย่างแก๊สภายในขวด serum มาวัดผลการตรึงไนโตรเจนจาก

อากาศของแบคทีเรียเอนโดไฟติกด้วยวิธี acetylene  reduction  assay  (Hardy et al., 1968)  ด้วยเครื่องก๊าซ

โครมาโทกราฟฟีที่มี hydrogen-flame ionization detector (120๐C) และใช้คอลัมน์ชนิด Poropak N (65๐C) 

โดยใช้ก๊าซฮีเลียมเป็นตัวพา (carrier gas) ด้วยอัตรา 40 ml/min และใช้ก๊าซไนโตรเจนบริสุทธิ์เป็นตัวเติมเต็ม 

(makeup gas) การทดลองควบคุม ใช้อาหารเหลว Burk’s medium หรือ Ashby’s medium ที่ปราศจาก

จุลินทรีย์ ค านวณประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของก๊าซเอทธิลีน 

3) ทดสอบกำรละลำยฟอสเฟต (Phosphate solubilization)  

ตรวจสอบเชิงคุณภำพกำรละลำยหินฟอสเฟต 

ใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อเขี่ยเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่เจริญบนผิวหน้าอาหารแข็ง TSA 

medium มาเพาะเชื้อลงบนอาหารแข็ง modified Pikovskaya (mPVK) medium ที่มีแหล่งฟอสฟอรัสแตกต่าง

กันคือ Ca3 (PO4)2 ;TCP, FePO4 ; IPP และ AlPO4; APP โดยวิธี point inoculation จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 

28๐C เป็นเวลา 7 วัน ตรวจผลการละลายฟอสเฟตโดยสังเกตุส่วนใสรอบๆโคโลนี วัดขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลาง

ของโคโลนีและส่วนใสรอบโคโลนีเพื่อค านวณ solubilization index [ratio of total diameter (colony + halo 
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zone) / colony diameter] (Mehta & Nautiyal, 2001; Islam, 2006 ; Pikovskaya, 1948) และคัดเลือกไอ

โซเลทที่มีค่า solubilization index สูง มาศึกษาการละลายฟอสเฟตเชิงปริมาณต่อไป 

ตรวจสอบเชิงปริมำณกำรละลำยหินฟอสเฟต 

คัดเลือกแบคทีเรียเอนโดรไฟติก จ านวน 6 ไอโซเลท ได้แก่ EL1A11, EL1A12, 

EL111, EP122, ER212 และ EP3B3 ซึ่งสร้างโซนใส (halo zone) รอบโคโลนีบนอาหารทดสอบเชิงคุณภาพมา

เตรียม suspension ของเชื้อให้มีค่า OD600nm เท่ากับ 2 ใน 0.85% NSS จากนั้นปิเปต suspension ของเชื้อลง

ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 ml ซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ NBRIP liquid medium ปริมาตร 50 ml โดยปรับ pH 

เริ่มต้นก่อนฆ่าเชื้อ เท่ากับ pH5 และ pH7 และมี TCP (0.5% (w/v)) เป็นแหล่งฟอสฟอรัส (คัดเลือกจากการ

ตรวจสอบเชิงคุณภาพ) เปรียบเทียบกับหินฟอสเฟต (RP) ขนาด 60 mesh (0.5% (w/v)) โดยปรับค่า OD600nm 

ของเชื้อเริ่มต้น เท่ากับ 0.15 บ่มเขย่า 150 rpm ที่อุณหภูมิ 28๐C (โดยมีกลุ่มควบคุมเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อปลอด

เชื้อ) เก็บตัวอย่างวันที่ 0, 2, 5 และ 10 ของการบ่ม เพ่ือวัดค่า pH จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 

10 นาที น าส่วนใสมาตรวจหาปริมาณฟอสเฟตโดยดัดแปลงจากวิธี Fiske and Subbarow (Fiske & Subbarow, 

1925; Chaiharn & Lumyong, 2011) โดยน าส่วนใสปริมาตร 500 µl มาท าปฏิกิริยากับ 10%(w/v) 

trichloroacetic acid  จากนั้นเติม color reagent ปริมาตร 4 ml บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที แล้ว

น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ 820 nm ด้วยเครื่อง Fluorescence microplate reader รุ่น 

SpectraMax M5 เทียบกับ Standard curve ของ Potassium dihydrogenphosphate (KH2PO4)  

สถิติที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ข้อมูล: 

ค่าเฉลี่ยที่ได้จากแต่ละการทดลอง น าไปวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบจ าแนกทางเดียว (One Way 

Analysis of Variance, One Way ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan’s Multiple Range 

Test (DMRT) 

3.1.2.2 ตรวจสอบกำรเจริญร่วมกันของเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติก 
คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญในพืช จ านวน 2 ไอโซ

เลท ได้แก่ ไอโซเลท AP6A3 (สามารถสร้างสาร IAA และตรึงไนโตรเจนจากอากาศได้ดี) และ ER212 (สามารถ
ละลาย TCP และหินฟอสเฟตได้)  มาทดสอบความสามารถในการเจริญร่วมกันโดยเพาะเลี้ยงเชื้อ  ใน TSB 
medium ปรับความขุ่นเริ่มต้นที่ OD660 nm เท่ากับ 0.05 บ่มเขย่า 150 rpm ที่อุณหภูมิ 28±2๐C โดยศึกษาการ
เพ่ิมจ านวนของแบคทีเรียเอนโดไฟติกแบบเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม 
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เก็บตัวอย่างสารแขวนลอยเชื้อเพ่ือตรวจนับปริมาณเชื้อโดยวัดความขุ่นที่ OD660 nm และ
ท า dilution plate count ในชั่วโมงท่ี 0, 5, 10, 15 และ 25 ของการบ่มเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ (cfu/ml) 
ที่เพ่ิมข้ึนของเชื้อแต่ละไอโซเลท และน ามาค านวณ specific growth rate (µ) ดังสมการ (Wharfe et al., 2010) 

µ   =  2.303 (log OD2 – log OD1) 
                 t2 - t1 
แบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญในพืชและเจริญร่วมกันได้ที่คัดเลือก

ไปใช้ในการทดลองต่อไป มีจ านวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท AP6A3 ซึ่งสามารถผลิต IAA และตรึงไนโตรเจนได้
อย่างมีประสิทธิภาพ และไอโซเลท ER212 ซึ่งสามารถละลาย TCP และหินฟอสเฟตได้ด ี

 
3.1.3 ทดสอบกำรเตรียมหัวเชื้อสดของแบคทีเรียเอนโดไฟติกในอำหำรเลี้ยงเชื้อน้ ำมะพร้ำว 

เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกไอโซเลท AP6A3 และ ER212 ในอาหารเลี้ยงเชื้อน้ ามะพร้าว  
ปลอดเชื้อ (ในกรณีที่จ าเป็น อาจเติมสารอาหารบางอย่างเพ่ือเพ่ิมการเจริญของเชื้อ ตามการตรวจเอกสาร ข้อ 2.5 
หน้า 16) ปริมาตร 100 ml บ่มเขย่า 150 rpm เป็นเวลา 27 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 28๐C โดยศึกษาการเพ่ิมจ านวน
ของแบคทีเรียเอนโดไฟติกในรูปแบบเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมดังนี้ 

3.1.3.1 แบคทีเรียเอนโดไฟติก ไอโซเลท AP6A3 (ปรับความขุ่นเริ่มต้นที่ OD600 nm เท่ากับ 0.05) 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อน้ ามะพร้าว  

3.1.3.2 แบคทีเรียเอนโดไฟติก ไอโซเลท ER212 (ปรับความขุ่นเริ่มต้นที่ OD600 nm เท่ากับ 0.1) 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อน้ ามะพร้าว 

3.1.3.3 แบคทีเรียเอนโดไฟติก ไอโซเลท AP6A3 และ ER212 (ปรับความขุ่นเริ่มต้นที่ OD600 nm 
เท่ากับ 0.05 และ 0.1 ตามล าดับ) ในอาหารเลี้ยงเชื้อน้ ามะพร้าว 

ตรวจนับปริมาณเชื้อโดยวัดความขุ่นที่ OD600nm และ dilution plate count (DPC) ที่เวลา 0, 3, 
7 และ 24 ชั่วโมง แล้วเลือกเวลาบ่มอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเจริญของเชื้อแต่ละไอโซเลท ≥ 108 CFU/ml เพ่ือใช้ใน
การทดลองต่อไป 

3.1.4 ทดสอบกำรรอดชีวิตในดินและกำรเพิ่มจ ำนวนในต้นกล้ำยำงของแบคทีเรียเอนโดไฟติก 
น าเมล็ดยางพาราพันธุ์ RRIM 600 ที่ท าให้ปลอดเชื้อโดยฆ่าเชื้อที่ผิวด้วย 0.5% NaOCl นาน 10 นาที 

และล้างด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 3 ครั้ง (Marques et al., 2010) จากนั้นน าเมล็ดยางพาราเพาะในขุยมะพร้าว 
รดน ้าให้ชุ่ม บ่มเพ่ือให้ได้เมล็ดยางพาราท่ีงอกแล้วอายุ 1 วัน แล้วด าเนินการดังนี้ 

3.1.4.1  ขั้นตอนแช่เมล็ด น ามาแช่ในสารต่างๆต่อไปนี้เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  
(1) สารแขวนลอยไอโซเลท A ที่เจริญอยู่ในน้ ามะพร้าว 
(2) สารแขวนลอยไอโซเลท B ที่เจริญอยู่ในน้ ามะพร้าว 
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(3) น้ ามะพร้าว 
(4) น้ าปลอดเชื้อ  
จากนั้น ปลูกเมล็ดยางพาราในถุงพลาสติกสีด าที่มีดินปลอดเชื้อและอยู่ในโรงเรือน 

3.1.4.2 ขั้นตอนกำรให้สำรระหว่ำงกำรทดลอง โดยรดน้ าทุกวันวันละ 2 ครั้ง (เช้าและเย็น) และมี
การให้สารกับเมล็ดยางด้วยวิธีเทราดบริเวณส่วนที่งอกของเมล็ดยางหรือโคนต้นกล้า (Faria et al., 2013) ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร (108 cfu/ml) ในวันที่ 7 ของการทดลอง (ตารางที่ 2.1) ท าการทดสอบ 5 ซ้ าๆ ละ 15 ต้น โดยวาง
แผนการทดลองท่ีมีแผนแบบสุ่มบล็อกสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design ; RCBD) ซึ่งแบ่งการให้
สารระหว่างการทดลองตามกรรมวิธีการทดลองดังนี้ 

(1) ไอโซเลท A 
(2) ไอโซเลท B + ดินผสม RP 
(3) น้ ามะพร้าว 
(4) น้ ามะพร้าว + ดินผสม RP 
(5) น้ าปลอดเชื้อ 

 
ตำรำงท่ี 3.1  สรุปขั้นตอนการทดลอง 
 

ขั้นตอน 
กำรทดลอง 

วันที่ท ำกำร
ทดลอง 

กรรมวิธีกำรทดลอง 
หมำยเหตุ 

1. การแช่เมล็ด วันที่ 0 (1) ไอโซ
เลท A 

(2) ไอโซ
เลท B 

(3) น้ ามะพร้าว (4) น้ าปลอด
เชื้อ  

- 

2. การให้สาร
ระหว่างทดลอง  

วันที่ 7 (1) ไอโซ
เลท A 

(2) ไอโซเลท 
B + ดินผสม 
RP 
 

(3) น้ ามะพร้าว 
(4) น้ ามะพร้าว 
+ ดินผสม RP 

(5) น้ าปลอด
เชื้อ 

รดน้ าเช้า
และเย็น 

วันที่ 14 
และ  

วันที่ 28 
- - - - 

 
กำรตรวจผล สุ่มเก็บตัวอย่าง 5 ต้นในแต่ละกรรมวิธีเพ่ือตรวจการเข้าอาศัยและปริมาณของ

แบคทีเรียเอนโดไฟติกในเนื้อเยื่อราก (root) และเนื้อเยื่อส่วนเหนือราก (shoot) ของต้นกล้ายางพารา โดยตรวจ
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นับแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อพืชด้วยวิธี dilution plate count หลังจากท าการฆ่าเชื้อที่ผิวของ
ชิ้นส่วนพืชแล้ว รวมทั้งตรวจการรอดชีวิตของแบคทีเรียเอนโดไฟติกในดินปลูกด้วยวิธี dilution plate count ใน
วันที่ 7 (ตรวจภายหลังจากการราดเชื้อ 24 ชั่วโมง), 14, 21 และ 28 ของการทดลอง  โดยใช้ selective media 
ส าหรับเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกทั้ง 2 ไอโซเลท โดยไอโซเลท AP6A3 ใช้ Trypticase soy agar (TSA) ที่เติม 
0.1% malachite green และ ไอโซเลท ER212 ใช้ TSA ที่เตมิ 8% NaCl  

และเม่ือสิ้นสุดการทดลองเปรียบเทียบการเจริญของต้นกล้ายางที่เหลือจ านวน 12 ต้นต่อซ้ าในแต่ละ 
tratment ได้แก่ น้ าหนักสด น้ าหนักแห้ง จ านวนใบ/ฉัตร พื้นที่ใบ ความสูงของล าต้น ความยาวรอบต้น และความ
ยาวของราก 
 
3.2 สถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

ศูนย์เรียนรู้ยางพารา จังหวัดขอนแก่น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

บทที่ 4 

ผลกำรวิจัย 

4.1 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในกำรทดลอง 

จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง เป็นเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกจาก stock culture ของ รศ.ดร. เสาวนิต ทอง

พิมพ์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น จ านวน 415 ไอโซเลท ซึ่งแยกได้จากเนื้อเยื่อ

ส่วนต่างๆได้แก่ ราก ใบ ก้าน และดอกของต้นยางพาราที่แข็งแรง และเปิดกรีดหน้ายางแล้วในเขตภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ดังแสดงในตารางที่ 4.1 โดยประเมินจากลักษณะโคโลนีแล้วคาดว่าน่าจะเป็นกลุ่ม Bacillus 

ราว 90 ไอโซเลท กลุ่ม Pseudomonas ราว 150 ไอโซเลท กลุ่มแอคติโนมัยสีทราว 15 ไอโซเลท ที่เหลือเป็นกลุ่ม

อ่ืนๆ ประราว 160 ไอโซเลท 

เมื่อเพาะเชื้อและท า cross streak technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soya Agar (TSA) บ่มที่

อุณหภูมิ 28๐C  เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ยกเว้นแบคทีเรียกลุ่ม actinomycetes บ่มเป็นเวลา 5 วัน พบว่าทุกไอโซ

เลทยังคงเป็นเชื้อบริสุทธิ์ จึงได้น าไปใช้ในการทดลองต่อไป 

4.2 กำรคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติส่งเสริมกำรเจริญในพืช 

จากการทดสอบเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่แยกได้จากส่วนต่างๆของต้นยางพารา จ านวน 415 ไอโซเลท 

ในการสร้าง IAA การละลายฟอสเฟต และการตรึงไนโตรเจนจากอากาศทั้งในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ ได้ผล

การทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.1 และ 4.2  

ตำรำงที่ 4.1 แบคทีเรียเอนโดไฟติกซึ่งมีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญในพืชที่แยกเชื้อได้จากส่วนต่างๆของต้น

ยางพารา 

Source of isolates 
Number of isolates 

IAA producers Nitrogen fixers Phosphate solubilizers 

Root 184 139 8 
Leave 68 44 4 
Petiole 79 37 5 
Flower 4 0 0 
Total 335 220 17 
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ตำรำงท่ี 4.2 จ านวนแบคทีเรียเอนโดไฟติกท่ีมีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญในพืช 

 
4.2.1 เชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติส่งเสริมกำรเจริญในพืช 

1) กำรสร้ำงสำร Indole acetic acid (IAA production) 

จากการทดสอบการสร้างสาร IAA ของแบคทีเรียเอนโดไฟติก ด้วย Salkowski’s reagent  
แล้วเปลี่ยนเป็นสีชมพู (รูปที่ 4.1) พบว่ามีจ านวน 335 ไอโซเลท (80.7%) ที่สามารถผลิตสาร IAA ได้ และมีความ
เข้มข้นอยู่ในช่วง 0.52 - 68.45 µg/ml โดยไอโซเลท AL6A1 ซึ่งแยกเชื้อได้จากใบยางพารา ผลิตสาร IAA มาก
ที่สุด (68.45 µg/ml) รองลงมาคือ ไอโซเลท AP6A3, AP611, FR421 และ FP1A2 ผลิตสาร IAA ได้ 58.39, 
49.23, 48.77 และ 45.35 µg/ml ตามล าดับ ทั้งนี้เมื่อจัดกลุ่มแบคทีเรียเอนโดไฟติกตามความสามารถในการสร้าง
สาร IAA เป็นสร้าง IAA ได้สูง (>10 µg/ml)  กลาง (>5–10 µg/ml)  และต่ า (0–5 µg/ml) (Kukla et al., 2014) 
แสดงดังรูปที่ 4.2  

 

 

 

 
 

Location  
Total 

Isolates 

Number of isolates exhibiting 

IAA production 
Phosphate solubilization 

Nitrogen fixation 
Ca3(PO4)2 FePO4 AlPO4 

A 58 51 - - - 33 
B 18 7 - - - 16 
C 56 38 - - - 35 

D 13 11 - - - 9 

E 61 59 11 - - 42 

F 56 42 1 - - 21 
G 153 127 5 - - 54 

Total 415 335 17 0 0 210 

        AP6A3 

AP611 

A        FR421       Medium 
     Control    AL6A1  

รูปที่ 4.1 แสดงการเปลี่ยนแปลงเป็นสี

ช ม พู ห ลั ง จ า ก เ ติ ม  Salkowski’s 

reagent  30 นาท ี

 

FP1A2 
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รูปที่ 4.2 จ านวนไอโซเลทของแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่ผลิตสาร IAA (µg/ml) 

2) ตรวจสอบกำรตรึงไนโตรเจนจำกอำกำศ 

จากการทดลองเพาะเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกจ านวน 415 ไอโซเลทบนอาหารแข็ง nitrogen 

free medium 2 ชนิด คือ Burk’s medium และ Ashby’s medium พบว่ามี 220 ไอโซเลท (คิดเป็น 50.6%) 

ที่สามารถเจริญบนอาหารที่ไม่มีแหล่งไนโตรเจนได้  โดยมี 9 ไอโซเลท (4.1%) สามารถเจริญบน Ashby’s 

medium เท่านั้น และอีก 49 ไอโซเลท (22.3%) สามารถเจริญบน Burk’s medium เท่านั้น ในขณะที่ 162 ไอโซ

เลท (73.6%) สามารถเจริญบนอาหารทั้ง 2 ชนิดได้ ดังแสดงในตารางที่ 4.3 และเมื่อวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง

ของโคโลนีที่สามารถเจริญบนผิวหน้าอาหาร พบว่ามีขนาดอยู่ระหว่าง 2-20 มิลลิเมตร 

คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่เจริญได้ดีบนอาหารแข็ง Nitrogen-free medium ที่ให้

โคโลนีที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต้ังแต่ 10 มิลลิเมตรขึ้นไป พบว่ามีจ านวน 27 ไอโซเลท น ามาทดสอบการตรึง

ไนโตรเจนเชิงปริมาณด้วยวิธี acetylene reduction assay พบว่า ไอโซเลท BR4A2 สามารถตรึงไนโตรเจนได้สูง

ที่สุด เท่ากับ 74.24 µmolC2H4/tube/h รองลงมาคือ ไอโซเลท BR3A1, AL512, AL111, BR4A4 และ AP6A3 

ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.3 
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ตำรำงท่ี 4.3 จ านวนไอโซเลทที่เจริญบนอาหารแข็ง nitrogen-free medium 

 

Location of  
rubber tree 
plantation  

Number of isolates grown on nitrogen-free medium 
No 

growth 
Total Ashby’s 

medium 
Burk’s 

medium 
Ashby’s  & Burk’s 

medium 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น 1 5 37 15 58 
จ.ขอนแก่น - - 16 2 18 
จ.ชัยภูม ิ 1 8 26 21 56 
ศูนย์เรียนรู้ยางพารา 
จ. ขอนแก่น 

- 2 7 4 13 

จ.ร้อยเอ็ด 2 13 27 19 61 
จ.สกลนคร 2 8 11 35 56 
จ.หนองคาย 3 13 38 99 153 

Total 9 49 162 195 415 
หมำยเหตุ No growth; ไม่มีการเจริญบนอาหารทั้ง 2 ชนิด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 การตรึงไนโตรเจนของแบคทีเรียเอนโดไฟติกตรวจสอบด้วยวิธี acetylene reduction assay 
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3) ทดสอบกำรละลำยอนินทรีย์ฟอสเฟต 

ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเอนโดไฟติกจ านวน 415 ไอโซเลทบน mPVK medium ที่มีแหล่งของอนินทรีย์
ฟอสเฟตเป็น Ca3(PO4)2, FePO4 และ AlPO4 พบ17 ไอโซเลทสร้างโซนใสรอบโคโลนีบนอาหารที่มี Ca3(PO4)2 
(รูปที่ 4.4) โดยให้ solubilization index ในช่วง 1.1-2 (รูปที่ 4.5) ซึ่งแบคทีเรียเอนโดไฟติกดังกล่าวแยกได้จากใบ 
4 ไอโซเลท แยกจากก้าน 6 ไอโซเลท และแยกจากรากมีจ านวนไอเลทมากที่สุดคือ 7 ไอโซเลท 

 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.4 ไอโซเลทที่สร้างโซนใสรอบโคโลนีบนอาหาร mPVK medium ที่มี TCP เป็นแหล่งของอนินทรีย์ฟอสเฟต 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.5 ค่า solubilization index ของเชื้อที่สร้างโซนใสรอบโคโลนีบนอาหาร mPVK medium ที่มี TCP เป็น
แหล่งของอนินทรีย์ฟอสเฟต 
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น าเชื้อที่สร้างโซนใสบน mPVK medium ได้กว้างสุดมา  6 ไอโซเลท ได้แก่ EL1A11, EL1A12, EL111, 
EP122, ER212 และ EP3B3 มาเลี้ยงใน NBRIP liquid medium ที่มี 0.5% (w/v) Ca3(PO4)2 ศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงของ pH และปริมาณฟอสเฟต ในวันที่ 0, 2, 5 และ 10 ของการบ่ม พบว่า NBRIP ทั้งที่ปรับ pH 
เริ่มต้นเป็น 5 และ 7 มี pH ลดลงจากกลุ่มควบคุม (รูปที่ 4.6a และ 4.6b) และมีปริมาณฟอสเฟตเพ่ิมขึ้นเมื่อบ่ม
นานขึ้น โดยในวันที่ 10 ของการบ่มในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับpH เริ่มต้นเท่ากับ pH 5 พบว่าไอโซเลท ER212 ซึ่ง
แยกได้จากรากยางพาราสามารถปลดปล่อยฟอสเฟตได้มากที่สุดคือ 197.01 mg/L รองลงมาได้แก่ ไอโซเลท 
EL111, EL1A12, EL1A11, EP3B3 และ EP122 ตามล าดับ ในขณะที่ไอโซเลท EL111 ซึ่งแยกเชื้อได้จากใบ
ยางพาราปลดปล่อยฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับ pH เริ่มต้นเป็น pH 7 เท่ากับ 191.5 mg/L รองลงมาคือไอ
โซเลท ER212, EL1A12, EL1A11, EP3B3 และ EP122 (รูปที่ 4.7a และ 4.7b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.6 ค่า pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ NBRIP liquid medium ที่มี 0.5% (w/v) TCP เป็นแหล่งฟอสฟอรัส;   
(a) pH เริ่มต้นเท่ากับ pH 5, (b) pH เริ่มต้นเท่ากับ pH 7 

(a) 

(b) 
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รูปที่ 4.7 ปริมาณฟอสเฟต (mg/L) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NBRIP liquid medium ที่มี 0.5% (w/v) TCP เป็นแหล่ง
ฟอสฟอรัส; (a) pH เริ่มต้นเท่ากับ pH5, (b) pH เริ่มต้นเท่ากับ pH7 

เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ NBRIP liquid medium ที่มี 0.5% (w/v) 
RP เป็นแหล่งฟอสฟอรัส พบว่ามีความเข้มข้นของฟอสเฟต 3.4 – 10.45 mg/L และมีค่า pH ลดลงจากกลุ่ม
ควบคุมเล็กน้อย จากผลการทดลองพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟติกมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตจาก 
Ca3(PO4)2 ได้ดแีละยังมีความสามารถละลายหินฟอสเฟตได้อีกด้วย 

(b) 

(a) 
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จากการศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่ช่วยส่งเสริมการเจริญของพืช สามารถ
คัดเลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในแต่ละด้านดังแสดงในตารางที่ 4.4 จึงท าให้ผู้วิจัยเลือก 2 ไอโซเลทใช้ใน
การศึกษาต่อไปคือ AP6A3 ซ่ึงสร้างสาร IAA และตรึงไนโตรเจนจากอากาศได้ดี  และ ER212 ซึ่งละลาย TCP และ
หินฟอสเฟตได้อีกทั้งเป็นไอโซเลทที่แยกได้จากรากต้นยางพารา ซึ่งน่าจะปรับตัวได้ดีในดินและจ าเพาะกับรากของ
ต้นยาง ซึ่งเป็นบริเวณที่สามารถเกิดการละลายอนินทรีย์ฟอสเฟตที่ถูกตรึงไว้ในดินได้มีประสิทธิภาพดีที่สุด   

ตำรำง 4.4 แบคทีเรียเอนโดไฟติกท่ีมีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญของพืชในแต่ละด้าน 

 IAA production 
Phosphate 

solubilization* 
Nitrogen fixation 

Isolate µg/ml Isolate mg/L Isolate µmolC2H4/tube/hr 
AL6A1 68.45 ER212 197.01 BR4A2 74.24 
AP6A3 58.39 EL111 189.58 BR3A1 69.89 
AP611 49.23 EL1A12 166.67 AL512 69.09 
FR421 48.77 EL1A11 132.54 AL111 65.56 
FP1A2 45.35 EP3B3 113.26 BR4A4 64.40 

FR214 33.74 EP122 111.95 AP6A3 64.14 
 

* ทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับ pH ก่อนการ autoclave เท่ากับ pH 5 

4.2.2 ตรวจสอบกำรเจริญร่วมกันของเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติก 

จากการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญในพืช จ านวน 2 ไอโซเลท 
ได้แก่ ไอโซเลท AP6A3 (สามารถสร้างสาร IAA และตรึงไนโตรเจนจากอากาศได้ดี) และ ER212 (สามารถละลาย 
TCP และหินฟอสเฟตได้) มาทดสอบความสามารถในการเจริญร่วมกัน และตรวจผลโดยวิธี dilution plate 
count ในชั่วโมงที่ 0, 5, 10, 15 และ 25 ของการเพาะเลี้ยง ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 4.5 ซึ่งจะเห็นได้ว่า
แบคทีเรียเอนโดไฟติกแต่ละไอโซเลท มีค่า specific growth rate (µ) ใกล้เคียงกันทั้งในการเลี้ยงเชื้อแบบเชื้อ
เดี่ยว (Single culture) และแบบเชื้อร่วม (Co-culture) แสดงว่าเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลทมีการเจริญเพ่ิมจ านวนได้ไม่ว่า
จะเลี้ยงเชื้อแบบเชื้อเดี่ยว หรือแบบเชื้อร่วม โดยในการเลี้ยงแบบเชื้อร่วมมีอัตราส่วนประชากรระหว่างทั้งสองไอโซ
เลทค่อนข้างคงที่ตั้งแต่เริ่มต้นเพาะเลี้ยง (ชั่วโมงท่ี 0) จนถึงชั่วโมงที่ 25 แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียเอนโดไฟติกทั้ง 2 
ไอโซเลท สามารถเจริญอยู่ด้วยกันได้ดี ดังแสดงในตารางที่ 4.6 นอกจากนี้ยังมีลักษณะโคโลนีที่แตกต่างกัน ท าให้
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Incubation time Ratio of Log cfu/ml
 (hours) AP6A3 ER212 AP6A3 ER212 AP6A3:ER212

0 4.5x107 9.5x106 7.653 6.978 1.10 : 1

5 2.7x109 2.3x108 9.315 8.362 1.11 : 1

10 2.12x109 1.7x108 9.326 8.230 1.13 : 1

15 6.5x109 1.0x108 9.813 8.000 1.23 : 1

25 7.05x109 4.0x108 9.848 8.602 1.15 : 1

Viable cell (cfu/ml) of bacterial isolates Log cfu/ml of bacterial isolates 

สามารถนับโคโลนีที่ขึ้นบนจานอาหารเดียวกันได้ โดยไอโซเลท AP6A3 มีลักษณะโคโลนีสีครีม รูปร่างโคโลนีกลม 
ขอบเรียบ และมีผิวหน้านูน ส่วนไอโซเลท ER212 มีโคโลนีกลม สีขาว ขอบเรียบ ผิวหน้าย่น ดังแสดงในรูปที่ 4.8 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.8 โคโลนีแบคทีเรียเอนโดไฟติก ไอโซเลทที่คัดเลือก 

 
ตำรำงที่ 4.5 ค่า specific growth rate (µ) ของแบคทีเรียเอนโดไฟติกเมื่อเลี้ยงเชื้อแบบเชื้อเดี่ยวและเชื้อร่วมใน 
TSB medium 

 

Isolate 
Specific growth rate (µ) 

 Single culture Co-culture 
AP6A3 0.78 0.89 
ER212 0.65 0.64 

 
ตำรำงที่ 4.6 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและอัตราส่วนระหว่างแบคทีเรียเอนโดไฟติกเมื่อเลี้ยงเชื้อร่วมกันใน TSB 
medium 
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4.3 ทดสอบกำรเตรียมหัวเชื้อสดของแบคทีเรียเอนโดไฟติกในน้ ำมะพร้ำว 

เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อไอโซเลท AP6A3 และ ER212 ในน้ ามะพร้าวอ่อนเปรียบเทียบกับน้ ามะพร้าวแก่และอาหาร 
Trypticase soy broth (TSB) แบบเชื้อเดี่ยว พบว่าทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถเจริญได้ดีในอาหารทั้ง 3 ชนิด โดย
หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ได้ปริมาณเซลล์ของ AP6A3 สูงถึง 2.6x109 cfu/ml และ 3.6x109 
cfu/ml ในน้ ามะพร้าวอ่อนและ น้ ามะพร้าวแก่ตามล าดับ ซึ่งใกล้เคียงกับเมื่องเพาะเลี้ยงใน TSB medium (6.1 
x109 cfu/ml)   ดังรูปที่ 4.9 ในขณะในสภาวะการเพาะเลี้ยงเดียวกันได้ปริมาณเซลล์ของไอโซเลท ER212 
8.8x108 cfu/ml และ 1.4x109 cfu/ml ในน้ ามะพร้าวอ่อนและน้ ามะพร้าวแก่ตามล าดับ ซึ่งใกล้เคียงกับใน TSB 
medium (1.4 x109 cfu/ml) และเมื่อบ่มเชื้อในน้ ามะพร้าวอ่อนต่อถึงชั่วโมงที่ 36 พบว่ามีปริมาณเชื้อ ER212 
เพ่ิมข้ึนเป็น 1.3 x109 cfu/ml ดังรูปที่ 4.10 

ส าหรับการเลี้ยงเชื้อร่วม (co-culture) พบว่าทั้งสองไอโซเลทสามารถเจริญร่วมกันได้ดีในน้ ามะพร้าวทั้ง 2 
ชนิดเช่นกัน โดยในชั่วโมงท่ี 24 ของการบ่มในน้ ามะพร้าวอ่อน ไอโซเลท AP6A3 มีปริมาณสูงที่สุดเท่ากับ 3.8x109 
cfu/ml และไอโซเลท ER212 มีปริมาณ 1x108 cfu/ml ดังรูป 4.11 ซึ่งใกล้เคียงกับการเลี้ยงเชื้อร่วมในน้ า
มะพร้าวแก่ โดยไอโซเลท AP6A3 มีปริมาณ 3.7x109 cfu/ml  และไอโซเลท ER212 มีปริมาณ 1.4x108 cfu/ml  
ดังรูป 4.12 

ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือกน้ ามะพร้าวแก่มาใช้เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกส าหรับการทดลองต่อไป เนื่องจากให้

ปริมาณเซลล์ที่ต้องการ ≥108 cfu/ml หาซื้อไดง้่ายและราคาถูกกว่าน้ ามะพร้าวอ่อน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.9 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 เมื่อเพาะเลี้ยงใน TSB medium (TAP6A3) ในน้ า

มะพร้าวอ่อน (YAP6A3) และในน้ ามะพร้าวแก่ (MAP6A3) 
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รูปที่ 4.10 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท ER212 เมื่อเพาะเลี้ยงใน TSB medium (TER212) ในน้ า

มะพร้าวอ่อน (YER212) และในน้ ามะพร้าวแก่ (MER212) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.11 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความความยาวคลื่น 600 nm ของเชื้อผสม (mixed cultures) AP6A3 และ 

ER212 และจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 (YAP6A3) และ ER212 (YER212) เมื่อเลี้ยงร่วมกันในน้ า

มะพร้าวอ่อน  
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รูปที่ 4.12 ค่าดูดกลืนแสงที่ความความยาวคลื่น 600 nm ของเชื้อผสม (mixed cultures) AP6A3 และ 

ER212 และจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 (MAP6A3) และ ER212 (MER212) เมื่อเลี้ยงร่วมกันในน้ า

มะพร้าวแก่  

4.4 ตรวจสอบกำรรอดชีวิตในดินและกำรเพิ่มจ ำนวนในต้นกล้ำยำงของแบคทีเรียเอนโดไฟติก 

จากการแช่เมล็ดยางในสารแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกไอโซเลท AP6A3 และ ER212 ก่อนปลูกลง

ดินที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ จากนั้นรดเชื้อลงดินปลูกอีกครั้งในวันที่ 7 ของการปลูก พบว่าเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถ

เข้าไปอาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อต้นกล้ายาง ตลอดจนสามารถเพ่ิมจ านวนเซลล์ในขณะที่อยู่ในเนื้อเยื่อพืชได้ด้วย โดยตรวจ

พบปริมาณเซลล์ใกล้เคียงกันคือไอโซเลท AP6A3 เท่ากับ 9.9x104 cfu/g และ ER212 เท่ากับ 3.2 x104 cfu/g ใน

เนื้อเยื่อรากตั้งแต่วันที่ 7 ของการปลูก จากนั้นพบปริมาณเซลล์ไอโซเลท AP6A3 อยู่ในช่วง 103-104 cfu/g และ

ปริมาณเซลล์ไอโซเลท ER212 อยู่ในช่วง 103-105 cfu/g ในวันที่ 14-28 ของการปลูก ดังแสดงในรูปที่ 4.13 ส่วน

ตัวอย่างเนื้อเยื่อเหนือราก ตรวจพบไอโซเลท ER212 วันที่ 14 ของการปลูกซึ่งมีปริมาณเซลล์อยู่ในช่วง 103-105 

cfu/g ในขณะที่ตรวจพบไอโซเลท AP6A3 ในเนื้อเยื่อส่วนเหนือล าต้นหลังจากปลูก 21 วัน โดยมีปริมาณเซลล์

เท่ากับ 1.5x105 cfu/g และลดลงเหลือ 5x102 cfu/g ในวันที่ 28 ของการปลูก ดังรูปที่ 4.14 

เมื่อตรวจการรอดชีวิตในดินของแบคทีเรียเอนโดไฟติกหลังจากรดเชื้อลงบนดินปลูกในวันที่ 7 ของการปลูก 

พบว่าสามารถตรวจพบแบคทีเรียเอนโดไฟติกทั้ง 2 ไอโซเลทในดินตลอดระยะเวลาการทดลอง โดยพบปริมาณ

เซลล์อยู่ในช่วง 105-106 cfu/g ดังแสดงในรูป 4.15 
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รูปที่ 4.13 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 และ ER212 ในรากของต้นกล้ายาง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.14 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 และ ER212 ในเนื้อเยื่อส่วนเหนือรากของต้นกล้ายาง 
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รูปที่ 4.15 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของไอโซเลท AP6A3 และ ER212 ในดินปลูกต้นกล้ายาง 

 

 เมื่อต้นกล้ายางมีอายุครบ 28 วัน จึงตรวจการเจริญของต้นกล้ายางพบว่า ต้นกล้ายางที่ได้รับสาร

แขวนลอยเชื้อ AP6A3 มีความสูงล าต้นมากที่สุดและแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับต้นกล้ายางที่ได้รับเชื้อ ER212 

และต้นกล้ายางในกลุ่มควบคุม ในขณะที่เส้นผ่านศูนย์กลางล าต้น พ้ืนที่ใบ ความยาวราก น้ าหนักสด และน้ าหนัก

แห้งของต้นกล้าที่ได้รับสารแขวนลอยเชื้อ AP6A3 และ ER212 ไม่แตกต่างกัน แต่แตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมี

นัยส าคัญ ดังตารางที่ 4.7 
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ตำรำงท่ี 4.7 ผลการเจริญของต้นกล้ายางอายุ 28 วัน ที่ได้รับกรรมวิธีที่แตกต่างกัน 

 

หมายเหตุ CW; Coconut water, RP; Rock phosphate 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Treatment 

Growth of rubber seedling 
Stem height 

(cm) 
Stem diameter 

(mm) 
Leaf area 

(cm2) 
Root length 

(cm) 
Fresh weight 

(g) 
Dry weight  

(g) 

AP6A3  33.86a 3.16a 85.31a 21.56a 4.67a 1.16a 
ER212+RP 31.80b 3.11a 96.74a 21.43a 4.68a 1.16a 
Water 23.76c 2.84c 62.06b 12.88c 3.36c 0.74c 
CW 24.44c 2.90bc 64.20b 16.78b 3.54c 0.78bc 
CW+RP 25.33c 3.02bc 66.73b 18.57b 4.07b 0.92b 
Mean 27.84 3.01 75.01 18.24 4.06 0.95 
F-test ** ** ** ** ** ** 
C.V.(%) 4.24 12.36 16.38 11.39 7.67 12.36 
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บทที่ 5 

อภิปรำยและสรุปผลกำรวิจัย 

 งานวิจัยนี้คัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติเป็น plant growth promoting ที่แยกเชื้อได้จาก

ราก ใบ ก้าน และดอกของต้นยางพาราในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เพ่ือน าไปใช้ส่งเสริมการเจริญของต้นกล้ายาง

และต้นยางช าถุง เนื่องจากงานวิจัยในปัจจุบันให้ความสนใจมากเกี่ยวกับการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างพืชและ

แบคทีเรียเอนโดไฟติกกลุ่มส่งเสริมการเจริญในพืช (plant growth-promoting endophytes) (Luo et al., 

2012; Afzal et al., 2013) ซึ่งสามารถช่วยให้พืชเจริญเติบโตและพัฒนาได้เพราะแบคทีเรียเอนโดไฟติกเหล่านี้

สามารถตรึงไนโตรเจน ละลายฟอสเฟต รวมทั้งผลิตฮอร์โมนพืชได้ (Hardoim et al., 2008; Pacwa-Płociniczak 

et al., 2011; Rashid et al., 2012; Kukla et al., 2014) ดังนั้นการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียเอนโดไฟติกจึงมี

ความส าคัญอย่างมาก นอกจากจะเพ่ือให้เข้าใจบทบาททางนิเวศวิทยาของความสัมพันธ์ระหว่างแบคทีเรียเอนโดไฟ

ติกกับพืชแล้ว ยังเป็นแนวทางในการน าแบคทีเรียเอนโดไฟติกไปประยุกต์ใช้ โดยเฉพาะในด้านส่งเสริมการเจริญใน

พืช ซึ่งจะเห็นได้ว่าประโยชน์ของจุลินทรีย์กลุ่มเอนโดไฟต์ที่มีต่อพืชอาศัยนั้นเกิดขึ้นผ่านกลไกที่คล้ายคลึงกับ

แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญในพืชกลุ่มอ่ืนๆ นอกจากนี้แบคทีเรียเอนโดไฟติกส่วนใหญ่ยังสามารถมีชีวิตได้ทั้งภายใน

และภายนอกเนื้อเยื่อของพืช (Kukla et al., 2014) กล่าวคืออาจมีช่วงชีวิตทั้งหมดหรือบางส่วนของวงจรชีวิต

อาศัยอยู่ภายในหรือระหว่างเซลล์พืชได้โดยไม่ก่อให้เกิดโรคกับพืช (Hallmann et al., 1997, Bacon and White, 

2000; Long et al., 2008; Ngamau et al., 2014) แต่เป็นการท าให้แบคทีเรียเอนโดไฟติกอยู่ใกล้ชิดและ

สามารถส่งสารที่เป็นประโยชน์กับเซลล์พืชได้โดยตรง 

5.1 แบคทีเรียเอนโดไฟติกที่สร้ำงสำร Indole acetic acid (IAA) 

สาร IAA ที่ผลิตโดยจุลินทรีย์ช่วยกระตุ้นการเจริญของพืชโดยเฉพาะที่ปลายยอดและปลายราก 

ท าให้พืชดูดสารอาหารจากดินได้มากขึ้น  (Jasim et al., 2013) มีรายงานการสร้างสาร IAA จากจุลินทรียหลาย

กลุ่ม ได้แก่ แบคทีเรียในดิน (soil bacteria) แบคทีเรียที่อาศัยบริเวณผิวภายนอกพืช (epiphytic bacteria) และ

แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในเซลล์พืช (endophytic bacteria) (Patten and Glick, 1996) งานวิจัยในครั้งนี้สามารถ

คัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟติกท่ีผลิตสาร IAA ได้ 68.45-52.0 µg/ml   โดยไอโซเลท AL6A1 ซึ่งแยกเชื้อได้จากใบ

ยางพารา สามารถผลิตสาร IAA ความเข้มข้นสูงได ้(68.45 µg/ml) ใกล้เคียงกับรายงานของ Rashid et al., 2012 

ซ่ึงพบว่าเชื้อ Microbacterium  sp. 3407bBRRJ ที่แยกเชื้อมาจากมะเขือเทศสามารถสร้าง IAA ได้สูงสุด เท่ากับ 
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88.34 µg/ml ในขณะที่ สุจิตตรา และคณะ (2556) พบว่าแบคทีเรียเอนโดไฟติกจากรากข้าว มีความสามารถใน

การผลิตออกซิน อยู่ระหว่าง 8.0-21.9 µg/ml โดยไอโซเลต KJHSB-12 มีความสามารถในการผลิตออกซินสูงสุด 

คือ 21.9 µg/ml ส่วน Zhao และคณะ (2013) พบว่า การเลี้ยงเชื้อร่วมระหว่างแบคทีเรียเอนโดไฟติก 

Pseudomonas chlororaphis Zong1 กับ Mesorhizobium sp. ที่แยกมาจากพืชตระกูลถั่ว พบว่าสร้าง IAA 

ได้ 63.07 mg/l ซึ่งมากกว่า IAA ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเชื้อเดี่ยวอย่างมีนัยส าคัญ เช่นเดียวกับ Prasad & Dagar 

(2014) ซึ่งแยกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกจากผลไม้และทดสอบการสาร IAA พบว่า ไอโซเลท SA3 สร้างสาร IAA 

ได้มากที่สุด 54.83 µg/ml และ Khalifa & Almalki (2014) ได้ศึกษาแยกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกจากปมราก

ของถั่วอัลฟัลฟา  (Medicago sativa) เพ่ือน ามาทดสอบการสร้างสาร IAA พบว่า  Bacillus megaterium 

BMN1 ผลิต IAA ได้ 51 µg/ml 

5.2 แบคทีเรียเอนโดไฟติกที่ตรึงไนโตรเจนจำกอำกำศ (Nitrogen fixation) 

ความสามารถในการรีดิวซ์อะเซทิลีนของจุลินทรีย์ เป็นการวัดการตรึงไนโตรเจนทางอ้อม ซึ่ง

นอกจากจะมีความจ าเพาะในการติดตามการท างานของเอนไซม์ไนโตรจีเนสแล้วยังบ่งบอกถึงศักยภาพของการตรึง

ไนโตรเจนได้อีกด้วย (Andrade et al.,1997; Park et al., 2005) ดังนั้น acetylene reduction assay จึงเป็นวิธี

ที่ส าคัญในการคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่ตรึงไนโตรเจนจากอากาศได้  ซึ่งงานวิจัยในครั้งนี้สามารถคัดเลือก

แบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนได้ถึง 74.24   µmol C2H4/tube/h ได้แก่ไอโซเลท 

BR4A2 ซึ่งแยกมาจากรากต้นยางพารา ในขณะที่ Gothwal และคณะ 2013 ( (  คัดแยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน

และศึกษาการตรึงไนโตรเจนเชิงปริมาณด้วยวิธี acetylene  reduction  activity  (ARA) assay พบว่า ไอโซเลท 

TS-13   ตรวจพบก๊าซเอทธิลีนมากที่สุด 8.303 µmoles/ 24  h ในขณะที่ Quecine และคณะ (2012) พบว่าเชื้อ 

Pantoea agglomerans 33.1 ซึ่งแยกมาจาก Eucalyptus grandis สามารถตรึงไนโตรเจนได้ 0.03 nmol 

ethylene /h  

5.3 แบคทีเรียเอนโดไฟติกที่ละลำยฟอสเฟต (Phosphate solubilization) 

ในการตรวจสอบการละลายฟอสเฟตเชิงคุณภาพโดยเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกบน

อาหารแข็งที่มีแหล่งอนินทรีย์ฟอสเฟตเป็น TCP นั้นพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟติก  17 ไอโซเลทสามารถผลิตกรด

ออกมาย่อย TCP ท าให้เกิดส่วนใสรอบๆโคโลนี เมื่อค านวณค่า SI พบว่าอยู่ในช่วง 1.1-2   ซึ่งการศึกษาบนอาหาร

แข็งอย่างเดียวยังไม่น่าเชื่อเท่าที่ควร (Johri et. al., 1999) ดังนั้นจึงได้ทดสอบการละลายฟอสเฟตในเชิงปริมาณ

ด้วย โดยคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติก 6 ไอโซเลท ได้แก่ EL1A11, EL1A12, EL111, EP122, ER212 และ 
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EP3B3 มาเลี้ยงใน NBRIP liquid medium ที่มี 0.5% (w/v)  TCP เป็นแหล่งอนินทรีย์ฟอสเฟต พบว่าทั้ง 6 ไอโซ

เลทมีประสิทธิภาพสูงในการละลาย TCP ทั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับ pH 5 และ pH 7 ซึ่ง ไอโซเลท EL1A11, 

EL1A12 และ EL111 แยกได้จากใบยางพารา ส่วนไอโซเลท EP122 และ EP3B3 แยกได้จากก้านยางพารา 

ในขณะที่ไอโซเลท ER212 แยกได้จากรากต้นยางพารา แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่อาศัยอยู่ในพืช

สามารถเคลื่อนย้ายจากรากซึ่งเป็นบริเวณเข้าสู่พืชครั้งแรกไปยังส่วนต่างๆของพืชได้ (Mei & Flinn, 2010) ซึ่ง 

Rashid et al. (2012) ได้ท าการทดลองเพ่ือพิสูจน์ว่าแบคทีเรียที่แยกได้จากเนื้อเยื่อของมะเขือเทศนั้นเป็น

แบคทีเรียเอนโดไฟติกที่แท้จริงโดยวิธี re-inoculation และ re-test พบว่าแบคทีเรียเอนโดไฟติกดังกล่าวยัง

สามารถเข้าอาศัยและเพ่ิมจ านวนได้ในเนื้อเยื่อมะเขือเทศ  

นอกจากนี้งานวิจัยในครั้งนี้ยังเป็นครั้งแรกที่มีการทดสอบการละลายฟอสเฟตโดยปรับ pH ของ

อาหารเลี้ยงเชื้อก่อนฆ่าเชื้อเท่ากับ pH 5 เนื่องจากมีรายงานก่อนหน้านี้ประกอบกับผู้วิจัยได้เก็บตัวอย่างดินปลูก

ยางในพ้ืนที่ตะวันออกเฉียงเหนือในบางพ้ืนที่มาตรวจวัดค่า pH พบว่ามี pH 4-5.5 ซึ่งค่า pH ของดินปลูกยางมีผล

ต่อการละลายอนินทรีย์ฟอสเฟตและการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ จากผลการทดลองท าให้ทราบว่าแบคทีเรียเอนโด

ไฟติกที่คัดเลือก สามารถเจริญเพ่ิมจ านวนได้ที่ pH ดังกล่าว และยังสามารถสร้างกรดออกมาย่อย TCP และ

ปลดปล่อยฟอสเฟตออกมาได้ซึ่งข้อมูลนี้มีความส าคัญต่อการน าแบคทีเรียเอนโดไฟติกไปใช้กับต้นยางพาราอย่างยิ่ง 

ส าหรับการทดลองที่ใช้หินฟอสเฟตเป็นแหล่งของอนินทรีย์ฟอสเฟตนั้น พบว่ามีการปลดปล่อยฟอสเฟตออกมาได้

น้อยกว่า ทั้งนี้เนื่องจากหินฟอสเฟตมีสมบัติเป็นเบสค่อนข้างสูง ซึ่งจากการทดลองเติมหินฟอสเฟตในอาหารเลี้ยง

เชื้อในปริมาณเท่ากับสูตรอาหารที่เติม TCP (0.5%, w/v) พบว่าการปรับ pH เริ่มต้นในอาหารเลี้ยงเชื้อให้ได้ pH 5 

และ pH 7 นั้นท าได้ยาก ในธรรมชาติหินฟอสเฟตละลายได้ช้ามากอยู่แล้ว ดังนั้นจากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็น

ว่า แบคทีเรียเอนโดไฟติกที่คัดเลือกมีความสามารถในการละลายอนินทรีย์ฟอสเฟตจาก TCP  ได้ดีและยังมี

ความสามารถละลายหินฟอสเฟตได้อีกด้วย 

5.4 กำรเจริญร่วมกันของเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติก 2 ไอโซเลทท่ีคัดเลือกได้ 

จากการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญของพืช จ านวน 2 ไอโซเลท 
ได้แก่ ไอโซเลท AP6A3 (สร้างสาร IAA และตรึงไนโตรเจนจากอากาศได้ดี) และ ER212 (ละลาย TCP และหิน
ฟอสเฟตได)้ ได้น ามาตรวจสอบการเจริญร่วมกัน พบว่าเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถเจริญร่วมกันได้ดี และได้จ านวน
เซลล์ที่มีชีวิตปริมาณสูงทั้ง 2 ไอโซเลท ซึ่งเหมาะสมที่จะน าไปใช้ส่งเสริมการเจริญของพืชต่อไป 
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5.5 กำรเตรียมหัวเชื้อสดของแบคทีเรียเอนโดไฟติกในน้ ำมะพร้ำว 

แบคทีเรียเอนโดไฟติกไอโซเลท AP6A3 และ ER212 สามารถเจริญและเพ่ิมจ านวนในน้ ามะพร้าวอ่อนและน้ า

มะพร้าวแก่ได้ความเข้มข้นของเซลล์ตามต้องการคือ ≥108 cfu/ml ทั้งนี้เนื่องจากน้ ามะพร้าวอ่อนและน้ ามะพร้าว
แก่มีปริมาณสารอาหารที่จ าเป็นเพียงพอส าหรับการเจริญของแบคทีเรีย จากการวิเคราะห์น้ าตาลทั้งหมด (Total 
sugar) ในน้ ามะพร้าว ด้วยวิธี Sulfuric Acid–UV method (Albalasmeh et al., 2013) พบว่ามีปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมดในน้ ามะพร้าวอ่อนและน้ ามะพร้าวแก่ เท่ากับ 80.15 mg/ml และ 41.62 mg/ml ตามล าดับ โดยน้ าตาลที่
พบในน้ ามะพร้าวส่วนใหญ่ได้แก่กลูโคส ฟรักโตส และซูโครส (Yong et al., 2009) โดยแบคทีเรียสามารถใช้เป็น
แหล่งของคาร์บอนและแหล่งของพลังงานในการเจริญ ซึ่งมีรายงานถึงการวิเคราะห์น้ ามะพร้าวว่าประกอบด้วย 
Total carbohydrate 2.32-3.69 g/100 ml และ Total nitrogen 20-60 mg/100 ml นอกจากนี้ยังมีกรดอะมิ
โน แร่ธาตุ วิตามินและฮอร์โมน (Vigliar et al., 2006, Sekar et al., 2013) ซึ่งช่วยส่งเสริมการเจริญของ
แบคทีเรียได้เป็นอย่างดี  

ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือกน้ ามะพร้าวแก่มาใช้เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกส าหรับการทดลองต่อไป เนื่องจากให้

ปริมาณเซลล์ที่ต้องการคือ ≥108 cfu/ml อีกทั้งหาซื้อง่ายและราคาถูก จัดเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อต้นทุนต่ า ซึ่ง
เหมาะสมที่เกษตรกรจะน าไปประยุกต์ใช้ผลิตหัวเชื้อสดต่อไป  

5.6 กำรรอดชีวิตในดินและกำรเพิ่มจ ำนวนในต้นกล้ำยำงของแบคทีเรียเอนโดไฟติก 

จากการทดสอบปลูกต้นกล้ายางโดยแช่เมล็ดยางในสารแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกไอโซเลท AP6A3 
และ ER212 และมีการรดสารแขวนลอยเชื้อลงบนดินบริเวณโคนต้นในวันที่ 7 ของการปลูก พบว่าแบคทีเรียเอนโด
ไฟติกทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถเข้าอาศัยและเพ่ิมจ านวนในต้นกล้ายางได้ดี (103-105 cfu/g fresh weight) โดย
สามารถตรวจพบเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลทจากเนื้อเยื่อส่วนรากและส่วนเหนือรากของต้นกล้ายางที่ได้รับการให้เชื้อ แสดง
ว่าแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดสามารถเข้าอาศัยทางรูเปิดของเมล็ด เพ่ิมจ านวนและแพร่กระจายไปยังส่วนต่า งๆใน
ระหว่างที่ต้นกล้ายางเจริญเติบโต (systemic distribution) โดยไอโซเลท AP6A3 และ ER212 มีแนวโน้มช่วยเพ่ิม
ความสูงล าต้น เส้นผ่านศูนย์กลางล าต้น พ้ืนที่ใบ ความยาวราก น้ าหนักสด และน้ าหนักแห้งของต้นกล้ายางได้
มากกว่ากลุ่มควบคุมซึ่งไม่ได้รับเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกอย่างมีนัยส าคัญ เช่นเดียวกันกับงานวิจัยของ Falcao 
และคณะ (2014) พบว่า Bacillus subtilis ALB629 ซึ่งแยกได้จากต้น cacao สุขภาพดี สามารถเข้าอาศัย ในราก 
ล าต้น ใบ ใบเลี้ยง และปลายยอดของต้นกล้า cacao หลังจากที่แช่เมล็ดในสารแขวนลอยเชื้อของไอโซเลท 
ALB629 ก่อนน าไปปลูก และยังช่วยส่งเสริมการเจริญของราก ความสูงล าต้น และพ้ืนที่ใบของต้นกล้าได้อีกด้วย 
Hallmann (2001) อธิบายว่าแบคทีเรียบางส่วนที่เกาะบริเวณผิวรากสามารถแทรกผ่านเข้าไปในเนื้อเยื่อของราก
พืชได้ และอาจเคลื่อนย้ายไปยังส่วนต่างๆของพืช เช่น ล าต้น ใบ ดอก ผล และอาจเพ่ิมจ านวนประชากรแบคทีเรีย
ได้ถึง 105-107 cfu/g fresh weight เมื่อแบคทีเรียเอนโดไฟติกสามารถเข้าอาศัยในพืชได้แล้ว มักจะมีผลกระทบที่
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เป็นประโยชน์ได้แก่การส่งเสริมการเจริญในพืช ซึ่งสอดคล้องกับงานของ Paz และคณะ (2012) ที่ได้ศึกษาเชื้อ 
Bacillus sp. EUC10 ที่แยกได้จากยูคาลิปตัส พบว่าเชื้อช่วยเพ่ิมการเจริญของรากและส่วนเหนือรากของต้น      
ยูคาลิปตัสลูกผสม (Eucalyptus urograndis) ได้ ทั้งนี้ การที่ต้นพืชมีพ้ืนที่ใบมากขึ้น ช่วยให้พืชมีการสังเคราะห์
ด้วยแสงมากขึ้นด้วย และเมื่อมีระบบรากที่สมบูรณ์ก็จะช่วยให้พืชสามารถเข้าถึงน้ าและแร่ธาตุในดินได้มาก ส่งผล
ให้พืชเจริญเติบโตได้ดี (Leite et al., 2013) อย่างไรก็ตาม การทดลองนี้ตรวจผลการเจริญของต้นกล้าอายุ 28 วัน 
ซึ่งต้นกล้าอาจจะใช้อาหารส ารองในเมล็ดในการเจริญร่วมด้วย ดังนั้น ในการศึกษาการส่งเสริมการเจริญในต้นกล้า 
อาจต้องเพ่ิมระยะเวลาในการปลูกมากข้ึน เมื่อตรวจการรอดชีวิตในดินของแบคทีเรียเอนโดไฟติกหลังจากรดเชื้อลง
บนดินปลูกในวันที่ 7 ของการปลูก พบว่าสามารถตรวจพบแบคทีเรียเอนโดไฟติกทั้ง 2 ไอโซเลทในดินตลอด
ระยะเวลาการทดลอง ทั้งนี้อาจเป็นผลเนื่องมาจากแบคทีเรียสามารถเจริญแข่งกันกับจุลินทรีย์ตามธรรมชาติในดิน 
และสามารถปรับตัวเข้ากับสภาพทางกายภาพของดินปลูก ได้แก่ อนุภาคดินแบบดินเหนียวปนดินร่วน และมีค่า 
pH ประมาณ 5.2 ได ้ 

สรุปผลกำรวิจัย 

งานวิจัยนี้ท าการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติก (endophytic bacteria) ซึ่งแยกได้จากต้นยางพารา

ที่แข็งแรงในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ที่มีคุณสมบัติเป็น plant growth promoting bacteria  (PGPB) เพ่ือใช้

ส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้ายางและต้นยางช าถุงในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จากผลการทดลองพบว่า

แบคทีเรียเอนโดไฟติกจ านวน 415 ไอโซเลท มี 335 ไอโซเลท (80.7%) ที่สามารถผลิตสาร IAA ได้ ให้ความเข้มข้น

ของ IAA อยู่ในช่วง 0.52  -  68.45   µg/ml โดยไอโซเลท AL6A1 ซึ่งแยกได้จากใบยางพารา ผลิตสาร IAA มาก

ที่สุด ( 68.45   µg/ml) รองลงมาคือ ไอโซเลท AP6A3, AP611 , FR421 และ FP1A2 ผลิตสาร IAA ได้ 58.39, 

49.23, 48.77 และ 45.35 µg/ml ตามล าดับ เมื่อทดสอบการตรึงไนโตรเจนจากอากาศ พบว่ามี 220 ไอโซเลท คิด

เป็น 50.6% ที่สามารถเจริญบนอาหารที่ไม่มีแหล่งไนโตรเจนได้  จากนั้นคัดเลือกเชื้อที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง

โคโลนีตั้งแต่ 10 mm ขึ้นไป ซึ่งมีจ านวน 27 ไอโซเลท มาทดสอบการตรึงไนโตรเจนเชิงปริมาณด้วยวิธี  acetylene 

reduction assay พบว่า ไอโซเลท BR4A2 สามารถตรึงไนโตรเจนได้สูงที่สุด เท่ากับ 74.24   µmolC2H 4 / tube/h 

รองลงมาได้แก่ ไอโซเลท BR3A1, AL512, AL111, BR4A4 และ AP6A3 ตามล าดับ อีกคุณสมบัติหนึ่งที่ใช้คัดเลือก

แบคทีเรียเอนโดไฟติกคือการละลายอนินทรีย์ฟอสเฟต พบ 17 ไอโซเลทที่สร้างโซนใส (halo zone) รอบโคโลนี

บนอาหารที่มี TCP เป็นแหล่งอนินทรีย์ฟอสเฟต โดยให้ค่า solubilization index อยู่ในช่วง 1.1-2 จากนั้น

คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติก 6 ไอโซเลท ได้แก่ EL1A11, EL1A12, EL111, EP122, ER212 และ EP3B3 
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มาเลี้ยงใน NBRIP liquid medium ที่มี 0.5% (w/v)  TCP เป็นแหล่งอนินทรีย์ฟอสเฟต พบว่าไอโซเลท ER212 

ซึ่งแยกได้จากรากของต้นยางพาราสามารถปลดปล่อยฟอสเฟตได้มากที่สุด 197.01 mg/L  

ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกจ านวน 2 ไอโซเลท คือ AP6A3 (สร้างสาร IAA และ ตรึง

ไนโตรเจนได้สูง) และ ER212 (ละลายฟอสเฟตได้ดี) โดยทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถเจริญร่วมกันได้ และเจริญได้ดีใน

น้ ามะพร้าวอ่อนและน้ ามะพร้าวแก่ โดยให้ปริมาณเซลล์ ≥108 cfu/ml เมื่อบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากการ

ทดสอบในโรงเรือน พบว่าเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถแข่งขันกับจุลินทรีย์ตามธรรมชาติในดินและในเมล็ดยางได้ 

โดยสามารถรอดชีวิตในดินและเพ่ิมจ านวนถึง 105-106 cfu/g ในขณะเดียวกันยังสามารถเข้าอาศัยและเพ่ิมจ านวน

ในต้นกล้ายางได้ นอกจากนี้ไอโซเลท AP6A3 และ ER212 ยังเป็น plant growth promoter ช่วยส่งเสริมการ

เจริญในต้นกล้ายาง โดยช่วยเพ่ิมความสูงล าต้น เส้นผ่านศูนย์กลางล าต้น พ้ืนที่ใบ ความยาวราก น้ าหนักสด และ

น้ าหนักแห้งของต้นกล้ายางได้มากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ 
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กำรคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติส่งเสริมกำรเจริญในต้นกล้ำยำงและต้นยำงช ำถุง 

รศ.ดร. เสาวนิต ทองพิมพ์ นางสาวกุลวดี คตชนะเลขา และรศ.ดร. วีระศักดิ์ ศักดิ์ศิริรัตน์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

 

แบคทีเรียเอนโดไฟติก เป็นจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อของพืชโดยไม่ก่อให้เกิดโรคหรืออันตรายต่อพืช
นั้นๆ จากการคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีคุณสมบัติเป็น plant growth promoting bacteria (PGPB) 
ได้แก่ การสร้างสาร IAA การตรึงไนโตรเจนในอากาศ และการละลายอนินทรีย์ฟอสเฟต พบว่า ไอโซเลท AP6A3 
และ ER212 สามารถเข้าอาศัยและเพ่ิมจ านวนในต้นกล้ายางได้ อีกทั้งเชื้อยังช่วยส่งเสริมการเจริญของต้นกล้ายาง
ได้อีกด้วย เนื่องจาก ไอโซเลท AP6A3 สามารถผลิตฮอร์โมนพืชกลุ่มออกซิน ซึ่งเป็นตัวช่วยกระตุ้นเซลล์พืชให้เจริญ
ขยายขนาดขึ้น ท าให้ปลายยอดและปลายรากพืชเจริญเติบโต นอกจากนี้ยังตรึงไนโตรเจนในอากาศให้กลายเป็น
แหล่งไนโตรเจนที่พืชน าไปใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึม ท าให้พืชมีสีเขียวและแข็งแรง ส่วนไอโซเลท ER212 
สามารถช่วยละลายสาร   อนินทรีย์ฟอสเฟตที่ถูกตรึงอยู่ในดิน ซึ่งเป็นแหล่งฟอสฟอรัสที่พืชไม่สามารถน าไปใช้
ประโยชน์โดยตรงได้ โดยฟอสฟอรัสมีความส าคัญต่อการแบ่งเซลล์ และการสร้างเซลล์ในพืช ช่วยในการ
เจริญเติบโตของราก ท าให้ต้นยางที่ได้รับเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลท มีความสูงล าต้น เส้นผ่านศูนย์กลางล าต้น พ้ืนที่ใบ 
ความยาวราก น้ าหนักสด และน้ าหนักแห้งมากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ 

ดังนั้นแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่เป็น PGPB จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจส าหรับการน าไปใช้เพ่ือลดการใช้
ปุ๋ยเคมีในต้นกล้ายางและต้นยางช าถุงในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ที่ประสบปัญหาการขาดแคลนต้นยางช าถุงที่ได้
มาตรฐาน อันเนื่องมาจากต้นกล้ายางเจริญเติบโตช้า ใช้ธาตุอาหารในดินได้น้อย ท าให้ใช้เวลาในการผลิตนานและมี
ต้นทุนค่าปุ๋ยเคมีสูง จะสามารถช่วยย่นระยะเวลาในการเพาะต้นกล้ายางพาราให้พร้อมส าหรับติดตาและเพ่ิมอัตรา
การแตกตา ตลอดจนมีการเจริญของก่ิงตาที่เร็วและมีประสิทธิภาพ สามารถลงแปลงปลูกได้เร็วขึ้น  

 กำรใช้ประโยชน์จำกผลงำนวิจัย 

1. ได้เชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่มีประสิทธิภาพสูงในการส่งเสริมการเจริญในพืชอย่างน้อย 2 ไอโซเลท 

2. เกษตรกรมีทางเลือกในการส่งเสริมการเจริญของต้นกล้ายางและต้นยางช าถุงด้วยเชื้อจุลินทรีย์เพื่อลดการ

ใช้ปุ๋ยเคมี ซึ่งศูนย์เรียนรู้ยางพารา และส านักงานกองทุนสงเคราะห์การท าสวนยางจะเป็นหน่วยงานที่น า

ความรู้ที่เป็นประโยชน์นี้เผยแพร่ให้แก่เกษตรกรต่อไป 

3. บริษัท/ผู้ประกอบการผลิตปุ๋ย สามารถน าเชื้อจุลินทรีย์ไปต่อยอดผลิตในเชิงการค้าได้ 
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การคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่สร้างสาร 

IAA โดยตรวจสอบโดยวิธี Colorimetric assay 

ด้วย Salkowski reagent 

 

การคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟติกที่สามารถละลาย 
Ca3 (PO4)2 โดยใช้วิธ ีFiske and Subbarow 
 

การคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟติกท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนในอากาศได้โดยใช้
วิธี acetylene reduction assay และตรวจวัดด้วยเครื่องก๊าซโครมาโท
กราฟฟีที่มี flame ionization detector 
hydrogen-flame ionization detector  
 

แบคทีเรียเอนโดไฟติกที่คัดเลือกไดจ้ านวน  

2 ไอโซเลท ได้แก่ AP6A3 (IAA producer 

and Nitrogen fixer) และ ER212 

(phosphate solubilizer) 

 

ต้นกล้ายางที่ได้รับเชื้อไอโซเลท ER212 และ 

AP6A3 มีการเจริญเติบโตดีกว่าต้นกล้ายาง

ในกลุ่มควบคุม (control) 
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ต้นกล้ำยำงและต้นยำงช ำถุงในภำคตะวันออกเฉียงเหนือ 

มีต้นทนุคา่

ปุ๋ ยเคมีสงู 

 

ใช้เวลาผลตินาน 

 

เจริญเติบโตช้า 

 

ใช้ธาตอุาหารที่มี
ประโยชน์ในดินได้

น้อย 
 

 

แบคทีเรียเอนโดไฟติก 

ส่งเสริมกำรเจริญต้นกล้ำยำงและ

ต้นยำงช ำถุง 

 

ช่วยลดต้นทุนจำก

กำรใช้ปุ๋ยเคมี 

ย่นระยะเวลำกำรผลิต

ก่อนลงแปลงปลูก 

ย่นระยะเวลำกำรแตกตำ 

หลังจำกติดตำยำงพันธุ์ดี 

เข้ำอำศัยในต้นกล้ำยำงต้นกล้ำยำงและ

ต้นยำงช ำถุง 

ถ่ำยทอดกำรพัฒนำกำรผลิตยำงพำรำในระดับต้นน้ ำด้วยชีววิธี 

ในเขตภำคตะวันออกเฉียงเหนือ 

ละลำยหินฟอสเฟต ผลิตฮอร์โมนพืช; IAA ตรึงไนโตรเจนในอำกำศ 
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สัญญำเลขที่ RDG5750101 

โครงการ การคัดเลือกและใช้แบคทีเรียเอนโดไฟติกเพ่ือส่งเสริมการเจริญของต้นกล้ายางและต้นยางช าถุงในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 

กิจกรรมที่เกี่ยวช้องกับกำรน ำผลจำกโครงกำรไปใช้ประโยชน์ 

 

1. เผยแพร่ผลงานวิจัยในงานประชุมวิชาการ  

1.1  ชื่อเรื่อง  Isolation and screening of plant growth promoting, endophytic bacteria from Para  
rubber tree 

ระดับการเผยแพร่     ระดับชาติ 
รูปแบบการน าเสนอ   Oral presentation 
ในระหว่างวันที่    7-8 เมษายน 2558  

ชื่อการประชุม     Workshop on sustainability of rubber plantation in NE Thailand;  

    What was done in Thailand, What could we do in Isaan? 

สถานที่จัดประชุม   คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
 

1.2  ชื่อเรื่อง  Endophytic bacteria as potential growth promoters in Para rubber seedling 
ระดับการเผยแพร่     ระดับนานาชาติ 
รูปแบบการน าเสนอ   Oral presentation 

 ในระหว่างวันที่    4-6 พฤศจิกายน 2558  

ชื่อการประชุม     The 4th International Conference on Life Science & Biological  

    Engineering 

สถานที่จัดประชุม  ANA CROWNE PLAZA Hotel Grand Court Nagoya 1-1-1 Kanayama-

cho, Naka-ku, Nagoya 460-0023 Japan 
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สัญญำเลขที่ RDG5750101 

โครงการ การคัดเลือกและใช้แบคทีเรียเอนโดไฟติกเพ่ือส่งเสริมการเจริญของต้นกล้ายางและต้นยางช าถุงในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 

ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค์ กิจกรรมที่วางแผนไว้ และกิจกรรมที่ด าเนินการมาและผลที่ได้รับตลอดโครงการ 

วัตถุประสงค์ กิจกรรมที่วำงแผนไว้ 
ผลส ำเร็จ 

(%) 
ผลที่ได้รับตลอดโครงกำร 

คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย
เอนโดไฟติกซ่ึงแยกได้
จากต้นยางพารา 
เพาะเลี้ยงเพ่ิมจ านวน
เชื้อในน้ ามะพร้าวเพ่ือ
น าไปใช้ส่งเสริมการ
เจริญของต้นกล้ายาง
และต้นยางช าถุง 

1 .  ต ร วจสอบความบริ สุ ท ธิ์ แ ละ 
viability ของเชื้อ แบคทีเรียเอนโดไฟ
ติกท่ีเก็บอยู่ใน culture collection 
2. คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟติก
ที่มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญของ
พืชและถ้าจ านวนเชื้อมีมากกว่า 1 
ชนิด เชื้อต้องเจริญร่วมกันได้ 

3. ศึกษาการเจริญเพิ่มจ านวนของ

แบคทีเรียเอนโดไฟติกในน้ ามะพร้าว 
4. ตรวจสอบการรอดชีวิตของเชื้อใน
ดินและการเพ่ิมจ านวนในต้นกล้ายาง
ของแบคทีเรียเอนโดไฟติก 
5. ตรวจสอบการเจริญเติบโตของต้น
กล้ายาง ได้แก่ น้ าหนักสด  น้ าหนัก
แห้ง จ านวนใบ/ฉัตร พื้นที่ใบ ความ
สูงของล าต้น ความยาวรอบต้น และ
ความยาวของราก 

6. วิเคราะห์ข้อมูล และจัดท า

รายงานวิจัย 

100% 1. คัดเลือกได้เชื้อแบคทีเรีย
เอนโดไฟติกท่ีมีคุณสมบัติ
ผลิตฮอร์โมนพืช IAA 
ละลายหินฟอสเฟต และตรึง
ไนโตรเจนจากอากาศ เพ่ือ
น าไปใช้ส่งเสริมการเจริญ
ของต้นกล้ายางและต้นยาง
ช าถุง 
2. ได้กรรมวิธีการผลิตเชื้อ
แบคทีเรียเอนโดไฟติกให้ได้
จ านวนเซลล์ ≥ 108 cfu/ml 
จากน้ ามะพร้าวที่มีราคาถูก 
3. เชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟ
ติกที่คัดเลือกได้สามารถรอด
ชีวิตในดินและเพ่ิมจ านวนใน
ต้นกล้ายาง 
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