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ชื่อโครงการ การคัดเลือก endophytic bacteria ที่เป็นปฏิปักษ์กับเช้ือ Pyricularia oryzae สาเหตุ
 โรคไหม้เพ่ือทํา seed bio-priming ในข้าว 
แหล่งเงิน รายได้คณะเทคโนโลยีการเกษตร 
ประจําปีงบประมาณ 2561 จํานวนเงินที่ได้รับการสนับสนุน 70,000 บาท 
ระยะเวลาทําการวิจัย 1 ปี   ต้ังแต่  1 ตุลาคม 2560 ถึง  30 กันยายน 2561 
หัวหน้าโครงการ รศ.ดร พรหมมาศ คูหากาญจน์  
ผู้ร่วมโครงการ ดร. พจนา สีขาว 
 นางสาว ทักษพร ช้างม่วง 
ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง กรุงเทพฯ  
 

บทคัดย่อ 
 การศึกษาคร้ังน้ีได้ทําการแยกแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในเน้ือเยื่อพืช (endophytic bacteria) จากใบ 
ลําต้น และรากของต้นข้าว เพ่ือทดสอบความสามารถในการส่งเสริมความแข็งแรงของกล้าข้าว และการ
ยับย้ังเช้ือ Pyricularia oryzae สาเหตุโรคไหม้ข้าว ผลการแยกเช้ือ endophytic bacteria ได้ทั้งหมด 
46 ไอโซเลท จากน้ันนํามาตรวจสอบด้วยวิธีการย้อมแกรม และ 3% KOH พบว่า endophytic bacteria 
ที่แยกได้ส่วนใหญ่เป็นกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก และเมื่อนําไปทดสอบประสิทธิภาพในการเสริมความ
แข็งแรงของกล้าข้าว พบว่ามีจํานวน 41 ไอโซเลท ที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของกล้าข้าว โดยไอโซเลท 
BaR917 มีเปอร์เซ็นต์ดัชนีการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าวสูงที่สุดคือ 128.42  เปอร์เซ็นต์ รองลงมาได้แก่
ไอโซเลท SuS617 ทีม่ีเปอร์เซ็นต์การยับย้ังใกล้เคียงกัน และต่อมาเมื่อนํามาทดสอบประสิทธิภาพในการ
ยับย้ังเช้ือรา P. oryzae ด้วยวิธี dual culture test พบว่าทุกไอโซเลทมีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือรา 
P. oryzae ได้ โดยกลุ่มไอโซเลททีม่ีเปอร์เซ็นต์การยับย้ังมากกว่า 60 เปอร์เซ็นต์ขึ้นไปได้แก่ ไอโซเลท 
Su2s217, SuR317, BaS417 และ BaR917 มีเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 66.80, 66.66, 64.86 และ 61.11 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ  
 จากการพิจารณาคุณสมบัติทางด้านการส่งเสริมการเจรญิเติบโต ความแข็งแรงของกล้าข้าว
ประกอบกับคุณสมบัติในการเป็นปฏิปักษ์กับเช้ือสาเหตุโรคไหม้ข้าว จึงคัดเลือกนําไอโซเลท BaR917 ไป
ศึกษากรรมวิธีในการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตข้าวโดยการกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วยวิธีชีวภาพ (seed bio-
priming) ผลการทดลองพบว่า การกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วยวิธีดังกล่าวไม่ส่งผลกระทบทางลบต่อคุณภาพ
เมล็ดพันธ์ุ ทั้งในด้านความช้ืน และการงอกของเมล็ดพันธ์ุข้าว แต่กลับส่งผลดีในด้านต่างๆ โดยเมล็ดทีผ่่าน
การกระตุ้นด้วย endophytic bacteria (Bio-priming) จะมีเปอร์เซ็นต์การงอกในเดือนที่ 1 ถึง 3  ไม่
แตกต่างกันทางสถิติกับเมล็ดพันธ์ุปกติ (control) ส่วนในเดือนที่ 4 พบว่า กรรมวิธีกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วย 
endophytic bacteria จะมีเปอร์เซ็นต์การงอกสูงที่สุดโดยยังคงมีเปอร์เซ็นต์การงอกเท่ากับ 95.50 
เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่กรรมวิธีที่ไม่ได้กระตุ้นเมล็ดมีเปอร์เซน็ต์การงอก 93 เปอร์เซ็นต์ และพบว่าหลังจาก
การกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุจนสิ้นสุดการทดลอง มีปริมาณเอนโดไฟติกแบคทีเรียลดลงเพียงเล็กน้อยเท่าน้ัน 
ต่อมาเมื่อนําเมล็ดพันธ์ุข้าวที่ผ่านการกระตุ้นด้วย endophytic bacteria ไปทดสอบประสิทธืภาพในการ
ลดโรคไหม้ข้าวในสภาพโรงเรือนพบว่ากรรมวิธีที่การกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วย endophytic bacteria มี
ระดับความรุนแรงของโรคอยู่ในระดับที่ 4 ซึ่งใกล้เคียงกับการกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วยสารเคมี (Osmo 
priming) ที่มรีะดับความรุนแรงของโรคอยู่ที่ระดับที่ 3 ในขณะที่กรรมวิธีที่ไม่ทําการกระตุ้นของเมล็ดพันธ์ุ 
(No priming) และกรรมวิธีที่ทําการกระตุ้นของเมล็ดพันธ์ุด้วยนํ้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ (Hydro-priming) มีเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ระดับความรุนแรงของโรคสูงถึงระดับที่ 6 เช่นเดียวกันกับอัตราการเกิดโรคที่กรรมวิธีที่กระตุ้นเมล็ดด้วย 
endophytic bacteria มีอัตราการเกิดโรคตํ่ากว่ากรรมวิธีที่ไม่ทําการกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุ และกรรมวิธีที่
กระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วยนํ้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ แสดงให้เห็นว่าการกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วย endophytic bacteria 
ไอโซเลท BaR917 สามารถลดการเกิดโรคไหม้ได้อย่างมีประสิทธิภาพเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไม่ทํา
การกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุ และกรรมวิธีกระตุ้นเมล็ดด้วยนํ้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ 
 
คําสําคญั : เอนโดไฟติกแบคทีเรีย การกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วยวิธีชีวภาพ  โรคไหม้ข้าว 
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Research Title: Screening of endophytic bacteria against Pyricularia oryzae caused rice 
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ABSTRACT 
 This study is aimed for isolation endophytic bacteria from leaves, stems and roots 
of healthy rice and screening their potential to promote plant growth and inhibit 
Pyricularia oryzae causing rice blast. Forty-six isolates were obtained from this 
experiment. Characterization by gram staining and 3% KOH test, found that most of the 
isolates were gram-positive bacteria. Initially, the effect on rice seedling were tested. It 
was found that 41 isolates showed their ability to promote plant growth that was 
referred to benefit isolates. Isolate Bar917 had the highest seedling vigor index that was 
128.42 %, followed by isolate SuS617. Then, the benefit isolates were also tested their 
efficiency to inhibit P. oryzae by dual culture technique. It was found that all benefit 
isolates could inhibit P. oryzae. The isolates giving 60% inhibition higher than control 
were SuS217, SuR317, BaS417 and BaR917, which was 66.80, 66.66, 64.86 and 61.11% 
respectively.  
 For screening the potential isolate, the qualifications of endophytic bacteria on 
growth promotion by seedling vigor index (%svi) combined with their antagonistic activity 
were considered. BaR917 was selected for further study on seed-priming to improve the 
efficiency of rice production. Seed priming with endophytic bacteria (Bio-priming) did not 
affect moisture content and seed germination along 3 months, In the fourth month, seed 
bio-priming had the highest germination compared with control at percentage of 95.50%, 
while the No priming seed had a germination rate of 93%. Detection the amount of 
bacteria consisted in this priming seed was slightly reduced from the beginning of bio-
priming process until the end of the experiment. Bio-priming with endophytic bacteria 
was tested to control rice blast disease in greenhouse condition. It was show that Bio-
priming treatment had disease severity index at level 4, closely to Osmo priming, while 
No priming treatment and Hydro priming treatment had highest level of severity disease 
index at level 6. Similarly result on disease incidence of Bio-priming was lower than No 
priming and Hydro priming treatment. Therefore, Bio-priming with endophytic bacteria 
BaR917 could reduce rice blast disease compared with No priming and Hydro priming. 
 
keywords: endophytic bacteria, seed bio-priming, rice blast disease 
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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

1.1 ความสาํคญั และท่ีมาของปัญหาที่ทําการวิจัย 
พืชเศรษฐกิจอันดับ 1 ของไทยได้แก่ ข้าว โดยเฉพาะข้าวหอมมะลิ เป็นข้าวที่มีปริมาณการส่งออก

และมูลค่ามากที่สุด (กรมการข้าว, 2555) นอกจากนี้กระทรวงเกษตรยังประกาศให้การรับรองเฉพาะข้าว
พันธ์ุขาวดอกมะลิ 105 และพันธ์ุ กข15 เท่าน้ัน ที่สามารถส่งออกได้ในนามข้าวหอมมะลิไทย (กรมการค้า
ต่างประเทศ กระทรวงพาณิชย์, 2546) ทําให้ข้าวหอมมะลิสองพันธ์ุน้ีมีความสําคัญต่อการผลิตและส่งออก 
แต่ปัญหาสําคัญที่ส่งผลต่อการผลิตข้าวหอมมะลิคือ ข้าวพันธ์ุขาวดอกมะลิ 105 มีความอ่อนแอต่อโรคไหม้
ของข้าว ที่เกิดจากเช้ือสาเหตุ Pyriculariaoryzaeเช้ือสามารถเข้าทําลายได้ต้ังแต่ระยะกล้าจนถึงระยะข้าว
ออกรวง เช้ือเข้าทําลายข้าวได้ทุกส่วนของต้นข้าว ต้ังแต่ใบ ลําต้น ข้อ และคอรวง ความเสียหายของข้าวใน
ระยะคอรวงทําให้นํ้าหนักและขนาดเมล็ดลดลง รวมถึงเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดน้อยลงด้วย (พูนศักด์ิ และ
คณะ, 2542) การป้องกันกําจัดโรคดังกล่าวส่วนใหญ่ทําโดยการใช้สารเคมี ไม่ว่าจะใช้ฉีดพ่น คลุกหรือแช่
เมล็ดก่อนปลูก ซึ่งการใช้สารเคมีอาจเป็นอันตรายต่อตัวเกษตรกร และส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม ปัจจุบัน
จึงมีการนําวิธีการควบคุมทางชีวภาพเช่น การใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ (antagonistic microorganism) มาใช้
ในการป้องกันกําจัดมากขึ้น โดยเฉพาะกลุ่มแบคทีเรียเอนโดไฟต์ (endophytic bacteria) ซึ่งเป็นแบคทีเรีย
ที่อาศัยอยู่ในเน้ือเยื่อพืช แต่ไม่ทําให้เกิดอันตรายหรือก่อโรคต่อพืช (Hallman et al., 1997; สุจิตตรา และ
คณะ, 2556) ยังมีรายงานอีกว่าแบคทีเรียเอนโดไฟต์บางชนิดสามารถยับย้ังจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช และ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้ (de Matos Nogueiraet al., 2001) นอกจากน้ีการเตรียมกล้าข้าวยัง
เป็นสิ่งที่สําคัญ เพราะจะทําให้ได้ข้าวที่เจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว และมีโอกาสให้ผลผลิตสูง ซึ่งต้นกล้าที่
แข็งแรงจะต้องมีการเจริญเติบโตและความสูงสม่ําเสมอทั้งแปลง ไม่มีโรคและแมลงทําลาย (คณาจารย์
ภาควิชาพืชไร่นา, 2547) จึงควรมีการจัดการที่ดีต้ังแต่เมล็ดพันธ์ุ 
 การกระตุ้นการงอกของเมล็ด (seed priming) เป็นอีกหน่ึงวิธีสําหรับการเตรียมเมล็ดพันธ์ุก่อนนําไป
ปลูก มีหลักการคือทําให้เมล็ดพันธ์ุได้รับความช้ืนในปริมาณหนึ่งตามความเหมาะสมของเมล็ดพันธ์ุแต่ละ
ชนิด เพ่ือชักนําให้เกิดกระบวนการงอก จนมีการสร้างเอนไซม์ (Farooq et al., 2006; Nasriet al., 2011) 
และกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเมล็ด แล้วยุติกระบวนการงอกของราก โดยลดความช้ืนของเมล็ดกลับ
สู่ระดับความช้ืนเดิมเพ่ือให้สามารถเก็บรักษาเมล็ดพันธ์ุได้ตามปกติ (Ashraf and Foolad, 2005; 
Dezfuliet al., 2008; ดวงกมลวรรณ และคณะ, 2556) ทั้งน้ีการกระตุ้นการงอกของเมล็ดมีหลายวิธีได้แก ่
การแช่เมล็ดในนํ้า (hydropriming) หรือการใช้สารดูดซึม (osmopriming) ที่อุณหภูมิ และระยะเวลาที่
เหมาะสม เมื่อนําเมล็ดที่ผ่านการกระตุ้นการงอกไปเพาะจะทําให้เมล็ดงอกได้เร็วและสม่ําเสมอ (McDonal, 
1999) นอกจากน้ียังมีการนําจุลินทรีย์มาใช้ร่วมกับการกระตุ้นการงอก (bio-priming) โดยมีการรายงานว่า 
bio-priming เป็นอีกหน่ึงวิธีการที่เพ่ิมระยะเวลาที่จะสามารถช่วยป้องกันเมล็ดพันธ์ุ และต้นกล้าจากเชื้อ
สาเหตุโรคได้ (Callen et al., 1991; Callen and Mathre, 2000) การใช้ bio-priming ยังมีความ
เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือปฏิปักษ์ ซึ่งจะทําให้ประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคเพ่ิมมากขึ้น 
(Wright et al., 2003a.) 
 ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ีจึงได้ศกึษาการใช้เช้ือ endophytic bacteria ที่แยกได้จากข้าวร่วมกับการใช้
เทคนิค seed bio-priming เพ่ือลดโรคไหม้ที่เกิดจากเช้ือรา Pyriculariaoryzaeและกระตุ้นการงอกของ
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เมล็ดพันธ์ุข้าวให้มีการงอกอย่างรวดเร็วและสม่ําเสมอขึ้น มีความเหมาะสมต่อการนําไปใช้ในการผลิตข้าว
ต่อไปในอนาคต 
 
1.2  วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือคัดเลือก endophytic bacteria ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือรา Pyriculari aoryzae 
สาเหตุโรคไหม้ของข้าว 

2.3เพ่ือศกึษาการเปลีย่นแปลงคุณภาพของเมล็ดพันธ์ุข้าว ภายหลังการทาํ seed bio-priming ด้วย 
endophytic bacteria  

 
1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยน้ีจะแยกเช้ือ endophytic bacteria จากข้าว เพ่ือยับย้ังเช้ือรา Pyricularia oryzae 
สาเหตุโรคไหม้ หรือส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวพันธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ร่วมกับการทําseed bio-
priming โดยทําการทดลองในห้องปฏิบัติการโรคพืช สาขาเทคโนโลยีการผลิตพืช คณะ
เทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง กรุงเทพฯ 

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้ endophytic bacteria สายพันธ์ุที่มีประสิทธิภาพเพ่ือนําไปใช้ในการทํา seed bio-priming 
รวมถึงระยะเวลาการยืดอายุการเก็บรักษาเมล็ดพันธ์ุ และการมีชีวิตรอดของ endophytic bacteria 
หลังจากการทํา bio priming ตลอดจนการนําผลงานวิจัยตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการ 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
 

2.1  ทฤษฎี สมมุติฐาน หรือกรอบแนวความคดิของโครงการวิจัย 

การกระตุ้นการงอกของเมลด็พันธุ์ (seed priming) 
การกระตุ้นการงอกของเมล็ด (seed priming) เป็นเทคนิคที่เริ่มมีการใช้กันต้ังแต่สมัยกรีกโบราณ 

ซึ่งมีการพบว่าการนําเมล็ดพันธ์ุแช่ในนํ้า นํ้าผึ้ง หรือนํ้านมก่อนนําไปปลูกสามารถเร่งการงอกของเมล็ดได้ 
(Parera and Cantliffe, 1994) ซึ่งการกระตุ้นการงอกของเมล็ดจําเป็นต้องมีความรู้เกี่ยวกับกระบวนการ
งอกของเมล็ด เพ่ือให้สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดได้อย่างมีประสิทธิภาพมากย่ิงขึ้น โดยการดูดซึมนํ้า
ของเมล็ดพันธ์ุเป็นกระบวนการหน่ึงที่มีความสําคัญมากในการงอก การดูดซึมนํ้าของเมล็ดพันธ์ุในช่วงการ
งอกแบ่งออกเป็นระยะ 3 ตามที่ บุญมี (2546) ได้รายงานไว้ดังน้ี 

ระยะที่ 1 เมลด็เริ่มดูดซึมด้วยวิธีอุ้มนํ้า เกิดข้ึนอย่างรวดเร็ว ปรากฏการณ์น้ีเกิดขึ้นได้ทั้งในเมล็ดที่
มีชีวิต และไมม่ีชีวิต โดยสามารถสังเกตเห็นได้ง่าย ส่วนใหญ่นํ้าจะซึมผา่นช่องเปิดของเมล็ดอย่างรวดเร็ว 
เช่น ทางช่องไมโครไพล์ และบริเวณข้ัวของเมล็ด มากกว่าการซึมผ่านทางเปลือก เมื่อนํ้าซึมผ่านเข้าสู่เมล็ด 
จะทําให้เมล็ดพองใหญ่ขึ้นกว่าเดิม 

ระยะที่ 2 ระยะน้ีเรียกว่า ระยะช้าหรือล้า (lag period) เป็นระยะที่มีกิจกรรมเมแทบอริซึมต่างๆ 
หรือกระบวนการย่อยสลายอาหารสะสมภายในเมล็ด โดยจะเกิดขึ้นเฉพาะภายในเมล็ดที่มชีีวิตเท่าน้ัน 
ระยะที่ 2 น้ีใช้เวลาค่อนข้างนานกว่าระยะท่ี 1 ระยะน้ีไมส่ามารถเห็นได้ แต่ตรวจสอบได้ทางชีวเคมี 

ระยะที่ 3 เป็นระยะที่เมล็ดงอกออกมา ส่วนแรกที่เห็นได้คือ รากแรกเกิดที่แทงทะลุเปลือกเมล็ด
ออกมา ขณะทีแ่กนเอ็มบริโอจะแบ่งเซลล ์และขยายขนาดเซลล ์มีการเจริญเติบโตเห็นได้ชัดเจน การที่ราก
แทงทะลุออกมามีผลทําให้การดูดซึมนํ้าเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็ว เน่ืองจากเมล็ดที่กําลังงอกมีพ้ืนที่ผิวในการดูด
ซับนํ้ามากขึ้นกว่าเดิมน่ันเอง 

ปัจจุบันมีการนําเทคนิคการกระตุ้นการงอกของเมล็ด มาใช้ในการปรับปรุงคุณภาพของเมล็ดพันธ์ุ ซึ่ง
วิธีน้ีจะทําการเพ่ิมความช้ืนให้เมล็ดพันธ์ุ เช่น การแช่เมลด็ในนํ้า หรือสารเคมีต่างๆ ทําให้เมล็ดพันธ์ุพืชมี
การเปลี่ยนแปลงทางเมตาบอลิซึม และทําให้เมล็ดมคีวามพร้อมในการงอกแต่ยังไม่งอกเมื่อนําไปปลูกจะ
สามารถงอกได้อย่างรวดเร็ว และมีความสม่าํเสมอ (Bray, 1995; McDonald, 2000) โดยรูปแบบของการ
กระตุ้นการงอกของเมล็ดมีหลายรูปแบบได้แก่ 

1). Hydro-priming 
เป็นการแช่เมล็ดในนํ้าก่อนนําไปเพาะปลูก วิธีน้ีเป็นวิธีที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในการทํา

การเกษตร เน่ืองจากเป็นวิธีที่ง่าย และมีต้นทุนตํ่า แต่ถึงแม้ว่าการแช่เมล็ดในนํ้าน้ีจะเป็นวิธีที่ง่ายที่สุด แต่
การแช่เมล็ดในน้ําอาจทําให้เมล็ดไม่ได้รับความช้ืนอย่างสมํ่าเสมอ ส่งผลให้เมล็ดงอกไม่สม่ําเสมอตามไป
ด้วย และอาจไม่เหมาะกับพืชบางชนิดที่ถ้าหากได้รับความช้ืนมากเกิดไปจะทําให้สารอาหารท่ีจําเป็นต่อ
เมล็ดเกิดการรั่วไหลออกมา ทําให้เมล็ดเกิดความเสียหาย (Pill and Necker, 2001)  

2).Osmopriming 
เทคนิคน้ีเป็นเทคนิคการกระตุ้นการงอกของโดยการแช่เมล็ดในสารละลายท่ีมีค่าความต่างศักย์

ของน้ําในระดับตํ่า เพ่ือชะลอการดูดนํ้าของเมล็ดให้ช้าลง เช่น นํ้าตาล, polyethylene glycol (PEG), 
glycerol, sorbitol เป็นต้น จากน้ันจึงนําไปลดความช้ืน เทคนิค osmoprimingยังเป็นอีกเทคนิคหน่ึงที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ช่วยเพ่ิมอัตราการงอกของเมล็ด และยืดอายุการเก็บรักษาเมล็ดพันธ์ุ วิธีน้ียังสามารถควบคุมปริมาณนํ้าที่
เมล็ดดูดเข้าไปได้อีกด้วย (McDonal, 2000) 

3). Halo priming 
การแช่เมล็ดในเกลืออินทรีย์ เช่น NaCl KNO3 CaCl2 และ CaSO4 เป็นต้น เป็นการปรับปรุง

การงอกของเมล็ดพันธ์ุให้ทนต่อสภาวะดินเค็ม มีการศึกษาของ Khan et al. (2009) ที่ได้ศึกษาการกระตุ้น
การงอกของเมล็ดร่วมกับ NaCl ที่ความเข้มข้นที่แตกต่างกันได้แก่ 0, 3, 6 และ 9 dSm-1 พบว่าการ
กระตุ้นการงอกของเมล็ดร่วมกับ NaCl มกีารงอก และความแข็งแรงของต้นกล้าดีกว่าต้นที่ไม่ได้ถูกกระตุ้น
การงอก (Nawaz et al., 2013) 

4). Solid matrix priming 
เป็นการกระตุ้นการงอกของเมล็ด โดยควบคุมการดูดนํ้าโดยใช้วัสดุที่มีค่า matric potential 

ตํ่า ดูดยึดนํ้าได้มาก มีพ้ืนที่ผิวมาก ไม่เป็นพิษกับเมล็ด เช่น ทราย พีทมอส เวอร์มิคูไลท์เป็นต้น วิธีการน้ี
สามารถใช้ได้ดีกับพืชหลายชนิด เช่น มะเขือเทศ พริก แครอท ต้นหอมเป็นต้น แต่วิธีการน้ีมีข้อเสียคือการ
แยกเมล็ดออกจากวัสดุสามารถทําได้ยาก (นิติภูมิ และคณะ, 2555) 

5). Bio-priming  
เป็นการใช้จุลินทรีย์กระตุ้นการงอกของเมล็ดพันธ์ุพืช เป็นอีกเทคนิคหน่ึงในการกระตุ้นเมล็ดที่

ใช้กันเพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช หรือควบคุมป้องกันกําจัดโรคพืชโดยชีววิธี เป็นเทคนิคการ
ปรับปรุงคุณภาพของเมล็ดโดยวิธีบูรณาการระหว่างทางด้านสรีรวิทยา และด้านชีวภาพ เพ่ือพัฒนาคุณภาพ
ของเมล็ดให้ดีย่ิงขึ้นซึ่ง bio-priming มีความแตกต่างกับเทคนิคอ่ืนๆ คือ จะไม่แช่เมล็ดในนํ้าหรือสารดูดซึม 
แต่จะเป็นการแช่ในสารแขวนลอยของเช้ือจุลินทรีย์แทน เช้ือจุลินทรีย์ที่นิยมนํามาใช้ส่วนใหญ่จะเป็นเช้ือใน
กลุ่มจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ (antagonistic microorganism) หรือกลุ่มแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช
ที่อาศัยอยู่บริเวณรากพืช (plant growth promoting rhizobacteria; PGPR) (Callan et al., 1990; Raj 
et al., 2004) 

 
2.2 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

2.2.1 ผลของการกระตุ้นการงอกด้วยรูปแบบต่างๆ 
พจนา และบุญมี (2551) ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพเมล็ดพันธ์ุพริกหวานจากการกระตุ้น

การงอกของเมล็ดด้วยสารเคมีชนิดต่างๆ โดยนําเมล็ดพันธ์ุพริกหวาน มากระตุ้นการงอกโดยการแช่เมล็ด
ด้วยสารเคมี ใช้ความเข้มข้น และเวลาต่างกัน 4 กรรมวิธีได้แก่ 1. Vitamin C ความเข้มข้น 200 mg/l 
เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 2. Polyethylene glycol 6000 ความเข้มข้น -1.5 MPa เป็นเวลา 6 วัน 3. KNO3 
ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง และ 4. KNO3 ความเข้มขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ KH2PO4 
ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง โดยแช่สารละลายทั้งหมดที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซยีส ซึ่ง
ผลการทดลองพบว่า การกระตุ้นการงอกของเมล็ดด้วยทุกวิธีการทําให้เมล็ดพันธ์ุมีความงอกและความเร็ว
ในการงอกของเมล็ดเพ่ิมมากขึ้น โดยเพ่ิมขึน้มากที่สุดในกรรมวิธีที่ใช้ Vitamin C และ KNO3 ร่วมกับ 
KH2PO4 คือ 15 และ 17 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเมล็ดที่ไม่ได้กระตุ้นความงอก 

พรทิพย์ และคณะ (2553) ได้ศึกษาผลของ seed priming ต่อการยืดอายุการเก็บรักษาเมล็ด
พันธ์ุข้าว จํานวน 3 พันธ์ุ ได้แก่ ชัยนาท 1 ปราจีนบุร ี 2 และเล็บนกปัตตานี ทําการทดลองโดยนําเมล็ด
พันธ์ุที่มีอายุหลังเก็บเก่ียว 2 4 และ 6 เดือน มากระตุ้นการงอกด้วยการแช่เมล็ดพันธ์ุในนํ้าเป็นเวลา 0 3 6 
9 และ12 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิห้อง จากน้ันนําไปลดความช้ืนให้เหลือความช้ืนประมาณ 11-12 เปอร์เซ็นต์ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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พบว่าการยืดอายุการเก็บรักษาเมล็ดพันธ์ุข้าว ขึ้นอยู่กับพันธ์ุข้าว อายุของเมล็ดพันธ์ุ และการลดความช้ืน
หลังเก็บเก่ียว โดยพบว่าเมล็ดพันธ์ุข้าวอายุ 6 เดือน ที่นํามาแช่ในนํ้าเป็นเวลา 3 และ 6 ช่ัวโมง สามารถยืด
อายุการเก็บรักษาได้มากกว่าเมล็ดพันธ์ุที่ไม่แช่นํ้า เป็นเวลา 1-4 เดือน 

บุญมี และคณะ (2554) ได้ทําการทดลองโดยนําเมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศลกูผสม 2 พันธ์ุ ได้แก่ pst-
01 และ pst-02 มากระตุ้นการงอกโดยแช่ลงใน PEG6000 ร่วมกับการใช้สารเคมี 3 ชนิด คือ 1. KNO3 2. 
KH2PO4 และ 3. Vitamin C ที่มีความเขม้ข้น 2 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูม ิ 15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ช่ัวโมง ผลการทดลองพบว่าการกระตุ้นความงอกของเมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศพันธ์ุ pst-01 ด้วย PEG6000 
ร่วมกับการใช้ KNO3 และ KH2PO4 ทําให้เมล็ดพันธ์ุสามารถงอกได้เร็วขึ้น ส่วนพันธ์ุ pst-02 พบว่าการใช้ 
PEG6000 ร่วมกับ KH2PO4 ในการกระตุ้นการงอกทําให้เมล็ดพันธ์ุมีความงอกและความเร็วในการงอกของ
เมล็ดเพ่ิมสูงขึน้ นอกจากน้ียังพบจํานวนต้นกล้าที่ผิดปกติลดลงอีกด้วย 

พิจิตรา และคณะ (2556) ได้ศึกษาการกระตุ้นความงอกของเมล็ดพันธ์ุมะตาดโดยใช้นํ้า RO, GA3 
และ KNO3 ผลการทดลองพบว่า การแช่เมล็ดในสารละลาย KNO3 0.2% นาน 12 ช่ัวโมง และแช่นํ้า RO 
นาน 12 ช่ัวโมง มีการงอกสูงที่สุดคือ 93% ในขณะที่เมล็ดที่ไม่ได้กระตุ้นความงอก (control) มีความงอก
เพียง 86% สว่นการแช่เมล็ดในนํ้า RO นาน 6 ช่ัวโมง และการแช่เมล็ดในสารละลาย KNO3 0.2% นาน 
12 ช่ัวโมง มีเวลาเฉลี่ยในการงอกเร็วที่สุดคือ 24 และ 24.5 ในขณะที่เมล็ดที่ไมไ่ด้กระตุ้นความงอก 
(control) มีเวลาเฉลี่ยในการงอก 25.5 วัน 

ดวงกมลวรรณ และคณะ (2556) ได้ทําการทดลองเพ่ือหาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการทํา seed 
priming ของแตงกวาลูกผสมพันธ์ุ Super Big มี 9 กรรมวิธีคือ ที่เมล็ดไม่ได้ทํา seed priming (control) 
กรรมวิธีที่ทํา seed priming โดยให้ความช้ืนนาน 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ช่ัวโมง หรือจนรากแรกเกิดงอก 
และกรรมวิธีทีนํ่าเมล็ดผ่านน้ําไหลเป็นเวลา 1 นาที ทําการทดลองโดยให้ความช้ืนแก่เมล็ด วางเมล็ด
ระหว่างก้อนโอเอซิส (FORACELL®) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ์ 90 เปอร์เซ็นต์ แล้ว
ลดความช้ืนของเมล็ดกลับระดับเดิม ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าการให้ความช้ืน แก่เมลด็พันธ์ุแตงกวาโดย
วางเมล็ดระหว่างก้อนโอเอซิสที่ช้ืน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยให้เมล็ดได้รับความช้ืนนาน 16 
ช่ัวโมง. สามารถเพ่ิมเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดได้ และทําให้ต้นกล้ามีการพัฒนาของใบจริงเร็วขึ้นใน
สภาพแปลงปลูก  

Shahzadet.al. (2000) ได้ทําการทดลองกระตุ้นการงอกของเมล็ดพันธ์ุของข้าวสาลีด้วยนํ้า ใน
ระยะเวลาที่แตกต่างกันคือ 0 (ควบคุม), 6, 12, และ24 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส จากน้ันนํา
เมล็ดมาลดความช้ืนด้วยการอบที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงก่อนนําไปปลูก พบว่า
การกระตุ้นการงอกของเมล็ดข้าวสาลีที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง ให้ผลดีกว่าช่วงระยะเวลาอ่ืนๆ โดยมี
เปอร์เซ็นต์การงอกเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ความยาวรากเท่ากับ 8.41 เซนติเมตร  
 Muller และ Berg, (2008) รายงานว่าระยะเวลาที่เหมาะสมในการแช่เมล็ดมีผลต่อการเพ่ิม
ประสิทธิภาพของการใช้จุลินทรีย์ กระตุ้นการงอกของเมล็ดผักกาด โดยได้ทําการทดลองกับเช้ือ Serratia 
plymuthica HRO-C48 ซึ่งเป็นเช้ือปฏิปักษ์ พบว่าระยะการงอกของเมล็ดระยะที่ 1 (phase I) อยู่ในช่วง 
4 ช่ัวโมงแรกของการแช่เมล็ด โดยมีการดูดนํ้าเพ่ิมสูงขึ้นมากที่สุด ส่วนการงอกของเมล็ดระยะที่ 2 (phase 
II) เกิดขึ้นในช่วงเวลาที่แช่เมล็ดระหว่าง 4-16 ช่ัวโมง และระยะที่ 3 จะเกิดขึ้นภายหลังจากแช่เมลด็ 16 
ช่ัวโมง ส่วนจํานวนของเช้ือ Serratia plymuthica HRO-C48 พบว่าเช้ือดังกล่าวเพ่ิมจํานวนมากที่สุด
หลังจากการแช่เมล็ดเป็นเวลา 20 ช่ัวโมง มีจํานวนของเช้ือ S. plymuthicaเท่ากับ log10 6.3 ± 0.21 
CFU ต่อเมล็ด โดยมากกว่าช่วงเวลาที่แช่เมล็ดเป็นเวลา 4 ช่ัวโมง และ 12 ช่ัวโมง ซึ่งมีปริมาณของเช้ือ S. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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plymuthica เท่ากับ 3.4 ± 0.40 Log CFU ต่อเมล็ด และ 6.2 ± 0.26 Log CFU ต่อเมล็ด ตามลําดับ 
โดยการเพิ่มมากขึ้นของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ก็จะมีผลทําให้การควบคุมเช้ือสาเหตุโรคมีประสิทธิภาพเพ่ิมมาก
ขึ้นอีกด้วย 

2.2.2 การกระตุ้นการงอกด้วยจุลินทรีย์ (Bio-priming) 
 Callan et al. (1991) ได้ศึกษาการกระตุ้นการงอกของเมล็ดข้าวโพดโดยใช้เช้ือ Pseudomonas 
fluorescens สายพันธ์ุ AB254 ควบคุมเช้ือ Pythium ultimum สาเหตุโรคเน่าคอดินของข้าวโพดหวาน 
เปรียบเทียบกับการใช้สารเคมี Metalaxyl การให้ความช้ืนอย่างเดียว (บ่มเมลด็เพ่ือให้ความช้ืนใน 
vermiculite) การคลุกเมลด็ด้วย P. fluorescens สายพันธ์ุ AB254 PCNB และMethylcellulose 
พบว่าการกระตุ้นการงอกของเมล็ดร่วมกับการใช้เช้ือ P. fluorescens สายพันธ์ุ AB254 สามารถควบคุม
เช้ือ P. ultimum ได้ดีที่สดุ โดยมีการงอกของเมล็ดข้าวโพดสูงที่สุดเท่ากับ 39.4 เปอร์เซ็นต์ ลองลงมา
ได้แก่ Metalaxyl ทีม่ีเปอร์เซ็นต์การงอกเท่ากับ 30.1 เปอร์เซ็นต์  การทดลองพบว่า การกระตุ้นเมล็ดของ
ข้าวฟ่าง ร่วมกับการใช้เช้ือ Pseudomonas fluorescens สามารถเพ่ิมประสทิธิภาพการงอกของเมล็ด
ข้าวฟ่าง ต้นกล้ามีความแข็งแรง และเพ่ิมผลผลิตข้าวฟ่าง 22 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ียังมีความต้านทานต่อ
โรคราน้ําค้างทัง้ในโรงเรือน และสภาพแปลงปลูกโดยสามารถควบคุมโรคได้ถึง 75 เปอร์เซน็ต์ 

Nayaka et al. (2008) ได้ทําการศึกษาการกระตุ้นการงอกของเมล็ดข้าวโพดด้วยเช้ือ 
Trichoderma hazianum ควบคุมโรคเนา่ของข้าวโพดท่ีเกิดจากเช้ือ Fusarium verticillioides ทําการ
ทดสอบกับเมล็ดข้าวโพดทั้ง 3 สายพันธ์ุได้แก่ kanchan pioneer และ sweet corn โดยนําเมล็ดข้าวโพด
มาแช่ในสารแขวนลอยของ T. hazianum ที่ความเข้มขน้ 108cfuต่อกรัม เป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมง นําไป
ลดความช้ืนก่อนนําไปปลูก ผลการทดลองพบว่าข้าวโพด สายพันธ์ุ kanchan pioneer และ sweet corn 
ที่มีการกระตุ้นการงอกของเมล็ดร่วมกับการใช้ T. hazianum มีอัตราการเกิดโรคเท่ากับ 6.12 5.84 และ 
6.03 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ ในขณะที่กรรมวิธีควบคุมมีอัตราการเกิดโรคอยู่ที่ 19.4 13.2 และ 32 
เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ  
 Begum et al. (2010) ได้ทําการทดลองใช้จุลินทรีย์ 3 ชนิด กระตุ้นการงอกของเมล็ด ได้แก่ 
Trichoderma harzianum สายพันธ์ุ UPN40 Trichoderma virens สายพันธ์ุ UPM23 และ 
Pseudomonas aeruginosa สายพันธ์ุ UPM13B8 มาใช้ในการควบคุมโรคโคนเน่าของถั่วเหลือง ที่เกิด
จากเช้ือ Colletotrichum truncatum โดยนําถั่วเหลืองมาแช่ในสารแขวนลอยของจุลินทรีย์ทั้ง 3 ชนิดที่
กล่าวไว้ข้างต้นในอัตราส่วน 1:3 (w / v) เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง นําไปลดความช้ืนด้วยเคร่ือง laminar flow 
ซึ่งผลการทดลองพบว่าเช้ือ T. harzianum สายพันธ์ุ UPN40 และ P. aeruginosa สายพันธ์ุ UPM13B8 
สามารถเจริญได้ดีบนเมล็ดถั่วเหลือง นอกจากน้ียังพบว่าเช้ือปฏิปักษ์ทั้ง 3 ชนิดสามารถควบคุมการเกิดโรค
โคนเน่าของถั่วเหลืองได้อย่างมีนัยสําคัญโดยมีอัตราการเกิดโรคอยู่ที่ 39-50 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่กรรมวิธี
ที่แช่เมล็ดด้วยนํ้าเพียงอย่างเดียว และกรรมวิธีที่ไม่ได้มีการกระตุ้นการงอกของเมล็ดที่มีอัตราการเกิดโรค
สูงถึง 76-84 เปอร์เซ็นต์ 

2.2.3 การใช้จุลินทรีย์เอนโดไฟต์ควบคุมโรคพืช 
 อนันต์ (2557) ได้ศึกษาแยกเช้ือราเอนโดไฟต์จากข้าวในพ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือได้ 232 ไอ
โซเลต จากน้ันจึงนํามาศึกษาการยับย้ังเช้ือราสาเหตุโรคข้าว 6 ชนิด ได้แก่ Magnaporthe grisea, 
Fusarium sp. FSK1, Fusarium sp. FSK2, Bipolaris oryzae, Curvularia lunata และ 
Rhizoctonia solani ทําการทดสอบด้วยวิธี dual culture assay พบว่า มี 12 ไอโซเลต ที่สามารถยับย้ัง
เช้ือราสาเหตุโรคข้าวทดสอบได้อย่างน้อยหน่ึงชนิด จากการศึกษานี้พบว่า เช้ือราเอนโดไฟต์ไอโซเลต เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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GR03 ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณส่วน ITS1-ITS2 ของ rDNA คล้ายคลึงกับ Trichoderma 
harzianum สามารถยับย้ังราสาเหตุโรคข้าวทดสอบได้ทุกชนิดโดยมีประสิทธิภาพมากกว่า 75% 
นอกจากน้ียังพบว่า ไอโซเลต GR03 สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย (chitinase, protease และ 
cellulase) และผลิตสารทีส่ง่เสริมการเจริญของพืช (Indole-3-Acetic Acid และการละลายฟอสเฟต) ได้  
 กานต์ และอนันต์ (2559) ได้ทดสอบประสิทธิภาพของราเอนโดไฟต์ต่อการควบคุมโรคไหม้ของ
ข้าวที่เกิดจากเช้ือ Magnaporthe oryzae โดยแยกเช้ือราเอนโดไฟต์จากข้าวจํานวน 55 ไอโซเลท มา
ทดสอบการยับย้ังเช้ือ M. oryzae ด้วยวิธี dual culture technique พบว่า ไอโซเลต FL11 สามารถ
ยับย้ังการเจริญเส้นใยของ M. oryzae ได้อย่างมีปะสิทธิภาพ เมื่อวิเคราะห์ลําดับ นิวคลิโอไทด์ในส่วน 
ITS1- ITS2 rDNA ของไอโซเลต FL11 พบว่า มีความเหมือนกับเช้ือ Daldinia eschscholtzii และพบว่า
การใช้ราเอนโดไฟต์ D. eschscholtzii FL11, Trichoderma harzianum GR03 และT. ghanense 
GR06 สามารถลดความรุนแรงของโรคได้อย่างมีนัยสําคัญ ในกล้าข้าวทีพ่่นราเอนโดไฟต์ เมื่อเปรียบเทียบ
กับกล้าข้าวที่ไม่ได้พ่น และยงัไม่แตกต่างกับการใช้สารกําจัดเช้ือราแบบไม่ดูดซึม Mancozeb และแบบดูด
ซึม Edifenphos 
 Chen et al. (1995) ได้ทําการทดลองแยกเช้ือ endophytic bacteria จากเน้ือเย่ือภายในของ
ฝ้าย 49 สายพันธ์ุ โดยได้เช้ือ endophytic bacteria ทั้งหมด 170 ไอโซเลท จากน้ันนํามาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของฝ้าย ที่เกิดจากเช้ือสาเหตุ Fusarium oxysporum f. sp. 
vasinfectum ซึ่งผลการทดลองพบว่า มี 6 ไอโซเลท ที่สามารถความรุนแรงของโรคดังกล่าวได้ ได้แก่ 
INR-B, JM-1128, JM-1137, CC-186, 89B-61, และ JM-869 ซึ่งต่อมาได้มีการนํามาจัดจําแนกต่อพบว่า
คือเช้ือ Aureobacterium saperdae, Bacillus pumilus, Phyllobacterium rubiacearum, 
Pseudomonas putida, P. putida, และ Burkholderia solanacearum ตามลําดับ 
 Silva et al. (2012) ได้ทําการแยกเช้ือจุลินทรีย์จากเน้ือเย่ือของกาแฟ โดยเป็นแบคทีเรีย 217 ไอ
โซเลท และเช้ือรา 17 ไอโซเลท เมื่อนํามาทดสอบประสิทธิภาพในการป้องกันกําจัดราสนิมของกาแฟที่เกิด
จากเช้ือสาเหตุ Hemileia vastatrix พบว่าเช้ือราทั้ง 17 ไอโซเลทไมส่ามารถลดการเกิดโรคราสนิมของ
กาแฟได้ แต่แบคทีเรียที่นําจัดจําแนกแลว้ทราบว่าเป็นสายพันธ์ุ Brevibacillu schoshinensis, 
Pectobacterium carotovorum, Bacillus megaterium, Microbacterium testaceum และ 
Cedeceada visae สามารถลดการเกิดโรคราสนิมกาแฟได้ โดยเฉพาะ Brevibacillus choshinensis
สามารถลดการเกิดโรคราสนิมได้ถึง 66 เปอร์เซ็นต์ 

2.2.4 การใช้จุลินทรีย์เอนโดไฟต์ส่งเสริมการเจรญิเติบโตของข้าว 
 สุจิตรา และคณะ (2556) ได้ทําการแยกเอนโดไฟติกแบคทีเรียจากรากข้าวพันธ์ุข้าวเจ้าหอม
สุพรรณบุรี โดยใช้ 13 ไอโซเลต มาทําการทดสอบการความสามารถในการผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของข้าวผลการทดลองพบว่าเอนโดไฟติกแบคทีเรียมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตระหว่าง 421.7 - 
465.9 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การผลิตออกซิน (IAA) 8.0 - 21.9 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และการผลิต
จิบเบอริลลิน143.7 - 292.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อนําไปจัดจําแนกพบว่ามีความเหมือนกันของลําดับ
เบสกับ Bacillus safensisที่ระดับความเหมือน 98 เปอร์เซ็นต์ โดยช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าว 
โดยเพ่ิมความสูง ปริมาณการแตกกอ จํานวนรวงต่อกอ และผลผลิตเฉลี่ยเท่ากับ 5.83, 42.62, 43.27 และ 
38.42 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ 
 Adhikariet al. (2012) ได้ทําการแยกเอนโดไฟติกแบคทีเรียจากรากและลําต้นของข้าวใน
แคลิฟอร์เนีย โดยพบว่าเอนโดไฟติกแบคทีเรียที่แยกได้คือเช้ือ Pseudomonas fluorescens, 
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Pseudomonas tolaasii, Pseudomonas veroniiและ Sphingomonastrueperiทั้ง 4 สายพันธ์ุ
สามารถเพ่ิมความสูงของต้นข้าว และน้ําหนักของต้นข้าวได้อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคุมที่ไม่ได้ทําการปลูกเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟต์ แสดงให้เห็นว่าเอนโดไฟติกแบคทีเรีย สามารถ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวได้ 
 Raweekulet al. (2016) ศึกษาการใช้ประโยชน์จากเอนโดไฟติกแบคทีเรียส่งเสริมการเจรญิเติบโต
ของข้าว โดยทาํการแยกแบคทีเรียส่งเสริมการเจรญิเติบโตจากรากและลําต้นของข้าว พบว่าแบคทีเรยีที่แยกมี
ความเหมือนกบั Pedobacter, Sphingomonas, Paenibacillusและ Bacillusเมื่อนําไปทดสอบการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าวในหลอดทดลองพบว่า มีการเพ่ิมขึ้นของนํ้าหนักสด 2.30-3.18 เท่า 
และพบว่ามีการผลิต siderophore กรด indole-3-อะซิติก (IAA) ซึ่งมผีลต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของข้าวอีกด้วย 
 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

การใช้ endophytic bacteria ทํา seed bio-priming เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตข้าวโดยลด
การเกิดโรคไหม้ของข้าวที่เกิดจากเช้ือรา Pyricularia oryzae หรือช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าว 
ประกอบด้วย 4 ขั้นตอนดังน้ี 

3.1 การแยกเช้ือรา Pyricularia oryzaeสาเหตุโรคไหม้ของข้าว และทดสอบการก่อโรค 
3.2 การคัดเลือก endophytic bacteria ที่มีประสิทธิภาพในการเสริมความแข็งแรงของกล้าข้าว 
3.3 การคัดเลือก endophytic bacteria ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือรา Pyricularia 

 oryzae 
3.4 การศึกษาการทํา seed bio-priming ด้วย endophytic bacteria 

3.1 การแยกเชื้อรา Pyricularia oryzae สาเหตุโรคไหม้ของข้าว และทดสอบการก่อโรค 
 แยกเช้ือรา P. oryzae จากข้าวที่แสดงอาการของโรคไหม้ข้าว โดยวิธี single spore isolation 
ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ water agar (WA) และขอความอนุเคราะห์สายพันธ์ุที่มีการเกิดโรครุนแรงจาก
ห้องปฏิบัติการโรคพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร สจล. จากน้ันย้ายต่อไปยังอาหารเล้ียงเช้ือ Rice Flour 
agar (RFA) (ยอดขวัญ และคณะ, 2552) บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วัน เมื่อเช้ือเจริญเต็มจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือจึงนําไปกระตุ้นให้เกิดการสร้างสปอร์ โดยการเติมนํ้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเช้ือปริมาณ 2 
มิลลิลิตร ลงบนหน้าอาหารที่มีเช้ือราเจริญ จากน้ันใช้แท่งแก้วรูปตัวแอลขูดให้ทั่วผิวหน้าอาหารเพ่ือกระตุ้น
การสร้างสปอร์ ให้ได้ความเข้มข้น 105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จากน้ันนําสารแขวนลอยสปอร์ที่ได้ 80 มิลลิลิตร 
ผสมกับสารละลายเจลาติน 2 เปอร์เซ็นต์ 20 มิลลิลิตร โดยเจลาตินจะทําหน้าที่เป็นสารจับใบ จากน้ัน
นําไปฉีดพ่นลงบนต้นกล้าข้าวอายุ 30 วัน และตรวจสอบการเกิดโรค โดยประเมินขนาดของแผล 6 ระดับ 
(Roumenet al., 1997) ดังน้ี 
 ระดับ 0 คือ ไม่ปรากฏแผล 
 ระดับ 1 คือ แผลจุดกลมสีนํ้าตาลเล็กๆ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางน้อยกว่า 0.5 มลิลิเมตร 
 ระดับ 2 คือ แผลกลมหรือยาวรีเล็กน้อยขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางน้อยกว่า 0.5-1 มิลลิเมตร 
 ระดับ 3 คือ แผลจุดเล็กๆ ขนาดประมาณ 1-3 มิลลิเมตร มีจุดสีเทาตรงกลาง 

ระดับ 4 คือ แผลจุดเล็กๆ ขนาดประมาณ 3 มลิลิเมตร หรือยาวกว่า แผลเป็นสีเทามีขอบ แผล
นํ้าตาล 

ระดับ 5 คือ แผลสีเทาเกาะกันเป็นกลุ่ม มขีอบแผลสีนํ้าตาล เป็นอาการที่แสดงถึงความอ่อนแอ
ต่อโรค  

ระดับ6 คือ แผลลุกลามยาวติดต่อกันเป็นสีเทาไม่มีขอบแผลที่แน่นอนเป็นอาการที่แสดงถึงความ
อ่อนแอต่อโรค 

3.2 การคัดเลือก endophytic bacteria ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อรา Pyricularia oryzae 
การทดสอบ endophytic bacteria ที่มีรายงานว่ามีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือโรคข้าว  

(พรหมมาศ และอนัตตา, 2558) และทําการแยกใหม่จากต้นข้าวที่แข็งแรงในแปลงทีม่ีรายงานการเกิดโรคไหม้ 
โดยการนําเช้ือจากหลอดเก็บเช้ือมา streak ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient agar (NA) บ่มไว้เป็นเวลา 48 
ช่ัวโมง นําเช้ือที่ได้มาทดสอบกับต้นกล้าข้าว เพ่ือหาสายพันธ์ุที่เป็นประโยชน์ตามวิธีการของ พรหมมาศ และเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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treatment control 

อนัตตา (2558) จากน้ันนําสายพันธ์ุที่ผ่านการคัดเลือกและมาทดสอบประสิทธิภาพของ endophytic 
bacteria ต่อการยับย้ังการเจริญของเช้ือรา P. oryzae โดยทําการเลี้ยงเช้ือราP. oryzae บนอาการ PDA 
บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ทําการทดสอบด้วยวิธี dual culture test วางแผนการ
ทดสอบแบบ Completely Randomized Design (CRD) กรรมวิธีละ 4 ซ้ํา นําเช้ือสาเหตุโรคข้าววางลงบน
อาหาร PDA โดยวางตรงกลางจานอาหารเลี้ยงเช้ือในกรรมวิธีควบคุม ส่วนในกรรมวิธีทดสอบ ให้วางเช้ือ
สาเหตุโรคข้าวตรงกลางจานอาหารเลี้ยงเช้ือก่อน 4 วัน แล้วทําการstreak แบคทีเรียห่างจากขอบจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือข้างละ 2 เซนติเมตร ดังภาพ 

 
 

 
 
 

 
 

ภาพ Dual culture ระหว่างเช้ือแบคทีเรียกับเช้ือสาเหตุโรคข้าว 
 
จากน้ันนําข้อมูลที่ได้มาคํานวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การยับย้ังการเจริญ (Growth inhibition = GI)โดย

ใช้สูตร 

GI = 
C-T  

x100
C 

C = ขนาดโคโลนีของเช้ือราในจานอาหารควบคุม (control) 
T = ขนาดโคโลนีของเช้ือราในจานอาหารทดสอบ (treatment) 

3.3  การทํา seed bio-priming ด้วย endophytic bacteria และทดสอบคณุสมบติัของเมล็ดพนัธุ์
ข้าว 

 3.3.1 การศึกษาหาช่วงเวลาที่เหมาะสมของข้าวในการทํา seed bio-priming ด้วย 
endophytic bacteria 

 ทําการทดลองโดยการนํา endophytic bacteria ที่มีประสิทธิภาพการยับย้ังเช้ือรา P. oryzae จาก
การทดลองข้อที่ 3.2 มาทําการทดสอบ เตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรียโดยนําแบคทีเรียดังกล่าวมาเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient broth (NB) ปริมาณ 50 มิลลิลิตร นําสารแขวนลอยเช้ือดังกล่าวมาเขย่าด้วยเคร่ือง 
rotary shaker เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง แล้วนําไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง centrifuge 10 นาที จากน้ันนําส่วนที่
เป็น pellet มาปรับความเข้มข้นให้มีความขุ่นเท่ากับ Mcfarland เบอร์ 0.5  เพ่ือให้ได้สารแขวนลอย
แบคทีเรียที่ความเข้มข้น 108cfu ต่อมิลลิลิตร แล้วนําเมล็ดพันธ์ุข้าวที่ผ่านการฆ่าเช้ือด้วยการแช่ sodium 
hypochlorite เป็นเวลา 5 นาที ใส่ลงในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตรที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว โดยให้เมล็ดจม
อยู่ในสารแขวนลอยแบคทีเรียที่เตรียมไว้ ปิดปากบีกเกอร์แก้วด้วยแผ่นอะลูมิเนียมฟลอยด์ แล้วบ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส วางแผนการทดสอบแบบ Completely Randomized Design (CRD) กรรมวิธี
ละ 4 ซ้ํา โดยแบ่งเป็น 7 กรรมวิธีได้แก่ 

เชื้อสาเหต ุ แบคทีเรียที่
นํามาทดสอบ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กรรมวิธีที่ 1 กระตุ้นเมล็ดเป็นเวลา 0 ช่ัวโมง 
กรรมวิธีที่ 2 กระตุ้นเมล็ดเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 
กรรมวิธีที่ 3 กระตุ้นเมล็ดเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 
กรรมวิธีที่ 4 กระตุ้นเมล็ดเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
กรรมวิธีที่ 5 กระตุ้นเมล็ดเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
กรรมวิธีที่ 6 กระตุ้นเมล็ดเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 
กรรมวิธีที่ 7 กระตุ้นเมล็ดเป็นเวลา 96 ช่ัวโมง 

 โดยเมื่อครบเวลาในแต่ละกรรมวิธี จะนําเมล็ดพันธ์ุข้าวในกรรมวิธีน้ันๆ มาซับให้แห้งแล้วนําไปช่ัง
นํ้าหนักเมล็ด ก่อนอบด้วยเครื่อง Hot air oven เพ่ือตรวจวัดปริมาณความช้ืน (ที่อุณหภูมิ 105 องศา
เซลเซียส) เป็นเวลา 17+ 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาใส่ในโหลดูดความช้ืน 30 นาที จึงนํามาช่ังนํ้าหนักเมล็ดอีก
คร้ัง แล้วนํามาคํานวณเปอร์เซ็นต์ความช้ืนดังสูตร 
 

เปอร์เซ็นต์ความช้ืน = 
นํ้าหนักเมล็ดก่อนอบ-นํ้าหนักเมล็ดหลังอบ 

X 100 
นํ้าหนักเมล็ดก่อนอบ 

    
3.3.2 การศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการลดความชื้นเมล็ดพันธุ์ข้าวในการทํา seed 

bio-priming ด้วย endophytic bacteria 
  นําเมล็ดข้าวทีผ่่านการกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria ทีไ่ด้เวลาเหมาะสมแล้ว มาซบัให้
แห้งแล้วนําไปช่ังนํ้าหนักเมลด็ เช่นเดียวกับข้อ 3.3.1 แลว้นํามาลดความช้ืนด้วยเครื่อง Hot air oven ที่
อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซยีส โดยจะสุ่มเมล็ดคร้ังละ 5 กรัม 4 ซ้ํา มาช่ังนํ้าหนักของเมล็ดพันธ์ุข้าวทุกช่ัวโมง 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันคํานวณหาความช้ืนดังสูตรข้อ 3.3.1 เพ่ือหาช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการ
กระตุ้นการงอกของเมล็ดด้วย endophytic bacteria 

3.3.3 การทดสอบคุณภาพของเมล็ดหลังการทํา seed bio-priming ด้วย endophytic 
bacteria 

ทําการสุ่มตัวอย่างเมล็ดพันธ์ุข้าวที่ผ่านการกระตุ้นเมล็ดด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้
endophytic bacteria (Bio-priming) ที่ได้ระยะเวลาการแช่เมล็ดพันธ์ุข้าวที่เหมาะสมแล้วจากข้อ 3.3.1 
และระยะเวลาการลดความชื้นที่เหมาะสมแล้วจากข้อ 3.3.2 มาทดสอบคุณภาพของเมล็ดพันธ์ุ ได้แก่
ความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุ และความงอกของเมล็ดพันธ์ุข้าวเปรียบเทียบกับเมล็ดที่ไม่ผา่นกระกระตุ้น (No 
priming) เมล็ดที่กระตุ้นด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ (Hydro-priming) และเมล็ดที่กระตุ้นด้วยสารเคมี 
Carbendazim (Osmopriming) 
 โดยจะทําการตรวจสอบดังน้ี 

       1. ความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุ 
       สุ่มเมล็ดพันธ์ุข้าว 5 กรัม มาตรวจสอบความช้ืนด้วยวิธีมาตรฐานโดยการอบด้วย

เครื่อง Hot air oven เป็นเวลา 17+1 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาคํานวณเปอร์เซ็นต์ความช้ืนดังสูตร 
 

เปอร์เซ็นต์ความช้ืน = 
นํ้าหนักเมล็ดก่อนอบ-นํ้าหนักเมล็ดหลังอบ 

X100 
นํ้าหนักเมล็ดก่อนอบ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  2. ความงอกของเมล็ดพันธ์ุ 
        ทดสอบความงอกด้วยวิธีการเพาะบนกระดาษโดยใช้วิธี Top of Paper ทําการ

ทดลอง 4 ซ้ํา ซ้ําละ 100 เมล็ด ที่อุณหภูมิห้อง ตรวจนับครั้งแรกหลังจากเพาะเมล็ด 5 วัน และตรวจนับคร้ัง
สุดท้ายหลังจากเพาะเมล็ด 14 วัน โดยจะตรวจนับ จํานวนต้นปกติ จํานวนต้นที่ผิดปกติ เมล็ดสดไม่งอก และ
เมล็ดตาย จากน้ันคํานวณความงอกของเมล็ดพันธ์ุเป็นเปอร์เซ็นต์ดังสูตร  

 

ความงอก (%) = 
จํานวนต้นปกติที่งอก 

X100 
จํานวนเมล็ดที่เพาะ 

 
3.3.4 การทดสอบความมีชีวิตรอดของ endophytic bacteria 

 นําเมล็ดพันธ์ุข้าวที่ผ่านการกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteriaแล้วเช่นเดียวกับข้อ 
3.3.3 มาทาํการทดสอบโดยสุ่มตัวอย่างทุกๆเดือน เพ่ือตรวจสอบการงอกของเมล็ดพันธ์ุข้าว เป็น
ระยะเวลา 4 เดือน พร้อมสุ่มเมล็ดพันธ์ุข้าวจํานวน 1 กรัม แช่ใน ethyl alcohol 70 เปอร์เซ็นต์ 30 
วินาที จากน้ันล้างด้วยน้ํากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ ตามด้วยแช่ Clorox 10 เปอร์เซ็นต์ 2 นาที แล้วล้างด้วยน้ํากลั่น
น่ึงฆ่าเช้ืออีกคร้ัง และซับด้วยกระดาษซับที่ผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้วล้างด้วยนํ้ากลั่น จากน้ันนํามาบดด้วย
โกร่ง เติมนํ้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ 9 มิลลลิิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เขย่าเป็นเวลา 5 นาที แลว้นําสารละลายมา
ตรวจสอบด้วยการทํา serial dilution planting technique จากน้ันตรวจนับโคโลนีของแบคทีเรียด้วยวิธี 
pour plate technique บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง วางแผนการทดลอง
แบบCompletely Randomized Design (CRD) ทําการทดลอง 4 ซ้าํ 

3.4 การทดสอบความสามารถในการลดการเกิดโรคไหม้ข้าวในระยะกลา้หลังการทํา seed bio-priming 
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) มี 6 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซ้ํา ได้แก่ 

กรรมวิธีที่ 1 ไม่กระตุ้นเมล็ดพันธ์ุและไม่ปลูกเช้ือรา P. oryzae(control) 
กรรมวิธีที่ 2 ไม่กระตุ้นเมล็ดพันธ์ุก่อนปลูกเช้ือ P. oryzae(No priming) 
กรรมวิธีที่ 3 กระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือก่อนปลูกเช้ือ P. oryzae (Hydro-priming) 
กรรมวิธีที่ 4 กระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วยสารเคมีก่อนทําการปลูกเช้ือ P. oryzae (Osmopriming) 
กรรมวิธีที่ 5 กระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วย endophytic bacteria ก่อนทําการปลูกเช้ือ P. oryzae(Bio-

priming) 
กรรมวิธีที่ 6 กระตุ้นเมล็ดพันธ์ุด้วย endophytic bacteria ร่วมกับการฉีดพ่นทางใบก่อนทําการ

ปลูกเช้ือรา P. oryzae (Bio-priming+spray) 
 การเตรียมต้นกล้าและดินปลูกข้าว โดยเตรียมดินปลูกข้าวที่ผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้วบรรจุลงใน
กระถางปริมาณ 5 กิโลกรัมต่อกระถาง และบ่มดินภายในสภาพน้ําขังเป็นระยะเวลา 7 วัน นําเมล็ดข้าว ที่
ผ่านการฆ่าเช้ือแล้วกระตุ้นเมล็ดตามกรรมวิธีต่างๆ โดยกรรมวิธีที่กระตุ้นด้วยสารเคมีก่อนการปลูกเช้ือจะ
แช่เมล็ดข้าวในสารเคมี Carbendazim ที่อัตรา 5 กรัมต่อนํ้า 10 ลิตร ส่วนกรรมวิธีที่กระตุ้นเมล็ดด้วย 
endophytic bacteria จะแช่เมล็ดข้าวในสารแขวนลอยแบคทีเรียที่ความเข้มข้น 108cfuต่อมิลลิลิตร โดย
ทุกกรรมวิธีจะทําการแช่เมล็ดไว้ที่ระยะเวลาที่เหมาะสมตามข้อ 3.3.1 แล้วลดความช้ืนให้อยู่ที่ระยะเวลา
ตามข้อ 3.3.2 ก่อนปลูกข้าวด้วยการเพาะกล้าข้าวก่อน 14 วัน แล้วจึงนําไปปลูกกระถางละ 5 ต้น สําหรับ
กรรมวิธีที่ 6ฉีดพ่นด้วยสารแขวนลอยแบคทีเรีย ก่อนการปลูกเช้ือสาเหตุโรคพืชเป็นเวลา 2 วัน ทําการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตรวจผลโดยทําการประเมินโรคไหม้ที่เกิดจากเช้ือรา P. oryzae สังเกตจากลักษณะอาการและความ
รุนแรงของการเกิดโรค โดยประเมินจากขนาดแผลตามข้อ 3.1 ทําการทดลองเป็นระยะเวลา 4 เดือน 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัย  
 

4.1. ผลการแยกเชื้อรา Pyricularia oryzae สาเหตุโรคไหม้ของข้าว และทดสอบการก่อโรค 
 จากการแยกเช้ือรา Pyriculariaoryzaeจากข้าวทีแ่สดงการเกิดโรคไหมด้้วยวิธี single spore 
isolation พบว่าไอโซเลททีแ่ยกได้น้ันได้แก่ BTN6001 และเมื่อนํามาทดสอบการเกิดโรคเปรียบเทียบกับไอโซ
เลทท่ีได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการโรคพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร สจล ทั้ง 3 ไอโซเลทคือ 
RBR55001 UBN195171 และBKK55003 ผลการทดสอบโรคพบว่า ไอโซเลทRBR55001 มรีะดับความ
รุนแรงของโรคสูงที่สุดอยู่ในระดับ 6 รองมาได้แก่ไอโซเลทBKK55003 อยู่ที่ระดับ 5 ไอโซเลทUBN195271 
และ BTN6001 อยู่ที่ระดับ 4 และ 3 ตามลําดับ (ภาพที่ 4.1) ดังน้ันจึงเลอืกใช้ไอโซเลทRBR55001 ที่มีความ
รุนแรงของโรคสูงที่สุดเพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

 
ภาพท่ี 4.1 แสดงการเกิดโรคไหม้ข้าวภายหลงัทําการทดสอบโรคเป็นเวลา 7 วัน (A=control; B=BKK55003; 

C=UBN195171; D= RBR55001 และBTN6001) 
 
4.2 ผลการคดัเลอืก endophytic bacteria ที่มีประสทิธภิาพในการยับย้ังเชื้อรา Pyricularia oryzae 

4.2.1 ผลการคัดเลือก endophytic bacteria ต่อการเจริญของต้นกล้าขา้ว 
จากการทดลองสามารถแยก endophytic bacteric ได้ใหม่ทั้งหมด 31 ไอโซเลท ได้แก่ SnR117, 

SnS217, SnS317, Sn417, SnR517, SnR617, SnS717, SnR817, SnS917, SnS1017, SuR117, SuS217, 
SuR317, SuS417, SuR517, SuS617, SuR717, Su2R117, Su2S217, Su2R317, Su2L417, SuS2R517, 
Su2R617, BaR217, BaR517, BaL517, BaS417, BaR617, BaL717, BaR917, BaR1017 เมื่อนําไปทดสอบ
ทางสัณฐานเบ้ืองต้นด้วยกล้องจุลทรรศน์ การย้อมแกรม และ 3 %KOH พบว่าเป็นแกรมบวก 27 ไอโซเลท เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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และเป็นแกรมลบเพียง 4 ไอโซเลทได้แก่ ไอโซเลท SnR117, SnR617, Su2R317 และ Su2R617 โดยแกรม
บวกส่วนใหญจ่ะมีลักษณะเป็นสีขาวขุ่น ลักษณะรูปร่างเซลล์เป็นแบบ bacillus แกรมลบที่พบจะมี
ลักษณะโคโลนีเป็นสีขาวใส ลักษณะรูปร่างเซลล์เป็นแบบ coccusนอกจากนี้ยังพบว่ามีลักษณะอ่ืนๆ เช่น 
โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือ สี และรูปร่างของเซลล์แตกต่างกันไปตามตารางที่ 4.1และภาพที่ 4.2และยังใช้ 
endophytic bacteric ที่มีรายงานว่ามีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและควบคุมเช้ือสาเหตุโรค
ข้าวจาก พรหมมาศ และอนัตตา (2558) จํานวน 15 ไอโซเลท ได้แก่ BEdStUTI001, BEdStUTI002, 
BEdStUTI003, BEdStUTI004, BEdStUTI006, BEdStRBR001, BEdStRBR002, BEdStRBR003, 
BEdStRBR005, BEdStSPB001, BEdStSPB002, BEdStSPB003, BEdStSPB004, BEdStSPB005, 
BEdSTPB001_rมาศึกษาร่วมด้วย 

 
ตารางท่ี 4.1 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและ คุณสมบัติเบ้ืองต้นของ endophytic bacteria 

แบคทีเรีย 
ลักษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเชื้อ NA 3%KO

H test 
Gram 

staining 
ลักษณะ 
รูปร่าง สี รูปร่าง ขอบ ผิว 

1.BEdStUTI001 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
2.BEdStUTI002 เหลือง กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
3.BEdStUTI003 เหลือง กลม เรียบ เป็นเมือก - - coccus 
4.BEdStUTI004 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก - - coccus 
5.BEdStUTI006 ขาวขุ่น กลม เรียบ เรียบ + + bacillus 
6.BEdStRBR001 เหลืองใส กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
7.BEdStRBR002 ขาวขุ่น กลม เรียบ ขรุขระ + + bacillus 
8.BEdStRBR003 เนื้อ กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
9.BEdStRBR005 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + coccobacilli 
10.BEdStSPB001 เหลือง กลม เรียบ เป็นเมือก + + coccobacilli 
11.BEdStSPB002 ขาวขุ่น กลม เรียบ เรียบ + + bacillus 
12.BEdStSPB003 เหลือง กลม เรียบ ขรุขระ + + bacillus 
13. BEdStSPB004 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + coccobacilli 
14.BEdStSPB005 เหลืองใส กลม เรียบ เป็นเมือก - - coccus 
15.BEdSTPB001_r เนื้อ กลม เรียบ ขรุขระ + + bacillus 
     (พรหมมาศ และอนัตตา, 2558)
16.SnR117 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก - - coccus 
17.SnS217 ขาวขุ่น ไม่แน่นอน เป็นคลื่น เรียบ + + bacillus 
18.SnS317 ขาวขุ่น กลม เรียบ เรียบ + + bacillus 
19.SnS417 เนื้อ กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
20.SnR517 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
21.SnR617 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก - - coccus 
22.SnS717 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
23.SnR817 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
24.SnS917 เนื้อ กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
25.SnS1017 เหลือง กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
26.SuR117 ขาวขุ่น กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
27.SuS217 ขาวขุ่น กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
28.SuR317 ขาวขุ่น กลม เป็นคลื่น เรียบ + + bacillus เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.1 (ต่อ) 

แบคทีเรีย 
ลักษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเชื้อ NA 3%KO

H test 
Gram 

staining 
ลักษณะ 
รูปร่าง สี รูปร่าง ขอบ ผิว 

29.SuS417 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
30.SuR517 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
31.SuR617 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
33.Su2R117 เนื้อ กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
34.Su2S217 ขาวขุ่น กลม เป็นคลื่น ขรุขระ + + bacillus 
35.Su2R317 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก - - coccus 
36.Su2L417 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + bacillus 
37.Su2R517 ขาวขุ่น กลม เป็นคลื่น ขรุขระ + + bacillus 
38.Su2R617 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก - - coccus 
39.BaR217 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + coccobacilli 
40.BaR317 ขาวขุ่น กลม เรียบ ขรุขระ + + coccobacilli 
41.BaS417 ขาวขุ่น กลม เป็นคลื่น ขรุขระ + + bacillus 
42.BaL517 เนื้อ กลม เรียบ เรียบ + + bacillus 
43.BaR617 ขาว กลม เรียบ เป็นเมือก + + coccobacilli 
44.BaL717 ขาวขุ่น กลม เป็นคลื่น ขรุขระ + + coccobacilli 
45.BaR917 ขาวขุ่น กลม เรียบ เรียบ + + bacillus 
46.BaR1017 น้ําตาล กลม เป็นคลื่น เป็นเมือก + + bacillus 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.2 แสดงลักษณะทางสณัฐานวิทยาเบ้ืองต้นของ endophytic bacteria ที่แยกได้จากข้าว (A=

ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือ NA, B =ลกัษณะโคโลนีทีก่ําลังขยาย6.7เท่าและ  
C = การติดสีย้อมแกรมของเซลลแ์บคทีเรยีทีก่ําลังขยาย 1,000 เท่า) 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.2 (ต่อ) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.2 (ต่อ) 

นอกจากน้ีการศึกษาผลของ endophytic bacteria ต่อการเจริญของต้นกล้าข้าวน้ันพบว่า จํานวน
ใบ และการรอดชีวิตของต้นกล้าข้าวในทกุไอโซเลทไมแ่ตกต่างกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
ส่วนความสูง นํ้าหนักต้น นํ้าหนักราก และนํ้าหนักรวมในทุกไอโซเลทมคีวามแตกต่างกันทางสถิติ และเมือ่
นํามาคํานวณเป็น %sviพบว่ามีทั้งหมด 43 ไอโซเลท ที่ม ี%sviสูงกว่ากรรมวิธีควบคุม โดยไอโซเลทBaR917 
มีค่า %sviสูงที่สุดคือ 128.90 เปอร์เซน็ต์ ซึ่งสูงกว่ากรรมวิธีควบคุม 28.9เปอร์เซน็ต์ รองลงมาได้แก ่ไอโซเลท
BaR217 และ SuR617 โดยมคี่า  %sviเท่ากับ 128.42 และ128.03 ตามลําดับ (ตารางที ่4.2 ) 

 

ตารางท่ี 4.2 ผลของ endophytic bacteria ต่อการเจริญของต้นกล้าข้าว 

แบคทีเรีย 
จํานวน

ใบ 
ความสูง 
(ซ.ม.) 

การรอดชีวิต
ของต้นกล้า 

น้ําหนักต้น 
(กรัม) 

น้ําหนักราก 
(กรัม) 

น้ําหนักรวม 
(กรัม) 

%svi 

1.control 2.2ab1/ 13.05c 92.50ab 0.21abc 0.36cd 0.57bcd 100 
2.BEdStUTI001 2.1ab 14.37abc 100a 0.19abc 0.36cd 0.56cd 107.74 
3.BEdStUTI002 2.2a 13.25abc 97.50ab 0.20abc 0.38abcd 0.59abcd 111.61 
4.BEdStUTI003 2b 13.00c 100a 0.18bc 0.36cd 0.54d 104.37 
5.BEdStUTI004 2.15ab 13.12bc 97.50ab 0.17c 0.36cd 0.54d 101.76 
6.BEdStUTI006 2.2a 13.07c 95.00ab 0.19abc 0.35cd 0.55cd 100.98 
7.BEdStRBR001 2b 13.82abc 100a 0.19abc 0.38bcd 0.58abcd 111.59 
8.BEdStRBR002 2b 13.90abc 100a 0.18bc 0.38abcd 0.57abcd 110.14 
9.BEdStRBR003 2.15ab 13.10c 100a 0.18bc 0.36cd 0.55cd 105.82 
10.BEdStRBR005 2b 14.68abc 92.50ab 0.23ab 0.37cd 0.60abcd 116.40 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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แบคทีเรีย 
จํานวน

ใบ 
ความสูง 
(ซ.ม.) 

การรอดชีวิต
ของต้นกล้า 

น้ําหนักต้น 
(กรัม) 

น้ําหนักราก 
(กรัม) 

น้ําหนักรวม 
(กรัม) 

%svi 

11.BEdStSPB001 2b 14.52abc 97.50ab 0.19abc 0.35d 0.54cd 105.33 
12.BEdStSPB002 2.05ab 15.37a 97.50ab 0.19abc 0.35cd 0.54cd 105.33 
13.BEdStSPB003 2.05ab 14.11abc 100a 0.23ab 0.40abcd 0.63abcd 121.21 
14. BEdStSPB004 2.05ab 14.45abc 100a 0.21abc 0.38bcd 0.59abcd 114.47 
15.BEdStSPB005 2.05ab 14.60abc 100a 0.18bc 0.39abcd 0.57abcd 111.11 
16.BEdSTPB001_r 2.15ab 13.76abc 97.50ab 0.19abc 0.38bcd 0.57abc 107.86 
17.SnR117 2.1ab 13.01c 92.50ab 0.18bc 0.35cd 0.54d 96.54 
18.SnS217 2b 15.22abc 100a 0.19abc 0.35d 0.55cd 106.30 
19.SnS317 2.05ab 13.15bc 100a 0.18bc 0.36cd 0.54d 104.37 
20.SnS417 2b 14.09abc 95.00ab 0.18bc 0.38abcd 0.57bcd 104.18 
21.SnR517 2.05ab 14.85abc 97.50ab 0.17c 0.35cd 0.54d 104.37 
22.SnR617 2.05ab 14.80abc 100a 0.20abc 0.41abcd 0.62abcd 119.76 
23.SnS717 2.05ab 13.15bc 100a 0.18bc 0.35d 0.53d 102.93 
24.SnR817 2b 14.43abc 100a 0.18bc 0.35d 0.53d 102.45 
25.SnS917 2.05ab 13.42abc 97.50ab 0.22abc 0.39abcd 0.61abcd 114.89 
26.SnS1017 2b 13.02c 95.00ab 0.19abc 0.35d 0.53d 98.24 
27.SuR117 2b 13.00c 97.50ab 0.18bc 0.35cd 0.54cd 102.23 
28.SuS217 2.1ab 15.12abc 97.50ab 0.19abc 0.35d 0.55cd 97.07 
29.SuR317 2.1ab 15.32ab 100a 0.21abc 0.42abcd 0.63abcd 121.21 
30.SuS417 2.15ab 13.38abc 95.00ab 0.22abc 0.42abcd 0.64abc 117.89 
31.SuR517 2.15ab 13.15bc 95.00ab 0.19abc 0.37cd 0.56cd 103.72 
32.SuR617 2.05ab 14.18abc 97.50ab 0.22abc 0.45a 0.66ab 128.03 
33.SuR717 2.15ab 13.00c 100a 0.18bc 0.35d 0.53d 102.93 
34.Su2R117 2.15ab 13.03c 97.50ab 0.20abc 0.36cd 0.56cd 105.51 
35.Su2S217 2.1ab 13.90abc 92.50ab 0.23ab 0.38abcd 0.61abcd 109.89 
36.Su2R317 2.1ab 14.33abc 90.00b 0.21abc 0.38abcd 0.60abcd 103.89 
37.Su2L417 2b 13.78abc 100a 0.24a 0.37cd 0.61abcd 117.84 
38.Su2R517 2b 13.62abc 100a 0.20abc 0.36cd 0.57bcd 109.66 
39.Su2R617 2.05ab 14.07abc 100a 0.20abc 0.37cd 0.57bcd 109.66 
40.BaR217 2.05ab 14.75abc 97.50ab 0.21abc 0.45ab 0.66ab 128.42 
41.BaR317 2.1ab 13.24abc 100a 0.19abc 0.35cd 0.55cd 105.82 
42.BaS417 2.15ab 13.64abc 97.50ab 0.19abc 0.35cd 0.55cd 103.17 
43.BaL517 2b 13.82abc 100a 0.19abc 0.40abcd 0.60abcd 115.92 
44.BaR617 2b 14.47abc 95.00ab 0.21abc 0.36cd 0.58abcd 106.01 
45.BaL717 2.1ab 14.70abc 100a 0.20abc 0.40abcd 0.62abcd 119.28 
46.BaR917 2.1ab 13.73abc 100a 0.24a 0.43abc 0.67a 128.90 
47.BaR1017 2.1ab 13.24abc 97.50ab 0.19abc 0.43abc 0.62abcd 116.30 
F-test * * * * * * - 
C.V. (%) 4.60 6.90 5.27 14.57 10.76 9..69 - 
1/ค่าเฉลี่ยท่ีตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันตามแนวต้ังไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 
P=0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple range test (DMRT) 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.2.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ endophytic bacteria ต่อการยับยั้งเชื้อรา 
Pyricularia oryzae 

          จากการนํา endophytic bacteria ทั้ง 46 ไอโซเลท มาทดสอบความเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือ P 
.oryzaeสาเหตุโรคไหม้ข้าวด้วยวิธี dual culture test ในห้องปฏิบัติการ พบว่ามี 5 ไอโซเลทที่มีเปอร์เซ็นต์การ
ยับย้ังสูงกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ SuS217, BarR917, BaS417, SuR317 และ Su2S217 โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์
การยับย้ังเท่ากับ 58.74, 61.11, 64.86, 66.66 และ 66.80 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ ส่วนไอโซเลทอ่ืนๆ มี
เปอร์เซ็นต์การยับย้ังอยู่ที่ระหว่าง 9.72-49.02 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 4.3 และตารางที่ 4.3 )  

 
ตารางท่ี 4.3 ประสทิธิภาพของ endophytic bacteria ต่อการยับย้ังเช้ือรา Pyricularia oryzae 

แบคทีเรีย 
การยับยั้งเชือ้ราP.oryzae 

เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี (ซ.ม.)1/ เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 
1.BEdStUTI001 7.53 16.25 
2.BEdStUTI002 7.52 16.38 
3.BEdStUTI003 6.88 23.47 
4.BEdStUTI004 7.15 20.55 
5.BEdStUTI006 7.25 19.44 
6.BEdStRBR001 5.71 36.52 
7.BEdStRBR002 7.75 13.88 
8.BEdStRBR003 5.71 36.52 
9.BEdStRBR005 7.41 17.63 
10.BEdStSPB001 8.12 9.72 
11.BEdStSPB002 5.40 40.00 
12.BEdStSPB003 5.18 42.36 
13. BEdStSPB004 6.5 27.77 
14.BEdStSPB005 4.58 49.02 
15.BEdSTPB001_r 6.85 23.88 
16.SnR117 5.50 38.88 
17.SnS217 5.50 38.88 
18.SnS317 6.18 31.25 
19.SnS417 7.15 20.48 
20.SnR517 5.87 34.72 
21.SnR617 6.42 28.61 
22.SnS717 5.35 40.55 
23.SnR817 6.28 30.13 
24.SnS917 6.21 30.97 
25.SnS1017 7.00 22.22 
26.SuR117 5.77 35.83 
27.SuS217 3.73 58.47 
28.SuR317 3.00 66.66 
29.SuS417 5.71 36.52 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตาร

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ

างที่ 4.3 (ต่อ)

แ

30.SuR517
31.SuR617
32.SuR717
33.Su2R11
34.Su2S21
35.Su2R31
36.Su2L41
37.Su2R51
38.Su2R61
39.BaR217
40.BaR317
41.BaS417
42.BaL517
43.BaR617
44.BaL717
45.BaR917
46.BaR101
F-test 
C.V. (%) 
1/ ขนาดเส้นผ
2/* =แตกต่าง
Range Test

พที ่ 4.3 ประสิ
oryzae
BarR9

) 

บคทีเรีย 

7 
7 
7 
7 
7 
7 
7 
7 
7 

7 
7 
 
 

7 
 

7 
7 

ผ่านศูนย์กลางโค
งกันทางสถิติอย
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สทิธิภาพของ 
e มากกว่า 5
17, C=BaS4

เส้นผ่

คโลนีท่ี 14 วัน
ย่างมีนัยสําคัญที
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50 เปอร์เซ็นต์
17, D=SuR31

ก
ผ่านศูนย์กลางโ

6.08
7.78
5.91
7.61
2.98
6.55
5.77
5.90
6.96
6.30
6.61
3.16
6.82
8.03
5.23
3.50
6.60
*2/

2.23

ท่ีระดับความเชื่อ

bacteria ทั้ง
ต์ภายหลังการท
17, E= SuS2

ารยับยั้งเช้ือรา
โคโลนี (ซ.ม.)1/

อม่ัน P=0.05 โด

ง 5 ไอโซเลท 
ทดสอบด้วยวิธี
17และ F=Su

า P.oryzae 
/ เปอร์เซ็

ดยวิธี Duncan

ที่มีประสิทธิภ
ธี Dual-cultu
u2S217) 

ซ็นต์การยับยั้ง 
32.36 
13.47 
34.30 
15.41 
66.80 
27.22 
35.83 
34.44 
22.63 
30.00 
26.52 
64.86 
24.16 
10.69 
41.80 
61.11 
26.66 

* 
16.04 

’s Multiple 

ภาพการยับย้ัง
ure (A=cont

22 

งเช้ือรา P. 
trol, B = 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ดังน้ันจากการทดสอบคัดเลือก endophytic bacteria ที่มีผลต่อการเจรญิของต้นกลา้ข้าว และ

ประสทิธิภาพในการยับย้ังเช้ือราสาเหตุโรคไหม้ข้าว ทําให้สามารถคัดเลอืก endophytic bacteria ที่เป็น
ประโยชน์ได้หลายไอโซเลท โดยไอโซเลทที่มคีวามน่าสนใจได้แก ่BaR917 เนื่องจากมีค่า %SVI สูงที่สุด และมี
ค่าเปอร์เซ็นต์การยับย้ังเช้ือสาเหตุโรคไหม้ข้าวอยู่ใน 5 อันดับแรก ไอโซเลทBaR917 จึงมีความเหมาะสมต่อ
การนําไปศึกษาต่อในการทําการกระตุ้นเมล็ดด้วยวิธีทางชีวภาพ 
 
4.3 การทํา seed bio-priming ด้วย endophytic bacteriaและทดสอบคุณสมบัติของเมล็ดพันธุข์้าว 

4.3.11การศึกษาหาช่วงเวลาที่เหมาะสมของข้าวในการทํา seed bio-priming ด้วย endophytic 

bacteria 
จากการศึกษาพบว่าการกระตุ้นเมล็ดที่อุณหภูม ิ 18 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมทิี ่

ได้มีรายงานไว้น้ันได้ช่วงระยะเวลาทีเ่หมาะสมต่อการกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุข้าวด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้ 
endophytic bacteriaที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เน่ืองจากเมล็ดมกีารดูดนํ้าคงทีแ่ล้วสงัเกตเห็นได้จากภาพที ่
4.4 ที่ช่วงเวลาต้ังแต่ 0 ถึง 12 ช่ัวโมงเมล็ดมีการดูดนํ้าเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว แล้วเริ่มช้าลงในช่ัวโมงที ่24 และ
คงทีใ่นช่ัวโมงที ่ 48 ก่อนจะมกีารดูดนํ้าเพ่ิมสูงขึ้นอีกครั้งในช่ัวโมงที่ 72 ซึง่การดูดนํ้าที่เพ่ิมสูงขึน้แสดงให้เห็น
ว่าเมล็ดเร่ิมเข้าสู่ระยะการงอกของเมล็ดแล้วจึงเลือกการกระตุ้นเมล็ดในช่ัวโมงที ่ 48 เพ่ือนําไปใช้ในการทํา
การกระตุ้นเมลด็พันธ์ุข้าวด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria ในการทดลองต่อไป  

 
ภาพท่ี 4.4 การดูดนํ้าของเมล็ดพันธ์ุข้าวที่อุณหภูม ิ 18 องศาเซลเซยีส ที่ 0, 6, 12, 24, 48, 72 และ  
96 ช่ัวโมง 
 
  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3.2 การศึกษาหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการลดความช้ืนเมล็ดพนัธุข์้าวในการทาํ seed bio-priming
ด้วย endophytic bacteria 

         จากการศึกษาพบว่าระยะเวลาในการลดความช้ืนเมล็ดพันธ์ุข้าวในการกระตุ้นเมล็ดด้วยวิธี
ทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria ที่เหมาะสมคือที่ 10 ช่ัวโมง โดยค่าความช้ืนอยู่ที่  
13.20 เปอร์เซน็ต์ ซึ่งใกล้เคียงกับค่าความชื้นในระดับเดิมก่อนทําการกระตุ้นการงอกของเมล็ดพันธุ์ข้าวที่อยู่ที่ 13 
เปอร์เซ็นต์ ดงัน้ันการลดความชื้นในการกระตุน้เมล็ดด้วยวธิีทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria จะลด
ความชื้นที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 ชั่วโมง (ตารางที่ 4.4) 
 
ตารางที่ 4.4 การเปลี่ยนแปลงความช้ืน ในการลดความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุข้าวหลังแช่เมล็ดด้วย สาร

แขวนลอย endophytic bacteria 
ชั่วโมง ค่าความชื้น (%MC) 

0 28.58 
1 28.15 
2 26.83 
3 24.88 
4 22.03 
5 22.04 
6 19.93 
7 18.20 
8 18.14 
9 15.62 
10 13.20 
11 10.95  
12 10.21  
13 9.81  
14 9.63  
15  9.34 
16 9.27 
17 9.21  
18 9.18 
19 8.54  
20 8.19  
21 8.12  
22 7.86  
23 7.65 
24 7.56  

F-test *1/ 
C.V. (%) 24.16 

1/* =แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน P=0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test 
(DMRT) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3.33ผลการทดสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุ ์หลังการกระตุ้นเมล็ดพันธุ์ด้วยendophytic 
bacteria 

4.3.3.1. ความชื้นของเมลด็พนัธุ ์
          จากการศึกษาพบว่าคา่เปอร์เซ็นต์ความช้ืนของทุกกรรมวิธีภายหลังการกระตุ้นเมล็ด

พันธ์ุข้าวในเดือนที่ 0 ถึง 3 ไมม่ีความแตกต่างกันทางสถิติ ส่วนค่าเปอร์เซน็ต์ความช้ืนในเดือนที่ 4 กรรมวิธีที่
กระตุ้นด้วยสารเคม ี(Osmopriming) มีค่าเปอร์เซน็ต์ความช้ืนสูงทีสุ่ด สว่นกรรมวิธีที่เมล็ดไม่ผา่นกระกระตุ้น
เมล็ด (No priming) เมล็ดทีก่ระตุ้นเมล็ดด้วยนํ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ (Hydro-priming) และการกระตุ้นเมล็ดด้วยวิธี
ทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria (Bio-priming) ไมม่ีความแตกต่างกันทางสถิติดังตารางท่ี 4.5 

4.3.3.2 ความงอกของเมล็ดพันธุข์้าว 
              ผลการทดลองพบว่าเมล็ดพันธ์ุข้าวในเดือนที่ 0 ถึง 2 ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

ในเดือนที่ 3กรรมวิธีที่เมล็ดไม่ผ่านกระกระตุ้น (No priming) เมล็ดที่กระตุ้นด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ (Hydro-
priming)และเมล็ดที่กระตุ้นด้วย endophytic bacteria (Bio-priming) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 
ส่วนในเดือนที่ 4 กรรมวิธีเมล็ดที่กระตุ้นด้วย endophytic bacteria (Bio-priming) เปอร์เซ็นต์การงอก
สูงที่สุดเท่ากับ 95.5 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาได้แก่ เมล็ดที่กระตุ้นด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเชื้อ (Hydro- priming) 
เท่า 94.25 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.6 )  
 
ตารางที่ 4.5 เปอร์เซ็นต์ความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุข้าวที่ผ่านและไม่ผ่านการกระตุ้นเมล็ด หลังจากเก็บรักษา

เป็นระยะเวลา 4 เดือน 

กรรมวิธ ี
ค่าเฉล่ียความชื้นเมล็ดพันธุ์ข้าว (%) 

เดือนที่ 0 เดือนที่ 1 เดือนที่ 2 เดือนที่ 3 เดือนที่ 4 
No priming 14.52/ 14.81 16.34 17.48 17.53b 
Hydro priming 13.39 13.99 15.97 16.03 17.26b 
Osmo priming 14.10 14.14 17.69 18.12 19.65a 
Bio priming 13.80 13.84 15.89 18.32 19.13ab 
F-test ns1/ ns ns ns * 
C.V. (%) 20.12 9.39 9.39 7.02 6.63 
1/ns =ไม่แตกต่างทางสถิติ * =แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน P=0.05 โดยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test (DMRT) 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.6 การงอกของเมล็ดพันธ์ุข้าวที่ผ่านและไม่ผ่านการกระตุ้นเมล็ด หลังจากเก็บรักษาเป็น
ระยะเวลา 4 เดือน 

กรรมวิธ ี
ค่าเฉล่ียการงอกของเมล็ด (%) 

เดือนที่ 0 เดือนที่ 1 เดือนที่ 2 เดือนที่ 3 เดือนที่ 4 
No priming 92.25 93.00 92.00 92.75a 93.00b 
Hydro priming 93.00 93.50 93.50 92.00ab 94.25ab 
Osmo priming 92.00 93.25 93.00 90.50b 93.25b 
Bio priming 94.25 93.75 93.25 93.50a 95.50a 
F-test ns ns ns * * 
C.V. (%) 2.23 2.12 1.57 1.42 1.42 
1/ns =ไม่แตกต่างทางสถิติ * =แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือมั่น P=0.05 โดยวิธี 
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

4.3.3.3 ผลการทดสอบความมีชีวิตรอดของ endophytic bacteria 
 จากผลการศึกษาพบว่า endophytic bacteria ภายในเมล็ดพันธุ์ข้าวภายหลังจากการกระตุ้นเมล็ดมีการ

ลดจํานวนลงเพียงเล็กน้อยตั้งแต่เริ่มทําการทดลองเดือนที่ 0 ถึงเดือนที่ 4 โดยมีการลดลงจาก 4.56log cfu/ml เป็น 
4.25log cfu/ml หรือลดลงไปเพียง 0.31 log cfu/ml(ภาพที่ 4.5) แสดงให้เห็นว่า endophytic bacteria สามารถมี
ชีวิตอยู่ได้ภายในเมล็ดพันธุ์ข้าวภายหลังการกระตุ้นเมล็ดอย่างน้อยที่สุดเป็นระยะเวลา 4 เดือน  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.5 จํานวน endophytic bacteria ภายหลังการกระตุ้นการงอกของเมล็ดพันธ์ุข้าวเป็นระยะเวลา  
4 เดือน 

 
4.4 การทดสอบความสามารถในการลดการเกิดโรคไหม้ข้าวในระยะกลา้หลังการทํา seed bio-priming 
 จากการศึกษาพบว่ากรรมวิธีที่ทําการกระตุ้นด้วยสารเคมีคาร์เบนดาซิม (Osmo priming)ก่อนทํา
การปลูกเช้ือรา P. oryzae มีระดับความรุนแรงของโรคน้อยที่สุดอยู่ที่ระดับ 3 รองลงมาได้แก่ กรรมวิธี
กระตุ้นด้วย endophytic bacteria (Bio-priming) ก่อนทําการปลูกเช้ือรา P. oryzae และกรรมวิธีที่
ใช้การกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria ร่วมกับการฉีดพ่นทางใบ (Bio-priming+spray) ก่อน
ทําการปลูกเช้ือรา P. oryzae โดยระดับความรุนแรงอยู่ในระดับที่ 4 ส่วนกรรมวิธีที่ไม่กระตุ้นเมล็ด เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(No priming) ก่อนปลูกเช้ือ P. oryzae และกระตุ้นด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ (Hydro-priming) ก่อนปลูก
เช้ือ P. oryzae มีระดับความรุนแรงของโรคสูงที่สุดอยู่ในระดับที่ 6 สังเกตได้จากภาพที่ 4.6
เช่นเดียวกันกับเปอร์เซ็นต์อัตราการเกิดโรคที่พบว่ากรรมวิธีที่ทําการกระตุ้นการงอกด้วยสารเคมี 
(Osmo priming) ก่อนทําการปลูกเชื้อรา P. oryzae มีอัตราการเกิดโรคตํ่าที่สุดคือ 11 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมาได้แก่กรรมวิธีที่ใช้การกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria ร่วมกับการฉีดพ่นทางใบ
ก่อนทําการปลูกเช้ือรา P. oryzaeและกรรมวิธีกระตุ้นด้วย endophytic bacteria (Bio priming) 
ก่อนทําการปลูกเช้ือรา P. oryzae โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์อัตราการเกิดโรคเท่ากับ 15 และ 15.67 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ (ตารางที่ 4.7) 
 

 
ภาพท่ี 4.6 การเกิดโรคไหม้ข้าวในกรรมวิธีต่างๆ ภายหลังการปลูกเช้ือรา P. oryzae เป็นเวลา 7 วัน 

(A=control; B= No priming; C=Hydro priming; D=Osmo priming E=Bio priming และ F= 
Bio priming+spray) 

 
ตารางที่ 4.7 อัตราการเกิดโรคไหม้ข้าวในกรรมวิธีต่างๆ ภายหลังทําการปลูกเช้ือรา P. oryzae 

กรรมวิธ ี ค่าเฉล่ียอัตราการเกดิโรค (%) 
No priming 21.33a
Hydro priming 20.60a 
Osmo priming 11c 
Bio priming 15b 
Bio priming+spray 15.67b 
F-test *1/ 
C.V. (%) 0.89 

1/* =แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน P=0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple range test   
        (DMRT) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 5 
วิจารณ์ผล สรุปผลงานวิจยั และขอ้เสนอแนะ 

 
5.1 วิจารณผ์ลการทดลอง 

จากการศึกษาคร้ังน้ีได้ทําการแยกเช้ือรา Pyricularia oryzae จากข้าวทีแ่สดงการเกิดโรคไหม้ด้วย
วิธี single spore isolation พบว่าไอโซเลททีแ่ยกได้น้ันได้แก ่ BTN6001 และไอโซเลทท่ีได้รบัความ
อนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการโรคพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร สจล. ทั้งหมด 3 ไอโซเลท ได้แก ่RBR55001 
UBN195171 และBKK55003 เมื่อนํามาทดสอบโรคพบว่า ไอโซเลท RBR55001 มีระดับความรุนแรงของโรค
สูงที่สุด อยู่ในระดับ 6 รองลงมาได้แกไ่อโซเลท BKK55003 อยู่ทีร่ะดับ 5 ไอโซเลทUBN195171 และ 
BTN6001 อยู่ที่ระดับ 4 และ 3 ไอโซเลทRBR55001 เป็นไอโซเลทท่ีมีความรุนแรงในการเกิดโรคสงูที่สุด 
สอดคล้องกับที ่ นวรัตน์ และคณะ (2557) รายงานไว้ดังน้ันจึงเลือกเอาไอโซเลทนี้ไปใช้ในการทดลองการ
กระตุ้นเมล็ดด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria เพ่ือควบคุมโรคไหม้ข้าวในการทดลองต่อไป 

ในการทดลองน้ีจะใช้ endophytic bacteriabacteria ที่มีรายงานว่ามีประสิทธิภาพในการควบคุม
เช้ือโรคข้าวจาก พรหมมาศ และอนัตตา, (2558) 15 ไอโซเลทได้แก ่ BEdStUTI001, BEdStUTI002, 
BEdStUTI003, BEdStUTI004, BEdStUTI006, BEdStRBR001, BEdStRBR002, BEdStRBR003, 
BEdStRBR005, BEdStSPB001, BEdStSPB002, BEdStSPB003, BEdStSPB004, BEdStSPB005 และ
BEdSTPB001_r และทีส่ามารถแยก endophytic bacteria ได้ใหม ่31 ไอโซเลท ได้แก่ SnR117, SnS217, 
SnS317, Sn417, SnR517, SnR617, SnS717, SnR817, SnS917, SnS1017, SuR117, SuS217, SuR317, 
SuS417, SuR517, SuS617, SuR717, Su2R117, Su2S217, Su2R317, Su2L417, SuS2R517, Su2R617, 
BaR217, BaR517, BaL517, BaS417, BaR617, BaL717, BaR917, และ BaR1017 รวมท้ังหมด 46 ไอ
โซเลทพบว่าสว่นใหญ่เป็นแกรมบวก 39 ไอโซเลท และเป็นแกรมลบเพียง 7 ไอโซเลท โดยมีลกัษณะโคโลนี
บนอาหารเลีย้งเช้ือ สี และรูปร่างของเซลล์แตกต่างกันไปตามแต่ละไอโซเลท ซึ่งการแยกและคัดเลือก 
endophytic bacteria เป็นการทดลองเพ่ือที่จะคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประโยชน์สําหรับการส่งเสริมการ
เจริญเติบโต และควบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืช เห็นได้จากมีงานวิจัยในด้านน้ีจํานวนมากในหลายๆ พ้ืนที ่
(Hardoimet al., 2008; Yang et al., 2008 Muthukumar and Venkatesh, 2013; Koohakan and 
Konrangdee, 2015) จะเห็นได้ว่าการคัดเลือก endophytic bacteria ต่อการเจริญของพืชเป็นเรื่องที่มี
ความสําคญั เน่ืองจากแบคทีเรยีที่แยกมาได้น้ันอาจจะเป็นได้ทั้งแบคทีเรียที่เป็นประโยชน์ หรือเป็นโทษต่อพืช 
(Lynch, 1990) ดังน้ันจึงต้องมีการคัดเลอืกไอโซเลทท่ีเป็นโทษออกไป เพ่ือให้เหลือเพียงไอโซเลทที่เป็น
ประโยชน์ต่อการเจริญเติบโตของพืชเท่าน้ัน และเมื่อนํา endophytic bacteria ไปศึกษาผลต่อการเจริญของ
ต้นกล้าข้าวเพ่ือคัดเลือกนั้นผลการทดลองพบว่า จํานวนใบ และการรอดชีวิตของต้นกล้าข้าวในทุกไอโซเลทไม่
แตกต่างกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ส่วนความสูง นํ้าหนักต้น นํ้าหนักราก และนํ้าหนัก
รวมในทุกไอโซเลทมีความแตกต่างกันทางสถิติ และเมื่อนํามาคํานวณเป็น %svi พบว่ามทีั้งหมด 43 ไอโซเลท 
ที่ม ี%svi สูงกว่ากรรมวิธีควบคุม โดยไอโซเลท BaR917 มีคา่ %svi สูงทีส่ดุคือ 128.90 เปอร์เซน็ต์ ซึ่งสงูกว่า
กรรมวิธีควบคมุ 28.9 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาได้แก ่ไอโซเลท BaR217 และ SuR617 โดยมีค่า  %svi เท่ากับ 
128.42 และ128.03 ตามลําดับ ไอโซเลท BaR917 จึงมีความน่าสนใจในการนํามาใช้ในด้านการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของข้าว จากน้ันเมื่อนํา endophytic bacteriaทั้ง 46 ไอโซเลทมาทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ต่อ
เช้ือรา P. oryzae สาเหตุโรคไหม้ข้าวด้วยวิธี dual culture test ในห้องปฏิบัติการพบว่า มี 5 ไอโซเลทที่มี
เปอร์เซ็นต์การยับย้ังสูงกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ SuS217, BarR917, BaS417, SuR317 และ Su2S217 โดยมีเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เปอร์เซ็นต์การยับย้ังเท่ากับ 58.74, 61.11, 64.86, 66.66 และ 66.80 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ อย่างไรก็
ตามไอโซเลท อ่ืนๆ ก็ยังคงมีสามารถยับย้ังเช้ือรา P. oryzae ได้โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับย้ังอยู่ระหว่าง 9.72 - 
49.02 เปอร์เซ็นต์สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ji et al. (2013) ที่ได้ทําการแยกเช้ือ endophytic bacteria จาก
ข้าว 10 สายพันธ์ุได้ทั้งหมด 576 ไอโซเลท ซึ่งแบคทีเรียที่แยกมาได้น้ันมี 12 ไอโซเลท ที่สามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของต้นข้าวได้ และได้ศึกษาต่อไปถึงการนําไปใช้เพ่ือยับย้ังเช้ือ Fusarium oxysporum และ 
Rhizoctonia solani สาเหตุโรคข้าวที่สําคัญ เช่นเดียวกับอีกหลายงานวิจัยที่ได้รายงานว่าเช้ือ endophytic 
bacteria สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโต และยับย้ังเช้ือสาเหตุโรคพืชได้ (พรหมมาศ และอนัตตา, 2558; Nejad 
and Johnson, 2002; Pageniet al., 2013) ซึ่งจากการทดลองจะเห็นได้ว่า endophytic bacteria ไอโซเลท
ที่น่าสนใจได้แก่ BaR917 ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์ค่าดัชนีการเจริญเติบโตของต้นกล้า seedling vigour index หรือ 
%sviสูงที่สุด และมีค่าเปอร์เซ็นต์การยับย้ังเช้ือรา P. oryzae อยู่ใน5 ไอโซเลทที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การยับย้ังสูง
ที่สุด ไอโซเลทBaR917 จึงมีความเหมาะสมที่จะคัดเลือกไปใช้ในการกระตุ้นเมล็ดด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้ 
endophytic bacteria เพ่ือควบคมุโรคไหม้ข้าวและส่งเสริมการเจรญิเติบโตต่อไป 

การกระตุ้นเมล็ดจะต้องมีช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นเพ่ือให้เมล็ดมีการดูดนํ้าเข้าไปให้มาก
ที่สุดเพ่ือให้เกิดกระบวนการเมแทบอลิซึมต่างๆ ซึ่งจะเกิดขึ้นในช่วงการดูดนํ้าของเมล็ดในระยะที่ 1 และ 2 
และหยุดกระบวนการต่างๆ ลงก่อนเมล็ดงอก เมื่อนําไปปลูกจะช่วยให้เมล็ดมีการงอกเร็วขึ้น และมีความ
สม่ําเสมอ เน่ืองจากลดช่วงระยะเวลาการงอกลง (Bray, 1995; McDonald, 2000) โดยจากการศึกษาครั้งน้ี
พบว่าการกระตุ้นเมล็ดที่อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ช่วงเวลาต้ังแต่ 0 ถึง 12 ช่ัวโมงเมล็ดมีการดูดนํ้าเพ่ิมข้ึน
อย่างรวดเร็ว แล้วเริ่มช้าลงในช่ัวโมงที่ 24 และคงที่ในช่ัวโมงที่ 48ก่อนจะมีการดูดนํ้าเพ่ิมสูงขึ้นอีกคร้ังใน
ช่ัวโมงที่ 72 ซึ่งการดูดนํ้าที่เพ่ิมสูงข้ึนแสดงให้เห็นว่าเมล็ดเริ่มเข้าสู่ระยะการงอกของเมล็ดแล้ว ดังน้ันที่ 48 
ช่ัวโมง จึงเป็นระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุข้าวด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้ endophytic 
bacteria เน่ืองจากเมล็ดมีการดูดนํ้าคงที่แล้ว ซึ่งเมล็ดพันธ์ุพืชต่างชนิดกัน หรือสารที่นํามาใช้ในการกระตุ้นที่
ต่างกันก็จะใช้ระยะเวลาในการกระตุ้นแตกต่างกันไปด้วย ตัวอย่างเช่นในข้าวสาลีระยะเวลาที่เหมาะสมต่อ
การกระตุ้นเมล็ดจะอยู่ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง  (Shahzadet. al.,2000) ดังน้ันควรหา
ระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นเมล็ดเพ่ือให้มีประสิทธิภาพในการกระตุ้นเมล็ดสูงที่สุด จากน้ันเมื่อได้
ระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นเมล็ดแล้วน้ัน จําเป็นต้องหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการลดความช้ืน 
เช่นเดียวกันโดยจากการศึกษาพบว่า ระยะเวลาในการลดความช้ืนเมล็ดพันธ์ุข้าวในการกระตุ้นเมล็ดด้วยวิธี
ทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria ที่เหมาะสมคือที่ 10 ช่ัวโมง โดยค่าความช้ืนอยู่ที่ 13.2  เปอร์เซ็นต์ 
ซึ่งใกล้เคียงกับค่าความช้ืนในระดับเดิมก่อนทําการกระตุ้นการงอกของเมล็ดพันธ์ุข้าวที่อยู่ที่ 13 เปอร์เซ็นต์ 
ดังน้ันการกระตุ้นเมล็ดด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria ในการศึกษาครั้งน้ีจะกระทําโดยการ
แช่เมล็ดในสารแขวนลอย endophytic bacteria เป็นระยะเวลา 48  ช่ัวโมง และลดความช้ืนที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 ช่ัวโมง  

โดยต่อมาเมื่อนําเมล็ดที่ผ่านการกระตุ้นด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria มา
ทดสอบคุณภาพของเมล็ดพันธ์ุ ทางด้านความช้ืน และการงอกพบว่า ค่าเปอร์เซ็นต์ความช้ืนของทุกกรรมวิธี
ภายหลังการกระตุ้นเมล็ดในเดือนที่ 0 ถึง 3 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ส่วนค่าเปอร์เซ็นต์ความช้ืนใน
เดือนที่ 4กรรมวิธีที่กระตุ้นด้วยสารเคมี (Osmopriming) มีค่าเปอร์เซ็นต์ความช้ืนสูงที่สุด ส่วนกรรมวิธี
อ่ืนๆรวมถึงการกระตุ้นเมล็ดด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria (Bio-priming) ไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติ และเมือ่ทดสอบความงอกของเมล็ดพันธ์ุข้าว และเมื่อสิ้นสุดการทดลองในเดือนที่ 4 
พบว่ากรรมวิธีเมล็ดที่กระตุ้นด้วย endophytic bacteria (Bio-priming) มีเปอร์เซ็นต์การงอกสูงที่สุด
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เท่ากับ 95.5 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาได้แก่ เมล็ดที่กระตุ้นด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ (Hydro-priming) เท่า 
94.25 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าการกระตุ้นเมล็ดด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria ไม่
ส่งผลต่อการเพ่ิมความช้ืนของเมล็ดเมื่อเปรียบกับกรรมวิธีอ่ืนๆ และยังคงมีความงอกสูงที่สุดเมื่อสิ้นสุดการ
ทดลองในเดือนที่ 4 สอดคล้องกับ Raj et al. (2004) ที่ได้รายงานว่าการกระตุ้นเมล็ดข้าวฟ่างด้วยเช้ือ 
Pseudomonas fluorescens น้ันทําให้เมล็ดข้าวฟ่างมีเปอร์เซ็นต์การงอก และความแข็งแรงของต้นกล้าสูง
กว่ากรรมวิธีควบคุมทีไ่ม่ได้ทําการกระตุ้นเมล็ด และเมื่อศกึษาต่อไปยังความมีชีวิตรอดของ endophytic 
bacteria ภายในเมล็ดพันธ์ุข้าวภายหลังจากการกระตุ้นเมล็ด ผลการศึกษาพบว่ามกีารลดจํานวนลงเพียง
เล็กน้อยต้ังแต่เร่ิมทําการทดลองเดือนที ่0 ถงึเดือนที ่4 โดยมีการลดลงจาก 4.56 log cfu/ml เป็น 4.25log 
cfu/ml หรือ แสดงให้เห็นว่า endophytic bacteria สามารถมีชีวิตอยู่ได้ภายในเมล็ดพันธ์ุข้าวภายหลังการ
กระตุ้นเมล็ดซึ่งผลการศึกษาเป็นไปในทศิทางเดียวกันกับงานวิจัยของ Begum (2010) ที่ได้ทําการกระตุ้น
เมล็ดถั่วเหลืองด้วย P. aeruginosa สายพันธ์ุ UPM13B8โดยพบว่า P. aeruginosa สามารถเจริญได้ดีใน
เมล็ดถั่วเหลือง เมล็ดยังคงมเีปอร์เซน็ต์การงอกดี และยังคงมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคเน่า
ของถั่วเหลืองภายหลังเมล็ดงอกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

หลังจากได้เมลด็ที่ผา่นการกระตุ้นเมลด็ด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้ endophytic bacteria (Bio-
priming) ไอโซเลท BaR917 ได้นําไปทดสอบประสทิธิภาพในการควบคุมโรคไหมข้องข้าวในสภาพโรงเรือน 
ผลการทดลองพบว่ากรรมวิธีที่ทําการกระตุ้นเมล็ดพันธ์ุข้าวด้วย endophytic bacteria ก่อนทําการปลูกเช้ือ
รา P. oryzae(Bio-priming) และกรรมวิธีที่ใช้การกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria ร่วมกับการฉีด
พ่นทางใบก่อนทําการปลูกเช้ือรา P. oryzae (Bio-priming+spray) มีความรนุแรงของการเกิดโรคแตกต่าง
จากกรรมวิธีทีท่ําการกระตุ้นด้วยสารเคมกี่อนทําการปลกู เช้ือรา P. oryzae (Osmo priming) เพียงเล็กน้อย 
โดยมีความรุนแรงอยู่ที่ระดับที่ 4 ส่วนกรรมวิธีที่ทําการกระตุ้นด้วยสารเคมีก่อนทาํการปลูกเช้ือรา P. 
oryzae (Osmo priming) มีระดับความรุนแรงของโรคท่ีระดับ 3 ในขณะกรรมวิธีทีไ่ม่กระตุ้นเมลด็ก่อน
ปลูกเช้ือ P. oryzae (No priming) และกระตุ้นเมล็ดด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือก่อนปลูกเช้ือ P. oryzae 
(Hydro-priming) มีระดับความรุนแรงของโรคสูงที่สุดถึงระดับที่ 6 เช่นเดียวกับอัตราการเกิดโรคที่การ
กระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria ยังคงมีอัตราการเกิดโรคตํ่ากว่า กรรมวิธีที่ไม่กระตุ้นเมล็ด และ
กระตุ้นเมล็ดด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ แสดงให้เห็นว่าการกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria (Bio-
priming) น้ันสามารถลดความรุนแรงของโรคไหม้ข้าวได้อย่างมีประสิทธิภาพเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่
ไม่กระตุ้นเมลด็ และกระตุ้นเมล็ดด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ สอดคล้องกับงานวิจัยของ Callan et al., 1991 ที่
ได้ใช้การกระตุ้นเมล็ดข้าวโพดด้วยเชื้อ Pseudomonas fluorescensเปรียบเทียบกับการใช้สารเคมี 
Metalaxylและการกระตุ้นเมล็ดด้วยนํ้าเพียงอย่างเดียวพบว่าการกระตุ้นเมล็ดด้วย P.fluorescens
สามารถลดการเกิดโรคเน่าคอดินได้ดีที่สุดและมีอีกหลายงานวิจัยที่ได้รายงานว่า endophytic bacteria 
สามารถควบคมุโรคพืชอ่ืนๆได้อีกหลายชนิดอีกด้วย (Chen et al, 1995; Adhiket al., 2012 Pageniet 
al., 2014)  
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5.2 สรุปผลการวิจัย 
1) การแยกเช้ือรา P. oryzae สาเหตุโรคไหม้ของข้าวพบว่า ไอโซเลทท่ีมีความรุนแรง และนํามาใช้

ในการทดลองได้แก่ ไอโซเลท RBR55001 และการทดลองนี้สามารถแยก endophytic bacteria ได้ใหม่ 31 
ไอโซเลท ได้แก่ SnR117, SnS217, SnS317, Sn417, SnR517, SnR617, SnS717, SnR817, SnS917, 
SnS1017, SuR117, SuS217, SuR317, SuS417, SuR517, SuS617, SuR717, Su2R117, Su2S217, 
Su2R317, Su2L417, SuS2R517, Su2R617, BaR217, BaR517, BaL517, BaS417, BaR617, BaL717, 
BaR917, และ BaR1017 พบว่าเป็นแกรมบวก 26 ไอโซเลท และเป็นแกรมลบ 5 ไอโซเลท โดยจะมีลักษณะ
รูปร่างแตกต่างกันไปในแต่ละไอโซเลท 

2) การคัดเลือก endophytic bacteria ต่อการเจริญของพืชที่จากการทดลองครั้งน้ีได้ใช้วิธี
คํานวณเป็น %SVI เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมสําหรับการคัดเลือกไอโซเลทที่สามารถส่งเสริมการเจริญ
ของพืชได้ โดยจากการทดลองพบว่ามีendophytic bacteria ที่แยกใหม่ทั้งหมดถึง 23 ไอโซเลท ที่มี %svi 
สูงกว่ากรรมวิธีควบคุม ซึ่งหน่ึงในไอโซเลทที่มีความน่าสนใจคือไอโซเลท BaR917 ที่มี%sviสูงที่สุดเท่ากับ 
128.90  เปอร์เซ็นต์ โดยสูงกว่ากรรมวิธีควบคุม 28.90 เปอร์เซ็นต์จึงได้ทําการศึกษาต่อไปถึงการควบคุมทาง
ชีววิธีโดยนํา endophytic bacteria ทั้งหมด 46 ไอโซเลท มาทดสอบความเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือ P. oryzae ใน
ห้องปฏิบัติการพบว่าทุกไอโซเลทสามารถยับย้ังเช้ือ P. oryzae ได้ ซึ่งไอโซเลทที่ดีที่สุด 5 อันดับแรกได้แก่ 
SuS217, BarR917, BaS417, SuR317 และ Su2S217 โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การยับย้ังเท่ากับ 58.74, 61.11, 
64.86, 66.66 และ 66.80 % ตามลําดับ ผลการศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าไอโซเลทBaR917 มีความ
เหมาะสมที่จะนํามาศึกษาต่อในการกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria (Bio-priming) 

3) จากการศึกษาการกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria ไอโซเลทBaR917 พบว่าช่วงเวลาที่
เหมาะสมต่อการกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria อยู่ที่ 48 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส และ
ทําการลดความช้ืนที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 ช่ัวโมงเม่ือนําไปทดสอบในด้านคุณภาพเมล็ด
พบว่าไม่ส่งผลกระทบต่อความช้ืน และการงอกของเมล็ดข้าว โดยเมล็ดที่ผ่านการกระตุ้นเมล็ดยังสามารถงอก
ได้สูงถึง 95.50  เปอร์เซ็นต์ในเดือนที่ 4 และจํานวนแบคทีเรียมีการลดลงเพียงเล็กน้อยเท่าน้ันจากภายหลัง
การกระตุ้นเมล็ดจนส้ินสุดการทดลอง และเมื่อนําไปทดสอบการควบคุมโรคไหม้ข้าวในสภาพแปลงทดลอง
พบว่า การกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria ไอโซเลทBaR917ทั้งในกรรมวิธีที่มีการฉีดพ่นใบและ
ไม่ได้ฉีดพ่นใบ มีความรุนแรงของโรคตํ่ารองลงมาจากกรรมวิธีที่ทําการกระตุ้นเมล็ดด้วยสารเคมี โดยมีระดับ
ความรุนแรงในการเกิดโรคอยู่ในระดับที่ 4 ในขณะที่กรรมวิธีที่ไม่ทําการกระตุ้นเมล็ด และกรรมวิธีที่ทําการ
กระตุ้นเมล็ดด้วยนํ้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือมีระดับความรุนแรงของโรคอยู่ในระดับที่ 6 เช่นเดียวกันกับอัตราการเกิด
โรคท่ีกรรมวิธีที่ทําการกระตุ้นเมล็ดด้วยสารเคมีมีอัตราการเกิดโรคตํ่าที่สุดคือ 11 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา
ได้แก่กรรมวิธีที่กระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria ร่วมกับการฉีดพ่นทางใบก่อนทําการปลูกเชื้อ
รา P. oryzaeและกรรมวิธีกระตุ้นเมล็ดด้วย endophytic bacteria ก่อนทําการปลูกเชื้อรา P. 
oryzae โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์อัตราการเกิดโรคเท่ากับ 15 และ 15.67 ตามลําดับ 

5.3 ข้อเสนอแนะ 
1) ศึกษาหาวิธีการเก็บรกัษา endophytic bacteria ให้ยังคงมีประสิทธิภาพต่อการนําไปใช้ในการ 

ส่งเสริมการเจรญิเติบโตและป้องกันกําจัดโรคไหม้ข้าว 
2) ศึกษาหาวิธีการลดความชื้นในเมล็ดพันธุข์้าวหลังจากการกระตุ้นเมล็ดพันธุ์โดยเป็นวิธีทีเ่กษตรกรสามารถ

นําไปใช้ได ้
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บทท่ี 6 
สรุปผลผลติงานวิจัย 

 
6.1 ผลงานท่ีเผยแพร่ และตีพิมพ์ในการประชุมวิชาการ 
Changmuang, T., Sikhao, P., and Koohakan, P. 2017. Isolation and Screening of Endophytic 

Bacteria against Rice Blast Pathogen. International Journal of Agricultural 
Technology.Vol. 13(7.1):1231-1244 

 [ฐานข้อมูล TCI กลุ่ม 1] 
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(    ) 
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This study aimed for isolation endophytic bacteria from leaves, stems and roots of healthy rice 

and screening their potential to promote plant growth and inhibit Pyricularia oryzae caused rice 

blast disease. Forty-six isolates were obtained from this experiment. Initially, the effect on rice 

seedling were tested. It was found that 41 isolates showed their ability to promote plant growth 

that was referred to benefit isolates. Isolate Bar719 had the highest seedling vigor index that 

was 11..21 %, following by isolate sus719 at 11..21  %. Then the benefit isolates were also 

tested their efficiency to inhibit P. oryzae by dual culture technique. It was found that all 

benefit isolates could inhibit P . oryzae. The group of isolates that was 60% inhibition higher 

than control including  sus119, sur119, Bas417 and Bar719, which was 66.80, 66.66, 64.86 and 
61.11% respectively. Characterization of benefit isolates by gram staining and 1% KOH test, 

found that most of them were gram-positive bacteria. From this experiment, we selected some 

benefit isolate for further study on seed bio-priming to improve its efficiency for rice 

production in the future. 

 

Keywords: endophytic bacteria, rice blast, Pyricularia oryzae 
 

Introduction 
 

Rice is one of the most important economic crops particularly in Asia 

where almost half of the population relies on it as the main food (Hegde and 

Hedge, 2013), but rice production encountered a major problem in the field of 

plant disease that is rice blast disease. Rice blast disease is caused by the 

Ascomycetous fungus Pyricularia oryzae (Couch and Kohn, 2002) Rice blast 

symptoms can occur on all aboveground parts of the plant and is observed at 

earlier growing stages until the final grain production, percentage of seeds 

decreased causing economic damage. (Yorionori and Thurston 1974) This 

disease has been controlled with fungicides, though this method is the most 

effective control but the use of chemical frequently may affect on environment 
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and chemical residues that harmful to both farmers and consumers. Leading to 

some researcher have focused their efforts on developing alternative inputs to 

synthetic chemicals for controlling diseases, and biological control is an 

interesting alternative 

Currently, biological control methods used for disease control has been 

more interesting. For example using of antagonistic microorganisms such as 

Trichoderma hazianum or Bacillus subtilis. There is also the attractions for 

endophytic bacteria, which are bacteria live inside the plant tissue but it does 

not cause plant disease. (Hallman et al., 1779) de Matos Nogueira et al., (2001) 

reported that endophytic bacteria could have the capacity to control plant 

pathogen and plant growth promotion. The purpose of this study was isolation 

and screening of endophytic bacteria against rice blast pathogen and growth 

promotion to rice and selected some benefit isolate for further study on seed 

bio-priming to improve its efficiency for rice production in the future. 

Objectives: Isolation and screening of endophytic bacteria against rice 

blast pathogen and growth promotion for further study on seed bio-priming. 

 

Materials and methods  
 

Isolation of Pyricularia oryzae and pathogenicity tests 

 

 Cultures of P. oryzae used in this study were isolated from infected rice 

by single spore isolation and recieved from Plant Pathology Laboratory, faculty 

of Agricultural KMITL. The isolates were transferred to petri dishes containing 

rice flour agar (RFA) and incubated at 37 ˚C for 14 days. After 14 days, 

sporulations were induced by adding 2 ml of sterile distilled water into the petri 

dishes of P. oryzae then using L-Shape glass rod to scrap on the surface of 

culture media, and prepared to spore suspension at concentration of 10
5
 spore / 

ml. Then 80 ml of the suspension was mixed with 20 ml of 2 % gelatin solution 

and sprayed on seedling rice. Disease severity was evaluated by scoring based 

on 0-9 ordinal scale (IRRI 1996) where: 0= No of lesions, 1= Small brown 

speaks of pin point size or large brown speak, 2= Small round dish to slightly 

elongated necrotic grey spots about 1-2 (mm) in diameter with distinct brown 

margin lesions are mostly found on lower leaves, 3= Lesion type is same in 

scale 2 but significant number of lesion are one on upper leaves, 4= Typical 

susceptible blast lesion, 3 mm or longer infecting lesions than 2% of leaf area, 

5= Typical blast lesion infecting 2-10 % of the leaf area, 6= Typical blast lesion 

infecting 11-25 % of the leaf area, 7= Typical blast lesion infecting 26-50% of 

the leaf area, 8= Typical blast lesion infecting 51-75% of the leaf area many 

leaves are dead, and 9= More than 75% leaf are affected. The most violent 
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isolate was chose for next experiments. The experimental design was 

completely randomized design (CRD) with 4 replications. 

 
Screening and selection the potential isolate 
 

Promotion activities on rice seedling 
 The former isolate of endophytic bacteria that was reported on the 

ability to control rice disease (Koohakan and Konrangdee, 2015) and new one 

isolated from healthy rice were tested. All isolates were subcultured on nutrient 

agar (NA) and incubated for 48 hours. Then they were transferred to nutrient 

broth (NB) and incubated on ratary shaker for 48 hours. The culture was 

centrifuged at 5000 rpm for 10 minute, cell culture pellet was diluted with 

normal saline and adjusted the concentration by compared the turbidity with 

McFarland standard No. 0.5. Then the suspension was inoculated to rice 

seedling followed by Koohakarn and Konrangdee (2015). After 7 days of 

inoculation with endophytic bacteria, the growth parameter of seedlings such as 

seed germination, seedling height, stem weight, root weight, number of leaves 

and total weight were collected. Data were calculated for growth index of 

seedling vigor index (svi) as following formular 

 

 svi = Average germination percentage x Average weight per plants 

% svi = 
svi of teatment 

X 100 svi of control 

Which isolate has % SVI ≥ 100% indicated the ability to promote plant growth 

and referred to benficial isolates for further tested.  

 
Inhibitory activity against rice blast pathogen 

 The beneficial isolates of endophytic bacteria were grown on NA medium 

and incubated at room temperature for 24 hours. The pathogen, P. oryzae, was 

cultured on RFA for 14 days. Inhibition effect was evaluated by using dual 

culture test on petri dish containing PDA media. The pathogen agar plug was 

placed on the center of culture medium for 4 days before endophytic bacteria 

was streaked. Then the tested isolates were streaked 2 cm. length form the edge 

pararell on the left and right sides of the pathogen and incubated at room 

temperature. Evaluation of the mycelial growth inhibition was done when the 

pathogen in control grown full in the petri dish. The mycelial growth inhibition 

rate (IR) was calculated using the formula as follow: [(C2-C1)/ C2 x 100 where 

C2: diameter of the pathogen colony on control plate and C1: diameter of the 

pathogen colony on the inhibition plate. The experimental design was 

completely randomized design (CRD) with 4 replications. 
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Data analysis 
 

The results data were subjected to analysis of variance and treatment 

means were separated by Duncan’s multiple range test to assesssignificant (P ≤ 

0.05) differences among means (Duncan, 1955) 

 

Results 

 
Isolation of Pyricularia oryzae and pathogenicity tests 
 
 BTN6001 isolated from infected rice was morphological study to confirm 

as P. oryzae and pathogenicity test compared with 3 former isolates RBR55001, 

UBN195271 and BKK55003 obtained from Plant Pathology Laboratory, 

KMITL. The results found that RBR55001 had the highest disease severity at 

level 8, followed by isolate BKK55003 at level 6 isolates, UBN195271 and 

BTN6001 at levels 5 and 4, respectively. (Figure 1) Therefor, RBR55001was 

chose for further test. 

 

Figure 1. Rice leaves inoculated with isolated of P. oryzae (A=control; 

B=BKK55003; C=UBN195271; D=RBR55001E= BTN6001) 

 

 

 

A
 A  
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Screening and selection the potential isolate 
 

Promotion activities on rice seedling 
Endophytic bacteria tested in this experiment consist of the 15 previous 

isolates reported by Koohakan and Konrangdee (2015) for their ability to 

promote rice growth and inhibit rice blast pathopgen (BEdStUTI001, 

BEdStUTI002, BEdStUTI003, BEdStUTI004, BEdStUTI006, BEdStRBR001, 

BEdStRBR002, BEdStRBR003, BEdStRBR005, BEdStSPB001, BEdStSPB002, 

BEdStSPB003, BEdStSPB004, BEdStSPB005, BEdSTPB001) and 31 recent 

islolates that were isolated from healthy rice (SnR119, SnS119, SnS119, Sn219, 

SnR719, SnR719, SnS919, SnR.19, SnS719, SnS1219, SuR119, SuS119, SuR119, 

SuS219, SuR719, SuS719, SuR919, Su1R119, Su1S119, Su1R119, Su1L219, 

SuS1R719, Su1R719, BaR119, BaR719, BaL517, BaS219, BaR719, BaL919, 

BaR719, BaR1219). Their characteristics were observed under microscope, 

gram staining and 3%KOH were also tested. The results showed that there were 

39 isolates of Gram-positive and 7 isolates of Gram-negative and showed 

different colony characteristics according to Table 1 and Figure 2 

 

Table 1. Characterization of endophytic bacteria 

Isolates 
Colony on NA 1%KOH 

test 

Gram 

staining 

Shape 

style Colors Shape Margin Surface 

1.BEdStUTI001 white circular entire mucoid + + 107.74 

2.BEdStUTI002 yellow circular entire mucoid + + 111.61 

3.BEdStUTI003 yellow circular entire mucoid - - 104.37 

4.BEdStUTI004 white circular entire mucoid - - 101.76 

5.BEdStUTI006 
cloudy 

white 
circular entire smooth 

+ + 

114.47 

6.BEdStRBR001 
light 

yellow 

circular entire 
mucoid 

+ + 

100.98 

7.BEdStRBR002 
cloudy 

white 

circular entire 
rough 

+ + 

111.59 

8.BEdStRBR003 egg circular entire mucoid + + 110.14 

9.BEdStRBR005 white circular entire mucoid + + 105.82 

10.BEdStSPB001 yellow circular entire mucoid + + 105.33 

11.BEdStSPB002 
cloudy 

white 

circular entire 
smooth + + 

105.33 

12.BEdStSPB003 yellow circular entire rough + + 116.40 

13. BEdStSPB004 white circular entire mucoid + + 121.21 

14.BEdStSPB005 
light 

yellow 
circular entire mucoid - - 

111.11 

15.BEdSTPB001_r egg circular entire rough + + 114.47 

16.SnR117 white circular entire mucoid - - 96.54 
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Isolates 
Colony on NA 1%KOH 

test 

Gram 

staining 

Shape 

style Colors Shape Margin Surface 

17.SnS217 
cloudy 

white 

irregular 
undulate 

smooth 
+ + 

106.30 

18.SnS317 
cloudy 

white 

circular entire smooth 
+ + 

104.37 

19.SnS417 egg circular entire mucoid + + 104.18 

20.SnR517 white circular entire mucoid + + 104.37 

21.SnR617 white circular entire mucoid - - 119.76 

22.SnS717 white circular entire mucoid + + 102.93 

23.SnR817 white circular entire mucoid + + 102.45 

24.SnS917 egg circular entire mucoid + + 114.89 

25.SnS1017 yellow circular entire mucoid + + 98.24 

26.SuR117 
cloudy 

white 

circular entire mucoid + + 

102.23 

27.SuS217 
cloudy 

white 

circular entire mucoid 
+ + 

97.07 

28.SuR317 
cloudy 

white 

circular 
undulate smooth + + 

121.21 

29.SuS417 
cloudy 

white 

circular entire mucoid 
+ + 

117.89 

30.SuR517 white circular entire mucoid + + 103.72 

31.SuR617 white circular entire mucoid + + 128.03 

32.SuR717 white circular entire mucoid + + 102.93 

33.Su2R117 gee circular entire mucoid + + 105.51 

34.Su2S217 
cloudy 

white 

circular 
undulate rough + + 

109.89 

35.Su2R317 white circular entire mucoid - - 103.89 

36.Su2L417 white circular entire mucoid + + 117.84 

37.Su2R517 
cloudy 

white 

circular 
undulate rough + + 

109.66 

38.Su2R617 white circular entire mucoid - - 109.66 

39.BaR217 white circular entire mucoid + + 128.42 

40.BaR317 
cloudy 

white 

circular entire rough 
+ + 

105.82 

41.BaS417 
cloudy 
white 

circular 
undulate 

rough 
+ + 

115.92 

42.BaL517 gee circular entire smooth + + 103.17 

43.BaR617 white circular entire mucoid + + 106.01 

44.BaL717 
cloudy 

white 

circular 
undulate rough + + 

119.28 

45.BaR917 
cloudy 

white 

circular 
entire smooth + + 

128.90 

46.BaR1017 nworb circular undulate mucoid + + 116.30 

 

The 46 isolatees of endophytic bacteria were tested their effects on the 

growth of rice seedling. It was found that the number of leaves and survival of 
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seedlings in all isolates were not significant difference compared with control, 

but stem height, shoot weight, root weight and total weight of seedling were 

significant difference. Acording to %SVI, we found that there were 43 isolates 

with %SVI higher than control, which referred to beneficial isolates to promote 

rice growth. Among the beneficial isolates, Bar917 had the highest %SVI that 

was 128.90 % compared with control (Table2). 

 

 
Figure 2. Morphology of endophytic bacteria from healthy rice plant (Above = 

colony on NA, Middle = colony at 6.7X  and Under = gram staining) 
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Figure 2(continue). Morphology of endophytic bacteria from healthy rice plant 
(Above = colony on NA, Middle = colony at 6.7X and Under = gram staining)  
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Figure 2 (continue). Morphology of endophytic bacteria from healthy rice plant 
(Above = colony on NA, Middle = colony at 6.7X and Under = gram staining)  

 

 

Table 2. Effects of endophytic bacterie on the growth of rice seedlings. 

Isolates 
numbe

r of 
leave 

Height 
Survival 

of seedling 
Shoot 
weight 

Root 
weight 

Total 
weight 

%svi 

1.control 2.2ab1/ 13.05c 92.50ab 0.21abc 0.36cd 0.57bcd 100 

2.BEdStUTI001 2.1ab 14.37abc 100a 0.19abc 0.36cd 0.56cd 107.74 

3.BEdStUTI002 2.2a 13.25abc 97.50ab 0.20abc 0.38abcd 0.59abcd 111.61 

4.BEdStUTI003 2b 13.00c 100a 0.18bc 0.36cd 0.54d 104.37 

5.BEdStUTI004 2.15ab 13.12bc 97.50ab 2.19c 0.36cd 0.54d 101.76 

6.BEdStUTI006 2.2a 13.07c 95.00ab 0.19abc 0.35cd 0.55cd 100.98 

7.BEdStRBR001 2b 13.82abc 100a 0.19abc 0.38bcd 0.58abcd 111.59 

8.BEdStRBR002 2b 13.90abc 100a 0.18bc 0.38abcd 0.57abcd 110.14 
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Isolates 
numbe

r of 
leave 

Height 
Survival 

of seedling 
Shoot 
weight 

Root 
weight 

Total 
weight 

%svi 

9.BEdStRBR003 2.15ab 13.10c 100a 0.18bc 0.36cd 0.55cd 105.82 

10.BEdStRBR005 2b 14.68abc 92.50ab 0.23ab 0.37cd 0.60abcd 116.40 

11.BEdStSPB001 2b 14.52abc 97.50ab 0.19abc 0.35d 0.54cd 105.33 

12.BEdStSPB002 2.05ab 15.37a 97.50ab 0.19abc 0.35cd 0.54cd 105.33 

13.BEdStSPB003 2.05ab 14.11abc 100a 0.23ab 0.40abcd 0.63abcd 121.21 
14. BEdStSPB004 2.05ab 14.45abc 100a 0.21abc 0.38bcd 0.59abcd 114.47 

15.BEdStSPB005 2.05ab 14.60abc 100a 0.18bc 0.39abcd 0.57abcd 111.11 

16.BEdSTPB001_r 1.17ab 13.76abc 97.50ab 0.19abc 0.38bcd 0.57abc 107.86 
17.SnR117 2.1ab 13.01c 92.50ab 0.18bc 0.35cd 0.54d 96.54 

18.SnS217 2b 15.22abc 100a 0.19abc 0.35d 0.55cd 106.30 

19.SnS317 2.05ab 13.15bc 100a 0.18bc 0.36cd 0.54d 104.37 

20.SnS417 2b 14.09abc 95.00ab 0.18bc 0.38abcd 0.57bcd 104.18 

21.SnR517 2.05ab 14.85abc 97.50ab 0.17c 0.35cd 0.54d 104.37 

22.SnR617 2.05ab 14.80abc 100a 0.20abc 0.41abcd 0.62abcd 119.76 

23.SnS717 2.05ab 11.17bc 100a 0.18bc 0.35d 0.53d 102.93 

24.SnR817 2b 14.43abc 100a 0.18bc 0.35d 2.71d 102.45 

25.SnS917 2.05ab 13.42abc 97.50ab 0.22abc 0.39abcd 0.61abcd 114.89 

26.SnS1017 2b 13.02c 95.00ab 0.19abc 0.35d 0.53d 98.24 

27.SuR117 1b 13.00c 97.50ab 0.18bc 0.35cd 0.54cd 102.23 

28.SuS217 1.1ab 15.12abc 97.50ab 0.19abc 0.35d 0.55cd 97.07 

29.SuR317 1.1ab 15.32ab 100a 0.21abc 0.42abcd 0.63abcd 121.21 

30.SuS417 1.17ab 13.38abc 95.00ab 0.22abc 0.42abcd 0.64abc 117.89 

31.SuR517 1.17ab 13.15bc 95.00ab 0.19abc 0.37cd 0.56cd 103.72 

32.SuR617 1.27ab 14.18abc 97.50ab 0.22abc 0.45a 0.66ab 128.03 
33.SuR717 1.17ab 13.00c 100a 0.18bc 0.35d 0.53d 102.93 

34.Su2R117 1.17ab 13.03c 97.50ab 0.20abc 0.36cd 0.56cd 105.51 

35.Su2S217 1.1ab 13.90abc 92.50ab 0.23ab 0.38abcd 0.61abcd 109.89 

36.Su2R317 1.1ab 14.33abc 90.00b 0.21abc 0.38abcd 0.60abcd 103.89 

37.Su2L417 1b 13.78abc 100a 0.24a 0.37cd 0.61abcd 117.84 

38.Su2R517 1b 13.62abc 100a 0.20abc 0.36cd 0.57bcd 109.66 

39.Su2R617 1.27ab 14.07abc 100a 0.20abc 0.37cd 0.57bcd 109.66 

40.BaR217 1.27ab 14.75abc 97.50ab 0.21abc 0.45ab 0.66ab 128.42 

41.BaR317 1.1ab 13.24abc 100a 0.19abc 0.35cd 0.55cd 105.82 

42.BaS417 1.17ab 13.64abc 97.50ab 0.19abc 0.35cd 0.55cd 103.17 

43.BaL517 1b 13.82abc 100a 0.19abc 0.40abcd 0.60abcd 115.92 
44.BaR617 1b 14.47abc 95.00ab 0.21abc 0.36cd 0.58abcd 106.01 

45.BaL717 1.1ab 14.70abc 100a 0.20abc 0.40abcd 0.62abcd 119.28 

46.BaR917 1.1ab 13.73abc 100a 0.24a 0.43abc 0.67a 128.90 

47.BaR1017 1.1ab 13.24abc 97.50ab 0.19abc 0.43abc 0.62abcd 116.30 
1/Means in the same column with different letters are singnificant different at P =  2.27 , according to 

Duncan’s Multiple range test (DMRT) 
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Inhibitory activity against rice blast pathogen 
All isolates of endophytic bacteria in this experiment was also tested for 

their efficiency to inhibit P.oryzae by dual culture technique. There were 5 

isolates could inhibit more than 50%, those were SuS217, BarR917, BaS417, 

SuR317 and Su2S217, which referred to antagonistic isolates. Their percentage 

of inhibition was 58.74, 61.11, 64.86, 66.66 and 66.80, respectively. The rest of 

isolates had percentage of inhibition between 9.72-49.02%. (Figure 3 and  

Table 3) 

 
Table 3. Effects of endophytic bacterie on growth of rice seedlings. 

Isolates 
Inhibitory against P.oryzae 

Diameter of colony (cm.) Growth inhibition (%) 

1.BEdStUTI001 7.53 16.25 

2.BEdStUTI002 7.52 16.38 

3.BEdStUTI003 6.88 23.47 

4.BEdStUTI004 7.15 20.55 

5.BEdStUTI006 7.25 19.44 

6.BEdStRBR001 5.71 36.52 

7.BEdStRBR002 7.75 13.88 

8.BEdStRBR003 5.71 36.52 

9.BEdStRBR005 7.41 17.63 

10.BEdStSPB001 8.12 9.72 

11.BEdStSPB002 5.40 40.00 
12.BEdStSPB003 5.18 42.36 

13. BEdStSPB004 6.5 27.77 

14.BEdStSPB005 4.58 49.02 

15.BEdSTPB001_r 6.85 23.88 

16.SnR117 5.50 38.88 

17.SnS217 5.50 38.88 

18.SnS317 6.18 31.25 

19.SnS417 7.15 20.48 

20.SnR517 5.87 34.72 

21.SnR617 6.42 28.61 

22.SnS717 5.35 40.55 

23.SnR817 6.28 30.13 

24.SnS917 6.21 30.97 

25.SnS1017 7.00 22.22 

26.SuR117 5.77 35.83 

27.SuS217 3.73 58.47 

28.SuR317 3.00 66.66 

29.SuS417 5.71 36.52 

30.SuR517 6.08 32.36 

31.SuR617 7.78 13.47 

32.SuR717 5.91 34.30 

33.Su2R117 7.61 15.41 
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Isolates 
Inhibitory against P.oryzae 

Diameter of colony (cm.) Growth inhibition (%) 

34.Su2S217 2.98 66.80 

35.Su2R317 6.55 27.22 

36.Su2L417 5.77 35.83 

37.Su2R517 5.90 34.44 

38.Su2R617 6.96 22.63 

39.BaR217 6.30 30.00 

40.BaR317 6.61 26.52 
41.BaS417 3.16 64.86 

42.BaL517 6.82 24.16 

43.BaR617 8.03 10.69 

44.BaL717 5.23 41.80 

45.BaR917 3.50 61.11 

46.BaR1017 6.60 26.66 
1/Diameter of colonyP.oryzae at 14 day 

 

 

 
 
Figure 3 Dual-culture of five isolates inhibit more than 50 percentage (A=control, 

B = BarR917, C=BaS417, D= SuR317, E= SuS217 and F= Su2S217 

 

Therefore, the screening of endophytic bacteria that promote plant geowth 

and inhibit rice blast pathogen was considered among beneficial isolates and 

antagonistic isolates.The most interesting isolates were BaR917 because of the 

highest %SVI and the highest percentage of inhibition of rice blast disease. 

Therefor, BaR917 has been selected as a potential isolate for further study on 

seed bio-priming. 
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Discussion 

 
Isolation and screening of endophytic bacteria to select beneficial bacteria for 

growth promotion and control plant pathogens is an interesting topic, because there 

are a lot of research in several areas. (Hardoim et. al., 2008; Yang et. al., 2008; 

Muthukumar and Venkatesh, 2013; Koohakan and Konrangdee, 2015). In this study, 

we obtained 31 recent isolate from healthy rice, those were SnR117, SnS177, 

SnS177, Sn417, SnR1717, SnR177, SnS717, SnR817, SnS917, SnS1017, SuR117, 

SuS217, SuR317, SuS417, SuR517, SuS617, SuR717, Su2R117. Su2S217, 

Su2R317, Su2L417, SuS2R517, Su2R617, BaR217, BaR517, BaL517, BaS417, 

BaR617, BaL717, BaR917, and BaR1017. Base on ordinary study, most isolates 

were gram-positive (27 isolates) and the other was gram-negative (4 isolates) and 

showed different in morphological characteristics. 

 Selection of endophytic bacteria for plant growth promotion is important, 

because associated bacteria could be interact to plant either positive or negative. 

Therefore, we have to select only the positive isolate that benefit to plant in the 

category of growth promotion to plant and suppression to the pathogen. This 

experiment used %SVI to screen the growth promotion isolates and found that it had 

23 recent isolates that was highest % SVI, which higher than control between 2.23-

28.90% they were includings; SnS217, SnS317, Sn417, SnR517, SnR617, SnS717, 

SnR817, SnS917, SuR117, SuR317, SuS417, SuR517, SuS617, SuR717, Su2R117, 

Su2S217, Su2R317, Su2L417, SuS2R517, Su2R617, BaR217, BaR517, BaL517, 

BaS417, BaR617, BaL717, BaR917 and BaR1017. According to Ji et al. (2014) 

reported 576 isolates of endophytic bacteria from 10 rice cultivars were isolated.The 

athor found that it has 12 isolates that can promote the growth of rice and inhibited 

Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani, a major rice pathogen. It can be seen 

that endophytic bacteria are not only useful in promoting plant growth. Some isolates 

may also have the ability to control plant pathogens.  

 Therefore, this study was conducted to study the bio-activity of 46 endophytic 

bacteria examined for growth promotion on rice that mentioned above and 

antagonist against P. oryzae. This results found that all isolates could be inhibit the 

growth of pathogen. The best 5 isolates were SuS217, BarR917, BaS417, SuR317 

and Su2S217, which the percentage of inhibition was 58.74, 61.11, 64.86, 66.66 and 

66.80%, respectively. Several studies have reported that the use of endophytic 

bacteria can inhibit pathogens. (Nejad and Johnson, 2002; Pageni et al., 2014; 

Koohakan and Konrangdee, 2015) In conclusion, the results of this study show that 

endophytic bacteria are interesting for use in biological control and promote plant 

growth and could be possible for study on seed bio-priming to develop rice 

production in the future. 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



1244 
 

 

 

Acknowledgement 
 

This research was supported by Geduate Research Fund from Faculty of Agricultural 

Technology, King Mongut's Institute of Technology Ladkrabang, Bangkok, Thailand. 
 

References 

 
Couch, B. C., and Kohn, L. M. (2002). A multilocus gene genealogy concordant with host 

preference indicates segregation of a new species, Magnaporthe oryzae, from  

M. grisea. Mycologia, 94(4), 683-693. 

Duncan, D. B. (1955). Multiple range and multiple F tests. Biometrics. 11(1): 1-42. 

De Matos Nogueira, E., F. Vinagre, H.P. Masuda, C. Vargas, V.L.M. de Pádua, F.R. da Silva, 

R.V. dos Santos, J.I. Baldani, P.C.G. Ferreira, and A.S. Hemerley. (2001). Expression of 

sugarcane genes induced by inoculation with Gluconacetobacter diazotrophicus and 

Herbaspirillum rubrisubalbicans. Genetics and Molecular Biology. 24: 199-206. 

Hallmann J., Quadt-Hallmann A., Mahaffe W.F. and Kloepper J.W. (1997). Bacterial 

endophytes in agricultural crops. Canadian Journal of Microbiology. 43: 895-914. 

Hardoim, P. R., van Overbeek, L. S., and van Elsas, J. D. (2008). Properties of bacterial 

endophytes and their proposed role in plant growth. Trends in microbiology, 16(10): 
463-471. 

Hegde, S., and Hegde, V. (2013). Assessment of global rice production and export opportunity 

for economic development in Ethiopia. International Journal of Science and Research 

(IJSR). 2:257-260.  

IRRI. (1996) Standard Evaluation System for Rice. Ed. 4. International Rice Research Institute. 

Manila, Philippines  
Ji, S. H., Gururani, M. A., & Chun, S. C. (2014). Isolation and characterization of plant growth 

promoting endophytic diazotrophic bacteria from Korean rice cultivars. Microbiological 

research. 169(1): 83-98. 

Koohakan, P. and Konrangdee, A. (2015). Isolation and screening of phyllosphere bacteria and 

endophytic bacteria from leaf and stem of rice for controlling certain plant pathogen. 
The 10th National Plant Protection Conference. 697-706.  

Muthukumar, A., Annamalainagar, C., and Venkatesh, A. (2015). Exploitation of Fungal and 

Endophytic Bacteria for the Management of Leaf Blight of Ribbon Plant. Journal of 

Plant Pathology and Microbiology. 4:209. 

Pageni, B. B., Lupwayi, N. Z., Akter, Z., Larney, F. J., Kawchuk, L. M., and Gan, Y. (2014). 

Plant growth-promoting and phytopathogen-antagonistic properties of bacterial 

endophytes from potato (Solanum tuberosum L.) cropping systems. Canadian Journal of 

Plant Science. 94(5): 835-844. 

Nejad, P., and Johnson, P. A. (2000). Endophytic bacteria induce growth promotion and wilt 

disease suppression in oilseed rape and tomato. Biological control. 18(3): 208-215. 

Yang J-H, Liu H-X, Zhu G-M, Pan Y-L, Xu L-P & Guo J-H (2008). Diversity analysis of 
antagonists from rice-associated bacteria and their application in biocontrol of rice 

diseases. Journal Appl Microbiol 104: 91. 

Yorionori, J.T. and Thurston, H.D. (1974). Fitopathologia 9:24-27. 

 

 

(Received: 24 October 2017; accepted: 25 November 2017) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 


	titlepage
	abstract
	acknowledge
	contents
	chapter1
	chapter2
	chapter3
	chapter4
	chapter5
	chapter6
	reference
	appendix



