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ชื่อโครงการ   การทดสอบประสิทธิภาพของ endophytic bacteria ในการเคลือบเมลด็พันธ์ุมะเขือเทศ 
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บทคัดย่อ 
การศึกษาคร้ังนี้ได้ทําการแยกและคัดเลือก endophytic bacteria โดยแยกจากส่วนต่างๆได้แก่ 

ราก ลําต้น และใบ ของต้นมะเขือเทศที่มีความสมบูรณ์แข็งแรง จากน้ันคัดเลือกสายพันธ์ุที่มีคุณสมบัติเด่น
ทางด้านการเป็นปฏิปักษ์กับเช้ือสาเหตุโรคพืช หรือสนับสนุนการเจริญเติบโตของพืช นํามาเคลือบเมล็ด
พันธ์ุเพ่ือการควบคุมโรคเหี่ยวที่เกิดจากเช้ือรา Fusarium sp. และส่งเสริมการเจริญเติบโตมะเขือเทศ 

ในการแยก endophytic bacteria สามารถแยกได้จํานวน 43 ไอโซเลท จากการศึกษาลักษณะ
เบ้ืองต้นพบว่าส่วนใหญ่เป็นแกรมบวก เมื่อนําไปทดสอบกับต้นกล้ามะเขือเทศพบว่าไม่ส่งผลกระทบต่อการ
เจริญเติบโตของพืช นอกจากน้ีในบางไอโซเลทยังพบว่าสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้ ต่อมา
นํา endophytic bacteria ทั้ง 43 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการยับย้ังเช้ือรา Fusarium 
oxysporum สาเหตุโรคเห่ียวในมะเขือเทศ ด้วยวิธี dual culture test พบว่ามี 25 ไอโซเลท ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือดังกล่าว และมีเพียง 3 ไอโซเลท ทีม่ีเปอร์เซ็นต์การ
ยับย้ังมากกว่า 60 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ SuRW02, SuRW01 และ LbRW03 โดยมีเปอร์เซ็นต์ยับย้ัง 71.94, 
68.33 และ 68.19 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ จากผลการทดลองจึงได้ทําการคัดเลือก endophytic bacteria 
ไอโซเลท SuRW02 มาใช้ในการเคลือบเมลด็พันธ์ุ เน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเช้ือ
รา Fusarium oxysporum สูง และยังมีคณุสมบัติในการส่งเสริมการเจริญของต้นกล้ามะเขือเทศอีกด้วย 

จากน้ันได้นํามาทดสอบความสามารถในการลดการเกิดโรค พบว่าการใช้เมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วย 
endophytic bacteria (SuRW02) สามารถลดการเกิดโรคในห้องปฏิบัติการได้ เมื่อเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีที่ใช้เมล็ดพันธ์ุไม่เคลือบ และสามารถลดได้ใกลเ้คียงกับเมล็ดพันธ์ุที่เคลือบด้วยสารเคมีแคปแทน 
โดยสามารถลดการเกิดโรคได้ 34.75 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ียังพบว่าการใช้เมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วย 
endophytic bacteria สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นมะเขือเทศได้อีกด้วย  

ในการศึกษาถงึระยะเวลาในการเก็บรักษาเมล็ดพันธ์ุเคลือบเป็นระยะเวลา 4 เดือน ในด้าน
คุณภาพเมล็ดพันธ์ุ พบว่าการเคลือบเมล็ดพันธ์ุในแต่ละกรรมวิธีไม่ส่งผลกระทบต่อความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุ 
นอกจากน้ียังพบว่า เมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วย endophytic bacteria สามารถรักษาความงอกของเมล็ดพันธ์ุ
ได้ดีกว่ากรรมวิธีอ่ืนๆ โดยหลังจากการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 4 เดือน มีเปอร์เซน็ต์การงอกที่ 94 
เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่เมล็ดพันธ์ุไม่เคลือบ และเมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วยสารเคลือบเพียงอย่างเดียวมีเปอร์เซ็นต์
การงอกที่ 91.5 และ 92.5 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ แต่ในสว่นของปริมาณ endophytic bacteria บนเมล็ดเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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พันธ์ุเคลือบด้วย endophytic bacteria มปีริมาณลดลงเร่ือยๆ จาก 5.15 เป็น 2.54 logcfu/กรัม เมื่อ
เก็บรักษาเป็นระยะเวลา 4 เดือน ซึ่งจากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าหากเก็บรักษาเป็นระยะเวลานาน 
อาจทําให้ประสิทธิภาพของในการควบคุมโรคของเมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วย endophytic bacteria ลดลง 
 

คําสําคญั :  เอนโดไฟติกแบคทีเรีย การเคลือบเมล็ดพันธ์ุ มะเขือเทศ โรคเหี่ยวจากฟูซาเรียม  
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ABSTRACT 
 In this study, endophytic bacteria were isolated from root, stem and leaf of 

healthy tomato, then they were screened for potential isolate based on their 
antagonistic activity against Fusarium oxysporum and ability to promote plant growth. 
Consequently, the selected isolate was used for seed coating to reduce Fusarium wilt 
disease. 

The result showed that 43 isolates of endophytic bacteria isolated from this 
experiment were gram-positive bacteria. Initially effects of endophytic bacteria on the 
growth of tomato seedlings were tested. The results showed that most endophytic 
bacteria did not affect the growth of tomato seedlings and some isolates could promote 
the growth of tomato seedling. Subsequently, the selected isolates were tested on the 
antagonistic activity against F. oxysporum by dual culture technique. It was found that 25 
isolates were antagonistic activity on the pathogen significantly compared with control. 
Among of these, only three isolates showed the ability to inhibit the pathogen growth 
more than 60 percent, namely SuRW02, SuRW01 and LbRW03, with the highest inhibition 
percentage of 71.94, 68.33 and 68.19 percent, respectively. From this result, SuRW02 was 
selected for seed coating, because it had the highest ability to inhibit the growth of F. 
oxysporum and also had the ability to promote the growth of tomato seedlings. 

Testing on tomato seed coated with endophytic bacteria (SuRW02) found that this 
method could reduce disease incidence in laboratory conditions. Disease reduction by 
bacterial seed coating was similar to seed coated with Captan. It could reduce disease 
incidence at 34.75 percent. In addition, seed coated with endophytic bacteria could 
promote the growth of tomato plants significantly. 

Study on storage time of seed coated with endophytic bacteria, coated seed could 
be kept for 4 months, without any detrimental effect on seed quality such as seed 
moisture content. In addition, seed coated with endophytic bacteria could maintain seed 
germination higher than other treatment. After 4 months of storage, seed coated with 
endophytic bacteria had a germination rate at 94 percent, while uncoated seed and seed 
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coated without endophytic bacteria had a germination rate at 91.5 and 92.5 percent, 
respectively. However, the amount of endophytic bacteria content on seed coated with 
endophytic bacteria was decreased steadily from 5.15 to 2.54 logcfu / g at 4 months of 
storage. It indicated that long time storage of seed coated with endophytic bacteria 
might decrease the efficacy for controlling disease. 
 

Keywords: endophytic bacteria, seed coating, tomato, Fusarium wilt disease 
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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

1.1  ความสาํคญั และท่ีมาของปัญหาที่ทําการวิจัย 
มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum Mill) เป็นพืชที่ได้รับความนิยมในการนํามาบริโภค

เน่ืองจากมีคุณค่าทางสารอาหารมากมาย จึงมีประโยชน์ทั้งทางด้านครัวเรือน และทางด้านอุตสาหกรรม 
จึงนิยมนํามารับประทานทั้งผลสด และปรุงสุก ทั้งยังมีการแปรรูปเป็นอาหารอ่ืนๆ เช่น นํ้ามะเขือเทศ ซอส
มะเขือเทศ และมะเขือเทศอบแห้ง เป็นต้น นอกจากน้ียังมีคุณประโยชน์ด้านความงามอีกด้วย ซึ่งในการ
บริโภคมะเขือเทศในลกัษณะรับประทานสดน้ันจะต้องมีความปลอดภัย ปราศจากสารเคมีตกค้างโดยใน
การผลิตพืชผักท่ีปราศจากสารเคมีน้ันต้องเร่ิมต้ังแต่การเลือกเมล็ดพันธ์ุที่มีความสมบูรณ์ ทีสําคญัต้อง
ปราศจากโรค เน่ืองจากโรคที่ติดมากับเมล็ดอาจเข้าทําลายพืชในระยะเพาะกล้าได้สร้างความเสียหายต่อ
ผลผลิต โดยการเพาะกล้าเป็นปัจจัยที่สําคญัต่อการผลิตพืชผัก หากเช้ือโรคเข้าทําลายพืชแล้วจะส่งผลให้
ผลผลิตลดลงได้ (พิศาล,2530) นอกจากโรคที่ติดมากับเมล็ดแล้วยังมีโรคทางดินที่สามารถเข้าทําลายพืชใน
ระยะเพราะกล้าได้เช่นกัน ซึ่งในมะเขือเทศโรคเหี่ยวที่เกิดจากเช้ือรา Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici (FOL) เป็นโรคที่สําคญัอีกโรคหน่ึง โดยโรคดังกล่าวสามารถเข้าทําลายได้ทุกระยะ (วัชรา 
และคณะ, 2557) หากเช้ือดังกล่าวจะเข้าทําลายพืชในระยะต้นกล้าส่งผลกระทบทําใหไ้ม่สามารถเก็บเก่ียว
ผลผลิตได้ ดังน้ันการควบคุมโรคต้ังแต่เมล็ดพันธ์ุจึงเป็นสิ่งสําคัญ ปัจจุบันมีการพัฒนาการผลิตเมล็ดพันธ์ุ
ด้วยเทคโนโลยีการเคลือบ (seed coating) ขึ้นเพ่ือเป็นการเพ่ิมคุณภาพของเมล็ดพันธ์ุ และยังสามารถยืด
อายุการเก็บรักษาเมล็ดพันธ์ุให้ยาวนานข้ึน โดยการเคลือบเมล็ดจะเป็นการหุ้มเมล็ดด้วยฟิล์มบางๆ 
ลักษณะเมล็ดไม่มีการเปลี่ยนแปลง การเคลือบเมล็ดประกอบไปด้วยสารออกฤทธ์ิไม่ว่าจะเป็น สารเคมี
ป้องกันกําจัดโรคพืช ฮอร์โมนส่งเสริมการเจริญเติบโต รวมถึงธาตุอาหารต่างๆ ร่วมกับสารยึดเกาะที่จะเป็น
ตัวผสานสารออกฤทธ์ิให้ติดแน่นกับเมล็ด โดยสารเคลือบที่ใช้จะต้องไม่ส่งผลกระทบต่อเมล็ดพันธ์ุ ทั้งยัง
สามารถเพ่ิมสารออกฤทธ์ิต่างๆได้เช่นกัน (ภาณ ีและคณะ, 2540; ภาณี และ คณะ, 2541; จักรพงษ์ และ
บุญม,ี 2557;สรุิยา และบุญม,ี 2557) เดิมการเคลือบเมล็ดเพ่ือป้องกันกําจัดเช้ือสาเหตุโรคจะใช้การเคลือบ
ด้วยสารเคมีเป็นส่วนใหญ่ ต่อมาได้มีการพัฒนาการป้องกันกําจัดเช้ือสาเหตุโรคด้วยวิธีอ่ืนๆเพ่ือลดการใช้
สารเคมี ซึ่งการใช้เช้ือจุลินทรีย์เคลือบเมลด็แทนสารเคมีเป็นอีกทางเลือกหน่ึงที่ได้รับความสนใจ ปัจจุบัน
ได้มีการศึกษาการนําเช้ือจุลินทรีย์มาเคลือบเมล็ดกันมากข้ึน เช่น Bacillus subtilis ควบคุมเช้ือ 
Acidovorax avenaec และ Pseudomonas fluorescence หรือ Trichoderma sp. ควบคุมเช้ือ 
Rhizoctonia solani เป็นต้น นอกจากการควบคุมโรคแล้ว เช้ือจุลินทรย์ีบางชนิดสามารถช่วยส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชได้ด้วย (สพุจน์ และคณะ, 2554; กุศล และพิศาล, 2555; Elad et al., 1982 and Tu 
et al., 2016)  

การศึกษาคร้ังนี้เป็นการนํา endophytic bacteria ที่แยกได้จากต้นมะเขือเทศท่ีสมบูรณ์ แข็งแรง 
และผ่านการคัดเลือกแล้วว่ามีคุณสมบัติในการยับย้ังเช้ือรา FOL ที่แยกได้จากเน้ือเย่ือของมะเขือเทศ มา
เคลือบเมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศ เพ่ือเป็นแนวทางในการช่วยเพ่ิมคุณภาพของเมล็ดพันธ์ุและเป็นการป้องกัน
กําจัดโรคในระยะต้นกล้า สําหรับใช้เป็นแนวทางในการผลติพืชปลอดภัยในอนาคต 
 
  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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1.2  วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1.เพ่ือแยกและคัดเลือก endophytic bacteria ที่เป็นประโยชน์ต่อการเจริญของมะเขอืเทศ 
2 เพ่ือแยกและคัดเลือก endophytic bacteria ที่มีคุณสมบัติในการต่อต้านเช้ือ Fusarium sp.  
3.เพ่ือเพ่ิมคุณภาพเมล็ดพันธ์ุ มะเขือเทศจากการเคลือบเมล็ดพันธ์ุด้วย endophytic bacteria 
4. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของเมล็ดเคลือบ endophytic bacteria ในการลดการเกิดโรคที่เกิดจาก
เช้ือรา Fusarium sp. 

 
1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 งานวิจัยน้ีเป็นการใช้เช้ือ endophytic bacteria ทีแ่ยกจากต้นมะเขือเทศที่แข็งแรง มาควบคุมโรคท่ี
เกิดจากเช้ือราฟิวซาเรีย่มในมะเขือเทศ รวมท้ังคณุสมบัติในการช่วยส่งเสรมิการเจริญเติบโต ด้วยวิธีการ
เคลือบเมล็ด โดยทําการทดลอง ณ คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง กรุงเทพมหานคร 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ได้ endophytic bacteria ที่มีประสิทธิภาพในการในการควบคุมโรคท่ีเกิดจากเช้ือ Fusarium sp. 
รวมท้ังพัฒนาสูตรที่เหมาะสมในการเคลือบเมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศ ที่ไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของเมล็ด
พันธ์ุ ตลอดจนความมีชีวิตรอดของ endophytic bacteria ที่ส่งผลในการควบคุมโรค เพ่ือเป็นแนวทางใน
การนําไปใช้ผลิตผักปลอดภัยในอนาคต ตลอดจนนําผลงานวิจยัเผยแพร่ในวารสารวิชาการ 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
 

2.1  ทฤษฎี สมมุติฐาน หรือกรอบแนวความคดิของโครงการวิจัย 
 การเคลือบเป็นเทคโนโลยีทีม่ีการพัฒนาขึ้นเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของเมล็ดพันธ์ุ ซึ่งมกีารพัฒนามา
จากอุสาหกรรมการผลิตยา โดยจะหุ้มเมล็ดด้วยวัสดุลักษณะเป็นสารเหนียว ในลกัษณะเป็นฟิลม์บางๆ 
ร่วมกับสารออกฤทธ์ิที่มีคุณสมบัติต่างๆ เช่นสารช่วยส่งเสริมการเจรญิเติบโต ธาตุอาหาร สารบ่งบอก
เอกลักษณ์ อย่างสมํ่าเสมอทัว่ทั้งเมล็ด รูปร่างของเมล็ดจะไม่มีการเปลี่ยนแปลง (Sharma et al., 2015) 
รวมท้ังสารป้องกันกําจัดแมลง (Kaufman, 1991) สารเหล่าน้ีจะยึดติดไปกับเมล็ดไม่ให้หลุดร่วง ทําให้ลด
ปริมาณการใช้สารเคมีให้น้อยลง ทั้งยังสามารถลดขั้นตอนการเตรียมเมล็ดพันธ์ุก่อนปลูกได้ (Hanssan et 
al., 1990) โดยวัตถุประสงค์ในการเคลือบน้ันจะขึ้นอยู่กับการนําไปใช้ประโยชน์ 

2.1.1 องค์ประกอบของสารเคลือบเมล็ดพนัธุ ์
1. สารออกฤทธ์ิ  
ในการเคลือบเมล็ดพันธ์ุ สารออกฤทธ์ิเป็นส่วนที่สําคัญ โดยสารออกฤทธ์ิที่ใช้จะขึ้นขึ้นอยู่กับ

วัตถุประสงค์ของการเคลือบ เช่น การเคลือบเพ่ือต้องการส่งเสริมการเจริญเติบโต สารออกฤทธ์ิที่ใช้จะเป็น
สารจําพวกธาตุอาหาร ฮอร์โมนพืช หรือสารเร่งการเจริญเติบโต การเคลือบเพ่ือป้องกันโรค สารออกฤทธ์ิที่
ใช้จะเป็นสารเคมีป้องกันเช้ือโรค และแมลง และการเคลือบเพ่ือป้องกันการปลอมแปลงเมล็ดพันธ์ุ สาร
ออกฤทธ์ิที่ใช้จะเป็นสารท่ีสรา้งเอกลักษณ์แก่เมล็ดพันธ์ุ เป็นต้น โดยเฉพาะสารเคมีฆ่าเช้ือราเป็นสารออก
ฤทธ์ิที่มีการนํามาใช้อย่างแพร่หลาย เน่ืองจากคุณสมบัติที่สามารถป้องกันเมล็ดจากเช้ือราในโรงเก็บ และ
เช้ือราสาเหตุโรคพืชได้ (Sharma et al., 2015)  

2. สารยึดเกาะ  
สารยึดเกาะเป็นสารที่ทําหน้าที่เป็นส่วนผสานให้สารออกฤทธ์ิยึดติดไปกับเมล็ดพันธ์ุ ไม่หลุด

ร่วงระหว่างการเคลื่อนย้าย ซึ่งหากมีการหลุดร่วงจะทําให้ประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิลดลง นอกจากน้ี
สารเคลือบยังหน้าที่ในการห่อหุ้มเมล็ดพันธ์ุ ป้องกันความช้ืนจากภายนอกไม่ให้เข้าสู่เมล็ด ซึ่งเป็นสาเหตุให้
เมล็ดพันธ์ุเสื่อมคุณภาพระหว่างเก็บรักษา (Pamuk, 2004) วิธีการดังกล่าวจะช่วยยืดอายุการเก็บรักษา
เมล็ดพันธ์ุให้ยาวนานขึ้น โดยชนิดของสารยึดเกาะได้แก่ starch, pregelatinized starch, gelatin, 
sugar, acacia, tragacanth, polyvinylpyrrolidone (PVP หรือ Kollidon), methylcellulose (MC), 
sodium carboxymethylcellulose, ethylcellulose, hydroxypopylmethyl cellulose (HPMC), 
polyacrylamides, polyvinyloxoazolidones, polyethylene glycol, precirol (เพียรกิจ, 2530) ซึ่ง
สารยึดเกาะแต่ละชนิดจะมีความยืดหยุ่น และความสามารถในการยึดเกาะกับเมล็ดที่แตกต่างกัน ทําให้มี
การซึมผ่านของน้ําและความช้ืนต่างกันด้วย ดังน้ันการเลือกใช้จะต้องคํานึงถึงความเหมาะสมด้วย จาก
รายงานดังกล่าวจะเห็นได้ว่าสารเคลือบแต่ละชนิดมีผลต่อประสิทธิภาพของเมล็ดแตกต่างกันไป ต้อง
เลือกใช้ให้เหมาะสม จากการงานวิจัยของ Kumar et al. (2007) ที่ศึกษาผลของ polymers ต่างๆในการ
เคลือบเมล็ดถัว่เหลืองได้แก่ gum acacia, gum tragacanth, rosin, ethyl cellulose, hydroxy ethyl 
cellulose, polyethyl methacrylate, methyl cellulose, polyethylene glycol, polyvinyl 
chloride, polyvinyl acetate, polyvinyl pyrrolidone, Agrimer VA 6, the clay bentonite และ 
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thiram 75 DS ต่อคุณภาพเมล็ดในการเก็บรักษา พบว่าเมล็ดที่มีการเคลือบด้วย polymers ต่างๆ มีผล
ต่อการเก็บรักษาเมล็ดในโรงเก็บ โดยเมล็ดที่มีการเคลือบจะมีการเสื่อมคุณภาพช้าลงหลังจากการเก็บ
รักษาไว้เป็นเวลา 6 เดือนเมื่อเปรียบเทียบกับเมล็ดที่ไม่มกีารเคลือบ (control) ทั้งยังสารมารถป้องกันการ
เข้าทําลายจากเช้ือราในโรงเก็บได้ดีกว่า control นอกจากน้ีจากผลการทดลอง Polymers ที่มี
ประสิทธิภาพท่ีสุดได้แก่ polyethyl methacrylate, polyvinyl acetate และ polyvinyl pyrrolidone  

3. ตัวทําละลาย 
ตัวทําละลายที่ใช้ในการเคลือบเมล็ดน้ันจะมลีักษณะเป็นของเหลวที่ระเหยได้ โดยจะทํา

หน้าที่ละลายสารยึดเกาะที่เป็นของแข็งหรือมีความหนืดสูงให้เป็นเน้ือเดียวกัน และทําให้เกิดการกระจาย
ตัวกับสารออกฤทธ์ิและสารเติมแต่งอ่ืนๆ นอกจากน้ียังทําหน้าที่พาสารเหล่าน้ีไปยังผิวของเมล็ดพันธ์ุที่จะ
เคลือบ (ปราโมทย์, 2534 และ พจนา, 2559) โดยตัวทําละลายที่ดีควรจะต้องมีความสามารถละลายหรือ
ทําให้พอลิเมอร์และส่วนประกอบอ่ืนๆ เกิดการกระจายตัวในสารเคลือบเมล็ดพันธ์ุได้ ไม่มีความหนืดมาก
เกินไป ควรเป็นสารที่มีอัตราการทําให้แห้งเร็ว และไม่เกิดมลภาวะเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม ซึ่งตัวทําละลายที่
นิยมใช้กันมาก ได้แก่ นํ้า, ethanol, methanol, isopropanol, chloroform, acetone, methyl ethyl 
ketone และ methyl chloride (ปราโมทย์, 2534)  

4. พลาสติกไซเซอร์  
เป็นสารที่เติมลงในสารเคลือบเพ่ือให้ฟิล์มทีไ่ด้มีความอ่อนตัว ยืดหยุ่นดี มีความทนทานสูง 

และมีการยึดเกาะกับสารอ่ืนได้ดี (ปราโมทย์, 2534 และพจนา, 2559) โดยพลาสติกไซเซอร์ที่มี
ประสิทธิภาพมากที่สุดจะต้องมีลักษณะคลา้ยกับโครงสร้างของพอลิเมอร์ที่มีการปรับสภาพ ดังเช่น พอลิ
เมอร์ในกลุ่ม water-soluble cellulose ethers ที่มีหมูไ่ฮดรอกซิลในสัดส่วนมาก สารที่มีหมู่ไฮดรอกซิล
ในโมเลกุล เช่น polyols (glycerol, propylene glycol และ polyethylene glycols) จะเป็นพลาสติก
ไซเซอร์ที่ดีทีส่ดุให้กับพอลิเมอร์กลุ่มน้ี ในทางตรงกันข้ามสารกลุ่ม organic esters โดยเฉพาะอย่างย่ิง 
citric acid และ phthalic acids จะเป็นพลาสติกไซเซอร์ที่ดีที่สุดให้กบัพอลิเมอร์กลุม่ cellulose ethers 
ที่มีขั้วน้อยกว่า ซึ่งได้แก่ cellulose acetate phthalate และ hydroxypropylmethylcellulose 
phthalate (พจนา, 2559)  

5. สี  
สีจะใช้ในการช่วยให้เมล็ดพันธ์ุที่เคลือบมีความสวยงามเป็นเอกลักษณ ์ และสามารถบ่งบอก

ความแตกต่างของเมล็ดพันธ์ุ เพ่ือสําหรับจะนําไปใช้เพาะปลูกไม่ควรนําไปบริโภคหรือเลี้ยงสัตว์ สีที่ใช้ควร
เป็น pigments หรือ insoluble dyes ที่ไม่ละลายในตัวทําละลายที่ใช้ เพราะทําให้ได้เมล็ดพันธ์ุที่มีสีไม่
สม่ําเสมอ (พิสิทธ์ิ และ ภารุณี, 2535 และพจนา, 2559)  

6. สารเติมแต่ง  
จะเป็นสารที่มคีุณสมบัติเป็นสารห่อหุ้ม และเพ่ิมความเนียน ซึ่งเป็นสารอนินทรีย์ที่มีผง

ละเอียดมาก ใช้เพ่ือช่วยลดปริมาณของสี แต่จะใช้เมื่อไม่ต้องการให้ฟิล์มโปร่งแสงเทา่น้ัน สารห่อหุ้มและ
เพ่ิมความเนียนที่นิยมใช้กันมากที่สุด คือ titanium dioxide เน่ืองจากทําให้สสีะท้อนเป็นเงาสวย นอกน้ี
ยังมีสารอีกหลายๆชนิด เช่น silicate (talcum, aluminum silicate), carbonate (magnesium 
carbonate), sulfate (calcium sulfate), oxides (magnesium oxide) และ hydroxide 
(aluminium hydroxide) (พิสิทธ์ิ และ ภารุณี, 2535; ปราโมทย์, 2534; พจนา, 2559)  
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2.1.2  วิธีการเคลือบเมล็ด 
ในการเคลือบเมล็ดพันธ์ุน้ันจะมี 2 วิธีการ คือการเคลือบตามลกัษณะของการปล่อยสารเคลอืบของ

เคร่ืองพ่น ได้แก่ เคร่ืองเคลือบเมล็ดระบบจานหมุน และเคร่ืองเคลือบเมล็ดระบบการฉีดพ่น โดยมี
กระบวนการคอืในระบบจานหมุนจะเป็นการเคลือบเมล็ดโดยเติมสารเหนียวลงในเคร่ืองจานหมุน และ
ความเร็วในการหมุนเป็นส่วนช่วยในการทาํให้สารเคลือบเคลือบเมล็ดอย่างสม่ําเสมอ ในระบบการฉีดพ่นสาร
เคลือบจะถกูฉดีพ่นเป็นละอองออกจากหัวพ่นภายในเคร่ือง และเคลือบลงบนเมลด็ท่ีกลิ้งอยู่ภายในเครื่องทํา
ให้สารเคลอืบเคลือบเมล็ดอย่างสมํ่าเสมอ และรูปร่างเมลด็จะไม่เปลี่ยนแปลงหลังจากการเคลือบ 
(Kaufman,1991; Sharma et al., 2015)  
 
2.2 งานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

2.2.1 การใช้จุลินทรีย์เคลือบเมล็ดเพื่อลดการเกิดโรค 
Georgakopoulos et al. (2002) รายงานว่าเมล็ดแตงกวาที่เคลือบด้วยเช้ือแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens และ P. corrugata มีประสิทธิภาพในการลด
การเกิดโรคเน่าคอดินของแตงกวา และ sugar beet ที่เกิดจากเช้ือ Pythium ultimum ได้ และเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ยังสามารถมีชีวิตรอดนานถึง 24 เดือน 

Shweta et al. (2008) พบว่าการเคลือบเมล็ดด้วย Pseudomonas fluorescens สามารถ
ลดการเกิดโรค charcoal rot ที่เกิดจากเช้ือ Macrophomina phaseolina ในถั่วลสิงได้ โดยสามารถลด
อาการของโรคได้มากถึง 61-70 เปอร์เซ็นต์ ที ่30-105 วันหลังจากปลูก นอกจากน้ีเช้ือดังกล่าวยังสามารถ
เพ่ิมผลผลิตของถ่ัวลิสงได้  

Hu et al. (2011) ทดลองโดยปลูกเมล็ดผกักาดใน 2 พ้ืนที่ในประเทศจีนที่มีได้รับผลกระทบ
จากเช้ือ Sclerotinia sclerotiorum พบว่าเมล็ดที่ทําการพอกเมล็ดร่วมกับเช้ือ Bacillus subtilis Tu-
100 มีประสิทธิภาพในการลดโรคท่ีเกิดจากเช้ือ S. sclerotiorum เห็นได้จาก นํ้าหนักแห้ง ดัชนีการเกิด
โรค อัตราการเกิดโรค และผลผลิต เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไม่มกีารพอกเมล็ด และการพอกเมล็ด
เพียงอย่างเดียว 

กุศล และพิศาล (2558) ศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus subtilis 
B006 ต่อเช้ือรา Botryophaeria  rhodina สาเหตุโรคยางไหล (gummosis) ของแตง จํานวน 14 ไอโซ
เลต พบว่าเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis B006 สามารถควบคุมเช้ือดังกล่าวได้ ต่อมาได้นําเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ดังกล่าวมาผสมกับสารเคลือบเมล็ด 4 สูตร ได้แก่ BS-coat1, BS-coat2, BS-coat3 และ BS-
coat4 เมื่อตรวจสอบการคงมีชีวิตรอดและประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ ตลอดจนผลกระทบ
ของสารเคลือบชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อคุณภาพของเมล็ด พบว่าหลงัจากการเก็บรักษาเมล็ดที่เคลือบ
และไว้ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 4 เดือน ยังคงพบเช้ือแบคทีเรียบรเิวณผิวเมล็ดมปีริมาณ
แบคทีเรียที่ 7x105 ถึง 10.78x106 cfu/เมล็ด และเช้ือดังกล่าวยังคงมีประสิทธิภาพในการเป็นปฏิปักษ์ต่อ
เช้ือ Botryophaeria rhodina ไม่แตกต่างจากเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis B006 ด้ังเดิม ทั้งน้ียังพบว่าสาร
เคลือบเมล็ดทีผ่สมเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ไม่มีผลกระทบต่อเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดแตง โดยมี
เปอร์เซ็นต์การงอก 95-100 เปอร์เซ็นต์ ไมแ่ตกต่างจากเมล็ดที่ไม่มีการเคลือบเมล็ด และยังพบว่าต้นกล้า
ของแตงที่ได้จากเมล็ดที่ทําการเคลือบเป็นต้นกล้าที่สมบูรณ์ ไม่พบการเจริญทีผ่ิดปกติอีกด้วย 
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2.2.2 การใช้เชื้อแบคทีเรียในการควบคุมเชื้อรา Fusarium sp. 
Larkin et al. (1998) ทําการศึกษาการใช้เช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens และ 

Burkholderia cepacia ควบคุมโรคเห่ียวที่เกิดจากเช้ือรา Fusarium sp. ในระยะต้นกล้า ผลการทดลอง
พบว่าสามารถลดการเกิดโรคได้ 30 ถึง 65 เปอร์เซ็นต์ 

Chandel et al. (2010) รายงานว่า เช้ือ Brevibacillus brevis ลดการเกิดโรคมะเขือเทศ ที่
เกิดจากเช้ือรา Fusarium oxysporum f. sp. lycopersiciได้ นอกจากนี้ยังพบว่าเช้ือดังกล่าวสามารถ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นมะเขือเทศได้อีกด้วย 

Nandhini et al. (2012) ได้ทําการทดสอบการควบคุมเช้ือรา Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici ด้วย endophytic bacteria ที่แยกจาก ราก ลําต้น ใบ และ ผล จากการทดสอบพบว่า 
endophytic bacteria ที่มปีระสิทธิภาพเป็นเช้ือปฏิปักษ์ได้แก่ Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella 
และ Citrobacter 
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บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 การแยกเช้ือ การทดสอบความสามารถในการทําใหเ้กิดโรค 
ทําการแยกเช้ือรา  Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FLO) สาเหตุโรคเห่ียวในมะเขือ

เทศและการทดสอบโรคด้วยวิธี Tissue transplanting technique จนได้เช้ือบริสุทธ์ิ จากน้ันทําการ
ตรวจสอบทางลักษณะทางสณัฐานวิทยาและจัดจําแนกเช้ือ  

การทดสอบความสามารถในการก่อโรคของเช้ือรา FOL ทําโดยนําเช้ือที่แยกได้มาทาํการเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน จากน้ันเตรียมสารแขวนลอยสปอร์ของเช้ือที่
ความเข้มข้น 1×106spore/ml การทดสอบนําต้นกล้ามะเขือเทศที่มีอายุ 3 สัปดาห์ มาทําการตัดรากเพ่ือ
ทําแผล และจุม่ลงในสารแขวนลอยสปอร์ที่เตรียมไว้เป็นเวลา 20 นาท ีย้ายปลูกลงในกระถาง เปรียบเทียบ
กับกรรมวิธีจุ่มในน้ํากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ (control) จากน้ันประเมินความรุนแรงของโรค สัปดาห์ที่ 2 หลังจาก
การปลูกเช้ือโดยให้คะแนน 0-3 คะแนน (0 = ไม่แสดงอาการของโรค 1= พืชแสดงอาการเหี่ยวช่ัวคราว/
เฉพาะเวลากลางวัน (temporary wilt) 2= พืชแสดงอาการเห่ียวถาวร (permanent wilt) 3= ต้นมะเขือ
เทศตาย )โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Marlattet al., 1996 เลือกสายพันธ์ุที่มีความรุนแรงมากที่สุดมาใช้
ในการทดลองต่อไป วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) วิธีการละ 5 ซ้ํา 
ซ้ําละ 3 ต้น  

3.2 การแยกและคัดเลือก endophytic bacteria ที่เป็นประโยชนต่์อการเจรญิของมะเขือเทศ 
  ทําการแยก endophytic bacteria จากมะเขือเทศทีม่ีความแข็งแรง โดยแยกจากราก ลําต้น กิ่ง 
และแขนงใบ โดยการนําส่วนต่างๆ ของพืช มาฆ่าเช้ือบริเวณผิวโดยการใช้แช่ ethyl alcohol 70 
เปอร์เซ็นต์ 30 วินาที จากน้ันล้างด้วยน้ํากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ ตามด้วยแช่ Clorox 10 เปอร์เซ็นต์ 2 นาที แล้ว
ล้างด้วยน้ํากลั่นน่ึงฆ่าเช้ืออีกคร้ัง และซับด้วยกระดาษซับที่ผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้วล้างด้วยนํ้ากลั่น จากน้ัน
นํามาบดด้วยโกร่ง แล้วนําสารแขวนลอยทีไ่ด้มาเจือจางไปที่ 10-1-10-4 และนําสารแขวนลอยแต่ละความ
เข้มข้นไปเพาะเช้ือด้วยวิธี pour plate technique บนอาหารเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย Nutrient agar (NA) 
บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อมีโคโลนีเกิดขึ้นทําการย้ายโคโลนีเด่ียวแต่ละโคโลนี ลงบน
อาหาร NA ด้วยการ streak plate เพ่ือให้ได้เช้ือบริสุทธ์ิ  

การคัดเลือก endophytic bacteria ทําโดยเลี้ยง endophytic bacteria ในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Nutrient broth (NB ) นําไปเขย่าด้วยเครื่อง rotary shaker เป็นเวลา 2 วัน แล้วนําไปป่ันเหว่ียงด้วย
เคร่ือง centrifuge เป็นเวลา 10 นาที นําส่วนนําส่วนที่เป็น pellet มาใช้ในการทดลอง โดยปรับความ
เข้มข้นให้เท่ากับสารละลาย Mcfaland เบอร์ 0.5 หลังจากน้ันนําสารแขวนลอยแบคทีเรียใสล่งในกระถาง
ที่เพาะต้นกล้ามะเขือเทศที่มอีายุ 3 วัน ด้วยพีทมอสที่ผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว วางแผนการทดสอบแบบ 
CRD กรรมวิธีละ 4 ซ้ํา ทาํการตรวจนับต้นกล้าที่รอดชีวิตที่ระยะเวลา 7 วัน พร้อมทั้งเก็บข้อมูลการ
เจริญเติบโตได้แก่ ความสูงของลําต้น น้ําหนักรวม นํ้าหนักราก จํานวนใบ แล้วนํามาคาํนวณหาค่าดัชนีการ
เจริญเติบโตของต้นกล้า seedling vigor index (svi) ดังสูตร 

svi = ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การงอก x ค่าเฉลี่ยนํ้าหนักรวมต่อต้น 

% svi = 
ค่า svi ทรีตเมนต์ 

X 100 
ค่า svi ชุดควบคุม 
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3.3 การคัดเลอืก endophytic bacteria ที่มีคุณสมบติัในการต่อต้านเช้ือโรค 
การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเช้ือก่อโรค ทําโดยเลี้ยงเช้ือรา FOL  ในอาหาร PDA จน

เช้ือเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยง ในส่วนของ endophytic bacteria ทําการเลี้ยงบนอาหาร NA ทําการ
ทดสอบด้วยวิธี dual culture test โดยเจาะช้ินวุ้นที่มีเช้ือก่อโรค วางบริเวณกลางจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่มี
อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA จากน้ันขีด endophytic bacteria บริเวณด้านบน ด้านซ้าย และด้านขวา ห่างจาก
ขอบจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 2 เซนติเมตร ดังภาพ บ่มที่อุณหภูมิห้อง ตรวจสอบขนาดของโคโลนีเช้ือก่อโรค
เมื่อกรรมวิธีควบคุมที่ไม่มีการขีดเช้ือเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเช้ือ วางแผนการทดลองแบบ completely 
randomized design (CRD) กรรมวิธีละ 4 ซ้ํา นําข้อมูลที่ได้มาคํานวณเปอร์เซ็นต์การยับย้ังการเจริญ 
(growth inhibition = GI) โดยใช้สูตร 

GI = C-T × 100 
C 

C = ขนาดโคโลนีของเช้ือราในจานอาหารควบคุม (control) 
T = ขนาดโคโลนีของเช้ือราในจานอาหารทดสอบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

หลังจากได้เช้ือที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดแล้วทาํการตรวจคุณสมบัติเบ้ืองต้นของ endophytic 
bacteria เพ่ือแบ่งกลุ่มเช้ือ และนําไปใช้ในการทดลองต่อไป 

3.4 การทดสอบความเหมาะสมของสารเคลือบเมล็ดพันธุ์ต่อความมีชีวิตรอดของ endophytic 
bacteria และคุณภาพเมลด็พันธุ์หลงัการเคลือบ 

(1) การเตรียมผงชีวมวล endophytic bacteria 
การเตรียมผงชีวมวล endophytic bacteria ในการเคลือบเมล็ดพันธ์ุ เตรียมตามวิธีของกุศล และพศิาล 
(2558) โดยนํา endophytic bacteria ที่จากการทดสอบในข้อ 1.2 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient 
broth (NB) ที่เติม กลูโคส 2 เปอร์เซ็นต์ บนเคร่ืองเขย่า เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง นําเช้ือแบคทีเรียดังกล่าวมา
ตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูม ิ 8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที แล้วล้างตะกอนด้วย skim milk 10 เปอร์เซ็นต์ อัตราส่วนตะกอนแบคทีเรียปฏิปักษ์ 1 กรัม ต่อ 
skim milk 5 มิลลลิิตร นําไประเหิดให้แห้งเพ่ือให้ได้ผงมวลชีวภาพเช้ือ ตรวจนับจํานวนเซลล์จากผงชีว
มวลต่อกรัม เพ่ือนําไปใช้ในการทดลองต่อไป 
  

เชื้อสาเหตุโรค endophytic bacteria ที่นํามาทดสอบ 

2 ซม. 
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(2) การเคลือบเมล็ดพันธ์ุ 
      ในการเตรียมสารเคลือบเมล็ดพันธ์ุ สารยึดเกาะที่ทําหน้าที่เป็นกาวที่ใช้ทดสอบม ี 3 ชนิด ได้แก่ 
polyvinyl pyrrolidone (PVP-K30) 3 เปอร์เซ็นต์ polyvinyl pyrrolidone (PVP-K90) และ polyvinyl 
alcohol 5 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้นํ้าเป็นตัวทําละลาย เติม polyethylene glycol (PEG) ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ เพ่ือเพ่ิมความยืดหยุ่น และเพ่ิมสีผสมอาหารเพ่ือสร้างความแตกต่างของเมล็ดพันธ์ุในแต่ละ
กรรมวิธี ในการทดลองน้ีจะใช้ endophytic bacteria เป็นสารออกฤทธ์ิ โดยข้ันตอนในการเคลือบเมลด็
พันธ์ุจะนําเมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศมาทําความสะอาดด้วย sodium hypochlorite 0.6 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
5 นาที แล้วล้างด้วยน้ํากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว 3 รอบ ผึ่งให้แห้งในตู้ปลอดเช้ือ และเคลือบเมล็ดด้วยสาร
เคลือบแต่ละสตูรที่ผสมผงมวลชีวภาพของเช้ือ อัตราสารเคลือบเมล็ดพันธ์ุ 150 มิลลลิติรต่อเมล็ดพันธ์ุ 1 
กิโลกรัม ที่ปรมิาณเซลล์แบคทีเรีย 1x108 cfu/เมล็ดพันธ์ุ ด้วยเครื่องเคลือบเมล็ดพันธ์ุแบบจานหมุนนํา
เมล็ดพันธ์ุมาลดความช้ืนให้อยู่ในระดับเดิมเก็บรักษาเมล็ดไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 (3) การตรวจนับปริมาณ endophytic bacteria  
           ทําการสุ่มเมล็ดพันธ์ุที่เคลือบแล้วจากข้อ 2.1 ตรวจนับ endophytic bacteria บริเวณเมล็ดพันธ์ุ 
โดยนํามาเขย่าด้วยเคร่ือง vortex ในนํ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ เป็นเวลา 1 นาที จากน้ันนํานํ้าที่ได้มานับจํานวน
เช้ือด้วยวิธี serial dilution plating technique ด้วยอาหาร NA วางแผนการทดลองแบบ CRD กรรมวิธี
ละ 4 ซ้ํา เปรียบเทียบกับเมล็ดพันธ์ุที่ไม่ผ่านการเคลือบ และเมล็ดพันธ์ุเคลือบโดยไม่ใส ่ endophytic 
bacteria 

 (4) การตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธ์ุ 
           ทําการสุ่มตัวอย่างเมล็ดพันธ์ุจากข้อ 2 มาตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดพันธ์ุ โดยสุ่มเมล็ดแต่ละ
กรรมวิธีมาตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธ์ุดังน้ี ความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุ ความงอกของเมล็ดพันธ์ุ ดัชนีการ
งอก ความเร็วในการงอก และความแข็งแรงของต้นกล้าโดยมีลายละเอียดดังน้ี 

       1) ความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุ 
          สุ่มเมลด็พันธ์ุที่ผ่านการเคลือบแล้ว 5 กรัม มาอบด้วยเคร่ือง Hot air oven จนน้ําหนักของ
เมล็ดมีความคงที่ จากน้ันนํามาคํานวณเปอร์เซ็นต์ความช้ืนดังสูตร 

เปอร์เซ็นต์ความช้ืน = (นํ้าหนักเมล็ดก่อนอบ-นํ้าหนักเมล็ดหลังอบ) x 100 
                 นํ้าหนักเมล็ดก่อนอบ 

2) ความงอกของเมล็ดพันธ์ุ 
           สุม่เมล็ดพันธ์ุ จํานวน 100 เมล็ด มาตรวจสอบความงอกของเมล็ดพันธ์ุ โดยใช้กระดาษเพาะ
ด้วยวิธี top of paper ที่อุณหภูมิห้อง ตรวจนับต้นกล้าที่งอกปกติ หลังจากการเพาะเมล็ดพันธ์ุ 5 และ 14 
วัน แล้วนํามาคํานวณเปอร์เซ็นต์ความงอกดังสูตร 

เปอร์เซ็นต์ความงอก  =(จํานวนต้นปกติที่งอก) x 100 
                    จํานวนเมลด็ที่เพาะ 

3) ดัชนีการงอกของเมล็ดพันธ์ุ 
            ตรวจนับตรวจนับต้นกล้าที่งอกปกติทุกวัน เป็นเวลา 14 วัน และคํานวณดัชนีการงอกของ
เมล็ดพันธ์ุดังสูตร 

ดัชนีการงอกของเมล็ดพันธ์ุ = ผลรวมของ (จํานวนต้นกล้าที่งอกปกติ) 
                              จํานวนวันหลังเพาะ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4) ความเร็วในการงอกเมล็ดพันธ์ุ 
            ความเร็วในการงอกของเมล็ดพันธ์ุคํานวณได้ดังสูตร 
ความเร็วในการงอกเมล็ดพันธ์ุ =      จ.น.ต้นกล้าปกติ 5 วันหลังเพาะ   +  จ.น.ต้นกลา้ปกติ 14 วันหลัง

เพาะ 
                                               จ.น.วันที่ตรวจนับครั้งแรก (5 วัน)     จ.น.วันที่ตรวจนับคร้ัง

สุดท้าย (14 วัน) 
หลังจากทําการตรวจสอบความเหมาะสมของสารเคลือบต่อความมีชีวิตรอดของ 

endophytic bacteria และคุณภาพเมล็ดพันธ์ุแลว้ คัดเลือกเมล็ดพันธ์ุที่เคลอืบด้วยสารเคลือบที่
เหมาะสมที่สุดไปใช้ในการทดลองต่อไป 

3.5 การทดสอบความสามารถในการควบคุมโรค และส่งเสริมการเจรญิเติบโตของเมลด็เคลือบ 
endophytic bacteria ในห้องปฏิบัติการ 

 การทดสอบในห้องปฏิบัติการทําโดยเลี้ยงเช้ือรา FOL ในอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
จากน้ันนําเช้ือดังกล่าวมาเตรียมสารแขวนลอยสปอร์ ที่ความเข้มข้น 104 สปอร์ต่อมิลลลิิตร ต่อมานําเมล็ด
พันธ์ุแช่ลงในสารแขวนลอยเช้ือก่อโรคเป็นเวลา 30 นาที แล้วนํามาเพาะด้วยวิธี top of paper จัด
แผนการทดลองแบบ split plot in CRD กรรมวิธีละ 4 ซ้าํ ซ้ําละ 100 เมล็ด ประกอบด้วย main plot 
ได้แก่ กลุ่มการทดลองที่ปลูกเช้ือ และไม่ปลกูเช้ือ 

sub plot ได้แก่ ชนิดของเมล็ดพันธ์ุ  
1) เมล็ดพันธ์ุไม่เคลือบ 
2) เมล็ดพันธ์ุเคลือบไม่ใส ่endophytic bacteria 
3) เมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วย endophytic bacteria 
4) เมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วยสารเคมี 

 ตรวจนับเมล็ดที่มีการงอกปกติหลังจากเพาะเมล็ดพันธ์ุ 5 วัน และ 14 วัน คํานวณเปอร์เซ็นต์การงอก 
วัดการเจริญเติบโตของต้นกล้า โดยวัด ความสูง จํานวนใบ นํ้าหนักต้น นํ้าหนักราก คํานวณดัชนีความ
แข็งแรงของต้นกล้า (seedling vigour index : svi) ดังสูตร 

svi = [ความยาวของลําต้น(มิลลิเมตร) x ความยาวราก]xการอยู่รอด(%) 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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LaTO01, SuLW01, SuLW02, SuLW03, SuLW04, SuLY01, SuLY02, SuLY03, SuLO01, SuRW01, 
SuRW02, SuRW03, SuRW04, SuRY01, SuRY02, SuRY03, SuRB01, SuRB01, SuKY01, LbTW01, 
LbLW01, LbRW01, LbRW02, และ LbRW03 เป็นแกรมลบ 9 ไอโซเลท ได้แก่ LaRW02, LaLW01, 
LaLW02, LaLW03, LaTY02, LaTW01, SuRY03, SuTW01 และ LbLW02  (ตารางที่ 4.1) 

ในกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวกพบลักษณะดังน้ี  
ลักษณะสีของโคโลนี  
พบโคโลนีสีขาว จํานวน 5 ไอโซเลท สีขาวขุ่นจํานวน 8 ไอโซเลท สีเหลอืงจํานวน 7 ไอโซเลท สี

เหลืองใสจํานวน 9 ไอโซเลท สีส้มจํานวน 2 ไอโซเลท และสีไข่จํานวน 1 ไอโซเลท 
ลักษณะรูปร่างโคโลนี  
พบรูปร่างกลมจํานวน 25 ไอโซเลท และรูปร่างไม่แน่นอน จํานวน 9 ไอโซเลท 
ลักษณะขอบโคโลนี  
พบขอบแบบ entire จํานวน 23 ไอโซเลท ขอบแบบ erose จํานวน 6 ไอโซเลท และขอบแบบ 

undulate จํานวน 5 ไอโซเลท 
ลักษณะผิวโคโลนี  
พบผิวเมือกจํานวน 21 ไอโซเลท ผิวเรียบจํานวน 6 ไอโซเลท และผิวขรุขระจํานวน 7 ไอโซเลท  
ลักษณะรูปร่างเซลล์  
พบรูปร่างแบบ bacillus จํานวน 26 ไอโซเลท รูปร่างแบบ coccus จํานวน 4 ไอโซเลท รูปร่าง

แบบ coccobacilli จํานวน 4 ไอโซเลท 

ในกลุ่มของแบคทีเรียแกรมลบพบลักษณะดังน้ี  
ลักษณะสีของโคโลนี  
พบโคโลนีสีขาว จํานวน 5 ไอโซเลท สีขาวขุ่นจํานวน 1 ไอโซเลท สีเหลืองจํานวน 2 ไอโซเลท 

และสีเหลืองใสจํานวน 1 ไอโซเลท  
ลักษณะรูปร่างโคโลนี  
พบรูปร่างกลมจํานวน 7 ไอโซเลท และรูปร่างไม่แน่นอน จํานวน 2 ไอโซเลท 
ลักษณะขอบโคโลนี  
พบขอบแบบ entire จํานวน 7 ไอโซเลท และขอบแบบ erose จํานวน 2 ไอโซเลท  
ลักษณะผิวโคโลนี  
พบผิวเมือกจํานวน 6 ไอโซเลท ผิวเรียบจํานวน 2 ไอโซเลท และผิวขรขุระจํานวน 1 ไอโซเลท 

(ตารางที่ 4.1 และภาพที่ 4.3) 
ลักษณะรูปร่างเซลล์  
พบรูปร่างแบบ bacillus จํานวน 1 ไอโซเลท รูปร่างแบบ coccus จํานวน 7 ไอโซเลท รูปร่าง

แบบ coccobacilli จํานวน 1 ไอโซเลท 
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ตารางที่ 4.1 ลักษณะทางสณัฐานวิทยาของ endophytic bacteria ที่แยกได้จากเน้ือเย่ือต้นมะเขือเทศ 

ไอโซเลท 
โคโลนี 

3%KOH 
test 

Gram 
staining 

รูปร่างเซลล์ สี รูปร่างโคโลนี ขอบ
โคโลนี 

ผิว 

LaRW01 ขาว กลม entire เมือก + + coccus 
LaRW02 เหลือง กลม erose เรียบ - - coccus 
LaRW03 ขาว ไม่แน่นอน undulate เรียบ + + bacillus 
LaRY01 ขาว กลม erose ขรุขระ + + bacillus 
LaKY01 เหลือง ไม่แน่นอน entire เมือก + + bacillus 
LaKY02 เหลือง กลม entire เมือก + + coccobacilli 
LaKY03 เหลืองใส กลม entire เมือก + + coccobacilli 
LaKW01 ขาว กลม entire เมือก + + coccobacilli 
LaKW02 ขาว กลม entire เมือก + + coccus 
LaLW01 ขาว กลม entire ขรุขระ - - coccus 
LaLW02 ขาว กลม entire เมือก - - coccus 
LaLW03 ขาว กลม entire เมือก - - bacillus 
LaLY01 เหลืองใส กลม entire เมือก + + bacillus 
LaLY02 เหลืองใส กลม entire เมือก + + coccus 
LaLY03 เหลืองใส กลม entire เมือก + + bacillus 
LaTY01 เหลือง กลม entire เมือก + + coccus 
LaTY02 เหลือง กลม entire เมือก - - coccus 
LaTW01 ขาว กลม entire เมือก - - coccus 
LaTO01 ส้ม กลม entire เมือก + + bacillus 
SuLW01 เหลือง กลม erose เมือก + + bacillus 
SuLW02 เหลืองใส กลม entire เมือก + + bacillus 
SuLW03 เหลือง กลม entire เมือก + + bacillus 
SuLW04 เหลือง กลม entire เมือก + + bacillus 
SuLW03 เหลือง กลม entire เมือก + + bacillus 
SuLW04 เหลือง กลม entire เมือก + + bacillus 
SuLY03 เหลืองใส กลม entire เมือก + + bacillus 
SuLO01 ส้ม กลม entire เรียบ + + bacillus 
SuRW01 ขาวขุ่น กลม undulate ขรุขระ + + bacillus 
SuRW02 ขาวขุ่น ไม่แน่นอน undulate ขรุขระ + + bacillus 
SuRW03 ขาวขุ่น กลม entire เมือก + + coccobacilli 
SuRW04 ขาว ไม่แน่นอน undulate ขรุขระ + + bacillus 
SuRY01 เหลืองใส กลม entire เมือก + + bacillus 
SuRY02 เหลืองใส กลม entire เรียบ + + bacillus 
SuRY03 เหลืองใส กลม entire เมือก - - coccus 
SuRB01 เนื้อ กลม undulate เรียบ + + bacillus 
SuTW01 ขาว ไม่แน่นอน entire เมือก - - coccobacilli 
SuKY01 เหลืองใส ไม่แน่นอน entire เมือก + + bacillus 
LbTW01 ขาวขุ่น ไม่แน่นอน erose ขรุขระ + + bacillus 
LbLW01 ขาวขุ่น ไม่แน่นอน erose ขรุขระ + + bacillus 
LbLW02 ขาวขุ่น ไม่แน่นอน erose เรียบ - - coccus เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.1 (ต่อ)  

ไอโซเลท 
โคโลนี 

3%KOH 
test 

Gram 
staining 

รูปร่างเซลล์ สี รูปร่างโคโลนี ขอบ
โคโลนี 

ผิว 

LbRW01 ขาวขุ่น ไม่แน่นอน erose เรียบ + + bacillus 
LbRW02 ขาวขุ่น ไม่แน่นอน erose ขรุขระ + + bacillus 
LbRW03 ขาวขุ่น กลม entire เรียบ + + bacillus 

 

 
ภาพท่ี 4.3 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ endophytic bacteria ที่แยกได้จากเน้ือเย่ือต้นมะเขือเทศ 

(A=โคโลนีบนอาหาร NA, B =ลักษณะโคโลนีที่กําลังขยาย 6.7 เท่า และ C =การย้อมแกรมที่
กําลังขยาย 1000 เท่า) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



15 
 

 
ภาพท่ี 4.3 (ต่อ) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.3 (ต่อ) 

 
ในการทดสอบผลต่อการเจริญเติบโต และความแข็งแรงของต้นกล้ามะเขือเทศ พบว่าเช้ือ 

endophytic bacteria ส่วนใหญไ่ม่ส่งผลกระทบทางลบต่อการเจริญเติบโตของต้นกล้ามะเขือเทศ 
นอกจากน้ียังพบว่ามี endophytic bacteria จํานวน 18 ไอโซเลท สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของและความแข็งแรงของต้นกล้าได้ประมาณ 120 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ SuRY01, LaTO01, SuLY03, 
SuTW01, LaRW01, LaTY02, SuRY02, LaLY02, LaLW02, LaTY01, LbLW02, LbRW02, SuKY01, 
SuRW04, SuRB01,SuLW01, LaKY03 และ SuRW02 ซึ่งม ี %svi เท่ากับ 139.72, 138.10, 134.64, 
130.24, 129.09, 128.63, 127.71, 127.02, 126.09, 125.40, 122.63, 122.40, 121.01,120.78, 
120.78, 120.55, 119.63 และ 119.39 ตามลําดับ (ตารางที่ 4.2)  

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.2 ผลของ endophytic bacteria ในการส่งเสริมการเจรญิเติบโตของต้นกล้ามะเขือเทศ 

ไอโซเลท 
การรอด
ชีวิต (%) 

จํานวนใบ 
ความสูง 
(ซม.) 

น้ําหนัก (กรัม) 
%svi 

ราก ต้น ท้ังหมด 
Control 100a 2.00a 6.30ab 0.089cd 0.452f 0.541ghij 100.00 
LaRW01 100a 1.95a 6.00 ab 0.136a 0.562bcd 0.698cbd 129.09 
LaRW02 95ab 1.90a 5.37ab 0.095c 0.470ef 0.565ghij 99.16 
LaRW03 95ab 2.00a 6.50ab 0.119ab 0.436 f 0.555ghij 97.41 
LaRY01 100a 1.90a 5.50ab 0.073def 0.466ef 0.537ghij 99.30 
LaKY01 100a 1.95a 5.50ab 0.073def 0.518de 0.591fgh 109.23 
LaKY02 100a 1.90a 5.37ab 0.071def 0.437f 0.508j 93.99 
LaKY03 100a 2.00a 5.62ab 0.086cdef 0.561bcd 0.647def 119.63 
LaKW01 100a 1.90a 6.00ab 0.095c 0.465ef 0.560ghij 103.46 
LaKW02 85c 1.90a 5.87ab 0.067f 0.437f 0.505j 79.30 
LaLW01 100a 1.95a 5.87ab 0.121ab 0.443f 0.565ghij 104.38 
LaLW02 100a 1.95a 5.50ab 0.120ab 0.562bcd 0.682cd 126.09 
LaLW03 100a 1.90a 6.12ab 0.124ab 0.4675ef 0.591fgh 109.23 
LaLY01 100a 1.90a 5.75ab 0.086cdef 0.436f 0.522ij 96.53 
LaLY02 100a 2.00a 5.50ab 0.126ab 0.561bcd 0.687cd 127.02 
LaLY03 100a 1.90a 5.25ab 0.095c 0.4385f 0.533hji 98.61 
LaTY01 100a 2.00a 5.62ab 0.116b 0.562bcd 0.678cd 125.40 
LaTY02 100a 1.95a 5.87ab 0.118ab 0.578bc 0.696cbd 128.63 
LaTW01 100a 1.95a 6.12ab 0.069ef 0.428f 0.497j 91.91 
LaTO01 100a 2.00 6.00ab 0.115b 0.632a 0.747ab 138.10 
SuLW01 100a 1.95 6.37 ab 0.116b 0.536cd 0.652de 120.55 
SuLW02 100a 1.95 5.87 ab 0.071def 0.441f 0.512j 94.68 
SuLW03 100a 2.00 5.75 ab 0.121ab 0.476ef 0.597efg 110.39 
SuLW04 100a 2.00 5.75 ab 0.0675f 0.477ef 0.545ghij 100.69 
SuLY01 100a 1.85 6.00ab 0.079 cdef 0.4725ef 0.551 ghij 101.84 
SuLY02 100a 1.95 6.00ab 0.086cdef 0.442f 0.528ij 97.69 
SuLY03 100a 1.90 6.00ab 0.123ab 0.606ab 0.728abc 134.64 
SuLO01 100a 2.00 6.37ab 0.0905c 0.466ef 0.561 ghij 103.69 
SuRW01 95ab 2.00 5.75ab 0.068ef 0.442f 0.511j 89.73 
SuRW02 100a 1.90 5.37ab 0.128ab 0.518de 0.646def 119.39 
SuRW03 95ab 2.00 6.37ab 0.0685ef 0.437cd 0.506j 88.85 
SuRW04 100a 2.00 6.00ab 0.115b 0.538cd 0.653de 120.78 
SuRW03 95ab 2.00 6.37ab 0.0685ef 0.437cd 0.506j 88.85 
SuRW04 100a 2.00 6.00ab 0.115b 0.538cd 0.653de 120.78 
SuRY01 100a 1.95 6.25ab 0.126ab 0.630a 0.756a 139.72 
SuRY02 100a 2.00 6.87a 0.086cdef 0.605ab 0.691cbd 127.71 
SuRY03 100a 2.00 6.62ab 0.118ab 0.466ef 0.583ghi 107.85 
SuRB01 100a 1.95 6.12ab 0.116b 0.537cd 0.653de 120.78 
SuTW01 100a 1.90 6.12ab 0.128ab 0.577bc 0.705abcd 130.24 
SuKY01 100a 2.00 6.62ab 0.118ab 0.537cd 0.655de 121.01 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2 (ต่อ) ผลของ endophytic bacteria ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้ามะเขือเทศ  

ไอโซเลท 
การรอด
ชีวิต (%) 

จํานวนใบ 
ความสูง 
(ซม.) 

น้ําหนัก (กรัม) 
%svi 

ราก ต้น ท้ังหมด 
LbTW01 100a 1.90 5.75ab 0.069ef 0.441f 0.510j 94.22 
LbLW01 90bc 1.95 5.75ab 0.086cde 0.475ef 0.562 ghij 93.53 
LbLW02 100a 1.90 5.75ab 0.126ab 0.537cd 0.663d 122.63 
LbRW01 100a 1.85 5.7ab 0.071def 0.436f 0.507j 93.76 
LbRW02 100a 1.95 5.87ab 0.086cdef 0.576bc 0.662d 122.40 
LbRW03 100a 1.95 5.87ab 0.065ef 0.443f 0.512j 94.68 
F-test *1/ ns * * * * - 
C.V. (%) 3.83 4.68 13.45 11.06 6.61 6.08 - 
1/ns =ไม่แตกต่างทางสถิติ * =แตกต่างกนัทางสถติิอย่างมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน P=0.05 โดยวิธี 

Duncan’s Multiple range test (DMRT) 
 
4.3 ประสิทธภิาพของ endophytic bacteria ในการเปน็ปฏิปักษ์ต่อเชื้อรา Fusarium 

oxysporum สาเหตุโรคเห่ียวในมะเขือเทศ 
จากการทดสอบความสามารถในการยับย้ังเช้ือรา Fusarium oxysporum พบว่ามี 

endophytic bacteria จํานวน 25 ไอโซเลท ได้แก่ LaRW01, LaRW02, LaRW03, LaRY01, LaKW02, 
LaLW01, LaLW02, LaLW03, LaLY01, LaLY02, LaTW01, LaTO01, SuLW02, SuLW03, SuLY02, 
SuLY03, SuRW01, SuRW02, SuRW03, SuRY01, SuRB01, SuTW01, LbTW01, LbLW01, 
LbLW02, LbRW01, LbRW02, และ LbRW03 ที่สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือดังกล่าวได้โดยมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (ตารางที่ 4.3) โดยมี 7 ไอโซเลท ที่มี
เปอร์เซ็นต์การยับย้ังมากกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ LaLW03, LaLY01, SuLW03, LaRY01, SuRW01, 
SuRW02, และ LbRW03 ซึง่ไอโซเลทที่ดีทีสุ่ดได้แก่ SuRW02 SuRW01 และ LbRW03 ที่มีเปอร์เซ็นต์
ยับย้ังที่  71.94, 68.33  และ 68.19 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ (ภาพที่ 4.4) 

 

 
ภาพท่ี 4.4 ผลการทดสอบ Dual-culture ของ endophytic bacteria จํานวน 7 ไอโซเลท ทีส่ามารถยับย้ัง

เช้ือรา Fusarium oxysporum ได้มากกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ (A= กรรมวิธีควบคุม, B= LaRY01, 
C=LaLW03, D=LaLY01, E= SuLW03, F= SuRW01, G= SuRW02, H= LbRW03) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.3 ประสทิธิภาพในการเป็นเช้ือปฏิปักษ์ของ endophytic bacteria จํานวน 43 ไอโซเลท ในการ
ยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือรา Fusarium oxysporum  

ไอโซเลท 
การยับยั้งเชือ้รา Fusarium oxysporum 

ขนาดโคโลนี (ซม.) เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ 
control 9.00 0.00k1/ 

LaRW01 7.00 22.22 defg 
LaRW02 6.95 22.78defg 
LaRW03 6.42 28.61cd 
LaRY01 5.71 36.53b 
LaKY01 8.77 2.50jk 
LaKY02 8.95 0.00k 
LaKY03 8.93 0.00k 
LaKW01 8.75 2.72jk 
LaKW02 8.23 8.47ij 
LaLW01 7.62 15.28ghi 
LaLW02 8.03 10.69hi 
LaLW03 6.26 30.42bc 
LaLY01 6.25 30.47bc 
LaLY02 7.53 16.25fgh 
LaLY03 7.50 16.67fgh 
LaTY01 8.92 0.00k 
LaTY02 8.87 0.00k 
LaTW01 6.56 27.08cde 
LaTO01 7.35 18.33fg 
SuLW01 8.97 0.00k 
SuLW02 7.15 20.56 efg 
SuLW03 6.16 31.53bc 
SuLW04 8.92 0.00k 
SuLY01 8.87 0.00k 
SuLY02 7.10 21.06efg 
SuLY03 6.90 23.33def 
SuLO01 9.00 0.00k 
SuRW01 2.85 68.33a 
SuRW02 2.52 71.94a 
SuRW03 8.08 10.14hi 
SuRW04 9.00 0.00k 
SuRY01 7.00 22.22 defg 
SuRY02 9.00 0.00k 
SuRY03 8.76 0.00k 
SuRB01 7.57 15.83fgh 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.3 (ต่อ  

ไอโซเลท 
การเจริญยับยั้งเช้ือรา Fusarium oxysporum 

ขนาดโคโลนี (ซม.) เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ 
SuTW01 6.98 22.36 defg 
SuKY01 9.00 0.00k 
LbTW01 7.12 20.83 efg 
LbLW01 7.28 19.028fg 
LbLW02 6.97 22.50 defg 
LbRW01 7.12 20.83 efg 
LbRW02 7.15 20.56 efg 
LbRW03 2.86 68.19a 
F-test *1/ * 
C.V. (%) 15.39 25.75 

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

 
ซึ่งจากผลการทดลองที่ผ่านมาจึงได้ทําการเลือก endophytic bacteria ไอโซเลท SuRW02 ทีม่ี

เปอร์เซ็นต์การยับย้ังสูงที่สุด และยังมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตไปใช้ในการเคลือบเมล็ด
พันธ์ุในการทดลองต่อไป 
 
4.4 ความมีชวิีตรอดของ endophytic bacteria และคุณภาพเมลด็พันธุ์ ระหว่างการเก็บรักษา 

หลังจากการเคลือบเมล็ดพันธ์ุพบว่า สารเคลือบที่ทําการเคลือบเมล็ดมีความสม่ําเสมอทั่วทั้ง
เมล็ด (ภาพที ่ 4.5) เมื่อตรวจสอบปริมาณ endophytic bacteria พบว่ามีปริมาณ endophytic 
bacteria อยู่ที่ 5.15 log cfu/กรัม การตรวจนับตลอดการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 4 เดือน พบว่า
ปริมาณเช้ือแบคทีเรียลดลงเรือ่ยๆ โดยมีปริมาณแบคทีเรียที่ตรวจนับได้ในแต่ละเดือนเท่ากับ 4.61 3.75 
2.75 และ 2.54 ตามลําดับ (ภาพที่ 4.6) 

 

 
ภาพท่ี 4.5 เมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศก่อนเคลือบและหลังเคลือบ (A=เมล็ดพันธ์ุก่อนเคลอืบ และ B=เมล็ดพันธ์ุ

หลังเคลือบ) 

A B 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.6 ปรมิาณแบคทีเรียที่เคลอืบบนเมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศตลอดการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 4 เดือน 

 
ในการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธ์ุตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 4 เดือนพบว่า 

ความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุไม่เคลือบ และเมล็ดพันธ์ุเคลือบในแต่ละกรรมวิธี เริ่มมีการเปล่ียนแปลงในเดือนที่ 2 
แต่หลังจากการเก็บรักษาเดือนที่ 4 ในทุกกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทางสถิติ แสดงให้เห็นว่าการเคลือบเมล็ด
พันธ์ุด้วย endophytic bacteria และสารเคมีแคปแทน ไม่ส่งผลต่อความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุ หลังจากเก็บ
รักษาเป็นระยะเวลา 4 เดือน (ตารางที่ 4.4) ในส่วนของความงอกของเมล็ดพันธ์ุพบว่า หลังจากการเก็บ
รักษาเมล็ดพันธ์ุในเดือนที่ 3 ความงอกของเมล็ดพันธ์ุเริ่มมีการเปลี่ยนแปลง เมื่อสิ้นสุดการทดลองเดือนที่ 4 
พบว่าเมล็ดพันธ์ุที่เคลือบด้วย endophytic bacteria มีเปอร์เซ็นต์การงอกสูงที่สุด รองลงมาได้แก่ เมล็ด
พันธ์ุที่เคลือบด้วยสารเคมีแคปแทน เมล็ดพันธ์ุที่เคลือบด้วยสารเคลือบเพียงอย่างเดียว และ เมล็ดพันธ์ุไม่
เคลือบ โดยมีความงอกที่ 93.5, 92.5, 91.25 และ 89.5 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ (ตารางที่ 4.5) 
 
ตารางที่ 4.4 ความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุที่ผ่านและไม่ผ่านการเคลือบด้วยกรรมวิธีต่างๆ หลังจากการ 
                 เก็บรักษาเป็นระยะเวลา 4 เดือน 

กรรมวิธ ี
ความชื้นของเมล็ดพันธุ์ (%) 

เดือนที ่0 เดือนที ่1 เดือนที ่2 เดือนที ่3 เดือนที ่4 
NCS1/ 6.56 7.78 7.88b 7.66b 7.96a 
CS 6.60 7.86 8.073ab 8.10ab 8.17a 
CS+B 7.18 7.62 8.32a 8.34a 8.39a 
CS+C 7.44 8.08  8.33 a  8.44a 8.51a 
F-test ns2/ ns * * ns 
C.V. (%) 8.71 17.92 8.55 4.71 9.83 

1/ NCS = เมล็ดพันธุ์ไม่เคลือบ, CS = เมล็ดพันธุ์เคลือบดว้ยสารเคลือบเพียงอย่างเดียว, CS+B = เมล็ดพันธุ์
เคลือบด้วย endophytic bacteria และ CS+C = เมล็ดพันธุ์เคลือบด้วย สารเคมีแคปแทน  

2/ns =ไม่แตกต่างทางสถิต,ิ * =แตกต่างกนัทางสถติิอย่างมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน P=0.05 โดยวิธี 
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)  

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.5 ความงอกของเมล็ดพันธ์ุที่ผ่านและไมผ่า่นการเคลือบด้วยกรรมวิธีต่างๆหลังจากการเก็บ
รักษาเป็นระยะเวลา 4 เดือน 

กรรมวิธ ี
ความงอกของเมล็ดพันธุ์ (%) 

เดือนที ่0 เดือนที ่1 เดือนที ่2 เดือนที ่3 เดือนที ่4 
NCS1/ 96.75 97.00 95.25 91.50b 89.50c 
CS 97.00 96.75 94.75 92.25ab 91.25bc 
CS+B 97.75 97.50 96.50 94.00a 93.75a 
CS+C 98.50 97.50 95.25 93.25ab 92.50ab 
F-test ns2/ ns ns * * 
C.V. (%) 1.21 1.83 1.39 1.37 1.51 

1/ NCS = เมล็ดพันธุ์ไม่เคลือบ, CS = เมล็ดพันธุ์เคลือบดว้ยสารเคลือบเพียงอย่างเดียว, CS+B = เมล็ดพันธุ์
เคลือบด้วย endophytic bacteria และ CS+C = เมล็ดพันธุ์เคลือบด้วย สารเคมีแคปแทน  

2/ns =ไม่แตกต่างทางสถิต,ิ * =แตกต่างกนัทางสถติิอย่างมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน P=0.05 โดยวิธี 
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)  

 
4.5 ประสิทธภิาพในการควบคุมโรค และส่งเสริมการเจริญเติบโตของเมล็ดเคลือบด้วย endophytic 

bacteria ในห้องปฏิบัติการ 
จากการทดสอบความสามารถในการควบคุมโรค พบว่าการใช้เมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วย endophytic 

bacteria สามารถลดการเกิดโรคได้ เช่นเดียวกับกรรมวิธีที่ใช้เมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วยสารเคมีแคปแทน ซึ่งมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติกับกรรมวิธีที่ใช้เมลด็พันธ์ุไม่เคลือบ และเคลือบด้วยสารเคลือบเพียง
อย่างเดียว โดยมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตที่ 65.5 และ 69.75 เปอร์เซน็ต์ ในขณะท่ีกรรมวิธีที่ใช้เมล็ดพันธ์ุไม่
เคลือบ และเคลือบด้วยสารเคลือบเพียงอย่างเดียว มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตที่ 30.75 และ 43.5 ตามลําดับ 
(ตารางที่ 4.6) 

ในการตรวจสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโต พบว่ากรรมวิธีที่ใช้เมล็ดพันธ์ุ
เคลือบด้วย endophytic bacteria ในกรรมวิธีปลูกเช้ือก่อโรค มีความยาวต้น และความยาวราก และมี 
%svi สูงกว่ากรรมวิธีอ่ืนๆ แสดงให้เห็นว่าสามารถช่วยส่งเสริมการเจรญิเติบโตของมะเขือเทศ (ภาพที ่4.7) 

 

 
ภาพท่ี 4.7 ความยาวของต้นกล้ามะเขือเทศที่อายุ 7 วัน (NCS = เมล็ดพันธ์ุไม่เคลือบ CS = เมล็ดพันธ์ุ

เคลือบด้วยสารเคลือบเพียงอย่างเดียว CS+B = เมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วย endophytic bacteria 
CS+C = เมล็ดพันธ์ุเคลือบด้วย สารเคมแีคปแทน) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่ 4.6 ความสามารถในการควบคุมโรค และ การเจริญเติบโตของเมล็ดเคลือบด้วย endophytic 
bacteria ในห้องปฏิบัติการ 

กรรมวิธ ี
 ความยาวต้น

(ซม.) 
ความยาวราก

(ซม.) 
การรอดชีวติ (%) %svi 

ปลูกเชื้อโรค NCS1/ 1.54cd 1.01b 30.75b 100.00 
 CS 2.33b 1.26b 43.50b 153.48 
 CS+B 3.79a 2.29a 65.50a 178.82 
 CS+C 2.30b 1.10b 69.75a 155.96 
F-test  * * * - 
C.V.(%)  24.36 25.59 25.25 - 
ไม่ปลูกเชื้อโรค NCS1/ 3.63b 2.35b 97.00 100.00 
 CS 3.83b 2.68ab 96.75 112.78 
 CS+B 5.33a 3.06a 97.50 151.20 
 CS+C 4.15a 2.47b 97.50 118.95 
F-test  *2/ * ns - 
C.V. (%)  15.68 19.09 1.21 - 

1/ NCS = เมล็ดพันธุ์ไม่เคลือบ, CS = เมล็ดพันธุ์เคลือบดว้ยสารเคลือบเพียงอย่างเดียว, CS+B = เมล็ดพันธุ์
เคลือบด้วย endophytic bacteria และ CS+C = เมล็ดพันธุ์เคลือบด้วย สารเคมีแคปแทน  

2/ns =ไม่แตกต่างทางสถิต,ิ * =แตกต่างกนัทางสถติิอย่างมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน P=0.05 โดยวิธี 
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)  
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บทท่ี 5 
วิจารณ์ผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 วิจารณผ์ลการทดลอง 

การทดลองคร้ังน้ีได้ทําการแยกเช้ือราสาเหตุโรคจากต้นมะเขือเทศที่แสดงอาการของโรคเหี่ยว โดย
เช้ือที่ได้คือ เช้ือรา F. oxysporum ที่มีลักษณะสอดคล้องกับรายงานของ Nirmaladevi et al. (2016) ที่ได้
รายงานว่า เช้ือรา Fusarium oxysporum จะมีลักษณะเส้นใยสีอ่อน โดยจะมีต้ังแต่สีขาวจนถึงสีชมพู 
บางครั้งอาจมีสีม่วง มีการสร้างสปอร์ 3 ชนิด ได้แก่ macroconidia, microconidia และ 
chlamydospores โดย macroconidia จะมีลักษณะเรียวยาวคล้ายเสี้ยวพระจันทร์ มีผนังก้ันสปอร์ 3-5 
เส้น microconidia มีลักษณะเป็นรูปไข่ โดยปกติจะไม่มีเส้นกั้นสปอร์หรือมีเพียง 1 เส้น และ 
chlamydospores มีลักษณะทั้งผิวเรียบ และขรุขระ มักจะเกิดแบบเด่ียว เป็นคู่หรือเป็นห่วงโซ่ และเมื่อทํา
การทดสอบความสามารถในการทดสอบโรคพบอาการเหี่ยว และท่อลําเลียงนํ้าเป็นสีนํ้าตาลเช่นเดียวกับ
รายงานของ Abdallah et al. (2016) 

การแยก endophytic bacteria จากเน้ือเย่ือ ลําต้น ราก และใบ ของต้นมะเขือเทศที่มีความ
แข็งแรง พบว่าสามารถแยกได้ทั้งหมดจํานวน 43 ไอโซเลท หลังจากตรวจสอบ gram stain พบว่ามีจํานวน
แกรมบวก 34 ไอโซเลท และ แกรมลบ 9 ไอโซเลท เมื่อนํา endophytic bacteria ทั้งหมดที่แยกได้ไป
ทดสอบกับต้นกล้ามะเขือเทศพบว่า ไม่ส่งผลอันตรายต่อต้นกล้ามะเขือเทศ ซึ่ง Bacon และ White (2000) 
และ Hundley. (2005) ได้อธิบายเกี่ยวกับ endophytic bacteria ไว้ว่าเป็นแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในเน้ือเยื่อ
ของพืชโดยไม่ส่งกระทบทางลบต่อพืช ในบางสายพันธ์ุยังพบว่าสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญเติบแก่พืชได้
อีกด้วย ซึ่งในการศึกษานี้ยังพบว่า ในบางไอโซเลทสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตแก่ต้นกล้ามะเขือเทศ
โดยพบว่ามี endophytic bacteria จํานวน 18 ไอเลท จากจํานวน 43 ไอโซเลท ได้แก่ SuRY01, LaTO01, 
SuLY03, SuTW01, LaRW01, LaTY02, SuRY02, LaLY02, LaLW02, LaTY01, LbLW02, LbRW02, 
SuKY01, SuRW04, SuRB01,SuLW01, LaKY03 และ SuRW02 ที่ม ี%svi ในช่วง 119-139 เปอร์เซ็นต์ 
สอดคล้องกับรายงานของ Khan et al. (2014) ที่ได้รายงานว่าต้นมะเขือเทศที่มีการปลูก endophytic 
bacteria สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตได้ โดยสามารถเพิ่มความยาวราก ปริมาณคลอโรฟีลล์ ความ
สูง และน้ําหนักรากได้ นอกจากน้ียังมีรายงานของ Kaewkham et al. (2016) ที่พบว่าการใช้เมล็ดพันธ์ุ
แตงกวาเคลือบร่วมกับเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่ปริมาณ 1×107 cfu สามารถทําให้เมล็ดมีความ
งอก ความยาวต้น ความยาวราก ดีมากกว่าเมล็ดไม่เคลือบ ซึ่งจากรายงานของ Abdallah et al. (2016) 
พบว่า endophytic bacteria สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นมะเขือเทศได้ โดยจากการตรวจสอบ
พบว่าเช้ือดังกล่าวสามารถสร้างสารกระตุ้นการเติบโตของพืช ได้แก่ indole-3-acetic acid (IAA) โดยสาร
ดังกล่าวจะช่วยกระตุ้นการยืดตัวของเซลล์ การแบ่งเซลล์ และการเปลี่ยนสภาพของเซลล์ (Shahab et al., 
2009) ส่งผลให้พืชเจริญได้ดี นอกจากน้ียังพบว่าแบคทีเรียสามารถผลิตฮอร์โมนชนิดอ่ืนๆได้ เช่น 
Cytokinin, Ethylene, Gibberelin และ 1-Aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase เป็นต้น 
(Noel et al., 1996) โดย Glick (2012) และธิดารัตน์ (2560) ได้รายงานว่านอกจากการผลิตฮอร์โมนพืช
แล้ว ยังมีกลไกอ่ืนๆอีก ได้แก่ การตรึงไนโตรเจน การละลายธาตุอาหารพืช การสร้างซิเดอร์โรฟอร์ 
(siderophore) การสร้างสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช การสร้างสารปฏิชีวนะยับย้ังเช้ือราโรคพืช ทํา
ให้พืชเจริญเติบโตได้ดี  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ในการศึกษาการควบคุมโรคเห่ียวที่เกิดจากเช้ือรา Fusarium sp. ในมะเขือเทศครั้งน้ีพบว่า มี 
endophytic bacteria 25 ไอโซเลท จาก 43 ไอโซเลท ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเช้ือรา 
F. oxysporum ในการทดสอบด้วยวิธี dual culture test มีจํานวน 3 ไอโซเลท ที่มีเปอร์เซ็นต์การยับย้ังสูง
กว่า 60 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ SuRW02, SuRW01 และ LbRW03 โดยเปอร์เซ็นต์ยับย้ังที่ 71.94, 68.33 และ 
68.19 เปอร์เซน็ต์ ตามลําดับ ซึ่งมีงานวิจัยหลายๆฉบับทีศ่ึกษาเรื่องการนํา endophytic bacteria มาใช้ใน
การควบคุมโรคได้อย่างมีประสทิธิภาพ (Monda, 2002; Akköprü และ Demir, 2005; Moretti et al., 
2008) เช่นเดียวกับในการศึกษาคร้ังน้ี นอกจากน้ียังพบว่า endophytic bacteria มีกลไกในการยับย้ังเช้ือรา 
F. oxysporum คือ กลไกการสร้างสารปฏิชีวนะ (Antibiosis) สังเกตจากการพบบริเวณยับย้ัง (clear zone) 
ระหว่างเช้ือสาเหตุโรคและ endophytic bacteria และกลไกการแข่งขัน (Competition) สังเกตได้จากการที ่
endophytic bacteria สามารถเจรญิบนจานอาหารเลีย้งเชื้ออย่างรวดเรว็ทําให้เช้ือรา F. oxysporum ไม่
สามารถเจริญต่อไปได้ จากรายงานวิจัยของ Nandhini et al (2012) และ Patel et al. (2012) ที่ใช้ 
endophytic bacteria ที่แยกได้จากมะเขือเทศในการควบคุม F. oxysporum พบว่าเช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ี
มีการสังเคราะห์สาร allelochemicals ต่างๆ ที่มีบทบาทการต่อการเจริญเติบโตของเชื้อโรค และอาจมีการ
สร้าง chitinase และ β -1,3-glucanase ที่เก่ียวข้องกับการย่อยผนังเซลล์เช้ือรา ซึ่งงานวิจัยของ Bibi et 
al. (2012) และ Wang et al. (2013) ได้รายงานว่า endophytic bacteria หลายชนิด ได้แก่ Bacillus, 
Micrococcus, Microbacteruim, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Acinetobacter, 
Burkholderia, Enterobacter และ Serratia สามารถผลิตสารดังกล่าวเพ่ือยับย้ังการเจริญของเช้ือรา
สาเหตุโรคได้ นอกจากนั้นยังมีงานวิจัยที่พบว่า endophytic bacteria สามารถควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคพืช
หลายชนิด เช่น Sclerotium rolfsii, Colletotrichum capsici, Pythium sp.และ Verticillium dahlia 
(Nejad and Johnson. 2000; Amaresan et al.,2012 and Nandhini et al.,2012) 

การศึกษาในคร้ังน้ีได้คัดเลือก endophytic bacteria ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือรา 
F. oxysporum สูงที่สุด และ มีความสามารถในการช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต คือ ไอโซเลท SuRW02 ที่
มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเช้ือรา F. oxysporum 71.94 เปอร์เซ็นต์ และสามารถส่งเสริม
การเจริญได้ 119 เปอร์เซ็นต์ มาใช้ในการเคลือบเมล็ดพันธ์ุ โดยการเคลือบเป็นเทคโนโลยีที่มีการพัฒนาขึ้น
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของเมล็ดพันธ์ุ การนํา endophytic bacteria มาเคลือบเมล็ดจะช่วยให้แบคทีเรียยึด
ติดกับเมล็ด โดยไม่หลุดระหว่างการเคลื่อนย้าย ซึ่งหลังจากการทดลองเก็บรักษาเมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศ
เคลือบด้วย SuRW02 เป็นเวลา 4 เดือน พบว่ายังคงรักษาระดับของแบคทีเรียไว้ได้ระดับหน่ึง แต่ปริมาณ
แบคทีเรียลดลงเรื่อยๆ จาก 4.61 เป็น 2.54 log cfu/กรัม ซึ่งเป็นผลมาจากการเคลือบเมล็ดน้ัน
ส่วนประกอบของสารเคลือบไม่มีสารอาหารที่เพียงพอต่อกาดํารงชีวิตของแบคทีเรีย ส่งผลให้ปริมาณของ
แบคทีเรียลดลง (ธิดารัตน์, 2560) อย่างไรก็ตามการคงให้ปริมาณความมีชีวิตรอดแบคทีเรียมีมากกว่าน้ี อาจ
ต้องใช้วิธีการพอกแทนการเคลือบ และอาจเสริมสารอาหารที่จําเป็นต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียลงไป
ด้วย ในด้านคุณภาพของเมล็ดพันธ์ุ หลังจากการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 4 เดือน การเคลือบเมล็ดด้วย
กรรมวิธีต่างๆไม่ส่งผลทางด้านลบต่อความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุ ในส่วนของความงอกของเมล็ดพันธ์ุเริ่มมีการ
เปลี่ยนแปลงในเดือนที่ 3 พบว่าในเมล็ดพันธ์ุที่ผ่านเคลือบด้วย SuRW02 มีเปอร์เซ็นต์การงอกสูงกว่า
กรรมวิธีอ่ืนๆ สอดคล้องกับรายงานของ O’Callaghan et al. (2006) ทีไ่ด้ทําการเคลือบเมล็ดพันธ์ุหัวหอม
ด้วย Pseudomonas fluorescens F113 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 70 วัน พบว่าเมล็ดพันธ์ุยังคงมี
ความงอกที่ดีเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีอ่ืนๆ ซึ่งเป็นการยกระดับคุณภาพเมล็ดพันธ์ุได้  
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ในการทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคในห้องปฏิบัติการ พบว่า การใช้เมล็ดพันธ์ุที่เคลือบ
ด้วย endophytic bacteria สามารถลดการเกิดโรคและความรุนแรงของโรคได้เช่นเดียวกับการเคลือบด้วย
สารเคมีแคปแทน จากรายงานของ Wang et al. (2013) ได้รายงานว่า endophytic bacteria สามารถลด
โรคเหี่ยวที่เกิดจากเชื้อ Fusarium sp. ของมะเขือเทศได้อย่างน้อย 75% โดย endophytic bacteria 
สามารถยับย้ังเช้ือโรคทางอ้อม โดยจะทําการการส่งเสริมการเจริญเติบโตให้พืชมีความแข็งแรง ทําให้เช้ือโรค
ไม่สามารถเข้าทําลายพืชได้ ซึ่งเมื่อพิจารณาผลการทดลองพบว่าการใช้เมล็ดพันธ์ุที่เคลือบด้วย endophytic 
bacteria มีการเจริญเติบโตท่ีสูงกว่ากรรมวิธีอ่ืนๆ เป็นไปได้ว่าการที่ต้นพืชแข็งแรงจะช่วยป้องกันการเข้า
ทําลายของเช้ือได้ นอกจากน้ี ธิดารัตน์ (2560) ยังได้อธิบายไว้ว่าการเคลือบเมล็ดพันธ์ุด้วยแบคทีเรียที่เป็น
ประโยชน์จะสามารถช่วยลดการเกิดโรคได้ โดยจะช่วยป้องกันการเข้าทําลายของเช้ือสาเหตุโรคก่อนและ
หลังการงอกของเมล็ดพันธ์ุ จากกลไกต่างๆที่เช้ือปฏิปักษ์สร้างขึ้นเช่น การสร้างสารปฏิชีวนะ การสร้างสาร
เมแทบอไลต์ที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือรา การสร้างเอนไซม์ต่าง การแข่งขันกับเช้ือสาเหตุโรค รวมท้ัง
เหน่ียวนําความต้านทานในพืช เป็นต้น นอกจากน้ียังมีรายงานวิจัยหลายๆ ฉบับที่ได้ทําการศึกษาเก่ียวกับ
การใช้เมล็ดเคลือบจุลินทรีย์มาใช้ในการควบคุมโรค โดยพบว่าการใช้จุลินทรีย์ในการเคลือบเมล็ดพันธ์ุ
สามารถลดการเกิดได้ โดยมี รายงานของ Hu et al. (2011) ได้ทําการทดลองโดยปลูกเมล็ดผักกาดใน 2 
พ้ืนที่ในประเทศจีนที่ได้รับผลกระทบจากเช้ือ Sclerotinia sclerotiorum พบว่าเมล็ดที่ทําการเคลือบเมล็ด
รว่มกับเช้ือ Bacillus subtilis Tu-100 มีประสิทธิภาพในการลดโรคที่เกิดจากเชื้อ Sclerotinia 
sclerotiorum เห็นได้จากนํ้าหนักแห้ง ดัชนีการเกิดโรค อัตราการเกิดโรค และผลผลิต เมื่อเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีที่ไม่มีการเคลือบเมล็ด และการเคลือบเมล็ดเพียงอย่างเดียว รายงานวิจัยของ Elad et al., 1982 
ได้ระบุว่าการใช้เมล็ดฝ้ายเคลือบด้วยเช้ือรา Trichoderma spp. สามารถลดการเกิดโรคที่เกิดจาก 
Rhizoctonia solani ได้ถึง 83 เปอร์เซ็นต์ ในการปลูกภายในโรงเรือน และ.ยังมีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคในสภาพแปลงปลูก โดยความรุนแรงของโรคลดลง 47-60 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไม่แตกต่างจากการใช้ 
pentachloronitrobenzene นอกจากนี้รายงานของ สุพจน์ และคณะ (2554) ยังรายงานว่าการเคลือบ
เมล็ดข้าวโพดด้วยเช้ือ Bacillus amyloliqucfaciens KPS46 สามารถลดการเกิดโรคใบขีดที่เกิดจากเช้ือ
แบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. avenae (Aaa) ที่ปนเป้ือนในเมล็ดพันธ์ุ และในสภาพแปลงปลูก
ข้าวโพดได้ โดยสามารถลดการเกิดโรคถึง 68.31 เปอร์เซ็นต์ และยังมีรายงานว่าการเคลือบเมล็ดด้วย 
Pseudomonas fluorescent สามารถลดการเกิดโรค Charcoal rot ที่เกิดจากเช้ือ Macrophomina 
phaseolina ในถั่วลิสงได้ โดยสามารถลดอาการของโรคได้มากถึง 61-70 เปอร์เซ็นต์ ที่ 30-105 วัน
หลังจากปลูก นอกจากนี้เช้ือดังกล่าวยังสามารถเพ่ิมผลผลิตของถั่วลิสงได้ (Shweta et al., 2008) งานวิจัย
ของ Kaewkham et al. (2016) ที่ได้ศึกษาการควบคุมเช้ือรา Didymella bryoniae สาเหตุโรค gummy 
stem blight ในเมล็ดพันธ์ุแตงกวาด้วยการใช้เมล็ดพันธ์ุที่เคลือบด้วยเช้ือ Bacillus subtilis พบว่าการ
เคลือบด้วยปริมาณเช้ือแบคทีเรีย 1×105 และ 1×107 cfu สามารถลดการเกิดโรคระยะต้นกล้าได้ โดยพบว่า 
มีระดับความรุนแรงของโรคเพียง 25 เปอร์เซ็นต์ และ 23 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ ในขณะที่เมล็ดไม่ได้เคลือบ
มีระดับความรุนแรงการเกิดโรคสูงถึง 47 เปอร์เซ็นต์ และรายงานของ วรรณวิไล และคณะ (2554) พบว่า
การเคลือบเมล็ดคะน้าด้วยเช้ือรา Gliocladium virens ที่ความเข้มข้น 107 สปอร์/มิลลิลิตร เพ่ือลดโรคเน่า
คอดินจากเชื้อ Pythium aphanidermatum เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 190 วัน 
สามารถควบคุมโรคเน่าคอดิน ที่มีสาเหตุจากเช้ือ P. aphanidermatum ได้ดีเท่ากับการใช้สารเคมี 
metalaxyl ซึง่นอกจากน้ียังมีงานวิจัยหลายอ่ืนๆที่ได้ผลเช่นเดียวกัน ได้แก่ การเคลือบเมล็ดแตงด้วยเช้ือ 
Bacillus subtilis เพ่ือป้องกันโรคยางไหลที่เกิดจากเช้ือ Botryosphaeria rhodina การเคลือบเมล็ดหัว
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หอมด้วยเช้ือ Pseudomonas fluorescens เพ่ือป้องกันโรคเน่าคอดินที่เกิดจากเช้ือ Pythium ultimum 
เป็นต้น (กุศล และพิศาล, 2555; O’Callaghan et al., 2006) 
 
5.2  สรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาการแยก endophytic bacteria จากราก ลําต้น และใบ ของต้นมะเขือเทศที่
แข็งแรง พบว่าเช้ือแบคทีเรียที่แยกได้ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่ส่งผลกระทบต่อการเจริญของ
ต้นกล้ามะเขือเทศ ในบางไอโซเลทสามารถส่งเสริมการเจริญของต้นกล้ามะเขือเทศได้ เมื่อนํา 
endophytic bacteria มาทดสอบความสามารถในการยบัย้ังเช้ือรา Fusarium oxysporum สาเหตุโรค
เห่ียวในมะเขือเทศ พบว่าจากจํานวน endophytic bacteria 43 ไอโซเลท ม ี3 ไอโซเลท ทีม่ีเปอร์เซ็นต์
การยับย้ังมากกว่า 60 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ SuRW02, SuRW01 และ LbRW03 ในการทดลองคร้ังน้ี 
endophytic bacteria มีกลไกในการยับย้ังการเจริญของเช้ือ F. oxysporum 2 แบบ คือการสร้างสาร
ปฏิชีวนะ และกลไกการแข่งขัน หลังสิ้นสุดการทดสอบได้ทําการคัดเลือก  endophytic bacteria ไอโซ
เลท SuRW02 มาใช้ในการเคลือบเมล็ดพันธ์ุต่อไป 

ในการทดสอบความสามารถในการลดการเกิดโรคพบว่า ในการทดลองในห้องปฏิบัติการ พบว่า
เมล็ดพันธ์ุที่เคลือบด้วย endophytic bacteria สามารถลดการเกิดโรคได้มีประสิทธิภาพเช่นเดียวกับ 
เมล็ดพันธ์ุที่เคลือบด้วยสารเคมีแคปแทน แต่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ใช้
เมล็ดพันธ์ุไม่เคลือบ นอกจากน้ียังพบว่าเมล็ดพันธ์ุที่เคลือบด้วย endophytic bacteria สามารถช่วย
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้ามะเขือเทศได้อีกด้วย  

หลังจากการเก็บรักษาเมล็ดพันธ์ุเป็นระยะเวลา 4 เดือน พบว่า endophytic bacteria ที่เคลือบ
บนเมล็ดพันธ์ุมีปริมาณลดลงเรื่อย ในทุกๆเดือน ดังน้ันไม่ควรเก็บไว้เป็นระยะเวลานาน ในส่วนคุณภาพ
เมล็ดพันธ์ุการเคลือบเมล็ดพันธ์ุด้วย endophytic bacteria ไม่ส่งผลกระทบต่อความช้ืนของเมล็ดพันธ์ุ 
และยังมีเปอร์เซ็นต์การงอกสูงกว่ากรรมวิธีอ่ืนๆ เมื่อทําการเก็บรักษามาแล้ว 4 เดือน 

ดังน้ันจากผลการทดลองเมล็ดพันธ์ุที่เคลือบด้วย endophytic bacteria สามารถช่วยลดการเกิด
โรคเห่ียวที่เกิดจากเช้ือรา Fusarium sp. ได้ และยังสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญของต้นมะเขือเทศได้อีก
ด้วย แต่ในการนํามาใช้ไม่ควรเก็บรักษาเป็นระยะเวลายาวนาน เน่ืองจากปริมาณแบคทเีรียที่ทําการเคลือบ
มีปริมาณลดลง ซึ่งจะส่งผลต่อประสิทธิภาพในการลดการเกิดโรค และส่งเสริมการเจริญเติบโต 
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 

ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อเน่ืองจากงานวิจัยที่รายงานไว้ในวิทยานิพนธ์ครั้งน้ีอย่างน้อย 2 เร่ืองคือ 
1. ศึกษาวิธีการเคลือบเมล็ดพันธ์ุที่สามารถคงระดับจํานวนประชากร endophytic becteria 

ให้สามารถเก็บรักษาได้ยาวนานขึ้น 
2. ศึกษาวิธีการนํา endophytic bacteria ไปใช้ประโยชน์ในการเพ่ิมคุณภาพเมลด็พันธ์ุโดย

วิธีการอ่ืนๆ ที่มีประสิทธิภาพ 
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บทท่ี 6   
สรุปผลผลติงานวิจัย 

 
6.1  เผยแพร่ผลงาน และตีพิมพใ์นการประชุมวิชาการ 
Prasom, P., Sikhao, P., and Koohakan, P. 2017. In Vitro Study of Endophytic Bacteria 

Isolated from Tomato Plant against Fusarium oxysporum. International Journal of 
Agricultural Technology.Vol. 13(7.1): 1217-1230 

 [ฐานข้อมูล TCI กลุ่ม 1] 
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แบบรายงานการใช้จ่ายเงินโครงการวิจยั 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
รายงานการเงินคร้ังสุดท้ายรอบ 12 เดือน ประจําปีงบประมาณ 2561 

 แหล่งงบประมาณแผนดิน  )แบบปกติ(   แหล่งเงินรายได ้
ชื่อโครงการ )ภาษาไทย(  การทดสอบประสิทธิภาพของ endophytic bacteria ในการเคลอืบเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศ เพื่อลด
การเกิดโรคเหี่ยวที่เกิดจากเชื้อฟูซาเรียม 
(ภาษาอังกฤษ) Testing on the efficiency of endophytic bacteria as seed coating for Fusarium wilt disease 
reduction in tomato  
ชื่อ-สกุลหัวหน้าโครงการวิจยัผู้รับทุน/ผู้วจิัย รศ.ดร. พรหมมาศ  คูหากาญจน ์
รายงานในช่วงต้ังแต่วันที ่ 1 ตุลาคม 2560 ถึงวันที่  30 กันยายน 2561  
ระยะเวลาดําเนินการ 1 ปี เดือนตัง้แต่วันที ่    1 ตุลาคม 2560 ถึงวันที่   30 กันยายน 2561  

ข้อมูลการรายงานค่าใช้จ่ายงบประมาณโครงการวิจัย 

1. การเบิกจ่ายงบประมาณ (กรณีการจ่ายเงินถ้าจ่ายงวดเดียวให้ลบข้อที่ไม่เก่ียวข้องออก) 
งวดที่ 1  59,500     บาท     85       % วันท่ีได้รับอนุมัติให้เบิกจ่ายเงิน )ว/ด/ป(  20 กันยายน 2560 
งวดที่ 2  10,500     บาท       15      % วันท่ีได้รับอนุมัติให้เบิกจ่ายเงิน )ว/ด/ป(   28 กุมภาพันธ์ 2561  
 

2. สรุปงบประมาณค่าใช้จ่ายที่ใช้นับต้ังแต่เริ่มทําการวิจัยถึงปัจจุบัน (จําแนกตามหมวดค่าใช้จ่าย) 

หมวดค่าใช้จ่าย งบประมาณรวม 
ทั้งโครงการ ค่าใช้จ่าย )บาท(  คงเหลือ 

(หรือเกิน) 
งบบุคลากร:ค่าจา้งชั่วคราว    60,000.00 60,000.00 0.00 

งบดําเนินงาน    

ค่าตอบแทน - - - 
ค่าใช้สอย           
ค่าวัสดุ          10,000.00 10,100.00 (100.00) 
ค่าสาธารณูปโภค  - - - 

งบลงทุน: ค่าครุภัณฑ์ - - - 
รวม 70,000.00 70,100.00 (100.00) 

 
 
 
     
(    ) 
ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
     

     
(    ) 

ลงนามเจ้าหน้าท่ีการเงิน/เจ้าหน้าท่ีท่ีเกี่ยวข้อ 
 

รหัสโครงการ/รหัสสัญญา 2561-01-04-013
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In this study, 43 isolates of endophytic bacteria isolated from healthy tomato plants against 
Fusarium oxysporum, which causes Fusarium wilt disease of tomato, was studied. Initially 
effects of endophytic bacteria on the growth of tomato seedlings were tested. The results 
showed that most endophytic bacteria did not affect the growth of tomato seedlings. 
Characterization by gram staining revealed that most of them were gram-positive bacteria. 
Subsequently they were tested on the antagonistic activity against Fusarium oxysporum by dual 
culture technique. It was found that only seven isolates showed the ability to inhibit the 
pathogen more than 30 percent. The best isolates including SuRW02 SuRW01 and LbRW03 
were highest inhibition percentage of 71.94, 68.33 and 68.19%, respectively. The potential 
isolates found in this study will be further study and develop for coating tomato seed which an 
alternative method to control Fusarium wilt disease in the future. 
 
Keywords: endophytic bacteria, Fusarium oxysporum, Tomato 
 
Introduction 
 

Fusarium oxysporum causes Fusarium wilt in tomato is a major pathogen 
affecting tomato production. The symptoms of this disease include wilting, 
chlorosis, and stunted seedling. As a result, the plants die or got lower yields 
(Hussain et al., 2016). Agriculturists had many controlled measures by using 
several methods, including cultural technique and chemical application. 
Especially the use of chemicals has been widely used. Although the use of 
chemicals is effective in controlling the disease, this medthod is harmful to 
organisms and the environment. Therefore, safe strategies would be used in the 
management of this disease. 

Biological control has been reported as a potential for the management of 
several disease. It consists of a variety of antagonistic microorganisms which 
have activity for controlling of various plant pathogens, including Fusarium 
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wilt pathogen (Larkin and Fravel., 1998). Among of that endophytic bacteria is 
one of the benefit microbial, which is a group of microorganisms that live in 
healthy plant tissue and did not negative effect on plant (Bacon and White, 
2000; Hundley, 2005). Several studies of biological control by endophytic 
bacteria have shown that they were able to suppress the pathogen of bacterial 
wilt disease in tomato (Purnawati et al., 2014). Also, inoculation with bacterial 
endophytes has been demonstrated to reduce disease symptoms caused by 
vascular wilt pathogens such as Verticillium dahlia and Fusarium oxysporum f. 
sp. lycopersici (Sacc.) (Nejad and Johnson., 2000). Nandhini et al. 2102( ) also 
reported that endophytic bacteria isolated from root, stem, leaves and fruits of 
healthy tomato plants can control Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. 
Therefore, this research presents the results of in vitro antagonistic activity of 
endophytic bacteria against Fusarium oxysporum and useful information for 
alternative biological control strategy in the future. 
 Objectives: Isolation and screening of endophytic bacteria that has potential 
to control Fusarium oxysporum. Selection potential isolate for further study as 
seed bio-coating of Fusarium wilt management in the future. 

 
Materials and methods  
 
Isolation of Fusarium oxysporum and pathogenicity tests 
 

Fusarium oxysporum was isolated from tomato plant exhibiting 
symptoms of Fusarium wilt by tissue transplanting technique. Identification 
was checked based on morphological characteristics. 

Pathogenicity tests: Fungal pathogens were grown for 7 days on Potato 
dextose agar (PDA). Then the spore suspension at concentration of 106 spore / 
ml was prepared for this test. Tomato seedlings at 3 weeks of age were test by 
root dip technique (cut roots and dip into the spore suspension for 20 minutes), 
before transplanted into planting bag, and compared with dipping in sterile 
distilled water (control). Disease severity was evaluated at 2 week after 
inoculation by 0-3 scoring which modified from Marlatt et al. (1996); where 0 
= healthy, 1 = temporary wilt,  2 = Permanent wilt and  3= plant die. Most 
violent isolate was selected to be used in next experiments. The experimental 
design was completely randomized design (CRD) with 5 replications. 
 
Isolation and screening of beneficial endophytic bacteria for tomato plant 
 

Isolation of endophytic bacteria was done from root, stem and leaves of 
healthy tomato plants. All parts of plants were surface disinfected by soaking in 
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70 % ethyl alcohol for 30 sec., washed with sterile distilled water, follow by 
soaking in 5% sodium hypochlorite for 2 min then washed again with sterile 
distilled water and dried on sterile filter paper. After surface disinfected, each 
sample was ground by sterile mortar and prepared the suspension to 10-1-10-4.  
Then each dilution of suspensions were cultured by pour plate technique on 
nutrient agar (NA) and incubated for 48 h at room temperature. Single colony 
occurred on the culture was move onto NA by streak plate technique to obtain 
pure colony. Morphological examination consists of colony shape, colony color, 
cell shape, and gram test by using 3%KOH and gram stain were also examined. 

Screening for beneficial endophytic bacteria: All isolates obtained from 
healthy tomato plant was cultured in nutrient broth (NB) and incubated on 
rotary shaker for 48 hr. The culture was collected and centrifuged at 5000 rpm 
for 10 minutes to obtain the bacterial pellet and prepared to bacterial suspension 
which adjusted the concentration equal to 0.5 Mcfarland standard solution 
turbidity. A 10 ml of bacterial suspensions were added to the pots of tomato 
seedlings at 3 day of age grown in sterilized peat moss. The experimental 
design was completely randomized design (CRD) with 4 replications. After 7 
days of inoculation with endophytic bacteria, the seedlings survived and the 
growth data was collected. The growth data including stem height, stem weight, 
root weight, total weight and number of leaves. Data were calculated for growth 
index of seedling vigor index (svi) as following formula:  

svi = Average germination percentage x Average weight per plants 

% svi = 
svi of  treatment 

X 100 svi of control 
 
In vitro antagonistic activity of endophytic bacteria against Fusarium 
oxysporum 
 

Fusarium oxysporum was cultured on PDA for 7 days. Endophytic 
bacteria were cultured on NA for 2 days. Antagonistic activity was evaluated 
by using dual culture technique on petridis containing PDA medium. The agar 
plug of pathogen was placed at the center of culture medium and endophytic 
bacteria were parallel streaked on the left and right sides of the pathogen at 2 
cm. length from the edge of the plate then incubated at room temperature.  
Control plates were streaked with sterile distilled water. Evaluation of mycelial 
growth inhibition when pathogen grown full in control plate. 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 antagonist plate. The experimental 
design was completely randomized design (CRD) with 4 replications. 
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Statistical analysis 
 
   The results were subjected to the analysis of variance and means were 
separated according to the Duncan’s multiple range test at P ≤0.05. 
 
Results 
 
Pathogen and pathogenicity 
 

Fusarium oxysporum isolated from tomato wilt disease plants were found 
the mycelium is delicate white to pink and produce charmadospore 
microconidia and macroconidia. Macroconidia have three-septate. (Figure1). In 
pathogenicity tests, the tomato showed symptom of permanent wilting to dead 
and browning of the vascular tissues after 7 days of inoculation (Figure2). The 
evaluation showed that the disease severity was 2.4 and the disease incidence 
was 80%. 

 

 
Figure 1. Morphology of Fusarium oxysporum (A =colony B = microconidia 
and macroconidia C = charmadospore) 
 

 
Figure 2. Symptom of wilt disease on tomato seedling at 7 days after inoculation 
(A =control B = inoculation with Fusarium oxysporum C = browning of the 
vascular tissues) 
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Morphological characteristics and effects on growth and seedling vigor of 
endophytic bacteria 
 

Fourty three isolates of endophytic bacteria isolated from each part of 
healthy tomato plants (root leaves and stem) was found to have a variety of 
morphological characteristics. Most of them were gram-positive bacteria, which 
was divers in colony characteristic as shown detail in Table 1 and Figure3. 

In addition, 43 isolates of endophytic bacteria were tested on tomato 
seedlings. The results showed that most endophytic bacteria did not affect the 
growth of tomato seedlings. Several endophytic bacteria were found that can be 
growth promoting and had seedling vigor more than 20 percentages when 
compare with control. Those isolates including LaRW01, LaKY03,  LaLW02, 
LaLY02,  LaTY01,  LaTY02, LaTO01, SuLW01, SuLY03, SuRW02, SuRW04, 
SuRY01, SuRY02, SuRB01, SuKY01, LbTW01, LbLW02, and LbRW02. The 
details of data were shown in Table 2. 
 
Table 1. Characteristic of endophytic bacteria isolated from healhy tomato 

plants. 
Isolate colony 3%KO

H test 
Gram 

staining 
shape 

color shape margin surface 
LaRW01 white circular entire mucoid + + coccus 
LaRW02 cloudy white circular erose smooth - - coccus 
LaRW03 white irregular undulate smooth + + bacillus 
LaRY01 white circular erose rough + + bacillus 
LaKY01 yellow irregular entire mucoid + + bacillus 
LaKY02 yellow circular entire mucoid + + coccobacilli 
LaKY03 light yellow circular entire mucoid + + coccobacilli 
LaKW01 white circular entire smooth + + coccobacilli 
LaKW02 white circular entire mucoid + + coccus 
LaLW01 white circular entire rough - - coccus 
LaLW02 white circular entire mucoid - - coccus 
LaLW03 white circular entire mucoid - - bacillus 
LaLY01 light yellow circular entire mucoid + + bacillus 
LaLY02 light yellow circular entire mucoid + + coccus 
LaLY03 light yellow circular entire mucoid + + bacillus 
LaTY01 yellow circular entire mucoid + + coccus 
LaTY02 yellow circular entire mucoid - - coccus 
LaTW01 white circular entire mucoid - - coccus 
LaTO01 orange circular entire mucoid + + bacillus 
SuLW01 cloudy white circular erose smooth + + bacillus 
SuLW02 light yellow circular entire mucoid + + bacillus 
SuLW03 cloudy white circular entire mucoid + + bacillus 
SuLW04 cloudy white circular entire mucoid + + bacillus 
SuLY01 light yellow circular entire mucoid + + coccus 
SuLY02 yellow circular entire mucoid + + bacillus 
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Table 1. Characteristic of endophytic bacteria isolated from healhy tomato 
plants (continue). 

Isolate colony 3%KOH 
test 

Gram 
stainin

g 

shape 
color shape margin surface 

SuLY03 light yellow circular entire mucoid + + bacillus 
SuLO01 orange circular entire smooth + + bacillus 
SuRW01 cloudy white circular undulate rough + + bacillus 
SuRW02 cloudy white irregular undulate rough + + bacillus 
SuRW03 cloudy white circular entire mucoid + + coccobacilli 
SuRW04 white irregular undulate rough + + bacillus 
SuRY01 light yellow circular entire mucoid + + bacillus 
SuRY02 light yellow circular entire smooth + + bacillus 
SuRY03 light yellow circular entire mucoid - - coccus 
SuRB01 egg circular undulate smooth + + bacillus 
SuTW01 white irregular entire mucoid - - coccobacilli 
SuKY01 light yellow irregular entire mucoid + + bacillus 
LbTW01 cloudy white irregular erose rough + + bacillus 
LbLW01 cloudy white irregular erose rough + + bacillus 
LbLW02 cloudy white irregular erose smooth - - coccus 
LbRW01 cloudy white irregular erose smooth + + bacillus 
LbRW02 cloudy white irregular erose rough + + bacillus 
LbRW03 cloudy white circular entire smooth + + bacillus 

 

 
 Figure 3. Morphology of endophytic bacteria isolated from healthy tomato plants 
(colony on NA (left), colony at 6.7X and gram staining (right)).  
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Figure 3. Morphology of endophytic bacteria isolated from healthy tomato plants 
(colony on NA (left), colony at 6.7X and gram staining (right)). (Continue). 
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Figure 3. Morphology of endophytic bacteria isolated from healthy tomato plants 
(colony on NA (left), colony at 6.7X and gram staining (right)). (Continue) 
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Figure 3. Morphology of endophytic bacteria isolated from healthy tomato plants 
(colony on NA (left), colony at 6.7X and gram staining (right)). (Continue) 
 
Table 2. Effect of endophytic bacteria isolated from healhy tomato plants on 
the growth of tomato seedlings. 

Isolates 
Suvival 

of 
seedling 

Number 
of leaves 

Heigh of 
shoot 
(cm.) 

Fresh weight  (g) 
% svi 

root shoot total 
control 100a1/ 2.00a 6.30ab 0.089cd 0.452f 0.541ghij 100.00 
LaRW01 100a 1.95a 6.00 ab 0.136a 0.562bcd 0.698cbd 129.09 
LaRW02 95ab 1.90a 5.37ab 0.095c 0.470ef 0.565ghij 99.16 
LaRW03 95ab 2.00a 6.50ab 0.119ab 0.436 f 0.555ghij 97.41 
LaRY01 100a 1.90a 5.50ab 0.073def 0.466ef 0.537ghij 99.30 
LaKY01 100a 1.95a 5.50ab 0.073def 0.518de 0.591fgh 109.23 
LaKY02 100a 1.90a 5.37ab 0.071def 0.437f 0.508j 93.99 
LaKY03 100a 2.00a 5.62ab 0.086cdef 0.561bcd 0.647def 119.63 
LaKW01 100a 1.90a 6.00ab 0.095c 0.465ef 0.560ghij 103.46 
LaKW02 85c 1.90a 5.87ab 0.067f 0.437f 0.505j 79.30 
LaLW01 100a 1.95a 5.87ab 0.121ab 0.443f 0.565ghij 104.38 
LaLW02 100a 1.95a 5.50ab 0.120ab 0.562bcd 0.682cd 126.09 
LaLW03 100a 1.90a 6.12ab 0.124ab 0.4675ef 0.591fgh 109.23 
LaLY01 100a 1.90a 5.75ab 0.086cdef 0.436f 0.522ij 96.53 
LaLY02 100a 2.00a 5.50ab 0.126ab 0.561bcd 0.687cd 127.02 
LaLY03 100a 1.90a 5.25ab 0.095c 0.4385f 0.533hji 98.61 
LaTY01 100a 2.00a 5.62ab 0.116b 0.562bcd 0.678cd 125.40 
LaTY02 100a 1.95a 5.87ab 0.118ab 0.578bc 0.696cbd 128.63 
LaTW01 100a 1.95a 6.12ab 0.069ef 0.428f 0.497j 91.91 
LaTO01 100a 2.00a 6.00ab 0.115b 0.632a 0.747ab 138.10 
SuLW01 100a 1.95a 6.37 ab 0.116b 0.536cd 0.652de 120.55 
SuLW02 100a 1.95a 5.87 ab 0.071def 0.441f 0.512j 94.68 
SuLW03 100a 2.00a 5.75 ab 0.121ab 0.476ef 0.597efg 110.39 
SuLW04 100a 2.00a 5.75 ab 0.0675f 0.477ef 0.545ghij 100.69 
1/: Means in the same column with different letter are significant difference at P=0.05, 

according to Duncan’s Multiple Range test. 
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Table 2. Effect of endophytic bacteria isolated from healhy tomato plants on 
the growth of tomato seedlings (Continue). 

Isolates 
Suvival 

of 
seedling 

Number 
of leaves 

Heigh of 
shoot 

Fresh weight 
% svi root shoot total 

SuLY01 100a 1.85a 6.00ab 0.079 cdef 0.4725ef 0.551 ghij 101.84 
SuLY02 100a 1.95a 6.00ab 0.086cdef 0.442f 0.528ij 97.69 
SuLY03 100a 1.90a 6.00ab 0.123ab 0.606ab 0.728abc 134.64 
SuLO01 100a 2.00a 6.37ab 0.0905c 0.466ef 0.561 ghij 103.69 
SuRW01 95ab 2.00a 5.75ab 0.068ef 0.442f 0.511j 89.73 
SuRW02 100a 1.90a 5.37ab 0.128ab 0.518de 0.646def 119.39 
SuRW03 95ab 2.00a 6.37ab 0.0685ef 0.437cd 0.506j 88.85 
SuRW04 100a 2.00a 6.00ab 0.115b 0.538cd 0.653de 120.78 
SuRY01 100a 1.95a 6.25ab 0.126ab 0.630a 0.756a 139.72 
SuRY02 100a 2.00a 6.87a 0.086cdef 0.605ab 0.691cbd 127.71 
SuRY03 100a 2.00a 6.62ab 0.118ab 0.466ef 0.583ghi 107.85 
SuRB01 100a 1.95a 6.12ab 0.116b 0.537cd 0.653de 120.78 
SuTW01 100a 1.90a 6.12ab 0.128ab 0.577bc 0.705abcd 130.24 
SuKY01 100a 2.00a 6.62ab 0.118ab 0.537cd 0.655de 121.01 
LbTW01 100a 1.90a 5.75ab 0.069ef 0.441f 0.510j 94.22 
LbLW01 90bc 1.95a 5.75ab 0.086cde 0.475ef 0.562 ghij 93.53 
LbLW02 100a 1.90a 5.75ab 0.126ab 0.537cd 0.663d 122.63 
LbRW01 100a 1.85a 5.7ab 0.071def 0.436f 0.507j 93.76 
LbRW02 100a 1.95a 5.87ab 0.086cdef 0.576bc 0.662d 122.40 
LbRW03 100a 1.95a 5.87ab 0.065ef 0.443f 0.512j 94.68 
1/: Means in the same column with different letter are significant difference at P=0.05, 

according to Duncan’s Multiple Range test. 
 
Effect of endophytic bacteria against Fusarium oxysporum 
 

The result of antagonistic activity of 43 isolates endophytic bacteria 
against Fusarium oxysporum were found that 25 isolates were significantly 
different compared with control. Among of these, only seven isolates showed 
the ability to inhibit the pathogen growth more than 30 percent, including 
LaLW03, LaLY01, SuLW03, LaRY01, SuRW01, SuRW02, and LbRW03 
(Figuer 4). The best isolates were SuRW02 SuRW01 and LbRW03, which had 
the highest inhibition percentage of 71.94, 68.33 and 68.19%, respectively 
(Table 3). 
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Figure 4. Dual-culture of seven isolates of endophytic bacteria that showed ability to 
inhibit the pathogen growth more than 30 percent (A= control, B= LaRY01, 
C=LaLW03, D=LaLY01, E= SuLW03, F= SuRW01, G= SuRW02, H= LbRW03) 
 
Table 3. Antagonistic trait of 43 isolates of endophytic bacteria isolated from 

healthy tomato plants to suppress the growth of Fusarium oxysporum. 
Isolates Inhibitory agiast Fusarium oxysporum 

Diameter of colony (cm.) % Growth inhibition 
control 9.00 0.00k1/ 

LaRW01 7.00 22.22 defg 
LaRW02 6.95 22.78defg 
LaRW03 6.42 28.61cd 
LaRY01 5.71 36.53b 
LaKY01 8.77 2.50jk 
LaKY02 8.95 0.00k 
LaKY03 8.93 0.00k 
LaKW01 8.75 2.72jk 
LaKW02 8.23 8.47ij 
LaLW01 7.62 15.28ghi 
LaLW02 8.03 10.69hi 
LaLW03 6.26 30.42bc 
LaLY01 6.25 30.47bc 
LaLY02 7.53 16.25fgh 
LaLY03 7.50 16.67fgh 
LaTY01 8.92 0.00k 
LaTY02 8.87 0.00k 
LaTW01 6.56 27.08cde 
LaTO01 7.35 18.33fg 
SuLW01 8.97 0.00k 
SuLW02 7.15 20.56 efg 
1/: Means in the same column with different letter are significant difference at P=0.05, 

according to Duncan’s Multiple Range test. 
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Table 3. Antagonistic trait of 43 isolates of endophytic bacteria isolated from 
healthy tomato plants to suppress the growth of Fusarium oxysporum. 
(Continue) 

Isolates Inhibitory agiast Fusarium oxysporum 
Diameter of colony (cm.) % Growth inhibition 

SuLW03 6.16 31.53bc 
SuLW04 8.92 0.00k 
SuLY01 8.87 0.00k 
SuLY02 7.10 21.06efg 
SuLY03 6.90 23.33def 
SuLO01 9.00 0.00k 
SuRW01 2.85 68.33a 
SuRW02 2.52 71.94a 
SuRW03 8.08 10.14hi 
SuRW04 9.00 0.00k 
SuRY01 7.00 22.22 defg 
SuRY02 9.00 0.00k 
SuRY03 8.76 0.00k 
SuRB01 7.57 15.83fgh 
SuTW01 6.98 22.36 defg 
SuKY01 9.00 0.00k 
LbTW01 7.12 20.83 efg 
LbLW01 7.28 19.028fg 
LbLW02 6.97 22.50 defg 
LbRW01 7.12 20.83 efg 
LbRW02 7.15 20.56 efg 
LbRW03 2.86 68.19a 
1/: Means in the same column with different letter are significant difference at P=0.05, 

according to Duncan’s Multiple Range test. 
 
Discussion
 

The morphological characteristic of Fusarium sp. isolated in this research 
was similar to Fusarium oxysporum according to Nirmaladevi et al. (2016) 
reported that the mycelia of Fusarium oxysporum isolates appeared delicate, 
white to pink, often with purple tinge. The fungus produced macroconidia, 
microconidia and chlamydospores. Macroconidia have 3-5 septate. Microconidia 
usually has non-septate or single septate. Chlamydospores, both smooth and 
rough walled, were abundant and formed terminally or on an intercalary basis. 
They are generally solitary, but occasionally form in pairs or chains. 

Endophytic bacteria are bacteria that live in plant tissues. This 
bacterium is not harmful to plants and some species can help promote plant 
growth. (Bacon and White, 2000; Hundley , 2005). The results in this research 
showed that most endophytic bacteria did not harm tomato seedlings, also 
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promote the growth and seedlings vigor. According to Khan et al. (2014), 
Tomato plants inoculated with endophytic bacteria showed significantly 
increased growth attributes (shoot length, chlorophyll contents, shoot, and root 
dry weights). In addition, this study has shown that endophytic bacteria can be 
inhibiting the growth of Fusarium oxysporum. Several researches have reported 
the use of endophytic bacteria for controlling many pathogens such as 
Sclerotium rolfsii, Colletotrichum capsici, Pythium sp., Verticillium dahlia, 
include Fusarium oxysporum causes Fusarium wilt in tomatoes. (Nejad and 
Johnson. 2000; Amaresan et al., 2012 and Nandhini et al., 2102). 

This research showed that endophytic bacteria isolated from healthy 
tomato plants tissue are capable of promoting the growth of tomato seedlings 
and inhibit the growth of Fusarium oxysporum. The results of this study are the 
guideline for further study on the control of Fusarium sp. by biological method. 

  
Acknowledgement 
 

This research was supported by Geduate Research Fund from Faculty of Agricultural 
Technology, King Mongut's Institute of Technology Ladkrabang, Bangkok, Thailand.  

 
References 
 
Amaresan, N., Jayakumar, V., Kumar, K., and Thajuddin, N. (2012). Isolation and 

characterization of plant growth promoting endophytic bacteria and their effect on 
tomato (Lycopersicon esculentum) and chilli (Capsicum annuum) seedling 
growth. Annals of microbiology, 62(2), 805-810. 

Bacon, C.W. and White, J.F. (2000). Microbial endophytes, Marcel Dekker Inc., New York, 
USA. 

Hussain, I., Alam, S. S., Khan, I., Shah, B., Naeem, A., Khan, N., and Shah, S. R. A. (2016). 
Study on the biological control of fusarium wilt of tomato. Journal of Entomology and 
Zoology Studies 4(2): 525-528. 

Hundley NJ. (2005). Structure Elucidation of bioactive compounds isolated from endophytes of 
alstonia scholaris and acmena graveolens. MS thesis. Univ. of Brigham Young. 

Khan, A. L., Waqas, M., Kang, S. M., Al-Harrasi, A., Hussain, J., Al-Rawahi, A., and Lee, I. J. 
(2014). Bacterial endophyte Sphingomonas sp. LK11 produces gibberellins and IAA and 
promotes tomato plant growth. Journal of Microbiology, 52(8), 689-695. 

Larkin, R. P., and Fravel, D. R. (1998). Efficacy of various fungal and bacterial biocontrol 
organisms for control of Fusarium wilt of tomato. Plant disease, 82(9): 1022-1028. 

Marlatt, M.L., Correll, J.C., Kaufmann, P. and Cooper, P.E. (0991). Two genetically distinct 
populations of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici race3 in the United States. Plant 
Disease 01 )02:(0331-0332. . 

Nandhini, S., Sendhilvel, V., and Babu, S. (2012). Endophytic bacteria from tomato and their 
efficacy against Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, the wilt pathogen. Journal of 
Biopesticides 5(2): 178. 

Nejad, P., & Johnson, P. A. (2000). Endophytic bacteria induce growth promotion and wilt 
disease suppression in oilseed rape and tomato. Biological control, 18(3): 208-215. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



1230 
 
 

 

Nirmaladevi, D., Venkataramana, M., Srivastava, R. K., Uppalapati, S. R., Gupta, V. K., Yli-
Mattila, T., and Chandra, N. S. (2016). Molecular phylogeny, pathogenicity and 
toxigenicity of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Scientific reports, 6: 21367. 

Purnawati1, A., Sastrahidayat, I. R., Latief Abadi, A., and Hadiastono, T. (2014). Endophytic 
bacteria as biocontrol agents of tomato bacterial wilt disease. Journal of tropical life 
science. 4(1):33-36. 

 
 

(Received: 22 October 2017; accepted: 25 November 2017) 
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 


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



