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กิตติกรรมประกาศ 

 
 โครงการวิจัยนี้เป็นส่วนหนึ่งในการสนับสนนุนักวิจัย ในด้านการทํางานวิจัย เป็นโครงการต่อเนื่องที่ทํา
ติดต่อกันเป็นเฟสๆ ละ 3 ปี ทําให้นักวิจัยมีความคิดต่อยอด และสามารถพัฒนางานเพื่อนําไปใช้ประโยชน์ได้
อย่างแท้จริง รวมทั้งสนับสนนุนักศึกษาระดับบัณฑิต และมหาบัณฑิต ให้มีความเชี่ยวชาญในการทํางานวิจัย 
ซึ่งเป็นประโยชน์อย่างยิ่ง โดยได้รับความช่วยเหลือ และทุนสนับสนนุจากโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอัน
เนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี มหาวทิยาลัยขอนแกน่ ซึ่งเป็น
ทุนอุดหนุนทั่วไป มหาวิทยาลัยขอนแก่น ทีไ่ด้จากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ และการไฟฟ้าฝ่ายผลิต
แห่งประเทศไทย (กฟผ.) โรงไฟฟ้าพลังน้ําภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เขือ่นอุบลรัตน์ อ.อุบลรัตน์ จ.ขอนแก่น ที่
ช่วยเหลือในด้านสถานที่ การสํารวจและเกบ็ตัวอย่าง รวมถึงปราชญ์ชาวบ้านที่ให้ข้อมลูเกี่ยวกับพืชที่เก็บ
ตัวอย่างมาคัดแยก เพื่อให้ได้สายพันธ์ุแบคทีเรียมาใช้ในงานวิจัยต่อเนื่อง ทางคณะผู้วิจัยขอขอบคุณเป็นอย่าง
สูงของทุกหน่วยงานที่ให้การสนับสนุนมาเปน็อย่างดี นอกจากนี้ขอขอบคุณภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ที่เอื้อเฟื้อสถานที่ทําวิจัย และผู้วิจยัขอขอบคุณ นางสาวอาทิตยา ภูนบ
ทอง และนางสาววรรณภา บุตรโคตร ซึ่งเป็นผู้ช่วยวิจัย ทําให้งานวิจัยนี้สําเร็จ ลลุ่วงเป็นอย่างดี จึงขอขอบคุณ
ผู้สนับสนุนทกุฝ่าย ไว้ ณ ที่นี ้ 
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บทคัดย่อ 

 
สารเร่งการเจริญเติบโตของพืช เป็นสารที่พืชผลิตขึ้นเพื่อกระตุ้นกระบวนการงอกของเมล็ด การเจรญิของลํา
ต้น มีทั้งเป็นฮอร์โมน สารระเหยต่างๆ โดยสารเหล่านี้สามารถพบได้ในกิจกรรมของจลุินทรีย์เช่นเดียวกัน จึง
เรียกจุลินทรีย์กลุ่มนี้ว่า จุลินทรีย์ส่งเสริมการเจริญของพืช (plant growth promoting microorganisms) 
แบคทีเรียที่อยูใ่นกลุ่มนีม้ีอยู่หลายพันธ์ุ ทั้งที่อาศัยอยู่ร่วมกันกับพืช (Endophytic bacteria) หรืออาศัยอยู่ใน
ดินบริเวณรอบๆ รากพืช (rhizobacteria) เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียที่คัดแยกมาและมีประสิทธิภาพในการ
ผลิตสารเร่งการเจริญเติบโต แบ่งออกเป็นกลุ่ม คือ กลุม่ทีผ่ลิตสารอินโดลอะซิติกแอซิด ซึ่งเป็นสารฮอร์โมนพืช
ช่วยกระตุ้นการยืดตัวของเซลล์ และการแบ่งเซลล์ ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพ คือ UD270 เป็นไอโซเลตที่เจริญ
ได้ดี ผลิตสารอินโดลอะซิติกแอซิดได้ดีที่อุณหภูมิ 35oC ที่เวลา 48-60 ช่ัวโมง และต้องอาศัยทริปโตแฟนในการ
กระตุ้นการผลติสาร ปริมาณที่เหมาะสมคือ 3 มลิลิกรมัต่อมิลลิลิตร อีกหนึ่งกลุ่มคือ กลุ่มผลิตสารชีวภาพที่มี
ฤทธ์ิต้านเชื้อก่อโรคพืช ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพ คือ UD288 แต่กลับพบแบคทีเรียนี ้สามารถผลิตสารเร่งการ
เจริญเติบโตอ่ืนๆ ได้ดีกว่าไอโซเลต UD270 สารเหล่านั้น ได้แก่ สารอะซโีทอิน ซึ่งเป็นสารระเหย ทําหนา้ที่เป็น
ตัวกระตุ้นการเจริญของพืช (plant growth promoter) ผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส ซึ่งเกี่ยวข้องกับการงอกของ
เมล็ด โดยจะย่อยแป้งให้เป็นน้ําตาล ใช้เป็นพลังงานสําหรับการเจริญของต้นอ่อน สามารถละลายฟอสเฟตได้ 
ซึ่งพืชใช้เป็นแหล่งอาหาร จึงเป็นการช่วยหาอาหารให้แก่พืช และสามารถผลิตแอมโมเนียได้ ซึ่งใช้เป็นแหล่ง
อาหารให้กับพืชเช่นกัน และเป็นส่วนสําคัญในวัฏจักรไนโตรเจนอีกด้วย ดังนั้นเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียทั้ง 2 
ไอโซเลต นา่จะสามารถนํามาใช้ร่วมกัน เพื่อช่วยในการส่งเสริมการเจริญของพืชทั้งในด้านการเจริญเติบโต 
และการป้องกันโรคได้เป็นอย่างดี 
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Abstract 

 
Plant growth promoting compounds are substances produced directly from plants to 
promote seed germination and growth of stem. There are hormones and volatile 
compounds which are also produced by various microorganisms. The endophytic bacteria or 
rhizobacteria are groups of plant growth promoting bacteria. Therefore, isolated endophytic 
bacteria in the previous study were investigated to be plant growth promoting strains. There 
were 2 groups; the first group was an Indole Acetic Acid (IAA) producing strain, UD270. This 
strain had IAA production at the optimum temperature of 35oC for 48-60 hours. It needed 
the tryptophan as a substrate for IAA production; the optimum concentration of tryptophan 
was 3 mg/ml. The IAA is a substance for cell elongation, cell division and cell differentiation. 
Another group was a antimicrobial producing strain, UD288, that inhibited plant pathogens. 
Surprisingly, this strain also produced other plant growth promoting compounds better than 
UD270. It produced acetoin which is volatile agent for plant growth promoter, amylase 
which involve in seed germination as this enzyme degrades starch to glucose for energy 
production. Moreover, it had phosphate solubilization that has a role of nutrient for plants; 
and produced ammonia that is a nitrogen source in nitrogen cycle. These 2 strains had 
potential activity which may work together to promote plant growth in growth promotion 
and plant disease inhibition. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1. ความสาํคญัและที่มาของงานวิจัย 
 จุลินทรีย์ทีม่ีวงชีวิตอยู่ร่วมกันกับพืช มีความสําคัญและเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของพืชในด้าน
สารอาหาร ต้านทานต่อโรคที่เกิดจากเชื้อจุลินทรีย์อ่ืนๆ หรอืลดสารพิษทีม่ีอยู่ในดิน พืชชนิดหนึ่งๆ มีจุลินทรีย์
อาศัยอยู่หลายชนิด จุลินทรย์ีบางชนิดมีความจําเพาะต่อชนิดของพืช บางชนิดสามารถอาศัยอยู่ในพืชได้หลาย
ชนิด ไม่เจาะจงต่อเจ้าบ้าน เนื่องจากปัจจุบันมีเชื้อก่อให้เกิดโรคต่างๆ กับพืชมากมาย และมีการสะสมสารพิษ
ในดินจํานวนมาก ซึ่งเป็นอุปสรรคต่อการเจริญเติบโตของพืช รวมถึงด้านผลผลิตทางการเกษตร ทางเลือกหนึ่ง
ในการแก้ปัญหา คือ ดัดแปลงปรับปรุงพันธ์ุพืชให้มีความต้านทานต่อสิ่งแวดล้อมได้ดีขึ้น มีการใช้ปุ๋ยชีวภาพใน
การปรับปรุงดิน เพิ่มแร่ธาตุอาหารในดินให้กับพืช อีกทางเลอืกหนึ่ง คือ การใช้จุลินทรีย์ที่สามารถช่วยส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช ทําให้พืชสามารถใช้สารอาหารได้ดี มีการปรับตัวให้สามารถทนต่อสิ่งแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสม เชื้อจุลินทรีย์ในกลุม่ที่เป็น plant growth promoting bacteria (PGPB) เป็นเชื้อที่อาศัยอยู่บริเวณ
รอบๆ รากของพืช เรียกว่า Rhizobacteria และเชื้อที่อาศัยอยู่ภายในพืช เรียกว่า เอ็นโดไฟต์ (Endophytes) 
ดังนั้นการศึกษาเชื้อเอ็นโดไฟติก ซึ่งมีทั้งเชื้อรา และแบคทีเรีย เป็นสิ่งสาํคัญอีกด้านหนึ่งในการพัฒนาเพื่อเพิ่ม
ผลผลิตทางการเกษตร โดยอาศัยความสัมพันธ์ของพืชกับจุลินทรีย์ในการอยู่ร่วมกัน ช่วยส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช และเป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่ใช้ในการศึกษาถึงกลไกความสัมพันธ์ที่เกี่ยวข้องระหว่างพืชกับ
จุลินทรีย์  
 เชื้อเอ็นโดไฟต์ เป็นจุลินทรย์ีที่เข้าไปอาศัย และเพิ่มจํานวนเป็นโคโลนี หรือเป็นกลุ่มไบโอฟิล์ม อยู่
ภายในเซลล์พืช (Ulrich et al., 2008) โดยไมก่่อให้เกิดอันตรายต่อพืช โดยพบว่าพืช 300,000 ชนิด จะมีเชื้อ
เอ็นโดไฟต์อยู่อย่างน้อย 1 สายพันธ์ุ ซึ่งความสัมพันธ์หรือปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างเอ็นโดไฟต์กับพืช ยังคงไม่
ทราบแน่ชัด แต่มีรายงานว่าเชื้อเอ็นโดไฟต์หลายชนิดผลิตสารเมตาบอไลท์ที่ป้องกันเชื้อก่อโรคให้กับพืช และ
สารเมตาบอไลท์ที่พบยังสามารถยับย้ังเชื้อก่อโรคในคน และสัตว์ได้อีกด้วย (Strobel et al., 2004) นอกจากนี้
เชื้อเอ็นโดไฟต์ยังช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตให้แก่พืช โดยมีกิจกรรมทั้งทางตรง และทางอ้อม วิธีทางตรง คือ 
เชื้อจะผลิตฮอร์โมน (phytohormones) เช่น auxin, cytokinin หรือ ผลิตเอนไซม์ 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase ซึ่งจะลดปริมาณเอทิลลนีในพืช (Madhaiyan et 
al., 2006) ส่วนวิธีทางอ้อม คือ ช่วยเพิ่มการนําเข้าของสารอาหาร ได้แก่ ไนโตรเจน ฟอสเฟต หรือเหล็ก และ
ช่วยป้องการติดเชื้อก่อโรค โดยการผลิตสารชีวภาพที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังเชื้อปฏิปักษ์ ผลิตไซเดอรโ์รฟอร์ และ
สารประกอบอื่นๆ เพื่อช่วยส่งเสริมการเจริญของพืช (Costa and Loper, 1994) 
 เอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย มีรายงานหลายสายพันธ์ุ ได้แก่ Enterobacter, Rahnella, 
Rhodanobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Xanthomonas, Phyllobacterium พบว่ามี
การผลิตสาร indole acetic acid (IAA) ในบางสายพันธ์ุ และบางสายพันธ์ุสามารถตรึงไนโตรเจนมาใช้ได้ 
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(Khan and Doty, 2009) สาร IAA มีบทบาทในการป้องกันพืชจากสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เชน่ มีความ
เป็นกรด อุณหภูมิสูง แรงดันออสโมซิส รังสต่ีางๆ และช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชในดินที่ไม่อุดมสมบูรณ์ด้วย 
(Bianco et al., 2006) สาร ACC เป็นสารที่พบได้จากเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย ซึ่งมีหน้าที่ส่งเสรมิการเจริญ
ของรากพืชให้ยาวมากขึ้น โดยควบคุมปริมาณเอทิลลีน ของพืช ดังนั้นบทบาทของเชื้อเอ็นโดไฟต์จึงเป็น plant 
growth promoting bacteria (PGPB) ได้เป็นอย่างดี แต่อย่างไรก็ตามกลไกการตอบสนอง และการ
แสดงออกของเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียจะแตกต่างกัน ตามความจําเพาะของพืชที่อาศัย โดยบางสายพันธ์ุจะมี
ความจําเพาะต่อโฮสต์ บางสายพันธ์ุสามารถเข้าอยู่อาศัยในพืชได้หลายชนิด (Long et al., 2008) 
 จากความสําคัญและความสามารถของเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย จึงนําเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จาก
ส่วนต่างๆ ของพืชในเขตพื้นที่อนุรักษ์พันธุกรรมพืช เขื่อนอุบลรัตน์ จังหวัดขอนแก่น (วิยะดา และศิริวรรณ, 
2553) มาทดสอบความสามารถในการผลติสารเร่งการเจริญเติบโตของพืช เนื่องจากเชื้อในกลุ่มนี้สามารถผลิต
สารชีวภาพที่มีฤทธ์ิในการต้านเชื้อปฏิปักษ์ได้ดี (วิยะดา และคณะ, 2554) จากข้อมลูการศึกษาทําให้ทราบถึง
คุณลักษณะเดน่ของเชื้อในกลุ่มนี้ และเป็นแนวทางในการนําไปใช้ประโยชน์กับพืชในระดับกระถาง เรือน
ทดลอง หรือแปลงทดลองต่อไป จะเห็นได้ว่าจากความหลากหลายทางชีวภาพของป่า พืช และจุลินทรีย์ เป็น
แหล่งทรัพยากรที่มีคุณค่า ควรนํามาใช้ให้เกิดประโยชน์ทั้งต่อชุมชนที่อาศัยในพื้นที่นั้นๆ และต่อสังคม 
เศรษฐกิจในด้านต่างๆ ดังนั้นในโครงการนี้มุง่เน้นศึกษาประโยชน์ของเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียในด้านคุณลักษณะ
ของเชื้อที่มีประโยชน์ต่อการเจริญเติบโตของพืช 
 
2. วัตถุประสงค์ของโครงการ 
      2.1 ศึกษาการผลิตสารชีวภาพที่ส่งเสริมการเจรญิเติบโตของพืช จากเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียที่คัดแยก
 ได้ ได้แก่ ความสามารถในการละลายฟอสเฟต การผลิตแอมโมเนีย เป็นต้น 
      2.2 ศึกษาคุณลักษณะของเชื้อในการทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น ทนต่อความเป็นเกลือสูง 
 ทนต่อโลหะ หรือสารพิษ เป็นต้น 
 
3. ผลที่คาดวา่จะได้รับ 

3.1 ได้สายพันธ์ุเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียทีผ่ลิตสารเร่งการเจริญเติบโตของพืช และได้ข้อมูลประเภทของ
 สารชีวภาพที่เชื้อผลิตขึ้น 

      3.2 ได้ทราบคุณลักษณะของเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียในสภาวะแวดล้อมต่างๆ ต่อการเจริญของเชื้อ 
      3.3 ได้ผลงานวิจัยที่นําไปเผยแพร่ในงานประชุมวิชาการ หรือตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับชาติ หรือ
 นานาชาติ 
 
 



 
 

 
บทที่ 2 

วรรณกรรมทีเ่ก่ียวข้อง 
 

1. ความสาํคญัของแบคทีเรียที่อาศยัอยู่รว่มกับพืช 
 จุลินทรีย์ก่อโรคในพืชเป็นสาเหตุหลักในการก่อโรคกับพืชเศรษฐกิจ และความเสถียรของระบบนิเวศ
ทั่วโลก ในหลายปีที่ผ่านมาพบความรุนแรงของการเกิดโรคมากขึ้นกับผลผลิตทางการเกษตร ทําใหม้ีการใช้
สารเคมีในเกษตรกรรมมากขึน้ ซึ่งสารเคมีก่อให้เกิดผลกระทบเชิงลบ เช่น การพัฒนาการดื้อของเชื้อก่อโรคต่อ
สารเคมีทีใ่ช้ ผลกระทบต่อสภาพแวดล้อมทั้งระบบ เช่น ดิน น้ํา อากาศ (Gerhardson, 2002) นอกจากนี้
ค่าใช้จ่ายที่เพิ่มขึ้นในการใชส้ารกําจัดศัตรูพืชโดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศที่กําลังพัฒนา ส่งผลต่อเศรษฐกิจ
ของประเทศ สูญเสียสมดุลทางการค้า และความต้องการของผู้บริโภคที่ต้องการอาหารที่ปราศจากสารกําจัด
ศัตรูพืช ทําให้อาหารเหล่านี้มีราคาสูง จงึควรมุ่งสนับสนุนการใช้สารชีวภาพทดแทนการใช้สารเคมีกับผลผลิต
ทางการเกษตรเหล่านี้ ปัจจุบันการควบคุมทางชีวภาพจึงได้รับความสนใจและเปน็ทางเลือกเพื่อลดการใช้
สารเคมีในการเกษตร (Compant et al., 2005) วรรณกรรมหลายเรื่องมกีารอธิบายประสิทธิภาพการใช้
แบคทีเรียร่วมกับพืช และสารที่แบคทีเรยีผลิตออกมาเพื่อกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช Plant growth-
promoting bacteria (PGPB) พบว่ามีแบคทีเรียหลายชนิดที่อาศัยอยู่ร่วมกัน ส่วนใหญ่เป็นกลุ่มของ PGPB ที่
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชจะอาศัยอยู่บริเวณผิวของราก และสามารถเกาะติดกับดินที่อยู่บริเวณรอบๆ 
รากพืชซึ่งเรียกว่า Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR)  
 Gray และ Smith (2005) อธิบายไว้ว่า PGPR สามารถเข้าไปอาศัยภายในรากพืชได้เรียกกลุ่มนีว่้า 
เอ็นโดไฟต์ คือกลุ่มของแบคทีเรียที่สามารถอาศัยภายในชั้นเนื้อเยื่อชั้นนอก (Cortex) จนไปถึงระบบท่อ
ลําเลียง (Vasicular system) ตามลําดับ PGPR เป็นกลุ่มของแบคทีเรียที่ส่งเสริมการเจริญเติบโต ส่งผลต่อการ
เพิ่มผลผลิต โดยแบคทีเรียสามารถผลิตฮอรโ์มนบางชนิด ตรึงไนโตรเจนให้กับพืช สร้างสารต่อต้านเช้ือจุลินทรีย์
ก่อโรคให้กับพืช ได้แก่ การผลิต siderophores เพื่อแย่งจับเหล็กไม่ให้เชื้อก่อโรคนําไปใช้ สังเคราะห์สาร
ปฏิชีวนะ, เอนไซม์ หรือสารประกอบ fungicidal และยงัสามารถละลายแร่ธาตุฟอสเฟต สารอาหารชนิดอ่ืนๆ
ให้กับพืชได้ จะเห็นว่าเชื้อแบคทีเรียเอ็นโดไฟต์ สามารถเจริญและเพิ่มจํานวนเริ่มต้นที่บริเวณรากของพืชแต่
เชื้อเหล่านี้อาจจะสามารถเจรญิเข้าไปได้ในสว่นอื่นๆ ที่นอกจากบริเวณรอบๆรากพืชได้ เช่น บริเวณผิวใบของ
พืช (Hallman et al., 1997) PGPR เป็นกลุ่มของแบคทีเรียหลากหลายสายพันธ์ุ ส่วนใหญ่จะอยู่ในสกุล 
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Gluconacetobacter และ 
Serratia เป็นต้น กลุ่ม PGPR สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภทคือ 
             1. พวกที่มีความสมัพันธ์แบบพึ่งพาอาศัยกันกับพืช หรือที่เรียกว่าความสัมพันธ์แบบ Symbiosis คือ   
แบคทีเรียจําพวกที่สามารถเข้าสู่รากพืชแลว้เกิดกระบวนการต่างๆ ที่จะช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชได้ 
            2. พวกที่อาศัยแบบอิสระในดิน (Free-living form) จะพบอยู่ใกล้ๆ บรเิวณรากพืช โดยแบคทีเรีย
จําพวก PGPR นี้จะช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช ช่วยให้ผลผลิตของพืชสูงขึ้น 
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2. กระบวนการกระตุ้นการเจริญเตบิโตพชืของแบคทีเรยีกลุ่ม PGRB 
 การกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช ทําได้ 2 ทาง คือ โดยทางตรงและทางอ้อม ได้แก่ 

2.1 กระบวนการในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชโดยทางตรง 
 2.1.1 ช่วยย่อยธาตุฟอสฟอรัสในดินให้อยู่ในรูปที่เป็นประโยชน์ ทําให้พืชสามารถนําไปใช้ได้มากขึ้น 
ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารหลักที่จําเป็นต่อการเจริญเติบโตของพืช โดยจะทําให้พืชมีประสิทธิภาพในการ
สังเคราะห์แสง กระบวนการเปลี่ยนน้ําตาลเป็นแป้ง กระบวนการถ่ายทอดพันธุกรรม การตรึงไนโตรเจน การ
ออกดอก การออกผลและเมล็ด และการสกุของผล เนื่องจากธาตุฟอสฟอรัสละลายได้ไม่ดี และมักจะอยู่ในรูป
ที่ไม่เป็นประโยชน์แก่พืช พืชนําไปใช้ไม่ได้ ซึ่งขึ้นอยู่กับ pH ของดิน และชนิดของดิน ในดินกรดจะมีออกไซด์
อิสระและไฮดรอกไซด์ของพวก Al และ Fe ที่ตรึงฟอสฟอรัสให้อยูใ่นรูปของ aluminum phosphate 
(AlPO4) และ ferric phosphate (FePO4) ในสภาพดินด่างฟอสฟอรัสจะถูกตรึงโดย Ca ทําให้เกิด calcium 
orthrophosphate (Ca3(PO4)2) สารประกอบเหล่านี้อยู่ในรูปที่ละลายน้ําได้น้อย จุลินทรีย์มีบทบาทสําคัญต่อ
การเปลี่ยนรูปของธาตุอาหารต่างๆ ในดิน รวมทั้งมีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการเปลี่ยนรูปฟอสเฟตให้อยู่ใน
รูปที่เป็นประโยชน์ต่อพืช (สภุาพร และคณะ, 2553) 
 2.1.2 สร้างปุ๋ยไนโตรเจนให้กับพืช ธาตุไนโตรเจนมีความสําคัญต่อพืชมาก จุลนิทรีย์หลายชนิด
สามารถตรึงไนโตรเจน และเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของแอมโมเนีย และไนเตรท ที่เป็นประโยชน์ต่อพืช จุลินทรีย์
กลุ่มนี้จะผลิตเอ็นไซม์ไนโตรจิเนส เพื่อช่วยเปลี่ยนก๊าซไนโตรเจนให้เป็นสารประกอบไนโตรเจนดังกล่าว และ
กรดอะมิโนที่พืชนําไปใช้ได้ (Raja et al., 2006) 
 2.1.3 ผลิตฮอร์โมนพืช (phytohormones) เช่น Auxin, Cytokinin, Gibberelin เป็นต้น การผลิต
ฮอร์โมนพืชโดย PGPB เป็นกลไกที่สําคญัในการช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของพืช โดยรายงาน
เกี่ยวกับการผลิต phytohormones จาก PGPB ส่วนใหญ่จะมุ่งเน้นไปที่บทบาทของกลุ่ม Auxins ได้แก่ 
indole-3-acetic acid (IAA) ซึ่งจะช่วยกระตุ้นการยืดตัวของเซลล์ (cell elongation), การแบ่งเซลล์ (cell 
division) และการเปลี่ยนสภาพของเซลล์ (cell differentiation) (Shahab et al., 2009; Weyens et al., 
2009) 
 2.1.4 ช่วยลดความเข้มข้นของเอทธิลีน (Ethylene) ในพืช เนื่องจากเอทธิลีนเป็นฮอร์โมนพืชเพียงตัว
เดียวที่อยู่ในรูปแก๊ส โดยพืชสร้างขึ้นเพื่อใช้ควบคุมการเจริญเติบโตและพัฒนาการต่างๆ เช่น การออกดอก, 
การสุกของผล และมผีลต่อการเหลืองและการร่วงของใบด้วย ถ้าระดับของเอทธิลีนมีปริมาณที่สูงเกินไปก็จะ
สามารถยับย้ังการงอกและการยืดยาวของรากพืชได้ (Hardoim et al., 2008) 
 2.1.5 สามารถผลิตซิเดอร์โรฟอร์ (Siderophores) ธาตุเหล็กจัดเป็นธาตุอาหารที่มีปริมาณมากบน
พ้ืนผิวโลก แต่โดยทั่วไปธาตุเหล็กอยู่ในรูปของสารประกอบที่ละลายน้ําได้ยาก หรือไมส่ามารถละลายน้ําได้เลย 
ความสามารถในการละลายน้ําของเหล็กมีประมาณ 10-18 ที่ pH 7.4 ซึ่งปริมาณของการละลายได้นั้นไม่
เพียงพอต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ดังนั้นจากความต้องการเพื่อการอยู่รอด จุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ภายใน
ดินจึงต้องผลิตสารที่มีความจาํเพาะเจาะจงต่อธาตุเหล็กสูง ซึ่งเป็นสารทีม่ีน้ําหนักโมเลกุลตํ่า (0.5-1.5 กิโลดาล
ตัน) ที่เรียกว่า ซิเดอร์โรฟอร์ ขึ้นมา โดยนักวิทยาศาสตร์พบว่าในสภาพแวดล้อมที่ขาดธาตุเหล็ก หรือมีธาตุ
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เหล็กในปริมาณน้อย จะกระตุ้นให้จุลินทรย์ีเกือบทุกชนิดมีการสร้างซิเดอร์โรฟอร์มากขึ้น ในทางกลับกันการ
สร้างจะถูกยับย้ังเมื่อในสภาพแวดล้อมที่มปีริมาณของธาตุเหล็กมากขึ้น ยกเว้นในกลุ่มของแบคทีเรียพวก 
Lactobacillus ซึ่งสามารถเจริญได้ในสภาพที่ไม่มีธาตุเหล็กอยู่เลย Pseudomonas putida สามารถผลิตซิ
เดอร์โรฟอร์ได้ในปริมาณมาก และมีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืช Fusarium 
oxysporum ซึ่งเป็นเชื้อราที่ทําให้เกิดโรคในมะเขือเทศ บางรายงานกล่าวว่า mutant ของแบคทีเรียสายพันธ์ุ 
P. aeruginosa ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่สร้างซิเดอร์โรฟอร์ได้น้อยนั้น จะไมส่ามารถป้องกันโรค damping off จาก
เชื้อรา Phythium ได้ 
 ดังนั้นสารซิเดอร์โรฟอร์นี้ ช่วยนําธาตุเหล็กไปให้พืชใช้ประโยชน์ได้ง่ายขึ้น กลไกทั่วไปของการนําธาตุ
เหล็กเข้าสู่เซลล์โดยโมเลกุลซเิดอร์โรฟอร์นั้น ประกอบไปด้วยขั้นตอนหลัก 3 ขั้นตอนคือ ขั้นแรกเริ่มจาก
แบคทีเรียสังเคราะห์โมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์ จากนั้นจึงแพร่ผา่นผนังเซลล์ออกไปสูส่ิง่แวดล้อม ขั้นต่อมาซิ
เดอร์โรฟอร์เข้าจับกับธาตุเหล็ก เมื่อโมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์เข้าจับกับธาตุเหล็กแล้ว โมเลกุลของซิเดอร์โร
ฟอร์จะจับกับโปรตีนที่ผนังเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งทําหน้าที่เป็น receptor protein จากนั้นจะถูกขนย้ายผ่านเข้า
มายังผนังเซลล ์โดยกระบวนการ active transport กล่าวคือ สาร ATP ที่ผนังเซลล์จะเป็นตัวกระตุ้นให้โปรตีน
อีกชนิดหนึ่งที่มี ATP เกาะอยู่แล้ว ส่งผ่านพลังงานทําให้ธาตุเหล็กเข้าสู่ภายในส่วนของ cytoplasm ได้ ทั้งนี้
ขึ้นกับแต่ละชนิดของซิเดอร์โรฟอร์ว่ามีความจําเพาะเจาะจงต่างกันไปกับโปรตีนต่างๆ ที่ผนังเซลล์ เมื่อโมเลกุล
ของซิเดอร์โรฟอร์ที่จับธาตุเหล็กถูกนําผ่านเข้ามายังผนังเซลล์แล้ว ขั้นสดุท้ายคือ ธาตุเหล็กก็จะถูกปลดปล่อย
ออกจากโมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์โดยบริเวณโมเลกุลที่เป็น ligand ที่เชื่อมกับธาตุเหล็กจะถูกทําลายด้วย
เอนไซม์ เช่น เอนไซม์ esterase จะเข้าทําปฏิกิริยากับซิเดอร์โรฟอร์กลุ่ม entorebaccin หรือธาตุเหล็กอาจถูก
ปลดปล่อยโดยปฏิกิริยาเคมีแบบ reduction เมื่อธาตุเหล็กถูกปลดปล่อยออกจากโมเลกุลซิเดอร์โรฟอร์แล้ว 
ส่วนที่เป็นโมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์เอง อาจถูกเปลี่ยนแปลงโครงสร้างไปจากเดิมหรือไม่ก็ได้ แล้วจึงถูก
ปลดปล่อยออกสู่นอกเซลล์ไปสู่สิ่งแวดล้อมเพื่อจับกับธาตุเหล็กต่อไป (Compant et al., 2005) อย่างไรก็ตาม 
พืชบางชนิดสามารถเข้าจับและปลดปล่อยโมเลกุลเชิงซ้อนของเหล็กกับซเิดอร์โรฟอร์ และนําเหล็กไปใช้ได้ 
สารอาหารจากเหล็กเพิ่มขึ้นส่งผลใหก้ารเจริญของพืชเพิ่มขึ้นด้วย (Bashan and de-Bashan, 2005) 
นอกจากนี้ยังเป็นการจํากัดปริมาณธาตุเหล็กที่เป็นประโยชน์ของเชื้อก่อโรคพืช ทําให้สามารถป้องกันการแพร่
พันธ์ุ และการขยายจํานวนของเชื้อก่อโรคพืชได้ โดยซิเดอร์โรฟอร์จะไปจับกับธาตุเหล็กที่อยู่บริเวณรอบๆ ราก
พืช ส่งผลให้เกิดการขาดธาตุเหล็กของเชื้อราสาเหตุโรคพืช ทําให้เชื้อราสาเหตุโรคพืชไม่สามารถแพร่พันธ์ุได้
นั่นเอง แต่พืชจะไม่ได้รับผลกระทบจากการลดลงของธาตุเหล็กในบริเวณนั้นเพราะว่า พืชสามารถเจริญเติบโต
ได้ที่ความเข้มข้นของธาตุเหล็กตํ่าๆ น้อยกว่า (ประมาณ 1000 เท่า) ของจุลินทรีย์ 
 ตัวอย่างกลุ่มแบคทเีรียทีส่ร้างซิเดอร์โรฟอร์ 
Streptomyces sp. แบคทีเรียกลุ่มนีจ้ะสร้างซิเดอร์โรฟอร์จําพวกที่เรียกว่า Ferrioxamine ซึ่ง

ประกอบด้วยโมเลกุลของ diamines และ carboxylic acid (ดังภาพที่ 1) ปัจจุบันพบว่า Ferrioxamine มี
ด้วยกันทั้งหมด 9 ชนิด ได้แก่ Ferrioxamine A1, A2, B, D1, D2, E, G, H และ I นอกจาก Ferrioxamine จะ
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พบในแบคทีเรยีสกุล Streptomyces แล้วยังพบในสกุลอ่ืนๆ ด้วย เช่น Arthrobacter, Chromobacterium, 
Pseudomonads และ Erwinia herbicola เป็นต้น 
                                   
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 โครงสร้าง ferrioxamine B 
 
Bacillus sp. แบคทีเรียในกลุ่มนี้ที่นิยมศกึษา ได้แก่ Bacillus megaterium ซึ่งสร้างซิเดอร์โรฟอร์ที่ช่ือ 

Schizokinen ส่วน B. subtilis นั้นสร้างซิเดอร์โรฟอร์ช่ือ DHB-glycine การนําธาตุเหล็กเข้าสู่เซลล์ด้วย 
Schizokinen พบว่ามีบทบาทร่วมกับซิเดอร์โรฟอร์กลุ่มอ่ืนด้วย เช่น Ferrioxamine และในขณะเดียวกัน 
DHB-glycine ก็มีบทบาทร่วมกับสารประกอบที่มีกลุ่มของ phenol ด้วย (Teaumroong and Boonkerd, 
1996) 

2.2 กระบวนการในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชโดยทางอ้อม 
 2.2.1 ช่วยในการควบคุมโรคพืช ทั้งโรคพืชที่เกิดจากเชื้อราสาเหตุโรคพืช และเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค
พืช เช่น จักรพงษ์ และคณะ (2554) ได้ศึกษาการยับย้ังการเจริญของเชื้อ Pythium myriotylum ซึ่งเป็น
สาเหตุของโรครากเน่าในผักสลัดโดยใช้เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas spp. สายพันธ์ุ ECO 008 และ SSWC 
110 และ Bacillus spp. สายพันธ์ุ EWC 065, RCO 010, RWC 021 และ SSMIX 023 ซึ่งเป็นสายพันธ์ุ
แบคทีเรียเขตรากพืชที่แยกได้จากระบบปลูกพืชโดยไม่ใช้ดิน พบว่าแบคทีเรีย Pseudomonas spp. สายพันธ์ุ 
ECO 008 ทําให้เส้นใยของเชื้อ P. myriotylum มีการเจริญที่บิดเบ้ียวผิดรูปไปจากเดิม ในขณะทีแ่บคทีเรีย 
Bacillus spp. สายพันธ์ุ EWC 065, RCO 010, RWC 021 และ SSMIX 023 ทําให้เส้นใยของเชื้อP. 
myriotylum มีการแตกแขนงอย่างผิดปกติ รวมทั้งพบการเคลื่อนที่ของ cytoplasm ที่ผิดปกติไปจากเดิม 
ส่งผลให้บริเวณส่วนปลายเสน้ใยแตก 
  2.2.2 ผลิตสารปฏิชีวนะ (Antibiotic) ที่ใช้ในการควบคุมโรคพืชได้ ตัวอย่างสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดย 
PGPB ได้แก่ agrocin 84, agrocin 434, 2,4-diacetylphloroglucinol, herbicolin, oomycin, 
phenazines, pyoluteorin, pyrrolnitrin เป็นต้น (Bashan and de-Bashan, 2005) 
 2.2.3 ผลติเอนไซม์ที่สามารถย่อยผนังเซลล์ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้ เช่น chitinase, 
laminarinase, Q-1,3-glucanase, protease และ lipase เป็นต้น (Bashan and de-Bashan, 2005; 
Compant et al., 2005) 
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 2.2.4 ผลิตสาร Antifungal metabolites เช่น Pseudomonas fluorescens สามารถสังเคราะห ์
hydrogen cyanide ซึ่งทําให้ Pseudomonas สายพันธ์ุนี้มีความสามารถในการต้านการเจริญเติบโตของเชื้อ
ราสาเหตุโรคพืชบางชนิดได้ ตัวอย่างเช่น สามารถยับย้ัง Thielabiopsis basicola ซึ่งเป็นเชื้อราสาเหตุโรค
รากเน่าดําในยาสูบได้ (Ramette et al., 2003) ในบางรายงานกล่าวว่า จุลินทรีย์หลากหลายสายพันธ์ุรวมทั้ง 
Cladosporium werneckii, Pseudomonas cepacia และ P. solanacearum สามารถยอ่ยสลาย
สารประกอบ fusaric acid ได้ ซึ่งสารประกอบ fusaric acid ตัวนี้เป็นสาเหตุที่ทําให้เกิดความเสียหายในพืช
หลังจากที่พืชถูกเข้าทําลายโดย Fusarium (Ramamoorthy et al., 2001) 
 2.2.5 ช่วยให้พืชมีความทนทานในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่างๆ เช่น  
 - ความเค็ม ทาํให้สภาวะแวดล้อมในดินไมเ่หมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ ทําให้ดินมีเนือ้
แน่นทึบ รากพืชชอนไชยาก แร่ธาตุบางอย่างละลายออกมาจากดินจนเป็นพิษต่อพืช ผลของความเค็มทําให้พืช
ขาดน้ํา พืชต่างๆ ปรับตัวเข้ากับสภาพความเค็มได้ต่างกัน หากพืชที่ทนไม่ได้จะแสดงลกัษณะอาการต่างๆ ดังนี้ 
การเจริญเติบโตลดลง ใบสีเขม้ขึ้น ใบหนาขึน้ ปลายใบไหม้ ปลายใบม้วนงอ ผลผลิตลดลง และถ้าปรับตัวไม่ได้
จะตายในที่สุด (วิชิตพล และคณะ, 2553) แบคทีเรียทนเค็มสามารถเจริญในสิ่งแวดลอ้มที่มีเกลือเนือ่งจากว่า
ภายในเซลล์ของแบคทีเรียทนเค็มมีปริมาณความเข้มข้นของไอออนของเกลือตํ่า (Na+และ K+) ดังนั้นแบคทีเรีย
ทนเค็มจึงต้องปรับสมดุลของสารละลายภายในเซลล์กับภายนอกเซลล์ โดยการนําไอออนของเกลือ (Na+และ 
K+) จากภายนอกเซลล์เข้ามาภายในเซลลแ์ล้วนําไปใช้ในกิจกรรมต่างๆ (ศิริลักษณ์, 2553) ส่งผลให้ไอออนของ
เกลือในดินลดลง สภาวะแวดล้อมในดินเหมาะสมต่อการเจริญของพืชมากขึ้น 
 - ภาวะความเครียดจากการเกิดออกซิเดชัน (oxidative stress) โดยเฉพาะไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
(H2O2) ซึ่งมีผลยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ ทําลายส่วนประกอบที่สําคัญของเซลล์ เยือ่เมมเบรน และกระตุ้น
การเกิดปฏิกิริยาเพอร์ออกซิเดชันของไขมัน เป็นต้น การเพิ่มขึ้นของอนุพันธ์ออกซิเจนที่เป็นพิษนั้นเป็นผลจาก
การเกิดความเครียด ส่งผลให้เกิดการยับย้ังการเจริญเติบโตและปริมาณผลผลิตของพืชลดลง อย่างไรก็ตาม 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่เกิดขึ้นสามารถถกูกําจัดโดยเอนไซม์คะตาเลส (catalase) หรือเพอร์ออกซิเดส
(peroxidase) ที่พบในเพอร์ออกซิโซมของเซลลใ์บพืช แบคทีเรียที่อยู่ร่วมกับพืชสามารถผลิตเอนไซมค์ะตาเลส 
หรือเพอร์ออกซิเดสได้ก็จะสามารถช่วยพืชกําจัดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ออกจากเซลล์พืชได้ (นุชนาถ, 2554) 
 - ภาวะความเครียดจากโลหะหนัก (heavy metal stress) โลหะหนกัจัดอยู่ในจําพวกธาตุที่พืชไม่
ต้องการและเป็นสารพิษซึ่งปนเปื้อนในดิน ได้แก่ ตะกั่ว (Pb) สังกะสี (Zn) นิกเกิล (Ni) และแคดเมียม (Cd) 
เป็นต้น จุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่บริเวณรากพืชส่วนใหญส่ามารถช่วยลดปริมาณโลหะหนักได้ กระบวนการต่างๆ
ของจุลินทรีย์เกิดขึ้นได้ 2 ลกัษณะคือ 1) กระบวนการเมทาบอลิซึม (metabolism) ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์ 
โดยจุลินทรีย์สามารถใช้โลหะหนักบางประเภทเป็นสารอาหาร (micronutrients) กระบวนการนี้เกิดขึ้นเมื่อมี
ปริมาณโลหะหนักในระบบไมม่าก 2) กระบวนการดูดซับหรือดูดติดผิว (adsorption) บริเวณผนังเซลล์ (outer 
membrane) ของจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการดูดติดผิวด้วยกระบวนการแลกเปลี่ยนประจุ (ion 
exchange) ระหว่างผนังเซลล์จุลินทรีย์กับประจุของโลหะหนัก แล้วทาํการเปลี่ยนโลหะหนักชนิดนั้นๆ ให้อยู่
ในรูปที่มีความเป็นพิษลดลงด้วยกระบวนการทางชีวเคมีภายในเซลล์ของจลุินทรีย์ (Khan et al., 2009; Ma 
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et al., 2011; Rajkumar et al., 2009) ตัวอย่าง Rajkumar และ Freitas (2008) ได้นําแบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. และ Pseudomonas jessenii ที่แยกได้จากดิน (serpentine soil) มาใช้ส่งเสริมการ
เจริญของต้นละหุ่งที่ปลูกในดินที่มีการปนเปื้อนโลหะหนัก ได้แก่ nickel, copper และ zinc พบว่า 
Pseudomonas sp. มีความสามารถในการละลาย zinc ได้ดีกว่า Pseudomonas jessenii ในขณะที ่
Pseudomonas jessenii มคีวามสามารถในการละลาย nickel และ copper ได้ดีกว่า Pseudomonas sp. 
นอกจากนี้ต้นละหุ่งยังมีน้ําหนักราก และลาํต้นเพิ่มขึ้นด้วย 
3. ความสัมพนัธ์ของการอาศัยอยู่ร่วมกันของแบคทเีรียและพืช 
 3.1 แบคทเีรียที่อยู่ร่วมกับพชืกับการสงัเคราะหฮ์อร์โมนพืช 
              ออกซินในพืชมีลกัษณะทางเคมีเป็นสาร Indole-3-acetic acid หรือเรียกย่อๆ ว่า IAA โดยปกติ
พืชสังเคราะห์ IAA ที่ใบอ่อน จุดกําเนิดของใบ และเมล็ดซึง่กําลังเจริญเติบโต นอกจากนี้แบคทีเรีย เชือ้รา และ
สาหร่ายบางชนิดก็สามารถสงัเคราะห์ IAA ได้   
 3.1.1 การสังเคราะห์ Indole-3-acetic acid (IAA) โดยแบคทีเรีย 

มีรายงานว่าแบคทีเรียที่อยู่รว่มกับพืชบางชนิดสามารถสังเคราะห์ IAA และส่งออกมานอกเซลล์
แบคทีเรีย แลว้พืชอาศัยสามารถนํา IAA นั้นไปใช้ในการช่วยการเจริญเติบโตได้ ซึ่งการสังเคราะห์ IAA ใน
แบคทีเรียนั้น มีกรดอะมิโนทริปโตเฟน (Tryptophan) เป็นสารตั้งต้น (Precursor) ซึ่งแบคทีเรียจะมี
กระบวนการผลิต 5 วิธี (ภาพที่ 2) ดังนี้ (Spaepen et al., 2007) 
 1. Indole-3-acetamide (IAM) pathway เป็นแนวทางที่ดีที่สุดที่พบในแบคทีเรีย มี 2 ขั้นตอน คือ 
ขั้นแรกเอนไซม์ tryptophan-2-monooxygenase (IaaM) จะเปลี่ยนทริปโตเฟนเป็น IAM ขั้นที่สอง IAM จะ
เปลี่ยนเป็น IAA โดยเอนไซม์ IAM hydrolase (IaaH) 
 2. Indole-3-pyruvate (IPyA) pathway เป็นแนวทางหลักในการสงัเคราะห์ IAA ในพืช โดยใน
แบคทีเรียจะใช้เอนไซม์ในการเปลี่ยนสารตั้งต้นต่างๆ แตกต่างไปจากพืช ขั้นแรกทริปโตเฟนจะเปลี่ยนเป็น 
IPyA โดยเอนไซม ์aminotransferase จากนั้น IPyA ถูกเปลี่ยนเป็น indole-3-acetaldehyde (IAAld) โดย
เอนไซม ์indole-3-pyruvate decarboxylase (IPDC) และในขั้นสุดท้าย IAAld จะถูกออกซิไดซ์ได้เป็น IAA 
 3. Trypamine (TAM) pathway วิธีนี้พบได้ทั้งในพืชและในแบคทีเรีย โดยในแบคทีเรยีใช้ทริปโตเฟน
เปลี่ยนเป็น TAM โดยเอนไซม์ tryptophan decarboxylases จากนั้นขั้นสุดท้าย TAM จะเปลี่ยนเปน็ IAAld 
โดยเอนไซม์ amine oxidase 
 4. Tryptophan side-chain oxidase (TSO) pathway พบในแบคทีเรีย Pseudomonase 
fluorescens CH10 โดยทรปิโตเฟนจะเปลี่ยนเป็น IAAld และสามารถออกซิไดซ์ได้เป็น IAA 
 5. Indole-3-acetonitrile (IAN) pathway วิธีนี้ขั้นตอนสุดท้ายจะได้ IAN ซึ่งสามารถเปลี่ยนเป็น 
IAA โดยเอนไซม์ nitrilase แต่การเปลี่ยนทริปโตเฟนเป็น IAN ทําได้ 2 ทางคือ ผ่าน indole-3-
acetaldoxime และ glucoblassicin นอกจากนี้ยังพบว่าพืชสามารถสังเคราะห์ IAN ได้โดยไม่ต้องใช้ 
tryptophan เป็นสารตั้งต้น แบคทีเรียบางสายพันธ์ุสามารถสังเคราะห์ IAA ได้โดยไม่ต้องใช้ทริปโตเฟน เป็น
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พบว่าเซลล์ที่ได้รับการส่งถ่ายยีนสามารถตอบสนองในสภาวะไม่เหมาะสม ได้แก่ ความร้อน ความเย็น รังสียูวี 
แรงดันออสโมติก ความเป็นกรด และภาวะออกซิเดทีฟ และสารที่เป็นพิษต่อแบคทีเรีย เช่น สารปฏิชีวนะ และ
สารชะล้าง (detergent) เป็นต้น โดยการผลิต trehalose, lipopolysaccharide (LPS), 
exopolysaccharide (EPS) และสร้างไบโอฟิล์ม เป็นการยืนยันว่า IAA สามารถเพิ่มระบบภูมิคุ้มกันของ
แบคทีเรีย 
 3.2 แบคทเีรียที่อยู่ร่วมกับพชืกับการต่อตา้นเชื้อปฏิปักษ์ให้แก่พืชเจา้บ้าน 
 ปัจจุบันมีการคน้คว้าหาวิธีการควบคุมโรคพืชใหม่ๆ เพื่อลดปัญหาอันตรายจากการใช้สารเคมีทาง
การเกษตรที่เพิ่มขึ้น โดยส่งเสริมให้เกษตรกรหันมาใช้การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี (biocontrol) ซึ่งเป็นวิธีหนึ่ง
ที่ยอมรับว่าใช้ได้ผลดี มีการศึกษากลไกการควบคุมโรค และระบบการควบคุมโรคโดยวิธีต่างๆ โดยเฉพาะการ
ใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ (antagonist) ที่เป็นเชื้อแบคทีเรีย และเชื้อรา เชื้อแบคทีเรียมักเป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อโรคพืช
โดยการแก่งแย่งอาหาร การยับย้ัง ทําลาย และการเป็นปรสิต งานวิจัยด้านการควบคุมโรคโดยชีววิธีส่วนใหญ่
มักจะเน้นการศึกษาการควบคุมโรคที่ทําลายส่วนของพืชที่อยู่ใต้ดินมากกว่าเชื้อโรคที่เข้าทําลายส่วนของพืชที่
อยู่เหนือดิน ซึ่งเป็นที่ยอมรับว่าเป็นวิธีที่มีโอกาสสูงในการนําไปเป็นกลยุทธ์ในการป้องกันกําจัดโรค เพราะใช้
ได้ผลดีจนถึงขั้นทําในระดับการค้า ในธรรมชาติมีเชื้อแบคทีเรียที่มีคณุสมบัติในการนาํมาใช้ควบคุมโรคพืช ที่
เรียกว่า เชื้อปฏิปักษ์ (antagonist) ซึ่งมีกลไกควบคุมเชื้อที่เป็นสาเหตุของโรคได้ 4 ลักษณะ คือ 
 3.2.1 การแขง่ขัน (competition) 
 เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ มีความสามารถแข่งขันกับเชื้อโรคพืชในด้านต่างๆ เช่น การใช้ธาตุอาหาร 
อากาศ และการครอบครองพื้นที่ได้ดีกว่า ทําให้เชื้อโรคพืชไม่สามารถเจริญเติบโต หรอือาศัยอยู่ในบริเวณที่มี
เชื้อปฏิปักษ์ พืชจะเจริญเติบโตแข็งแรง มผีลผลิต สูงขึ้น การแข่งขันที่พบมากคือ การนําเอาธาตุอาหารหรือ
สารต่างๆ ที่มอียู่ในดินหรือในสภาพแวดล้อมนั้นมาใช้ประโยชน์ในการเติบโต ทําให้เชื้อโรคขาดสาร ไม่สามารถ
เจริญเติบโตเข้าทําลายพืช เช่น เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Pseudomonas fluorescens จะผลิตสาร 
siderophore ช่วยในการจับยึดธาตุเหล็กในธรรมชาติมาใช้ได้ดีกว่าเชื้อรา Gaeumannomyces graminis 
var. tritici ทําให้เชื้อรานี้ไม่สามารถทําลายรากของข้าวสาลี ช่วยให้ข้าวสาลีเจริญเป็นปกติ และให้ผลผลิตดีขึ้น  
 3.2.2 การทําลายชีวิต (antibiosis)  
 เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ได้รับความสนใจคดัเลือกมาใช้ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีนั้น จะเน้น
คุณสมบัติการทําลายชีวิตของเชื้อโรคเป็นส่วนใหญ ่ โดยเชื้อปฏิปักษ์นี้มีความสามารถผลิตสารทีม่ีคุณสมบัติ
ยับย้ังหรือทําลายเชื้อโรคได้ เช่น สารพิษ (toxin) หรือสารปฏิชีวนะ (antibiotic) การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี
นี้สําเร็จเป็นครั้งแรกโดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Agrobacterium radiobacter สายพันธ์ุ K84 ผลิตสาร      
แบคเทอริโอซนิ (bacteriocin) ที่มีช่ือว่า agrocin 84 ไปยับย้ังหรือทําลายเชื้อ Agrobacterium 
tumefaciens biotype 1 และ 2 สาเหตุโรค crown gall ของพืชได้ 
 3.2.3 การเปน็ปรสิต (parasitism)  
 เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็นปรสิต (parasite) เข้าไปเจริญอาศัย ทําลายสิ่งมชีีวิตอ่ืนนั้นพบได้ไม่
มากนัก การใช้ควบคุมโรคพืชยังไม่ประสบความสําเร็จเหมือนปฏิกิริยาแบบการทําลายชีวิต เช่น Erwinia 
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urediniolytica เข้าทําลาย pedicel ของสปอร์เชื้อราสนิม หรือเชื้อแบคทีเรีย Pasteuria penetrans ที่เป็น
ปรสิตของไส้เดือนฝอย Meloidogyne incognita สาเหตุโรครากปม 
 3.2.4 การชักนําใหเ้กิดความต้านทานโรค (induced disease resistance)  
 เป็นอีกกลไกที่น่าศึกษา เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย์ เช่น เชื้อรา หรือแบคทเีรีย โดยเฉพาะพวกที่เคยเป็น
เชื้อโรค เมื่อนํามาทําให้เสียความสามารถในการทําให้เกิดโรคแล้ว สามารถจะชักนําหรือกระตุ้นให้พืชสร้าง
ความต้านทานต่อการทําลายของเชื้อโรคได้ เช่น การเกิดกลายพันธ์ุในยีนเดียวของเชื้อรา Colletotrichum 
magna สาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในพชืพวกแตง จะไม่ทําให้เกิดโรค แต่จะเจรญิอยู่ในพืช ช่วยให้พืชทน
ต่อการเข้าทําลายของเชื้อโรคด้ังเดิมได้ หรือในกรณีของเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas solanacearum สาย
พันธ์ุไม่รุนแรงที่มีชีวิตอยู่ สามารถชักนําให้พืชสร้างสาร tomatine ปลดปล่อยออกมาที่บริเวณราก ทําให้
มะเขือเทศต้านทานต่อการเข้าทําลายของเชื้อ P. solanacearum สายพันธ์ุด้ังเดิมได้ 
 3.3 การใช้กลุ่มจุลนิทรีย์ (microbial consortium) ในการส่งเสริมการเจริญและต่อต้านเชือ้
ปฏิปักษ์ 
 การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี เป็นวิธีที่ได้รับการยอมรับในการนํามาใช้ควบคุมโรคพืช แต่ข้อจํากัดที่
สําคัญอย่างหนึ่งของวิธีนี้คือ จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่ใช้ควบคุมโรคให้กับพืชมีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงของ
สภาพแวดล้อม ทําให้กลไกการยับย้ังเกิดขึ้นได้ไม่เต็มที่ อาจส่งผลให้จุลินทรีย์ปลดปล่อยสารชีวภัณฑ์ในการ
ควบคุมโรค (biocontrol agents) ออกมาได้น้อยเมื่อสภาวะแวดล้อมเปลี่ยนไป ทาํให้ประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคพืชลดลง การใช้กลุ่มจุลินทรีย์หรือจุลินทรีย์หลายชนิดร่วมกันจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจใน
การปรับปรุงข้อจํากัดนี้ เป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุมโรคพืช (Dunne et al., 1998) 
 Kannan and Sureendar (2009) ได้ทดลองใช้การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีแทนการใช้สารเคมี 
นอกจากจะเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมแล้วยังช่วยปรับปรุงดินและพืชในดินด้วย การทดลองนี้ใช้จุลินทรีย์กลุ่ม 
PGPR ที่คัดแยกจากต้น Santalum album, Tamarindus indica และ Alilanthus โดยอาศัยคุณสมบัติใน
การส่งเสริมการเจริญของพืชจํานวน 5 สายพันธ์ุ  นํากลุ่มจุลินทรีย์เหลา่นี้มาทดสอบดังนี้ การละลายฟอสเฟต 
(phosphate solubilizer) บนอาหาร Pikovskaya’s agar, การตรึงไนโตรเจน (nitrogen fixer) โดยการวัด
กิจกรรมของเอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase), การย่อยสลายสารอินทรีย์ (heterotrophic member), การ
สังเคราะห์ฮอร์โมนพืชที่ช่วยเร่งการเจริญ (growth hormone producer) โดยการวัดระดับการสังเคราะห์ 
IAA  และการต้านเชื้อปฏิปักษ์ (antagonist) ได้แก่ Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici และ Alternaria sp. โดยวิธี dual-plate assay และ cross-streaking technique พบว่ากลุ่ม
จุลินทรีย์สามารถส่งเสริมการเจริญของมะเขอืเทศ (Lycopersicon esculentum Mill) ซึ่งเป็นพืชอาศัยที่ใช้
ทดสอบได้เป็นอย่างดี และพืชยังสามารถต้านทานต่อเชื้อรา Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 
แสดงให้เห็นว่าการใช้กลุ่มจุลนิทรีย์ PGPR ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญและการควบคุมโรค
ให้กับพืชอาศัย 
 



12 
 

 Raja et al. (2006) ศึกษาผลของจุลินทรย์ีเด่ียวแต่ละชนิดและกลุ่มจลุินทรีย์ ได้แก่ Azospirillum 
lipoferum-Az 204, Bacillus megaterium var. phosphaticum และ Pseudomonas fluorescens Pf-
1 ต่อการขยายรากและการเจริญของต้นข้าวภายใต้สภาวะการปลูกแบบ hydroponic ซึ่งสิ่งที่สนใจศึกษาคือ 
total sugar, reducing sugar, amino nitrogen content, plant growth promoting substances 
ภายในรากพืช และความสามารถในการตรงึไนโตรเจน จากการศึกษานี้พบว่ากลุ่มจุลินทรีย์มีความสําคัญในการ
ช่วยเพิ่มการเจริญของพืชได้ดีกว่าจุลินทรีย์เด่ียวแต่ละชนิด จึงเหมาะที่จะนําไปประยุกต์ใช้ 
 แต่อย่างไรก็ตามในการนําไปใช้ประโยชน์จริงในเกษตรกรรมต่างๆ ควรมกีารศึกษาผลกระทบที่จะเกิด
ขึ้นกับสิ่งแวดล้อม ผลกระทบต่อระบบนิเวศวิทยา การควบคุมปริมาณของเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้เป็นกล้าเชื้อ ซึ่งควร
มีการศึกษาการก่อให้เกิดโรคกับสิ่งมีชีวิตด้วย ซึ่งรายงานวิจัยในด้านนี้ไม่ค่อยพบ หรือมีรายงานน้อย อาจ
เนื่องจากการทดลองส่วนใหญท่ําเพียงแค่ในเรือนทดลองปลูกเท่านั้น ยังไม่ได้ดําเนินการในพื้นที่จริง ดังนั้นควร
คํานึงถึงผลกระทบในด้านต่างๆ ก่อนนําไปใช้จรงิ 



 
 

 
บทที่ 3 

วิธีการดําเนนิงานวิจัย 
 

1. สายพันธุ์เอน็โดไฟติกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ 
 เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย จาํนวน 20 ไอโซเลต ได้แก่ UD15, 25, 41, 44, 50, 57, 66, 136, 169, 
205, 247, 270, 288, 292, 306, 317, 343, 392, 405 และ 412 ซึ่งเป็นเชื้อบริสุทธ์ิคัดแยกได้จากพืชใน
บริเวณเขื่อนอุบลรัตน์ จังหวัดขอนแก่น เก็บไว้ใน 20% glycerol ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นํามาเลี้ยงบน
อาหาร NA เพื่อนํามาใช้ศึกษาในการโครงการนี้ 
 
2. ศึกษาคณุสมบัติด้านการสง่เสริมการเจริญเติบโตของพืช 

2.1 ทดสอบการสร้างเอนไซม์อะไมเลส (Amylase activity) 
 นําแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตไปเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth บ่มเขย่าที่ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเชื้อแต่ละไอโซเลตปริมาตร 10µl มาหยดลงบนอาหาร starch agar นําไปบ่มที่ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานําแต่ละจานอาหารมาเททับด้วยสารละลายไอโอดีน ทิ้งไว้
ประมาณ 15-30 นาที เทสารละลายไอโอดีนออก สังเกตการเปลี่ยนแปลง ถ้ามีการสรา้งเอนไซม์อะไมเลสก็จะ
เกิดโซนใสรอบโคโลนีของเชื้อ 

2.2 ทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต (Phosphate solubilization) 
 นําแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตไปเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth บ่มเขย่าที่ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเชื้อแต่ละไอโซเลตปริมาตร 10 µl มาหยดลงบนอาหาร Pikovskaya’s agar 
(Himedia) นาํไปบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลง ถ้ามกีารละลาย
ฟอสเฟตก็จะเกิดโซนใสรอบโคโลนีของเชื้อ 

2.3 ทดสอบการผลิตแอมโมเนีย (Ammonia production) 
 นําแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตไปเลี้ยงใน sterile peptone broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปบ่มเขย่าที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาหยด Nessler’s reagent ลงไปในหลอดทดลอง 
สังเกตการเปลี่ยนแปลง ถ้ามกีารผลิตแอมโมเนียในหลอดทดลองก็จะเปลี่ยนเป็นสีเหลอืง 

2.4 ทดสอบการผลิตอะซีโตอิน (Acetoin production) 
 นําแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตไปเลี้ยงในอาหาร MR-VP broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําไปบ่มเขย่าที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา ปิเปตเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย 
α-naphthol (5%) ใน absolute ethanol และเติม 40% KOH ปริมาตร 1 มิลลลิติร ผสมให้เข้ากัน สังเกต
การเปลี่ยนแปลง ถ้ามกีารผลติอะซีโตอินในหลอดทดลองก็จะเปลี่ยนเป็นสีแดง 
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2.5 ทดสอบการผลิตอินโดลอะซีติกแอซิด (Indole acetic acid) 
 นําแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตไปเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth ที่มี 3 mg/ml ของ L-tryptophan 
นําไปบ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานําไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เก็บเอาส่วนใส 1 มิลลิลิตร ผสมกับ Salkowski’s reagent ปริมาตร 1 
มิลลลิิตร ต้ังไว้ให้ทําปฏิกิริยาในที่มืด 30 นาที สังเกตการเปลี่ยนแปลง ถ้ามีการผลิต IAA ในหลอดทดลองก็จะ
เปลี่ยนเป็นสชีมพูหรือสีแดง ถ้าเชื้อไอโซเลตใดให้ผลบวก นํามาวัดปริมาณการสร้างอินโดลอะซีติกแอซิด นํา
ส่วนใสของเชื้อที่เลี้ยงในอาหาร Nutrient broth ที่มี 3 mg/ml ของ L-tryptophan ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ผสมกับสารละลาย PC (FeCl3/H2SO4) ปริมาตร 1 มิลลิลติร ต้ังไว้ให้ทําปฏิกิริยาในที่มดื 30 นาที นํามาวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 530 นาโนเมตร 
 
3. ศึกษาคณุสมบัติด้านการทนต่อสภาวะต่างๆ 

3.1 ทดสอบการทนต่อไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 
 นําแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตไปเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth ปริมาตร 5 มิลลลิิตร นําไปบ่มเขย่าที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาเติม 30% ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลงไป 500 
µl บ่มที่อุณหภูมิห้อง 2 ช่ัวโมง ปิเปตสารละลายเชื้อ 10 µl หยดลงบนอาหาร Nutrient agar แล้วนําจาน
อาหารไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลง ถา้มีจุลินทรีย์เจริญบริเวณ
ที่หยดสารละลายเชื้อไว้ แสดงว่าเชื้อสามารถทนต่อไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได้ 

3.2 ทดสอบการทนต่อเกลือ (NaCl) 
 นําแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตไปเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth บ่มเขย่าที่ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําเชื้อแต่ละไอโซเลตปริมาตร 10 µl มาหยดลงบนอาหาร Nutrient agar ที่มี 3% 
NaCl นําจานอาหารไปบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลง ถ้ามจีุลินทรีย์
เจริญบริเวณทีใ่ส่เชื้อไว้ แสดงว่าเชื้อสามารถทนต่อเกลือได้ 

3.3 ทดสอบการทนต่อโลหะหนัก 
 นําแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตไปเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth บ่มเขยา่ที่ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําเชื้อแต่ละไอโซเลตปริมาตร 10 µl มาหยดลงบนอาหาร Nutrient agar ทีม่ี 1 mM
ของโลหะหนักแต่ละชนิด ได้แก่ ferric chloride (FeCl3), mercury chloride (HgCl2), copper sulfate 
(CuSO4), zing sulfate (ZnSO4), manganese sulfate (MnSO4), nikel sulfate (NiSO4), aluminium 
sulfate (AlSO4), silver sulfate (AgSO4), cobalt sulfate (CoSO4), cadmium sulfate (CdSO4) และ 
lead nitrate (Pb(NO3)2) นําจานอาหารไปบ่มที่ 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง สังเกตการ
เปลี่ยนแปลง ถ้ามีจุลินทรีย์เจริญบริเวณที่ใส่เชื้อไว้ แสดงว่าเชื้อสามารถทนต่อโลหะหนักชนิดนั้นได้ 
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4. ศึกษาฤทธิต้์านจลุินทรีย์ก่อโรคพืช 
4.1 ทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทเีรียก่อโรคพืช 

 แบคทีเรียก่อโรคพืชที่ใช้ทดสอบคือ Xanthomonas campestris pv. vesicatoria โดยเลี้ยงใน
อาหาร LB บ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาทดสอบด้วยวิธี agar well 
diffusion โดยใช้ไม้พันสําลปีลอดเชื้อ swab เชื้อแบคทีเรียก่อโรคพืชที่เตรียมเป็นสารละลายแขวนลอยที่ปรับ
ความขุ่นเท่ากับ 0.5 MacFarland ลงบนผวิหน้าอาหาร Nutrient agar จากนั้นใช ้cork borer ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร มาเจาะเป็นหลุม สําหรับการเตรียมเชื้อที่จะทดสอบการผลิตสารออกฤทธิ์แต่ละ  ไอโซ
เลตโดยเลี้ยงในอาหาร LB บ่มเขย่าที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง แล้วป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000 rpm นาน 10 นาที เก็บส่วนใสมากรองผ่านฟิลเตอร์ขนาด 0.45 µm จากนั้นนําส่วนใสที่ผ่านการ
กรองไปทดสอบ โดยปิเปตปริมาตร 50 µl มาใส่ในหลมุที่เจาะเตรียมไว้ เปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะ และ
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่ใส่เชื้อ นาํจานอาหารไปบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงและวัดขนาดโซนใสที่เกิดขึ้น 

4.2 ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราก่อโรคพืช 
 ทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion โดยวางชิ้นวุ้นของเชื้อราที่ใช้ทดสอบคอื Fusarium 
oxysporum f. sp. lycopersici และ Sclerotium rolfsii Sacc.  ไว้ตรงจุดก่ึงกลางของจานอาหาร potato 
dextrose agar นําจานอาหารไปบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นใช้ cork borer มาเจาะ
เป็นหลุมรอบเชื้อรา โดยให้แต่ละจุดมีระยะห่างจากเชื้อราเท่าๆ กัน เตรียมเชื้อที่จะทดสอบการผลติสารออก
ฤทธ์ิแต่ละไอโซเลตโดยเลี้ยงในอาหาร LB บ่มเขย่าที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง แล้วป่ันเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 10,000 rpm นาน 10 นาที เก็บส่วนใสไปทดสอบ โดยปิเปตปริมาตร 50 µl ใสใ่นหลมุที่เตรียม
ไว้ เปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะ และอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแต่เชื้อราเจริญอยู่ นําจานอาหารไปบ่มที่ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลงและวัดรัศมีการเจริญของเสน้ใยเชื้อราบนจานอาหาร
ทดสอบ (Fungal growth) และอาหารควบคุม (Control growth) จากนั้นนํามาหาค่าร้อยละการยับย้ังการ
เจรญิของเส้นใย ดังสมการ 
 

% inhibition ൌ ൜1 െ ൬
Fungal growth
Control growth൰ ൈ 100ൠ 

 
5. ทดสอบการย่อยสลายสารประกอบกลุม่ที่มีฟีนอลเปน็องคป์ระกอบ 
 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตในอาหาร Nutrient broth บ่มเขย่าที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
16-24 ช่ัวโมง เพื่อใช้เป็นกล้าเชื้อ จากนั้นย้ายเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหาร Minimal medium ที่มี 
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) ชนิดต่างๆ ได้แก่ pyrogallol, sodium benzoate, 
phenanthrene, p-chlorophenol, toluene ที่มีความเข้มข้น 400 µM เปรียบเทียบการเจริญในอาหาร   
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Minimal medium ที่มีกลูโคสอยู่ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างมาวัด OD ที่ 600 nm ในช่วง
เวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง  
 
6. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสาร indole acetic acid (IAA) 
 เชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารอินโดลอะซีติกแอซิด นํามาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอ่
การเจริญ และการผลิตสารชีวภาพ โดยทดสอบดังนี้ 

6.1 ศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างการเจรญิกับการผลิตสาร IAA ของไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพ  
 นําเชื้อแบคทีเรียที่มีประสทิธิภาพมาเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth บ่มเขย่าที่ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 16-24 ช่ัวโมง เพื่อใช้เป็นกล้าเชื้อ จากนั้นย้ายมาเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth ที่มี L-
tryptophan (3 mg/ml) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 
ช่ัวโมง เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง นํามาวัดการเจริญด้วยเครื่อง spectrophotometer ที ่ 600 นาโนเมตร และวัด
กิจกรรมของการผลิตสาร IAA โดยเก็บเอาส่วนใส 1 มลิลลิิตร ผสมกับสารละลาย PC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต้ัง
ไว้ให้ทําปฏิกิริยาในที่มืด 30 นาที แล้วนํามาวัดค่าการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 

6.2 ศึกษาปรมิาณของทริปโตแฟนที่เหมาะสมต่อการสรา้งสาร IAA 
 ทดสอบผลของ L-tryptophan ต่อการผลิตสาร indole acetic acid (IAA) โดยนําเชื้อแบคทีเรียมา
เลี้ยงในอาหาร Nutrient broth ที่มีปริมาณ L-tryptophan ต่างกัน ดังนี้ 0, 1, 3, 5, 7, 10, 15 mg/ml บ่ม
เขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ช่ัวโมง ครั้งละ 2 มิลลิลิตร นํา
ตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เก็บเอาส่วนใส 1 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลาย PC ปริมาตร 1 มิลลลิิตร ต้ังไว้ให้ทําปฏิกิริยาในที่มืด 30 นาที แล้วนํามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 

6.3 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ 
 นําเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพมาเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth บ่มเขย่าที่ 30 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 16-24 ช่ัวโมง เพื่อใช้เป็นกล้าเชื้อ จากนั้นย้ายเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth ที่มี 
L-tryptophan ในปรมิาณที่เหมาะสมปรมิาตร 100 มิลลิลิตร เลี้ยงในสภาวะต่างกันดังนี้ บ่มเขย่าที่อุณหภูม ิ
30 และ 35 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมหิ้อง เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ช่ัวโมง เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง นํามาวัดการ
เจริญด้วยเครื่อง spectrophotometer ที ่600 นาโนเมตร และวัดกิจกรรมของการผลิตสาร IAA โดยเก็บเอา
ส่วนใส 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย PC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต้ังไว้ให้ทําปฏิกิริยาในที่มืด 30 นาที แล้ว
นํามาวัดค่าการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 
 



 
 

 
บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
 
1. การคัดเลือกสายพนัธุเ์อ็นโดไฟติกแบคทีเรียที่มีประสทิธิภาพดีมาทดสอบ 
 เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียทําการคัดแยก และเก็บเป็นเชื้อบริสุทธ์ิทั้งหมด จํานวน 401 ไอโซเลต จาก
พ้ืนที่ปกปักพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริฯ ในเขตเขื่อนอุบลรัตน์ จังหวัดขอนแก่น ซึ่งเชื้อทั้งหมด
นํามาทดสอบการผลิตสารชีวภาพในด้านสารออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของเชื้อปฏิปักษ์ พบว่าเชื้อแบคทีเรียที่
สามารถผลิตสารชีวภาพที่มีฤทธ์ิยับย้ังและให้ผลชัดเจน จาํนวน 41 ไอโซเลต โดยสามารถยับย้ังเชื้อ Bacillus 
cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albican 
ได้อย่างน้อย 1 สายพันธ์ุ จึงทดสอบสารสกัดหยาบของเชื้อทั้งหมด โดยทําการสกัดสารชีวภาพด้วยตัวทํา
ละลายเอธิลอะซีเตต พบว่าไอโซเลตที่ใหส้ารสกัดหยาบที่มีประสิทธิภาพดี จํานวน 10 ไอโซเลต นอกจากนี้เชื้อ
เอ็นโดไฟติกแบคทีเรียนํามาทดสอบการผลติเอนไซม์ไลเปส และ โปรติเอสอีกด้วย พบว่าบางไอโซเลตสามารถ
ผลิตเอนไซม์ไลเปส และโปรติเอสได้ (วิยะดา และคณะ, 2554) ดังนั้นการคัดเลือกสายพันธ์ุนํามาศึกษาใน
งานวิจัย จึงทําการคัดเลือกไอโซเลตที่มปีระสิทธิภาพดีทั้งในด้านการผลิตสารออกฤทธิ์ และการผลิตเอนไซม์
ต่างๆ ซึ่งสรุปกิจกรรมของไอโซเลตต่างๆ จํานวน 20 ไอโซเลต เพื่อนํามาทดสอบความสามารถในการผลิตสาร
เร่งการเจริญเติบโตของพืชต่อไป (ตารางที่ 1) 
2. ทดสอบความสามารถในการผลิตสารเร่งการเจริญเตบิโตของพืช 
 เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียทีค่ดัเลือกมา จํานวน 20 ไอโซเลต นํามาเลีย้งบนอาหาร NA ที่อุณหภมูิ 
30oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันย้ายเชื้อลงบนอาหาร Pikovskayas agar แล้วบ่มทีอุ่ณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 
5 วัน พบว่าเชื้อที่สามารถละลายฟอสเฟตได้ จะเกิดบริเวณใสขึ้นรอบๆ โคโลนี (ภาพที ่3) จํานวน 12 
ไอโซเลต (ตารางที่ 2) ซึ่งจะมีขนาดของโซนใสใกล้เคียงกัน แต่ที่เด่นที่สุด คือ UD41 และ UD205 ส่วน
ความสามารถในการย่อยสลายสารอินทรีย์ ได้แก่ โปรตีนต่างๆ ซากพืช ซากสัตว์ เพื่อให้เกิดแอมโมเนียหรือ
แอมโมเนียม ซึ่งพืชหรือจุลินทรีย์อ่ืนสามารถนําไปใช้ได้ เป็นแหล่งไนโตรเจนที่สําคัญ จึงทําการทดสอบโดยใช้
อาหาร 4% peptone broth บ่มที่อุณหภมูิ 30oC เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาการบ่มเชื้อ นํามาทํา
ปฏิกิริยากับ Nessler’s reagent จะปรากฏสีเหลืองเกิดขึ้น (ภาพที่ 4) แสดงว่าเชื้อมีการใช้เปปโตน เปลี่ยนให้
เป็นแอมโมเนีย โดยไอโซเลตที่ให้ผลชัดเจน ได้แก่ UD247 และ UD343   
 การผลิตอะซีโทอิน (Acetoin) ซึ่งเป็นสารระเหย (volatile compound) ที่พืชใช้เป็นฟีโรโมน และ
พบผลิตจากเชื้อในกลุ่ม Bacillus sp. จัดเป็นสาร plant growth promoter โดยทดสอบเลี้ยงเชื้อในอาหาร 
MR-VP หลังจากบ่มให้เชื้อเจริญแล้ว นํามาทําปฏิกิรยิากับ 5% α-naphthol และ 40% KOH จะปรากฏเป็น
สีแดงขึ้น (ภาพที่ 5) ซึ่งเชื้อจํานวน 15 ไอโซเลต สามารถผลิตอะซีโทอินได้ (ตารางที่ 2) สว่นการผลิต
เอนไซม์อะไมเลส ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการงอกของเมล็ดพืช โดยพืชจะผลิตจิบเบอร์เรลลิน (Gibberellins) 
มากระตุ้น 
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ตารางที ่ 1 สรุปประสิทธิภาพของเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียที่คัดเลือกมาใช้ในการทดลองนี้ ซึ่งเป็นไอโซเลตที่
สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ในการต้านเชื้อก่อโรค และผลิตเอนไซม์บางชนิดได้ 

 
ลําดับที ่ ไอโซเลต 

(UD) 
Esterase 
enzyme 

Lipase 
enzyme 

Protease 
enzyme 

Antimicrobial 
activity* 

1 15 +2 +3 - ND 
2 25 - +1 +3 E, B 
3 41 - +1 - E, B 
4 44 +3 +1 +2 ND 
5 50 - +3 +2 E, S 
6 57 +1 - +2 S, C 
7 66 - - +2 E, C 
8 136 +1 - +2 P, C 
9 169 - - +3 P 
10 205 - - +1 B, C 
11 247 - +3 - ND 
12 270 +2 +3 +1 ND 
13 288 - +3 +2 ND 
14 292 +2 +4 +1 ND 
15 306 - +1 +2 P, C 
16 317 +2 +2 +3 ND 
17 343 +3 +2 +1 ND 
18 392 +3 - - ND 
19 405 +2 +3 +1 ND 
20 412 - +2 +1 E, B 

 หมายเหตุ   +1   คือ ความกว้างของ halo/clear zone ที่เกิดขึ้นขนาด 0.1-0.9 เซนติเมตร 
       +2  คือ ความกว้างของ halo/clear zone ที่เกิดขึ้นขนาด 1.1-1.9 เซนติเมตร 
                +3   คือ ความกว้างของ halo/clear zone ที่เกิดขึ้นขนาด 2.1-2.9 เซนติเมตร 
                +4   คือ ความกว้างของ halo/clear zone ที่เกิดขึ้นขนาด 3.1-3.9 เซนติเมตร 
                  -   คือ ไมม่ีความกว้างของ halo/clear zone เกิดขึ้นบริเวณรอบโคโลนี 
 *  คือฤทธ์ิในการยับย้ังการเจริญของเชื้อ E = E. coli, B = B. cereus, S = S. aureus,  
         P = P. aeruginosa, C = C. albican, ND = ไม่ได้ทดสอบในรูปสารสกัดหยาบ 
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ภาพที่ 3 เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียที่เจรญิบนอาหาร Pikovskayas agar ทั้ง 20 ไอโซเลต พบบางไอโซเลต

สามารถละลายฟอสเฟตจากอาหารได้เกิดเป็นบริเวณใสรอบๆ โคโลน ี
 
 
 

 
ภาพที่ 4 การทดสอบการผลิตแอมโมเนียในอาหาร peptone broth โดยไอโซเลตที่มีการใช้เปปโตนแล้ว

เปลี่ยนเป็นแอมโมเนีย จะเกิดสีเหลืองเกิดขึ้น ได้แก่ UD 25, UD 41, UD 50, UD 66, UD 136, UD 
205, UD 288 และ UD 306 (หลอดที่ 3 จากซ้ายไปขวาตามลําดับ) เปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ไม่มีการใส่เชื้อ (หลอดที่ 1) และอาหารเลีย้งเชื้อทําปฏิกิริยากับ Nessler’s reagent ไม่เกิดสีเหลือง 
(หลอดที่ 2) 
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ตารางที่ 2 การผลิตสารชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของพืชของเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย 
 

ลําดับที ่ ไอโซเลต 
Phosphate 

solubilization (mm)* 
Ammonia 
production 

Acetoin Amylases 

1 UD 15 1.13 - +2 +4 
2 UD 25 1.15 +1 +2 +3 
3 UD 41 2.0 +1 +2 +3 
4 UD 44 - +1 - - 
5 UD 50 - +1 - +2 
6 UD 57 1.38 +1 +2 +3 
7 UD 66 0.63 - +2 +3 
8 UD 136 1.25 - +2 +4 
9 UD 169 1.38 - +1 +3 
10 UD 205 2.0 +1 +2 +4 
11 UD 247 - +2 - - 
12 UD 270 - - - - 
13 UD 288 1.25 +1 +2 +3 
14 UD 292 - - +2 +4 
15 UD 306 1.25 - +2 +2 
16 UD 317 1.38 +1 +2 - 
17 UD 343 0.88 +2 +2 - 
18 UD 392 - - - - 
19 UD 405 - - +1 +2 
20 UD 412 - - +1 +2 
หมายเหตุ  +1  คือ การเปลี่ยนแปลงสทีี่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาที่ทดสอบ พบน้อย 
  +2  คือ การเปลี่ยนแปลงสทีี่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาที่ทดสอบ พบปานกลาง 
  +3  คือ การเปลี่ยนแปลงสทีี่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาที่ทดสอบ พบมาก 
  +4  คือ การเปลี่ยนแปลงสทีี่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาที่ทดสอบ พบมากที่สดุ 
  * หมายถึง ขนาดของบริเวณใสที่เกิดขึ้นรอบๆ โคโลน ี
 
 
 



21 
 

 
ภาพที่ 5 เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียทั้ง 20 ไอโซเลต ทดสอบการผลติอะซีโทอินในอาหาร MR-VP เมื่อทํา

ปฏิกิริยากับ 5% α-naphthol และ 40% KOH ไอโซเลตที่สามารถผลิตสารอะซีโทอิน เกิดปฏิกิริยา
เป็นสีแดง ในขณะที่หลอดทีม่ีแต่อาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อทําปฏิกิริยายังคงมีสีเหลืองเหมอืนเดิม (หลอดที่ 
1 และ 2)  

 
 

 
ภาพที่ 6 เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียทั้ง 20 ไอโซเลตที่ทดสอบการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส โดยไอโซเลตที่

สามารถย่อยแป้งในอาหารเลี้ยงเชื้อได้ เมื่อทําปฏิกิริยากับไอโอดีน เกิดสีจางลงจากหลอดควบคุมที่มสีี
น้ําเงินเข้ม (หลอดที่ 2) และอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีแป้งเป็นองค์ประกอบเป็นหลอดเปรียบเทียบ (หลอด
ที่ 1) 

 
 

 
ภาพที่ 7 การทดสอบการผลิตอินโดลอะซีติกแอซิด โดยปฏิกิริยาที่ให้ผลบวกจะเกิดสีแดงขึ้น ซึ่งทดสอบใน

อาหาร NB ที่มีทริปโตแฟนเป็นส่วนประกอบ ของไอโซเลต UD205, UD44, UD247 และ UD270 
(1-4) ตามลําดับ และในอาหาร NB ของไอโซเลตต่างๆ (6-9) ตามลําดับ เปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีทริปโตแฟนแต่ไม่มีเชือ้เป็นหลอดควบคุม (5) 

  1        2        3         4           5         6         7         8          9
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ให้มีการสร้างเอนไซม์อะไมเลสมาย่อยแป้งให้เป็นน้ําตาล ใช้เป็นพลังงานในการเจริญเติบโตของต้นอ่อน โดย
ทดสอบเลี้ยงเชื้อในอาหาร 1% soluble starch บ่มที่อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง นํามาทําปฏิกิริยา
กับสารละลายไอโอดีน เชื้อที่ผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส จะย่อยแป้งในอาหาร ทําใหส้ีทีเ่กิดขึ้นจางลง (ภาพที่ 6) 
พบว่าค่าผลทดสอบเป็น +3 และ +4 เป็นจํานวนมากถึง 10 ไอโซเลต จากจํานวน 14 ไอโซเลตทีใ่ห้ผลบวก 
(ตารางที่ 2) สว่นปัจจัยสุดท้ายที่ทดสอบการผลิตสารเร่งการเจริญของพืชนั้น คือ การทดสอบการสรา้งสารอิน
โดลอะซีติกแอซิด โดยทดสอบเบื้องต้นกับเชื้อทั้ง 20 ไอโซเลต ด้วยปฏิกิริยาการสร้างอินโดลกับสาร Kovac’s 
reagent เมื่อทําปฏิกิริยาเกิดสีแดงขึ้นบนผิวหน้าอาหาร แสดงว่ามีสารในกลุ่มอินโดล ซึ่งพบเพียง 6 ไอโซเลต
เท่านั้นที่มีการสร้าง ได้แก่ UD44, UD50, UD247, UD270, UD392 และ UD412 โดยที่ไอโซเลต UD44, 
UD247 และ UD270 ที่ให้ผลชัดเจน จึงนํา 3 ไอโซเลตดังกล่าว มาทดสอบปฏิกิริยาการสร้างกรดอินโดลอะ
ซีติกแอซิดทีจ่ําเพาะ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร NB และ NB ที่มีทริปโตแฟนเป็นส่วนประกอบ ปรากฏว่าเชื้อทั้ง 3 
ไอโซเลต สามารถผลิตกรดอินโดลอะซีติกแอซิดได้ดี เฉพาะในอาหารที่มีทริปโตแฟนเป็นส่วนประกอบเท่านั้น 
โดยเปรียบเทียบกับไอโซเลต UD205 ซึ่งใช้เป็น negative control พบปฏิกิริยาเป็นสีส้ม ไม่ชัดเจน (ภาพที่ 7) 
 
3. ทดสอบสภาวะแวดล้อมต่างๆ ที่มีผลตอ่การเจรญิของเอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย 
 เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียอาศัยอยู่ร่วมกับพืช หากเชื้อสามารถเจริญในสภาวะที่ไม่เหมาะสม หรือ
สภาวะเครียดได้ อาจส่งผลต่อการเจริญเติบโตของพืชที่ดีขึ้นด้วย จากการทดลองทดสอบการเจริญบนอาหารที่
มี 3% NaCl หลังจากการบ่มเชื้อ พบว่าเชื้อทั้งหมด 20 ไอโซเลต สามารถเจริญเติบโตได้ (ภาคผนวก ก) โดย
พบโคโลนีเกิดขึ้นต้ังแต่ 24 ช่ัวโมงแรก นอกจากนี้การทดสอบการทนต่อสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 
ซึ่งเป็น oxidative stress เป็นสารพิษที่ทําลายเซลล ์โดยเกิดปฏิกิริยากับโปรตีน และไขมันที่เป็นองค์ประกอบ
ของเซลล ์ ทําให้เซลล์ถูกทําลาย สารนี้ยังมีผลต่อการเจริญเติบโตของพืชอีกด้วย ซึ่งเป็นสารในกลุม่ toxic 
reactive oxygen ที่มีผลต่อเซลล์เมมเบรน โปรตีน และดีเอ็นเอ หากพืชได้รับสารในกลุ่มนี ้ โดยเฉพาะ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ จะมีผลทําลายการรับรู้ของส่วนใบพืช (leaf senescence) ส่งผลต่อเมตาบอลิซึม 
และการกระตุ้นต่างๆ พืชมีกลไกในการตอบสนองสารกลุ่มนี้เช่นเดียวกัน ดังนั้นหากเอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย มี
กลไกการกําจัดสารดังกล่าว ก็จะเป็นผลดีต่อการอยู่รอดของแบคทีเรียเอง และพืชสามารถคงคุณสมบัติการ
กระตุ้นจากใบได้ ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของพืชเช่นกัน จากการทดลองเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว แล้วเติมสาร
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (3%) ลงไปในหลอด บ่มเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง พบเกิดปฏิกิริยาฟองก๊าซหรืออากาศ
เกิดขึ้น เกิดความร้อนโดยหลอดทดลองร้อน (ภาคผนวก ก) แต่ละไอโซเลตมีปฏิกิริยาที่แตกต่างกัน สรุปได้ดัง
ตารางที่ 3 หลังจากบ่มด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์แล้ว ทําการย้ายเชื้อด้วยลูปมาลงบนอาหาร NA นําไปบ่ม 
เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง ปรากฏว่ามีเพียง 2 ไอโซเลตเท่านั้น คือ UD247 และ UD270 ที่สามารถเจริญเติบโต
ได้ ในขณะที่บางไอโซเลต (UD57) พบการเจริญในเวลา 24 ช่ัวโมงแรก แต่การเจริญพบน้อย อาจเกิดจากเซลล์
ถูกทําลาย มคีวามผิดปกติของเซลล์เมมเบรน หรือดีเอ็นเอ บางไอโซเลตพบการเจริญหลังจากบ่มเชื้อเป็นเวลา 
48 ช่ัวโมง ได้แก่ UD136 และ UD169 สรุปได้ว่า ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพต่อสภาวะ oxidative stress นี้ 
คือ UD247 และ UD270 
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ตารางที่ 3 ลกัษณะการเกิดปฏิกิริยาของเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารละลายไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ (3%) บ่มที่อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 
 

ลําดับที ่ ไอโซเลต ผลการทดลอง 
1 UD 15 

อาหารเลี้ยงชื้อภายในหลอดใส มีฟองอากาศเยอะ และมีเศษเซลล ์2 UD 25 
3 UD 41 
4 UD 44 

อาหารเลี้ยงชื้อภายในหลอดขุ่น และมีฟองอากาศเล็กน้อย 
5 UD 50 
6 UD 57 อาหารเลี้ยงชื้อภายในหลอดใส มีฟองอากาศเยอะ และมีเศษเซลล ์
7 UD 66 อาหารเลี้ยงชื้อภายในหลอดใส มีฟองอากาศ 
8 UD 136 อาหารเลี้ยงชื้อภายในหลอดใส มีฟองอากาศเยอะ และมีเศษเซลล ์
9 UD 169 

อาหารเลี้ยงชื้อภายในหลอดใส มีฟองอากาศเยอะ  
10 UD 205 
11 UD 247 อาหารขุ่น ไม่มฟีองอากาศ 
12 UD 270 อาหารขุ่น มีฟองอากาศเล็กน้อย 
13 UD 288 อาหารเลี้ยงชื้อภายในหลอดใส มีฟองอากาศเยอะ และมีเศษเซลล ์
14 UD 292 

อาหารเลี้ยงชื้อภายในหลอดใส มีฟองอากาศเยอะ  
15 UD 306 
16 UD 317 อาหารขุ่น มีฟองอากาศเล็กน้อย 
17 UD 343 อาหารเลี้ยงชื้อภายในหลอดใส มีฟองอากาศเล็กน้อย 
18 UD 392 

อาหารขุ่น มีฟองอากาศเล็กน้อย 19 UD 405 
20 UD 412 
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 นอกจากนี้การทดสอบการทนต่อโลหะต่างๆ ซึ่งเป็นปัจจัยสําคัญต่อการเจริญของพืช เนื่องจากมีการ
สะสมของแร่ธาตุโลหะในดินจํานวนมากขึ้น โดยความเป็นพิษขึ้นอยู่กับการจับกับสารอื่นๆ เป็นรูปแบบต่างๆ 
เช่น รูปออกไซด์ รูปไนเตรต รูปซลัเฟต เป็นต้น ทําให้ความสามารถในการละลายได้แตกต่างกัน ส่งผลต่อการ
กระจายของโลหะ หรือสะสมอยู่ในดินแหลง่นั้นๆ จุลินทรีย์มีบทบาทสําคัญในการเปลีย่นรูปโลหะเหล่านี้ บาง
ชนิดสามารถใช้หรือจับกับโลหะได้ เช่น ผลิตสารไซเดอร์โรฟอร์ เพื่อให้พืชได้ใช้โลหะที่จําเป็น และเป็นการ
ป้องกันเชื้อก่อโรค เนื่องจากขาดธาตุเหล็กที่จําเป็น เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียที่คัดเลอืกมา เมื่อเลี้ยงบนอาหาร
ที่มีโลหะผสมอยู่ ปรากฏว่าที่ความเข้มข้น 1 mM ของสารโลหะเกือบทุกชนิด แบคทีเรียทั้ง 20 ไอโซเลต 
สามารถเจริญเติบโตได้อย่างดี (ภาคผนวก ก) ยกเว้นโลหะ Nikel sulfate ที่มีเพียงไอโซเลต UD44 และ 
UD317 เท่านั้นที่สามารถเจริญเติบโตได้ แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียตามธรรมชาติ มีศักยภาพสามารถทนต่อ
โลหะได้หลายชนิด อาจเนื่องจากเชื้อใช้โลหะในปริมาณน้อย เป็นแหลง่แร่ธาตุในการเจริญเติบโต จึงควรศึกษา
ถึงขีดความสามารถในการต้านทานต่อโลหะ โดยศึกษาความเข้มข้นสูงสุดที่เชื้อสามารถเจริญเติบโตได้ 
 
4. ความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของเชื้อก่อโรคในพืชของเอ็นโดไฟติกแบคทีเรยี 
 จากข้อมูลที่ได้ว่าเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียนี้สามารถผลิตสารชีวภาพในการยับย้ังการเจริญของเชื้อก่อ
โรคได้ ดังนั้นจึงทดสอบกับเชื้อก่อโรคในพืช เพื่อเป็นปัจจัยหนึ่งในการส่งเสริมการเจริญของพืช หากพืชไม่ถูก
เชื้อก่อโรคเข้าทําลาย พืชจะสร้างสารเมตาบอไลซ์ที่จําเปน็ต่อการเจริญเท่านั้น เชื้อก่อโรคพืชที่นํามาทดสอบใน
การทดลองนี้ ได้แก่ เชื้อ Xanthomonas campestris pv. vesicatoria เป็นเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคเน่าดํา โรค
ใบทองในผักกาดหอม เชื้อรา Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici และ Sclerotium rolfsii Sacc. ซึ่ง
ก่อให้เกิดโรคเหี่ยวในมะเขือเทศ และโรคโคนเน่าในพริก ตามลําดับ เป็นตัวอย่างโรคพืชที่นํามาทดสอบ
เบื้องตน้ เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียในการสร้างสารชีวภาพ ปรากฏว่าเชื้อแบคทีเรียครึ่งหนึ่ง 
(10 ไอโซเลต) พบการยับย้ังเชื้อ Xanthomonas campestris pv. vesicatoria และ Sclerotium rolfsii 
Sacc. ในขณะที่ 4 ไอโซเลต พบการยับย้ังเชื้อรา Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ไอโซเลตที่มี
ประสิทธิภาพ ได้แก่ UD136, UD205 และ UD288 (ตารางที่ 4)  
 ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาการผลิตสารชีวภาพที่ช่วยส่งเสริมการเจริญของพืช การทนต่อสภาวะเครียด
ในสิ่งแวดล้อม และการผลิตสารชีวภาพที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังการเจริญของเชื้อก่อโรคพชืนั้น สรุปได้ว่า ไอโซเลต
ที่มีประสิทธิภาพ สามารถแบง่ออกได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุม่แรก เป็นไอโซเลตที่ผลิตสารช่วยส่งเสริมการเจริญ
ของพืชที่เป็นกรดอินโดลอะซิติกแอซิด ได้แก่ UD44, UD247 และ UD270 แต่ไมส่ามารถผลิตสารชีวภาพ
ยับย้ังการเจริญของเชื้อก่อโรคพืชได้ กลุ่มที่สอง เป็นไอโซเลตที่ผลิตสารชีวภาพในการยับย้ังการเจริญของเชื้อ
ก่อโรคพืช สามารถผลิตสารเร่งการเจริญเติบโตอ่ืนๆ ได้ เช่น อะไมเลส การละลายฟอสเฟต เป็นต้น แต่ไม่
สามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกแอซิดได้ ได้แก่ UD136, UD205 และ UD288 เนื่องจากในงานวิจัยนี้มุ่ง
เป้าหมายที่ไอโซเลตที่สามารถผลิตสารเร่งการเจริญเติบโตของพืช ดังนั้นในการทดลองต่อไปจึงใช้เชื้อทดสอบ
เฉพาะกลุ่มแรกเท่านั้น ในการศึกษาปัจจัยและสภาวะการเลี้ยงเชื้อให้เหมาะสมต่อการผลิตกรดอินโดลอะซิติก
แอซิด 
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ตารางที่ 4 สารออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของเชื้อก่อโรคในพืชที่ได้จากเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย ทดสอบด้วยวิธี   

agar well diffusion  
 

ไอโซเลต 
การยับยั้งเชื้อก่อโรคพืชชนดิต่างๆ ของเชื้อเอ็นโดไฟตกิแบคทีเรีย 
Xanthomonas1 Sclerotium2 Fusarium2 

UD 15 21.25 32 - 
UD 25 15.25 35 - 
UD 41 18.50 30 - 
UD 44 - - - 
UD 50 - - - 
UD 57 - 38 - 
UD 66 16.75 34 - 
UD 136 16.00 40 18 
UD 169 16.50 36 - 
UD 205 20.00 38 - 
UD 247 - - - 
UD 270 - - - 
UD 288 21.00 34 33 
UD 292 - - 15 
UD 306 15.00 36 14 
UD 317 - - - 
UD 343 - - - 
UD 392 - - - 
UD 405 - - - 
UD 412 - - - 

 หมายเหตุ 1 = ความกว้างของบริเวณใสที่เกิดจากการยับย้ัง (มิลลิเมตร) 
   2 = ร้อยละของการยับย้ังการเจริญของเส้นใยเชื้อรา (%) 
   (-)   หมายถึง ไม่เกิดการยับย้ังการเจริญ 
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5. ทดสอบการย่อยสลายสารจําพวก polycyclic aromatic hydrocarbon  
 แหล่งคาร์บอนที่มีอยู่ในธรรมชาติ บางชนิดยากต่อการย่อยสลายตามธรรมชาติ เพื่อใช้เป็นแหลง่
อาหารในการเจริญเติบโต ทาํให้พืชหรือสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่ในบริเวณที่มแีหล่งสารจํากัด ย่อยสลายยาก ส่งผล
ต่อการอยู่รอด สูญเสียสายพันธ์ุ ความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต จุลินทรีย์เป็นกลุ่มที่มีการปรับตัวต่อการใช้
แหล่งสารอาหาร บางชนิดทําหน้าที่เป็นผู้ย่อยสลายที่ดีในระบบนิเวศน์ ส่งเสริมใหส้ิง่มีชีวิตที่อาศัยอยู่บริเวณ
นั้นๆ มคีวามอุดมสมบูรณ์ด้วย นอกจากนี้สามารถนําไปประยุกต์ใช้ย่อยสลายวัสดุย่อยสลายยากใน
อุตสาหกรรมต่างๆ เพื่อเป็นการกําจัดสารทางชีวภาพ ลดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม สาร polycyclic aromatic 
hydrocarbon ที่นํามาทดสอบมีโครงสร้างที่แตกต่างกัน โดยมีฟีนอลเป็นองค์ประกอบทั้งสิ้น (ภาคผนวก ก) 
โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต คือ UD44, UD247 และ UD270 ในอาหารเหลวที่มีสารประกอบชนิด
ต่างๆ ผสมอยู่ เปรียบเทยีบการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในอาหารชนิดต่างๆ ด้วยการวัดค่าความขุ่นของอาหาร
เลี้ยงเชื้อ ซึ่งมีตัวควบคุม คือ อาหารที่มีกลโูคสเป็นส่วนประกอบ พบว่าเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลต มีการเจริญเติบโต
เพียงเล็กน้อยในช่วง 24 – 48 ช่ัวโมง เมื่อเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ไอโซเลต UD270 มีการเจริญใกล้เคียง
กับการเจริญในอาหารที่มีกลโูคส (ภาพที่ 8) แสดงว่าเชื้อมีการเจริญเตบิโต ใช้แหล่งคาร์บอนจากสารประกอบ
ที่มีอยู่ในอาหารได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสาร p-chlorophenol รองลงมาคือ sodium benzoate และ 
phenanthrene แต่ไม่พบการเจริญของเชื้อเลยในอาหารที่มี pyrogallol เป็นส่วนประกอบ นอกจากนี้พบว่า
เชื้อสามารถเจริญได้เล็กน้อยในอาหารที่เป็น minimal medium โดยไม่มีแหล่งคาร์บอนใดๆ เลย อาจเป็น
เพราะว่าเชื้อที่คัดแยกมาเป็นเชื้อที่อาศัยอยู่ร่วมกับพืชตามธรรมชาติ บางครั้งอาจเข้าไปอาศัยอยู่ในพืชด้วย ทํา
ให้เชื้อไม่ต้องการแหล่งอาหารสมบูรณ์มาก และอาจใช้แหล่งอาหารอื่นๆ เช่น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ เป็น
แหล่งคาร์บอนได้ 
 
6. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตกรดอินโดลอะซติีกแอซิดของเอ็นโดไฟติกแบคทเีรีย 
 แหล่งสารตั้งต้นที่สําคัญต่อการผลิตกรดอินโดลอะซีติกแอซิดนั้น คือ กรดอะมิโนชนิดทริปโตแฟน ซึง่
แบคทีเรียส่วนใหญ่จะใช้เมตาบอลิซึมนี้ในการเปลี่ยนสารทริปโตแฟนใหเ้กิดกรดขึ้น โดยมีเอนไซม์หลายชนิด
เข้ามาเกี่ยวข้อง ขึ้นอยู่กับสารตัวกลางในแต่ละเส้นทาง (pathway) แบคทีเรียส่วนนอ้ยสามารถสรา้งกรดอิน
โดลอะซีติกแอซิดได้ โดยไม่ต้องอาศัยทริปโตแฟน เรียกว่า tryptophan independent ซึ่งจะเปน็ข้อดีและ
เหมาะสมต่อสภาวะที่เป็นธรรมชาติอย่างยิ่ง จึงศึกษาความสัมพันธ์ของการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย กับการ
สร้างสาร IAA ในไอโซเลตทีม่ีประสิทธิภาพ จํานวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ UD44, UD247 และ UD270 ผลการ
ทดลองพบว่าไอโซเลต UD44 และ UD247 มีการเจริญเติบโต และการสร้างสาร IAA ไม่แตกต่างกันมากนัก 
โดยการเจริญเติบโต จะเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วงแรก แล้วค่อยๆ เพิ่มขึ้นเล็กน้อยและคงที่ (ภาพที่ 9) ส่วน
สาร IAA ถูกผลิตขึ้นพร้อมๆ กับการเจริญ แล้วเริ่มคงที่ โดยมีค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 0.6 -1.0 สําหรับไอโซ
เลต UD270 เชื้อมีการเจริญเติบโตที่ดีกว่า ส่งผลใหก้ารผลิตสาร IAA สูงขึ้นเรื่อยๆ ตามการเจริญของแบคทีเรีย 
โดยพบสาร IAA สูงที่สุดที่เวลา 60 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเช้ือ แสดงให้เหน็ว่า การผลิตสาร IAA ของแบคทีเรียทั้ง 
3 ไอโซเลต แปรผันโดยตรงกับการเจริญเติบโตของเชื้อ แต่ละไอโซเลตสามารถผลิตสารได้ในปริมาณไม่เท่ากัน  



 

ภาพที่ 8

 
 
 
เหมาะสม
แบคทีเรยี
เชื้อที่เวล
เชื้อในทกุ
จึงเริ่มลด
1-3 mg/
ที่ผลิตออ
UD270 
แฟนสูงขึ้
เชื้อ หาก
แฟนอยู่ใ
ปริมาณท
เหมาะสม
  

8 การเจริญข
ชนิดต่างๆ เป็
UD270 (gray
(MM) และ m

ดังนั้นเชื้อไอโ
มต่อการผลิตส
ยจําเป็นต้องใ
ลาต่างๆ กัน ป
กสภาวะ (ภาพ
ดปริมาณลงเรื่
/ml แต่อย่าง
อกมาในอาหา
 ไม่สามารถผล
ขึ้นด้วย (ภาพที
กปริมาณสารท
ในช่วง 3-5 
ทริปโตแฟนใน
มต่อการเจรญิ

ค่า
กา

รเจ
ริญ

เติบ
โต

 (O
D6

00
)

ของเชื้อเอ็นโด
ปนส่วนประกอ
y bar) โดยเลี้

minimal med

โซเลต UD27
สาร IAA ใน
ช้แหล่งทริปโต
ปรากฏว่า เชื้อ
พที่ 10, a) ห
อยๆ โดยสภา
งไรก็ตามการเ
รเลี้ยงเช้ือ 
ลิตสาร IAA 
ที่ 10, b) จะเห
ทริปโตแฟนอย
mg/ml ปรมิ

นช่วง 3-5 m
ญและการผลิต

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

ดไฟติกแบคทเี
อบ ทดสอบกบั
ลีย้งเช้ือที่อุณห
dium ที่มีสาร

0 เป็นเชื้อที่มี
นการทดลองต
ตแฟนในการส
อแบคทีเรียมีก
หลังจากนั้นเชือ้
าวะที่มีการเจริ
เจริญของเชื้อใ

พบว่าหากไ
 ได้ โดยสาร 
ห็นว่าปริมาณ
ยู่ในช่วง 1-2 
มาณสาร IAA

mg/ml ให้ผล
ตสาร IAA ที่ 3

ชนิดขอ

เรียในอาหารที
บเชื้อไอโซเลต
หภูม ิ30oC เป็
รอ่ืนๆ  

มีประสิทธิภาพ
ต่อไป โดยศกึ
สร้างสาร IAA
ารเจริญเติบโ
อค่อยๆ เพิ่มจ
ริญของเชื้อมา
ใกล้เคียงกันใน
ม่มีทริปโตแฟ
 IAA ที่ถูกตร

ณสาร IAA จะเ
 mg/ml สาร
A คงเพิ่มขึ้นจ
ลไมแ่ตกต่างกั
3 mg/ml ในก

องสารประกอบ

ที่มีสาร poly
ต UD44 (whi
ปนเวลา 72 ช่ัว

พดีที่สุดในการ
กษาปริมาณขอ
A หรือไม่ โดย
ตอย่างรวดเรว็
จํานวนขึ้น จน
ากที่สุด คือ สภ
นทุกสภาวะ เ
ฟนเป็นแหล่งส
รวจพบจะเพิม่
เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ
ร IAA เริ่มลด
จนกระทั่งเวล
ันมากนัก จึง
การศึกษาตอ่ไ

บในอาหารเลี้ยง

ycyclic arom
ite bar), UD
วโมง ในอาหา

รผลิตสาร IAA
องทริปโตแฟน
เปรียบเทียบก
วในช่วง 24 ชั
นกระทั่ง 60 ช
ภาวะที่มีปริม
เมื่อเปรียบเทีย
สารต้ังต้น 
มปริมาณมากขึ
ๆ ในช่วง 24 ชั
ดลง ตรงกันขา้
า 60 ช่ัวโม
งเลือกความเข้
ไป 

งเชื้อ
 

matic hydr
247 (black 
าร minimal 

A นํามาศึกษา
นที่เหมาะสม 
กับการเจริญเต
ช่ัวโมงแรกของ
ช่ัวโมงของการ
าณทริปโตแฟ
ยบกับปริมาณ
เชื้อแบคทีเรยี
ขึ้นในอาหารที
ช่ัวโมงแรกของ
ามกับอาหารที
มงของการเลี้ย
ข้มข้นของทริป

27 

 
ocarbon 

 bar) และ 
 medium 

าสภาวะที่
 และเชื้อ
ติบโตของ
งการเลี้ยง
รเลี้ยงเชื้อ 
ฟน ในช่วง 
ณสาร IAA 
ยไอโซเลต 
ที่มีทริปโต
งการเลี้ยง
ที่มีทริปโต
งเชื้อ ซึ่ง

ปโตแฟนที่



28 
 

 

 
 

ภาพที่ 9 การผลิตกรดอินโดลอะซิติกแอซิดของเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลวที่มีทริปโตแฟน วัดการเจริญเติบโต (เส้นทึบ) และวัดกรดอินโดลอะซิติกแอซิด (เส้นประ) ที่เวลา
ต่างๆ 
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ภาพที่ 10 ความเข้มข้นของทริปโตแฟนต่อการเจริญเติบโตของเชื้อไอโซเลต UD270 (a) และต่อการผลิตกรด
อินโดลอะซิติกแอซิด (b) ที่เวลาต่างๆ  
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 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตสาร IAA เป็นการทดสอบความสามารถในการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียในการทนต่ออุณหภูมิสูงได้หรือไม่ และยังคงผลิตสาร IAA ได้หรือไม่ เนื่องจากในสภาพแวดล้อม
ปัจจุบัน อุณหภูมิสูงขึ้นเรื่อยๆ ส่งผลกระทบต่อประชากรสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่ร่วมกัน โดยศึกษาการเจริญและ
การผลิตสาร IAA ของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต UD270 ที่อุณหภูมิต่างๆ ในอาหารทีม่ีทริปโตแฟนปริมาณ 3 
mg/ml พบว่า เชื้อแบคทีเรียมีการเจริญเตบิโตใกล้เคียงกันที่อุณหภูมิ 30oC และ 35oC (ภาพที่ 11, a) ในขณะ
ที่ที่อุณหภูมิหอ้ง มีการเจริญเติบโตเป็นช่วงๆ แสดงถึงการปรับตัว และมกีารเพิ่มจํานวนเมื่อเซลลม์ีความพร้อม 
เพราะอุณหภูมิมีการเปลี่ยนแปลงในช่วงกลางวัน และกลางคืน ในขณะทีก่ารผลิตสาร IAA เกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว
ในช่วง 12 ช่ัวโมงแรก และเริ่มคงที่หลังจากนั้น ทั้งที่อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 30oC (ภาพที่ 11, b) สําหรับ
อุณหภูมิ 35oC ปริมาณสาร IAA ที่ตรวจพบมีปริมาณสูงกว่าที่อุณหภูมิอ่ืนๆ โดยตลอดช่วงของการเลี้ยงเชื้อ 
พบปริมาณสาร IAA อยู่ในช่วง 0.8 -1 OD530 แสดงให้เห็นว่า เชื้อแบคทีเรียไอโซเลต UD270 สามารถเจริญ
ได้ที่อุณหภูมิ 35oC ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่ใหผ้ลผลิตของสาร IAA สูงที่สุดเช่นกัน อาจเนื่องมาจากอุณหภูมิมีผลต่อ
การกระตุ้นการสร้าง IAA หรอืผลของ IAA อาจเกี่ยวข้องกับการอยู่รอดของเชื้อแบคทีเรียในการทนต่ออุณหภูมิ
ที่สูงขึ้น       
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ภาพที่ 11 ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญเติบโตของเชื้อไอโซเลต UD270 (a) และการผลิตกรดอินโดลอะซิติก

แอซิด (b) ที่เวลาต่างๆ โดยเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง (เส้นทบึ) อุณหภูมิ 30oC (เส้นประ) และอุณหภูมิ 
35oC (เส้นประจุด)  
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บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

 เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียที่อาศัยอยู่กับพืช สามารถผลิตสารชีวภาพที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืช ซึ่งได้แก่ สารออกฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ และสารที่เกีย่วข้องกับการเจริญเติบโตของพืช เชื้อ
จํานวน 13 ไอโซเลต ได้แก่ UD15, UD25, UD41, UD57, UD66, UD136, UD169, UD205, UD288, 
UD292, UD306, UD317, UD343 ที่พบการผลิตสารอะซีโทอิน และเอนไซม์อะไมเลส ในกลุ่มนีส้่วนใหญ่
สามารถละลายฟอสเฟต และผลิตแอมโมเนียได้ด้วย เชื้อที่สามารถผลิตอะซีโทอินได้ จะเป็นจีนัสที่สามารถ
สร้างสปอร์ได้ เพื่อทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม (Xiao et al., 2009) และสอดคล้องกับรายงานเชื้อ
เอ็นโดไฟติกแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากใบของต้นโกงกาง โดยเชื้อที่ได้ส่วนใหญ่จดัอยู่ในจีนัส Bacillus 
(Gayathri et al., 2010) ซึ่งเชื้อทั้ง 13 ไอโซเลต เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปท่อน และมีการสร้างสปอร์ จึง
จัดอยู่ในจีนัส Bacillus เช่นกัน เชื้อ Bacillus ส่วนใหญ่ใช้ในการควบคุมโรคพืช (biocontrol) เนื่องจาก
สามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิในการต้านเชื้อก่อโรค ได้แก่ iturinA, fengycin, surfactin และมีการศกึษายีนที่
ควบคุมการผลติสารเหล่านี้ จงึทําให้เชื้อ Bacillus นํามาใช้เป็นหัวเชื้อในการผลิตปุ๋ยชีวภาพ เพื่อใช้ควบคุมโรค
ต่างๆ ของพืช (Perez-Garcia et al., 2011) ไอโซเลตทีม่ีประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อแบคทีเรีย และเชื้อรา
ก่อโรคพืชได้ดี คือ UD288 ซึง่คาดว่าน่าจะเป็นเชื้อ Bacillus sp. เนื่องจากสารในกลุ่ม lipopeptide ที่ผลิตได้
จากเชื้อในกลุ่ม Bacillus มีความสามารถในการยับย้ังการเจรญิของเชื้อก่อโรค ทําให้พืชมีความต้านทานต่อ
โรคมากขึ้น โดยเฉพาะโรคที่เกิดกับราก ซึ่งการกระตุ้นดังกล่าว เรียกว่า induced systemic resistance (ISR) 
ได้แก่ surfactin และ fengycin แต่การกระตุ้นยังไม่ทราบกลไกที่แน่ชัด อาจเกิดจากโปรตีนจําเพาะที่อยู่
บริเวณเซลล์เมมเบรนของพืช ในการรับสารกระตุ้นดังกล่าว หรืออาจเกิดจากกลไกความสัมพันธ์ระหว่างชุมชน
จุลินทรีย์ที่เรียกว่า cell-cell communication (quorum sensing) โดยมีการผลิตสารบางชนิดเพื่อควบคุม
ความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรค ดังนั้นการศึกษายีนทีเ่กี่ยวข้องกับการผลิตสารออกฤทธิ์ยับย้ังนี้ด้วย และ
การศึกษาชนิดของสารชีวภาพ เป็นสิ่งสําคัญทําใหท้ราบถึงกลไกการทํางาน ส่งผลต่อการนําไปใช้ให้เกิด
ประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น  
 เชื้ออีกกลุ่มที่มปีระสิทธิภาพ คือ ไอโซเลต UD270 ซึ่งได้ทําการบ่งชี้ 16S rRNA เพียงบางส่วน (500 
bp) เป็นเชื้อ Lysinibacillus sp. (data not shown) มีคุณสมบัติในการผลิตสาร IAA ได้ดีที่สุด ซึ่งสาร IAA 
จะเป็น phytohormone ที่ช่วยกระตุ้นการยืดของเซลล ์ การแบ่งเซลล ์ ทําให้พืชเจรญิเติบโตได้ดี แต่พบสิ่งที่
น่าสนใจว่าไอโซเลต UD270 ไม่สามารถผลติสารเร่งการเจริญเติบโตของพืชอื่นๆ ได้เลย เช่น ไมส่ามารถละลาย
ฟอสเฟตได้ ไม่ผลิตอะซิโตอิน ไม่ผลิตแอมโมเนีย เป็นต้น ซึ่งมีลักษณะเหมือนกับเชื้อ Lysinibacillus 
fusiformis ที่สามารถผลิต phytohormones ได้หลายชนิด ได้แก่ IAA, gibberellic acid (GA), abscisic 
acid (ABA) สามารถตรึงไนโตรเจนได้ แต่ไม่สามารถละลายฟอสเฟต ไม่สามารถผลติไซเดอร์โรฟอร์ ไม่ผลิต
เอนไซม์โปรติเอส และ ACC deaminase (Sgroy et al., 2009) แสดงว่าเชื้อสายพันธ์ุนี้จัดเป็นกลุ่ม plant 
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growth promoting bacteria ที่มีหน้าทีส่่งเสริมการเจริญของพืชโดยตรง และการผลิตสาร IAA ของไอโซเลต 
UD270 ต้องการทริปโตแฟนเป็นสับสเตรต ซึ่งกลไกการสังเคราะห์ไม่พบมีรายงาน ในกลุ่ม Bacillus พบว่า B. 
amyloliquefaciens FZB42 มีการสังเคราะห์ IAA เช่นกัน โดยต้องการปริมาณทรปิโตแฟนที่ความเข้มข้น 
5mM แต่กลไกในการสังเคราะห์ยังไม่แน่ชัด เนื่องจากเอนไซม์ที่เกี่ยวขอ้งกับการสังเคราะห์ใน IPA pathway  
และ IAM pathway ไม่ถูกตรวจพบ (Idris et al., 2007) ซึ่งแบคทีเรียแกรมบวกทีเ่คยมีรายงานก่อนหน้านี้ 
เช่น Paenibacillus polymyxa (Lebuhn et al., 1997) และ Rhodococcus fascians พบการสังเคราะห์ 
IAA ด้วย IPA pathway คือ  เปลี่ยน tryptophan เป็น indole 3-pyruvic acid เป็น indole 3-
acetaldehyde แล้วได้ IAA (Vandeputte et al., 2005) ในขณะที่ IAM pathway เป็นการเปลี่ยน 
tryptophan เป็น indole 3-acetamide ได้ IAA พบได้ในเชื้อ Agrobacterium tumefaciens (Spaepen 
et al., 2007) นอกจากนี้ยังพบจุลินทรีย์ที่เปน็กลุ่มผลิตสาร IAA ได้โดยไม่ต้องการทริปโตแฟนด้วย ซึ่งสาร IAA 
สามารถส่งเสรมิการยืดยาวของราก การเจริญของลําต้นแล้ว ยังส่งเสริมให้พืชมีความต้านทานต่อสิ่งแวดล้อมที่
ไม่เหมาะสมไดอี้กด้วย โดยมีผลต่อการกระต้น หรือการยับย้ังการแสดงออกของยีน การสังเคราะห์เอนไซม์ 
การสร้างเม็ดสี และเมตาบอลิซึม (Tsavkelova et al., 2006) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยนี้ ไอโซเลต UD44, 
UD247 และ UD270 ที่สามารถผลิตสาร IAA ได้ สามารถทนต่อ oxidative stress (H2O2) ได้ และทนต่อสาร
ที่มีหมู่ฟีนอลเป็นองค์ประกอบได้ดี ไอโซเลต UD44 ยังสามารถทนต่อสภาวะที่มีโลหะนิกเกิลได้ที่ความเข้มข้น 
1 mM ด้วย ส่วนโลหะชนิดอ่ืนๆ ควรมีการศึกษาถึงความเข้มข้นที่สูงทีส่ดุที่เชื้อเอ็นโดไฟติกจะทนได้  
 เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทั้ง 2 กลุม่ โดยเฉพาะเชื้อเด่น จํานวน 
2 ไอโซเลต คอื UD270 และ UD288 เป็นสายพันธ์ุที่มีประสิทธิภาพ นําไปศึกษาต่อยอดในโครงการต่อไป ใน
ด้านการนําไปใช้ประโยชน์ ความจําเพาะต่อพืช และด้านองค์ความรู้ หากสายพันธ์ุที่ได้ไม่เคยมีรายงานข้อมูล
ดังกล่าวมาก่อน รวมถึงการศึกษาความสามารถของเชื้อผสมของ 2 สายพันธ์ุ ทําให้มปีระโยชน์ในการส่งเสริม
พืชทั้งทางตรง และทางอ้อม  
 
ข้อเสนอแนะ 
1. เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสามารถนําไปใช้ได้จริงในธรรมชาติ จึงควรศึกษาความจําเพาะ 

หรือการเข้าอยู่อาศัยร่วมกับพืช เป็นข้อมูลในการนําไปใช้กับพืชต่างๆ 
2. ความทนต่อโลหะในธรรมชาติเป็นสิ่งสําคัญต่อการบําบัดหรือลดการสะสมของโลหะในดิน ซึ่งวิธีทางชีวภาพ

โดยใช้พืชและจุลินทรีย์น่าจะเป็นวิธีที่ดีทั้งในด้านประสิทธิภาพ และสิ่งแวดล้อม จึงควรศึกษาปริมาณความ
เข้มข้นของโลหะที่แบคทีเรียทนได้ และศึกษากลไกการต่อต้านหรือทนต่อโลหะนั้นๆ 

3. อุณหภูมทิี่เหมาะสมต่อการผลิตสาร IAA ควรศึกษาอุณหภูมิที่สูงกว่านี้ เพื่อเป็นข้อมูลในการนําไปใช้ 
เนื่องจากปัจจุบันอุณหภูมิสูงขึ้นเรื่อยๆ โดยเฉล่ียอยู่ที่ 35-40oC  

4. จากผลการทดลองได้เชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย 2 กลุม่เด่น คือ กลุม่ที่ผลิตสาร IAA ซึ่งเป็นสาระสําคัญต่อ
การส่งเสริมการเจริญของพืช และกลุม่ที่ผลิตสารออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของเชื้อก่อโรคพืชได้ แต่ไม่
สามารถผลิตสาร IAA ได้ ดังนั้นหากมีการใช้เชื้อผสมระหว่าง 2 กลุ่ม น่าจะเป็นต่อการส่งเสริมการเจริญ
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ของพืช โดยจําเป็นต้องศึกษาการอยู่ร่วมกันของแบคทีเรยี 2 ชนิดว่าเป็นอย่างไร ร่วมถึงผลกระทบต่อการ
ผลิตสารชีวภาพด้วย เพราะจุลินทรีย์บางชนิดผลิตสารยับย้ังเชื้ออีกกลุ่มไม่ให้เจรญิเติบโตได้ ก็จะไม่เป็นผลดี
ในการผลิตกลา้เชื้อที่เป็นเชื้อผสม 

5. ควรทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชว่าสามารถส่งเสริมการเจริญของพืชได้
จริงในระดับห้องปฏิบัติการหรือเรือนทดลอง 

6. ควรศึกษาชนิดของเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทเีรียที่มีประสทิธิภาพดีในแต่ละด้าน เพื่อเป็นข้อมูลในการศึกษา
การอยู่ร่วมกัน หรือการใช้ประโยชน์ร่วมกันของแบคทีเรีย 2 กลุม่ 
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ภาคผนวก ก 

 
ตาราง ก ความสามารถของเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียต่อการเจริญบนอาหารที่มี 3% NaCl และ 3% H2O2 
 

ลําดับ
ที่ 

ไอโซเลต 
3% NaCl 3% H2O2 

1 day 2 days 1 day 2 days 
1 UD 15 ++ ++ - + - + 
2 UD 25 ++ ++ - - - - 
3 UD 41 ++ ++ - - - - 
4 UD 44 ++ ++ - - - - 
5 UD 50 ++ ++ - - - - 
6 UD 57 ++ ++ ++ - ++ - 
7 UD 66 ++ ++ - - - - 
8 UD 136 ++ ++ - ++ - ++ 
9 UD 169 ++ ++ - - - ++ 
10 UD 205 ++ ++ - - - - 
11 UD 247 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
12 UD 270 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
13 UD 288 ++ ++ - - + - 
14 UD 292 ++ ++ - - - - 
15 UD 306 ++ ++ - - - - 
16 UD 317 ++ ++ - - - - 
17 UD 343 ++ ++ - - - - 
18 UD 392 ++ ++ - - - - 
19 UD 405 ++ ++ - - - - 
20 UD 412 ++ ++ - - - - 

 หมายเหตุ:    + หมายถึง การเจริญบนผิวหนา้อาหารเพียงเล็กน้อย 
       ++  หมายถึง การเจริญบนผิวหนา้อาหารมีมาก 
        -  หมายถึง ไม่พบการเจริญบนผิวหน้าอาหาร 
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ภาพ ก ปฏิกิริยาระหว่างเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียทั้ง 20 ไอโซเลต ในอาหาร NB ที่มีสารละลายไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ บ่มนาน 2 ช่ัวโมง เรียงลําดับเชื้อตามตาราง ก ซึ่งเชื้อบางไอโซเลตเกิดฟองอากาศ บางไอ
โซเลตขุ่น เจรญิได้เล็กน้อย เปรียบเทียบกับหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีเชื้อ (หลอดแรกของทุกภาพ) 



 
 

 
ตาราง ข ความสามารถของเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียในการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 1 mM ของโลหะต่างๆ ผสมอยู่ โดยบ่มที่อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
  

ลําดับที ่ ไอโซเลต 
โลหะชนิดต่างๆ (1 mM) 

Ferric 
chloride 

Copper 
sulfate 

Zing 
sulfate 

Manganese 
sulfate 

Nikel 
sulfate 

Aluminium 
sulfate 

Silver 
sulfate 

Lead 
nitrate 

Cobalt  
sulfate 

Mercury 
chloride 

Cadmium 
sulfate 

1 UD 15 + + + + - + + + + + + 
2 UD 25 + + + + - + + + + + + 
3 UD 41 + + + + - + + + + + + 
4 UD 44 + + + + + + + + + + + 
5 UD 50 + + + + - + + + + + + 
6 UD 57 + + + + - + + + + + + 
7 UD 66 + + + + - + + + + + + 
8 UD 136 + + + + - + + + + + + 
9 UD 169 + + + + - + + + + + + 
10 UD 205 + + + + - + + + + + + 
 

 

 

 



 
 

 

ตาราง ข (ต่อ) 

ลําดับที ่ ไอโซเลต 
โลหะชนิดต่างๆ (1 mM) 

Ferric 
chloride 

Copper 
sulfate 

Zing 
sulfate 

Manganese 
sulfate 

Nikel 
sulfate 

Aluminium 
sulfate 

Silver 
sulfate 

Lead 
nitrate 

Cobalt  
sulfate 

Mercury 
chloride 

Cadmium 
sulfate 

11 UD 247 + + + + - + + + + + + 
12 UD 270 + + + + - + + + + + + 
13 UD 288 + + + + - + + + + + + 
14 UD 292 + + + + - + + + + + + 
15 UD 306 + + + + - + + + + + + 
16 UD 317 + + + + + + + + + + + 
17 UD 343 + + + + - + + + + + + 
18 UD 392 + + + + - + + + + + + 
19 UD 405 + + + + - + + + + + + 
20 UD 412 + + + + - + + + + + + 
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การยับย้ังเชื้อ Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria ด้วยสารชีวภาพที่ได้จากเอ็นโดไฟติก
แบคทีเรียไอโซเลต UD288 (หลุมซ้าย และขวา) 
เปรียบเทียบกับสารปฏิชีวนะ (หลมุบน) และอาหารเลี้ยง
เชื้อ (หลุมล่าง) 

 

การยับย้ังเชื้อ Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici ด้วยสารชีวภาพที่ได้จากเอ็นโดไฟติก
แบคทีเรียไอโซเลต UD288 (หลุมซ้าย และขวา) 
เปรียบเทียบกับสารปฏิชีวนะ (หลมุบน) และอาหารเลี้ยง
เชื้อ (หลุมล่าง) 

 

การยับย้ังเชื้อ Sclerotium rolfsii Sacc. ด้วย
สารชีวภาพที่ได้จากเอ็นโดไฟติกแบคทีเรียไอโซเลต 
UD136 โดยใช้เซลล ์(หลุมขวา) และส่วนใส (หลุมซ้าย) 
เปรียบเทียบกับสารปฏิชีวนะ (หลมุบน) และอาหารเลี้ยง
เชื้อ (หลุมล่าง)  

 
ภาพ ข ผลการยับย้ังเชื้อแบคทีเรีย และเชือ้ราก่อโรคพืชของส่วนใสที่ได้จากการเลี้ยงเชื้อเอ็นโดไฟติกแบคทีเรีย 

ในอาหารเหลว เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
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ภาคผนวก ข 

 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 
1. Methyl red-Voges-Proskauer (MR-VP) broth 
 Polypeptone       7 กรัม 
 Glucose        5 กรัม 
 Dipotassium phosphate      5 กรัม 
 น้ํากลั่น        1000 มิลลลิิตร 
2. Minimal Medium 
 KH2PO4        1 กรัม 
 K2HPO4        1 กรัม 
 NaCl        1 กรัม 
 MgSO4.7H2O       0.7 กรัม 
 (NH4)2SO4       4 กรัม 
 Na-citrate.2H2O       0.5 กรัม 
 น้ํากลั่น        1000 มิลลลิิตร 
3. Nutrient Agar (NA) 
  Beef extract       3 กรัม 
  Peptone       5 กรัม 
  น้ํากลั่น        1000 มิลลลิิตร 
  Agar        15 กรัม 
4. Peptone broth 
 Peptone        40 กรัม 
 น้ํากลั่น        1000 มิลลลิิตร 
5. Starch agar 
 Soluble starch       2 กรัม 
 Nutrient agar       1000 มิลลลิิตร 
6. Tryptone broth 
 Peptone หรือ pancreatic digest of casein 
 Trypticase       20 กรัม 
 Sodium chloride       5 กรัม 
 น้ํากลั่น        1000  มิลลลิิตร 
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สารเคม ี
1. 20% glycerol 
 Glycerol         20 มิลลลิิตร 
 น้ํากลั่น        80 มิลลลิิตร 
2. 5% α–napthol 
 alpha-napthol       5 กรัม 
 Ethyl alcohol (absolute)      100 มิลลลิิตร 
3. 40% Potassium hydroxide 
 Potassium hydroxide      40 กรัม 
 Creatin        0.005 กรัม 
 น้ํากลั่น        100 มิลลลิิตร 
4. Iodine solution 
 Potassium iodide (KI)      4 กรัม 
 Iodine crystals       2 กรัม 
 น้ํากลั่น        300  มิลลลิิตร 
 เก็บในขวดสีชา 
5. Kovac’s reagent 
 Pure amyl หรือ isoamyl alcohol     150 มิลลลิิตร 
 p-Dimethylaminobenzaldehyde    20 กรัม 
 Concentrated HCl      40 กรัม 
6. McFarland nephelometer barium sulfate standard 0.5 
 Barium chloride (1%)      0.05 มิลลลิิตร 
 H2SO4 (1%)       9.95 มิลลลิิตร 
7. Nessler’s reagent 
 Potassium iodide      50 กรัม 
 Potassium hydroxide (50%)     400 มิลลลิิตร 
 Mercuric chloride (saturated) 
 น้ํากลั่นที่ปราศจากแอมโมเนยี     35 มิลลลิิตร 
 เติม Mercuric chloride (saturated) ลงในสารละลาย KI ที่ถูกละลายด้วยน้ํากลั่นที่ปราศจาก

แอมโมเนีย จนกระทั่งเกิดตะกอนขึ้น จึงเติม KOH ลงไป ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่นให้ได้ปริมาตร 1000 
มิลลลิิตร 
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8. PC solution 
 FeCl3        12 กรัม 
 น้ํากลั่น        1000 มิลลลิิตร 
 ละลายสารในน้ํากลั่น จากนั้นเติมกรดซัลฟูริก (H2SO4) ให้มคีวามเข้มข้นสุดท้าย 7.9M ในปริมาตร 

1000 มิลลลิิตร 
9. Salkowski reagent 
 0.5 M FeCl3       2 มิลลลิิตร 
 35% perchloric acid      98 มิลลลิิตร 
 
 


