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1. ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม เป็นผู้ผลิตและส่งออกสินค้าทางการเกษตรส าคัญแห่งหนึ่ง
ของโลก พืชเศรษฐกิจหลายชนิดสร้างรายได้ให้กับประเทศชาติเป็นมูลค่ามหาศาล แต่การพัฒนาการ
เกษตรเพื่อเพ่ิมผลผลิต มุ่งเน้นการแข่งขันเป็นหลัก จึงมีการใช้สารเคมีเพ่ิมธาตุอาหารให้กับดินเพ่ือเร่งการ
เจริญเติบโตของพืช และสารเคมีก าจัดศัตรูพืชกันอย่างแพร่หลายเป็นจ านวนมาก โดยมิได้ค านึงถึง
ผลกระทบที่มีต่อผู้บริโภค สังคม และสิ่งแวดล้อม ในปี 2547 รัฐบาลได้ก าหนดให้เป็นปีแห่งความ
ปลอดภัยด้านอาหาร มีการรณรงค์และส่งเสริมให้ผู้ผลิต ผู้ประกอบการสินค้าเกษตรและอาหาร ได้
ตระหนักถึงพิษภัยของสารเคมีทีใ่ช้ทางการเกษตรและส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมและชีวิตมนุษย์ โดยการ
เปลี่ยนแปลงรูปแบบการผลิตระบบการเกษตรเคมีให้เป็นเทคโนโลยีชีวภาพมากขึ้น ปัจจุบันมีการรณรงค์
ให้เกษตรกรมุ่งเน้นการใช้เกษตรอินทรีย์เพ่ือแก้ปัญหาต่าง ๆทั้งในระยะสั้นและระยะยาว  การใช้
เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีประโยชน์ในการท าลายโรคพืชในดิน และสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตท าให้
สามารถเพ่ิมเพ่ิมผลผลิตให้กับพืชเป็นอีกทางเลือกหนึ่งของแผนการจัดการโรคพืชตามระบบเกษตรอินทรีย์   
นอกจากนี้ยังน าทรัพยากรที่มีอยู่ในธรรมชาติจากดิน ได้แก่ Pseudomonas และ เชื้อแบคทีเรียอ่ืน ๆที่
แยกได้จากดินในพ้ืนที่เขื่อนจุฬาภรณ์ จังหวัดชัยภูมิ มาใช้ประโยชน์ทางการเกษตรได้อีกทางหนึ่ง  
 พ้ืนที่เขตอนุรักษ์พันธุกรรมพืชที่เขื่อนจุฬาภรณ์ (เขื่อนน้ าพรม) จังหวัดชัยภูมิ เป็นพ้ืนที่อนุรักษ์
พันธุกรรมพืชในสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาสยามบรมราชกุมารีฯ  ซึ่งรวมถึงจุลินทรีย์ที่มีหลากหลายชนิด 
ดังนั้นการศึกษาถึงความหลากชนิดของจุลินทรีย์ และการน ามาใช้ประโยชน์ต่อไปเป็นสิ่งที่จ าเป็นอย่างยิ่ง 
งานวิจัยนี้เล็งเห็นความส าคัญของเชื้อ  Pseudomonas และไรโซแบคทีเรียอ่ืน ๆ ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่มี
ประโยชน์ในการควบคุมโรคพืชหลายชนิด  มีรายงานการใช้เชื้อ Pseudomonas  ควบคุมเชื้อสาเหตุโรค
พืช เช่น  P. fluorescens หลายสายพันธุ์มีความสามารถในการควบคุมเชื้อสาเหตุของโรคกาบใบแห้งของ
ข้าว (rice sheath blight) (Mew  et al., 1986; Nagarajkumar et al., 2004)  P. aureofaciens  
เจริญได้อย่างรวดเร็วรอบรากข้าวสาลีซึ่งมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (Pierson, 1996)   
Scher และ Baker, 1982 พบว่า P. putida สามารถลดการเกิดโรค Fusarium wilt ของป่าน, ปอ, แตง 
และหัวผักกาด  Larkin และ Fravel, 1998  ได้น าเชื้อ P. fluorescense, ราและแบคทีเรียหลายสาย
พันธุ์ ได้แก่ non-pathogenic Fusarium spp., Trichoderma spp., Gliocladium virens, 
Burkholderia cepacia มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ พบว่าสามารถ
ลดการเกิดโรคดังกล่าวได้ 35-100% ทั้งนี้ข้ึนกับชนิดของเชื้อต่อต้าน เป็นต้น นอกจากนี้นักวิจัยหลายท่าน
ได้ศึกษาพบว่า เชื้อ  Pseudomonas  สายพันธุ์ที่ไม่ท าให้เกิดโรค และเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดสามารถ
สร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเพ่ือเป็นกลไกการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคและส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
เช่นการสร้างสารปฏิชีวนะ (antibiotic) (pyrolnitrin. pyoluteorin  และ phenezine – 1 – 
carboxylate), lytic enzymes (chitinase และ beta - 1, 3 glucanase) และ HCN ซึ่งมีรายงานว่า
สารเหล่านี้สามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Nagarajkumar et al., 2004, 
Weller, 1988; Thomashow and Weller, 1988) Pseudomonas  บางสายพันธุ์สามารถผลิตสาร 
siderophores ยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืช และส่งเสริมการเจริญของพืชโดยให้ธาตุเหล็กแก่พืช 
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(Kloepper et al., 1986; Leong, 1986; Loper, 1988) จากข้อมูลดังกล่าวจะพบว่า Pseudomonas  
และแบคทีเรียหลายชนิดเป็นจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่นอกจากจะใช้ควบคุมโรค
พืช  ยังสามารถน ามาใช้บ ารุงดินส่งเสริมการเจริญของพืชได้ดี  
   
2. วัตถุประสงค์ 

2.1 เพ่ือทดสอบการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ อินโดล-3 อะซิติก แอสิด (indole-
3-acetic acid, IAA), diffusible compounds, volatile compounds จากเชื้อ Pseudomonas 
sp. และเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ทีแ่ยกได้จากพ้ืนที่เขื่อนจุฬาภรณ์ จังหวัดชัยภูมิ 

2.2 เพ่ือทดสอบการละลายหินฟอสเฟต (phosphates solubilization) ของเชื้อ 
Pseudomonas sp. และเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ทีแ่ยกได้จากพ้ืนที่เขื่อนจุฬาภรณ์ จังหวัดชัยภูมิ 
   
3. ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
      เชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกแล้วจากพ้ืนที่เขื่อนจุฬาภรณ์ จ านวน 4  สายพันธุ์  คือ 
Enterobacter cancerogenus / E. asburiae สายพันธุ์ 2Z2E-7,  Enterobacter 
cancerogenus / E. asburiae สายพันธุ์ Z4G-1, Enterobacter สายพันธุ์ 2Z4E-2  และ 
Pseudomonas   สายพันธุ์ 4Z2B-4  สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ อินโดล-3 อะซิ
ติก แอสิด (indole-3-acetic acid, IAA), diffusible compounds, volatile compounds และ 
การละลายหินฟอสเฟต (phosphates solubilization) เป็นต้น   
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                         ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas  
เป็นสิ่งมีชีวิตที่จัดอยู่ ในกลุ่มโปรคารีโอต (Procaryote) มีการจัดล าดับอนุกรมวิธาน 

(Taxonomy) ดังนี้ (Garrity and Holt, 2001)   
  Domain:       Bacteria                            
          Phylum:            Proteobacteria  
              Class:               Gammaproteobacteria 
          Order:                Pseudomonadales    

http://en.wikipedia.org/wiki/Gamma_Proteobacteria
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                                Family:             Pseudomodanaceae  
           Genus:              Pseudomonas 

 จากหนังสือ Bergey’s manual of Systematic Bacteriology ฉบับพิมพ์ครั้งที่ 2 ปีพ.ศ. 2001 
จัดสิ่งมีชีวิตในกลุ่มโปรคารีโอต (procaryote) เป็น 2 โดเมน (domains) ได้แก่ Archaea และ Bacteria  
จากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S ribosomal RNA เชื้อ Pseudomonas จัดอยู่ใน โดเมน
แบคทีเรีย    การจัดกลุ่ม (classification)  และการระบุชนิด (identification) ของแบคทีเรียต้องอาศัย
คุณสมบัติหลายอย่างเช่น ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่รูปร่าง รูปแบบการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
การติดสีย้อมแกรม เป็นต้น ลักษณะทางสรีรวิทยา ได้แก่โครงสร้างทางเคมีของเซลล์ ความต้องสารอาหาร 
กระบวนการเมตาโบลิสมภายในเซลล์ (ความสามารถในการใช้คาร์โบไฮเดรท โปรตีน และไขมัน เป็นต้น) 
ความต้องการทางกายภาพ (ความต้องการออกซิเจน อุณหภูมิ  ความเป็นกรดด่าง)  และคุณสมบัติของดี
เอ็นเอ (ได้แก่ การหาปริมาณของกัวนีน (guanine: G) (cytosine: C) ขนาดของจีโนม (genome) 
ความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอในการจับคู่กันใหม่ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมและไม่เหมาะสม ตลอดจน
ความสามารถในการทนต่อความร้อน เป็นต้น นอกจากนี้การใช้คุณสมบัติของดีเอ็นเอสามารถจ าแนก
แบคทีเรียได้ถึงระดับชนิด (species) (นันทนา, 2537) 
  เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas มีลักษณะเป็น รูปท่อนตรง หรือโค้งเล็กน้อย (ไม่มีลักษณะเป็น
เกลียว) มีขนาด 0.5 – 1.0 x 1.5 – 5.0 ไมโครเมตร ติดสีกรัมลบ (gram negative bacilli)  ส่วนใหญ่
เคลื่อนที่ได้โดยใช้แฟลกเจลลาที่ปลายเซลล์ (polar flagella) ซึ่งมีอย่างน้อยที่สุด 1 เส้น บางสายพันธุ์
เคลื่อนที่โดยอาศัยแฟลกเจลลาด้านข้าง (lateral flagella)  ไม่สร้างสปอร์(non – spore forming) มีค่า
โมลเปอร์เซ็นต์ G + C ของ DNA เท่ากับ 58-68  เป็นแบคทีเรียในกลุ่มที่สามารถใช้สารอินทรีย์เป็นทั้ง
แหล่งพลังงานและแหล่งของอิเลคตรอน (chemoorganotrophs)  สร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าได้  ไม่ไวต่อ
ยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน (penicillin sensitivity) ต้องการอากาศ (strictly aerobes) ใช้ออกซิเจนเป็น
ตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดท้าย (terminal electron acceptor) ในกระบวนการเมตาโบลิสม สร้างพลังงาน
แบบออกซิเดทีฟ ฟอสโฟไรเลชัน (oxidative phosphorylation) จึงให้ผลบวกกับการทดสอบเอนไซม์ไซ
โตโครม ออกซิเดส (cytochrome oxidase test) และในสภาวะที่ไม่มีอากาศจะไม่หมัก (fermentation) 
น้ าตาลกลูโคส ดังนั้นเมื่อทดสอบการหมักน้ าตาลกลูโคสแบบออกซิเดทีฟ หรือเฟอร์เมนท์เตตีฟ 
(oxidative-fermentative test หรือ O-F test)  จึงให้ผลเป็นแบบออกซิเดทีฟ (oxidative) แบคทีเรีย
กลุ่ ม อ่ืนที่ เป็น  แกรมลบ ไม่สามารถหมักย่อยน้ าตาลกลู โคสมีหลายสกุลได้ แก่  Alcaligenes 
(Achromobacter), Acinetobacter, Agrobacterium และ Moraxella  เป็นต้น (นันทนา, 2537) ซึ่ง
แบคทีเรียสกุลเหล่านี้มีลักษณะบางอย่างที่เหมือนกันและบางอย่างก็แตกต่างกัน (ตารางที่ 2.1) 
 
ตำรำงท่ี 2.1  คุณสมบัติของแบคทีเรียสกุลต่าง ๆ ในกลุ่มที่ไม่หมักน้ าตาลกลูโคส  
 

Test Agrobacterium Pseudomonas      Acinetobacter Moraxella Alcaligenes 
shape rod rod coccus rod / 

coccus 
rod / coccus 

O-F glucose oxidizer oxidizer oxidizer nonoxidiz
er 

nonoxidizer 
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Fluorescence 
diffusible 
pigment 

- V - - - 

Motility in 
hanging drop 

+ + - - + 

Polar flagellar - + - - - 
Penicillin 
sensitivity 

- - - + - 

Oxidase test + + - + + 
 

นอกจากนี้ เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas ยังมีความใกล้ชิดกับแบคทีเรียในกลุ่ม 
pseudomonad  ได้แก่ Xanthomonas และ Zoogloea เป็นต้น กล่าวคือ เป็นรูปท่อนตรง หรือ
โค้ง ติดสีแกรมลบ  ส่วนใหญ่เคลื่อนที่ได้โดยใช้แฟลกเจลลาที่ปลายเซลล์ (polar flagella) ซึ่งมีอย่าง
น้อยที่สุด 1 เส้น ไม่สร้างสปอร์  

แบคทีเรียใน Family Pseudomonadaceae บางชนิดสามารถก่อโรคในคนได้เช่นเดียวกับ
แบคทีเรียใน Family Enterobacteriaceae แต่มีข้อแตกต่างกันคือ Family Pseudomonadaceae 
เป็นแบคทีเรียที่ไม่หมักย่อยน้ าตาลกลูโคส  ให้ผลบวกกับการทดสอบเอนไซม์ไซโตโครม ออกซิเดส ซึ่ง
ให้ผลตรงข้ามกับ Family Enterobacteriaceae ที่สามารถหมักย่อยน้ าตาลกลูโคส และให้ผลลบกับ
การทดสอบเอนไซม์ไซโตโครม ออกซิเดส   
 เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas และไรโซแบคทีเรีย (rhizobacteria) หลายชนิด อาศัยในดิน
บริเวณรากพืช เป็นเชื้อที่มีความเหมาะสมในการน ามาใช้ควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชื้อจุลินทรีย์ในดิน 
เพราะสามารถอยู่อาศัยร่วมกับพืชได้ยังให้ประโยชน์ในการควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชื้อจุลินทรีย์ในดิน มี
รายงานการใช้ไรโซแบคทีเรียหลายชนิดควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อรา เช่น Bacillus, Pseudomonas, 
Serratia, Enterobacter และ Arthrobacter  ซึ่งเชื้อแบคทีเรียเหล่านี้สามารถที่จะสร้างเอนไซม์ ย่อย
สลายไคตินที่เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์เชื้อราได้ (Basha and Ulaganathan, 2002)  กลไกการ
ควบคุมทางชีวภาพของแบคทีเรียเหล่านี้ได้แก่ การผลิตยาปฏิชีวนะ, เอนไซม์ย่อยสลาย (lytic enzyme) 
ไฮโดรเจนไซยาไนด์ (hydrogen cyanide), ไซเดอร์โรฟอร์ (siderophore) หรือ การแก่งแย่งแข่งขัน 
สารอาหาร (competition for nutrient) และการเข้าครอบครองพ้ืนที่ (competition for space) เป็น
ต้น (Chaiharn et. al., 2008) Pierson, 1996 รายงานว่า Pseudomonas aureofaciens  เจริญได้
อย่างรวดเร็วรอบรากข้าวสาลีซึ่งมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้    นอกจากการควบคุม
โรคพืชแล้วยังมีรายงานว่าไรโซแบคทีเรียสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เช่นสามารถตรึง
ไนโตรเจน ละลายหินฟอสเฟตให้ธาตุฟอสฟอรัสกับพืช และผลิต ไฟโตฮอร์โมน (phytohormone) เช่น 
indole - 3 – acetic acid  เป็นต้น (Chaiharn et.al., 2008)  
 มีรายงานการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเชื้อ Pseudomonas และเชื้อแบคทีเรียอ่ืน ๆ 
อีกหลายชนิด ซึ่งน ามาใช้ประโยชน์ในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืชและยังส่งเสริมการเจริญของพืชดังนี้ 
  Raupach และ Kloepper, 1998 รายงานว่า ไรโซแบคทีเรียสายพันธุ์  INR7 (Bacillus 
pumilus) GB03 (Bacillus subtilis) และ ME1 (Curtobacteriumflaccumfaciens) ถูกน ามาทดสอบ
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การควบคุมเชื้อสาเหตุโรคของแตงกวา 3 ชนิด ได้แก่ Colletotrichum orbiculare สาเหตุโรค 
anthracnose,  Pseudomonas syringae pv. lachrymans สาเหตุโรค angular leaf spot และ 
Erwinia tracheiphila สาเหตุโรค  cucurbit wilt disease ภายใต้สภาพเรือนทดลอง พบว่าเมื่อน าเมล็ด
แตงกวามาแช่ส่วนผสมของเชื้อไรโซแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด จะส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และลดการ
เกิดโรคอย่างมีนัยส าคัญ 

Torres-Rubio และคณะ, 2000 แยกแบคทีเรีย Azotobacter chroococcum, Azotobacter 
vinelandii, Pseudomonas aeruginosa, P. putida, Serratia sp., Klebsiella pneumoniae จาก
รอบรากข้าวใน Tolima region แบคทีเรียเหล่านี้ผลิต extra cellular indole-3-acetic acid (IAA) ที่
ความเข้มข้น 3.5 mg/ mL - 32.2 mg/l. และพบว่า Pseudomonas sp. สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อรา Phytophthora infestans สาเหตุโรคพืชเนื่องจากผลิต siderophores  ในสภาวะที่มีเหล็กต่ า 
 Ramesh Kumar  และคณะ, 2002 รายงานว่า growth-promoting rhizobacteria (PGPR), 
Pseudomonas fluorescens สามารถสร้างสาร 2,4-diacetyl phloroglucinol ยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ราสาเหตุโรคพืชโดยสารเหล่านี้จะไปสลาย fusaric acid ที่ผลิตโดยเชื้อ Fusarium sp. สาเหตุโรคเหี่ยว
ของพืชหลายชนิด ท าให้ป้องกันกระบวนการ pathogenesis ได้ และบางชนิดของ  PGPR เช่น  
Pseudomonas stutzeri สามารถสร้าง extracellular chitinase และ laminarinase ท าลายเส้นใย
ของ Fusarium solani ซึ่งเป็นเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
 Nagarajkumar และ คณะ, 2004 แยกเชื้อ Pseudomonas fluorescens จากดินที่บริเวณรอบ
รากข้าว แล้วน ามาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชพบว่า ไอโซเลต PfMDU2 มี
ประสิทธิภาพสูงที่สุดในการยับยั้งการเจริญของเส้นใย Rhizoctoni solani  และสามารถสร้างสาร เบตา-
1, 3 – กลูคาเนส, ไซเดอร์โรฟอร์, กรดซาลิไซลิก และไฮโดรเจน ไซยาไนด์ เป็นต้น 
 Sunish Kumr และ คณะ, 2005 แยกเชื้อแบคทีเรียจากดินรอบรากข้าว เมื่อน ามาบ่ง เอกลักษณ์
โดยวิธีทางชีวเคมี และ16s rDNA sequences พบว่าสายพันธุ์ PUPa3 บ่งเอกลักษณ์เป็น 
Pseudomonas aeruginosa  สามารถสร้างสารปฏิชีวนะได้แก่ phenazine-1-carboxamide (PCN) 
วิเคราะห์โดย nuclear magnetic resonance (NMR) และ mass spectroscopy (MS) และยังสามารถ
ผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้แก่ indole-3-acetic acid (IAA), siderophores, 
phosphatase และ protease 
 Chaiharn และคณะ, 2008 แยกเชื้อไรโซแบคทีเรียที่สามารถละลายหินฟอสเฟตจากดินในเขต
ภาคเหนือของประเทศไทยได้จ านวน 220 ไอโซเลต แบคทีเรียเหล่านี้สามารถสร้างสารที่ส่งเสริมการ
เจริญเติบโตให้แก่พืชได้แก่ แอมโมเนีย, ไซเดอร์โรฟอร์ และยังสร้างเอนไซม์ย่อยสลายผนังเซลล์ของเชื้อ
สาเหตุโรค ได้แก่ เอนไซม์เซลลูโลส, ไคติเนส และ โปรตีเอส 

Ashrafuzzaman และคณะ, 2009 รายงานว่า Plant growth-promoting rhizobacteria 
(PGPR) เป็นแบคทีเรียที่เจริญอยู่รอบรากพืชที่มีประโยชน์ทางด้านการเกษตร โดยใช้ PGPR ทดแทน
ปุ๋ยเคมี, สารฆ่าแมลง ผู้วิจัยได้ท าการแยก PGPR ไอโซเลต PGB1, PGB2, PGB3, PGB4, PGB5, PGT1, 
PGT2, PGT3, PGG1 และ PGG2 จากดินบริเวณรอบรากข้าวจากพ้ืนที่ปลูกข้าวหลายแหล่ง เพื่อเพ่ิมการ
เจริญเติบโตของต้นข้าว พบว่าไอโซเลต PGB4, PGT1, PGT2, PGT3, PGG1 และ PGG2 กระตุ้นการผลิต 
indole acetic acid (IAA),  ขณะที่ไอโซเลต PGT3 มีความสามารถละลายธาตุฟอสฟอรัสได้ แบคทีเรีย
เหล่านี้สามารถเพ่ิมความสูงของต้นข้าว, ความยาวของราก และน้ าหนักแห้งของรวงข้าว อย่างมีนัยส าคัญ  
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Karnwal, 2009 แยก 30 fluorescent Pseudomonas isolates (15 ไอโซเลตคือ P. 
fluorescens และ 15 ไอโซเลตคือ P. aeruginosa) จากดินรอบรากพืชหลายแหล่ง เมื่อน าเชื้อแบคทีเรีย
ไอโซเลตเหล่านี้มาทดสอบความสามารถในการผลิต indole-3-acetic acid (IAA) โดยน ามาเพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ที่มีและไม่มี L-tryptophan พบว่าPseudomonas fluorescens AK1 มี
ประสิทธิภาพในการสร้าง IAA ได้ดีกว่า Pseudomonas aeruginosa AK2 และเมื่อท าการ inoculation 
เมล็ดข้าวด้วย  P. fluorescensAK1 และ P. aeruginosa AK2  พบว่า ระดับ IAA  เท่ากับ 2.30 
pmol/ml and 2.1 pmol/ml ตามล าดับสูงกว่าเมล็ดข้าวที่เป็น uninoculated  ซึ่งระดับ IAA เท่ากับ
1.6 pmol/ml 
           Rakh และคณะ (2011) รายงานว่า เชื้อ Pseudomonas cf. monteilii 9 มีประสิทธิภาพสูงใน
การต้านทานเชื้อ Sclerotium rolfsii เมื่อทดสอบโดยวิธี dual cultures  และเชื้อ P. cf. monteilii 9   
ในสภาพแห้ง (dry weight) สามารถยับยั้งการเจริญของ S. rolfsii ได้เพ่ิมขึ้นถึง 94 %  นอกจากนี้เชื้อ
ชนิดนี้ยังสามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้แก่ diffusible antibiotic, volatile metabolites, 
hydrogen cyanide, siderophore ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา S. rolfsii  ใน in vitro  และยังผลิต
เอนไซม์โปรตีเอส ซึ่งให้วงใสบนจานอาหาร skim milk agar plates มายับยั้งการเจริญของเชื้อรา S. 
rolfsii  เช่นกันเมื่อน าเชื้อ  P. cf. monteilii 9   มาทดสอบการควบคุมโรค stem rot ของ groundnut 
แบบ treated seedsในสภาพเรือนทดลองพบว่าเชื้อสามารถลดการเกิดโรคระหว่าง 45.45 - 66.67 % 
เมื่อเปรียบเทียบกับ untreated seeds 
 Kumar และคณะ (2012) แยกเชื้อแบคทีเรียรอบรากต้นถั่วแขก ที่ Uttarakhand Himalaya 
ประเทศอินเดีย จ าแนกชนิดโดยวิธี 16S rRNA gene sequence เป็นกลุ่มของ Bacillus sp. และพบว่า
สายพันธุ์ BPR7 มีคุณสมบัติเป็นทั้งเชื้อปฏิปักษ์แสดง antagonistic activity ต่อเชื้อสาเหตุโรคพืชหลาย
ชนิดได้แก่ Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, F. solani, Sclerotium 
sclerotiorum, Rhizoctonia solani และ Colletotricum sp. และเป็นเชื้อส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
พืช สามารถสร้างสารส่งเสริมการเจริญของพืช (plant growth promoting) ได้แก่ Indole-3-acetic 
acid (IAA), siderophore, phytase, organic acid, ACC deamase, cyanogen, lytic enzymes, 
oxalate oxidase และสามารถสร้างสารที่ละลายได้ทั้ง organic, inorganic phosphate, potassium,  
zinc เป็นต้น  
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บทที่ 3 

วิธีด ำเนินงำนวิจัย 
 
3.1 เชื้อแบคทีเรียที่น ำมำทดสอบกำรสร้ำงสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ 
 เชื้อแบคทีเรียแยกได้จากดินในพ้ืนที่อนุรักษ์พันธุกรรมพืชฯ เขื่อนจุฬาภรณ์ จังหวัดชัยภูมิ จ านวน 
4 ไอโซเลต (2Z2E-7, Z4G-1, 2Z4E-2 และ  4Z2B-4) ได้ผ่านการทดสอบประสิทธิภาพการเป็นเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Sclerotium rolfsii ในระดับห้องปฏิบัติการ และเรือน
ทดลอง จ าแนกชนิดโดยวิธี Partial 16S rDNA sequencing เปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
GenBank จากเว็บต่าง ๆ และสร้างต้นไม้ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) พบว่า 
แบคทีเรียไอโซเลต 2Z2E-7, Z4G-1 คือ Enterobacter cancerogenus (ล าดับความเหมือนของนิวคลี
โอไทด์เป็น 100 %), ไอโซเลต 2Z4E-2 จัดอยู่ในกลุ่ม  Enterobacter (ล าดับล าดับความเหมือนของนิ
วคลีโอไทด์เป็น 99.12 %) และไอโซเลต 4Z2B-4 จัดอยู่ในกลุ่ม Pseudomonas sp. (ล าดับความเหมือน
ของนิวคลีโอไทด์ 98.39 % เมื่อเทียบกับสายพันธ์มาตรฐาน Pseudomonas koreensis PS9-14)   
(วรรณดีและคณะ, 2552) แบคทีเรียทั้งหมดเพาะเลี้ยงไว้บน Nutrient agar slant (ภาคผนวก) เก็บรักษา
ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (O ซ) 
 
3.2 กำรทดสอบกำรสร้ำงสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ (bioactive compound) 

3.2.1 กำรสร้ำง diffusible compounds (Montealegre และคณะ, 2003) 
น าชิ้นวุ้นขนาด 0.6 ซม. ที่มีปลายเส้นใยของเชื้อรา S. rolfsii เจริญอยู่ วางลงตรงกลางจาน

อาหาร Potato dextrose agar (PDA) (ภาคผนวก) ใช้ cork borer ขนาด 0.6 ซม. เจาะลงบนจาน
อาหาร PDA ให้เป็นหลุม ห่างจากขอบจาน 2.5 ซม. จ านวน 4 หลุม  หยดเชื้อแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ 
(Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7,  Enterobacter cancerogenus Z4G-1, Enterobacter  
2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4) ที่เพาะเลี้ยงไว้ในอาหาร King’s B broth (ภาคผนวก) (ปริมาณ
เชื้อ 1x108 cfu/ml) หลุมละ100 ไมโครลิตร  (4 หลุม/สายพันธุ์) บ่มที่ 30±2 O ซ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
วัดการเจริญของเส้นใยเชื้อราเปรียบเทียบกับจานควบคุมที่ใช้น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อแทนแบคทีเรียปฏิปักษ์ ท า
การทดลอง 3 ซ้ า และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง  

3.2.2  กำรสร้ำง volatile compounds (Montealegre et. al., 2003)   
      เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสายพันธุ์ (Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7,  E. 

cancerogenus Z4G-1, Enterobacter  2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4) ในอาหาร King’s B 
broth บ่มเขย่าที่ 140-150 rpm เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง (1x108 cfu/ml) น ามา swab ลงบนจาน
อาหาร King’s B agar (ภาคผนวก) บ่มที่ 30±2 O ซ เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นน ามาประกบกับจาน
อาหารที่วางชิ้นวุ้นที่มีปลายเส้นใยของเชื้อรา S. rolfsii ขนาด 0.6 ซม. เจริญอยู่ตรงกลางจานอาหาร PDA 
ยึดจานอาหารทั้งสองจานด้วยพาราฟิล์ม (parafilm) น าจานอาหารบ่มที่อุณหภูมิ 30±2 O ซ เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง วัดการเจริญของเส้นใยเชื้อราเปรียบเทียบกับจานควบคุมที่ไม่มีเชื้ อแบคทีเรียปฏิปักษ์ ท าการ
ทดลอง 3 ซ้ า และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 

3.2.3 กำรสร้ำงกรดซำลิไซลิก (salicylic acid, SA) 
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 เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสายพันธุ์ (Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7,  E. 
cancerogenus Z4G-1, Enterobacter  2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4) ใน 50 มล. ของ 
succinate medium ที่บรรจุฟลาสก์ขนาด 250 มล. บ่มบน rotary shaker ที่อุณหภูมิ 28 0 ซ เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง น าไปปั่นที่ความเร็ว 6,000g เป็นเวลา 5 นาที ปรับ pH ของส่วน culture filtrate เท่ากับ 2.0 
ด้วย 1N HCl น ามาสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม (chloroform: CHCl3 )ในปริมาณท่ีเท่ากัน จากนั้นน าส่วนล่างที่
เป็นส่วนคลอโรฟอร์ม มาเติมน้ ากลั่น 4 มล. และ 5มล. ของ 2M FeCl3 ผลบวกคือเกิดสารสีม่วงของ iron-
SA complex น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ 527 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ SA ปริมาณของ SA ใน culture filtrate แสดงเป็นไมโครกรัมต่อมล. (Meyer et 
al,,1992) 

3.2.4  กำรสร้ำงอินโดล-3 อะซิติก แอสิด (indole-3-acetic acid, IAA) 
 (ตามวิธีการของ Kumar et. al., 2005) 
เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์  (Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7, E. 

cancerogenus Z4G-1, Enterobacter 2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4)  ในอาหาร Luria 
Bertani (LB) agar (ภาคผนวก)  ที่เติมด้วย 5 mM L-tryptone, 0.06% sodium dodecyl sulphate 
และ 1% glycerol น ากระดาษกรอง (Whatman No.1) เส้นผ่านศูนย์กลาง 82 มิลลิเมตร วางทับบนจาน
อาหารที่เพาะเลี้ยงแบคทีเรียไว้แล้ว บ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส (O ซ) เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นน ากระดาษกรองออกมาวางในจานอาหารเปล่า เติม Salkowski’s reagent ลงไปบนกระดาษ
กรอง สังเกตลักษณะวงสีชมพูที่เกิดขึ้นทันทีบนกระดาษกรอง แสดงเป็นผลบวก เปรียบเทียบกับจาน
ควบคุมที่ไม่มีเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

3.2.5  กำรละลำยหินฟอสเฟต (Phosphates solubilization) 
เพาะเลี้ ยงแบคที เรียแต่ละสายพันธุ์  (Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7,  E. 

cancerogenus Z4G-1, Enterobacter 2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4) ในอาหาร King’s B 
broth บ่มเขย่าที่ 140-150 rpm เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง (1x108 cfu/ml) ใช้ cork borer  ขนาด 0.6 
เซนติเมตร (ซม.) เจาะชิ้นวุ้นตรงกลางจานอาหาร double layer medium (ภาคผนวก) หยอดเชื้อ
แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ลงในจานอาหาร น าไปบ่มที่ 30±2 O ซ เป็นเวลา 72-96 ชั่วโมง สังเกตลักษณะที่
เป็นบริเวณใส (clear zone) รอบหลุมที่หยอดเชื้อแบคทีเรียให้เป็นผลเป็นบวก เปรียบเทียบกับจาน
ควบคุมท่ีใช้น้ ากลั่นแทนเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 

บทที่ 4 
ผลกำรทดลอง 

 
ผลกำรทดสอบกำรทดสอบกำรสร้ำงสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ (bioactive compound) 

น าแบคทีเรีย 4 สายพันธุ์ได้แก่ Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7, E. cancerogenus 
Z4G-1, Enterobacter  2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4     มาทดสอบการสร้าง diffusible 
compounds, volatile compounds, อินโดล-3 อะซิติก แอสิด (IAA), และการละลายหินฟอสเฟต 
ให้ผลการทดลองดังนี้    
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1 ผลกำรทดสอบกำรสร้ำง diffusible compounds  
แบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ (Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7, E. cancerogenus Z4G-1, 

Enterobacter  2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4)     สามารถสร้าง diffusible compounds 
ยับยั้งการเจริญของเส้นใย  S. rolfsii  ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 71.12, 63.26, 71.12 และ 82.81 
ตามล าดับ โดยที่แบคทีเรีย Pseudomonas 4Z2B-4 ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงที่สุด (ตารางที่ 4.1, รูปที่ 
4.1) 
 
ตำรำงท่ี 4.1 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Sclerotium rolfsii  ด้วยสาร diffusible 

compounds ที่แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์สร้างข้ึน  
 

สายพันธุ์1

แบคทีเรีย 
เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อรา (เซนติเมตร) เฉลี่ย

(เซนติเมตร) 
เปอร์เซ็นต์2

การยับยั้ง ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 
Control 8.9 8.9 8.9 8.90 0 
2Z2E-7 2.3 2.5 2.9 2.57 71.12 
Z4G-1 3.2 3.3 3.3 3.27 63.26 
2Z4E-2 2.5 2.5 2.7 2.57 71.12 
4Z2B-4 1.4 1.5 1.7 1.53 82.81 

12Z2E-7 คือ Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7, Z4G-1 คือ E. cancerogenus Z4G-1,  2Z4E-
2 คือ Enterobacter 2Z4E-2, 4Z2B-4 คือ Pseudomonas 4Z2B-4 
จานควบคุม ใช้น้ ากลั่นแทนเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
2 เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง = [(เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อราบนจานควบคุม) – (เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี
ของเชื้อราบนจานทดสอบ) / เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อราบนจานควบคุม] x 100  
 

 
                                                     (ก) 
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                                         (ข)                                                   (ค) 

              
                                        (ง)                                                    (จ) 
รูปที่ 4.1  ลักษณะการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Sclerotium rolfsii  ด้วยสาร diffusible 

compounds ที่แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์สร้างข้ึนเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส  เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง  

(ก) จานควบคุม (control) ใช้น้ ากลั่นแทนเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
(ข) Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7 

   (ค) Enterobacter cancerogenus Z4G-1 
   (ง) Enterobacter 2Z4E-2   (จ) Pseudomonas   4Z2B-4 

 
 
 
2. ผลกำรทดสอบกำรสร้ำง volatile compounds  
แบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ (Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7, E. cancerogenus Z4G-1, 

Enterobacter  2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4)     สามารถสร้าง volatile compounds 
ยับยั้งการเจริญของเส้นใย  S. rolfsii  ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 78.31, 36.74, 77.19 และ 92.47 
ตามล าดับ โดยที่แบคทีเรีย Pseudomonas 4Z2B-4 ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงที่สุด (ตารางที่ 4.2, รูปที่ 
4.2) 
 
ตำรำงท่ี 4.2 เปอร์เซน็ต์การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Sclerotium rolfsii  ด้วยสาร volatile 

compounds ที่แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์สร้างข้ึน  
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สายพันธุ์ 1

แบคทีเรีย 
เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อรา (เซนติเมตร) เฉลี่ย

(เซนติเมตร) 
เปอร์เซ็นต์ 2 

การยับยั้ง ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 
Control 8.9 8.9 8.9 8.90 0 
2Z2E-7 1.3 2.2 2.3 1.93 78.31 
Z4G-1 3.0 5.6 5.9 5.63 36.74 
2Z4E-2 1.9 2.1 2.1 2.03 77.19 
4Z2B-4 0.6 0.7 0.7 0.67 92.47 

 

12Z2E-7 คือ Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7, Z4G-1 คือ E. cancerogenus Z4G-1,  
2Z4E-2 คือ Enterobacter 2Z4E-2, 4Z2B-4 คือ Pseudomonas 4Z2B-4  ส่วนจานควบคุม คือ
จานที่ไม่มเีชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
2 เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง = [(เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อราบนจานควบคุม) – (เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี
ของเชื้อราบนจานทดสอบ) / เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อราบนจานควบคุม] x 100  

 
 
 
 
 
 
 

 
 

                   
                                                              (ก) 
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                                      (ข)                                                 (ค)                     

                       
                                       (ง)                                                (จ) 
รูปที่ 4.2  ลักษณะการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Sclerotium rolfsii  ด้วยสาร volatile 

compounds ที่แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์สร้างข้ึนเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส  เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง  

(ก) จานควบคุม (control) คือจานที่ไม่มีเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
(ข) Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7 

   (ค) E. cancerogenus Z4G-1 
   (ง) Enterobacter 2Z4E-2 
   (จ) Pseudomonas 4Z2B-4 

3. ผลกำรสร้ำงกรดซำลิไซลิก (salicylic acid, SA) 
 เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสายพันธุ์ (Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7,  
E. cancerogenus Z4G-1, Enterobacter  2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4) ใน succinate 
medium บ่มบน rotary shaker ที่อุณหภูมิ 28 0 ซ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น าไปปั่นที่ความเร็ว 6,000g 
เพ่ือแยกเซลล์แบคทีเรียออกไป น าส่วน culture filtrate ปรับ pH เท่ากับ 2.0 ด้วย 1N HCl สกัดด้วย
คลอโรฟอร์ม จากนั้นน าส่วนล่างที่เป็นส่วนคลอโรฟอร์ม มาเติมน้ ากลั่น และ 2M เฟอริก คลอไรด์ (ferric 
chloride: FeCl3) พบว่าแบคทีเรียทุกสายพันธุ์ให้ผลลบ คือไม่สร้างสารสีม่วงของ iron-SA complex (รูป
ที่ 4.3) 
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        (ก)                                    (ข)     

                         
         (ค)      (ง) 

รูปที่ 4.3  ลักษณะสีที่เกิดขึ้นจากการทดสอบการสร้างกรดซาลิไซลิก (salicylic acid) เมื่อเติมน้ ากลั่น 
และ 2M FeCl3 ลงใน culture filtrate ที่ผ่านการสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม แบคทีเรียทุกสายพันธุ์
ให้ผลเป็นลบ (ไม่สร้างสารสีม่วงของ iron-SA complex) 

(ก) Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7 
   (ข) E. cancerogenus Z4G-1 
   (ค) Enterobacter 2Z4E-2 
   (ง) Pseudomonas 4Z2B-4 

4. ผลกำรทดสอบกำรสร้ำงอินโดล-3 อะซิติก แอสิด 
เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ (Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7, E. 

cancerogenus Z4G-1, Enterobacter 2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4)  ในอาหาร Luria 
Bertani (LB) agar ที่เติมด้วย 5 mM L-tryptone, 0.06% sodium dodecyl sulphate และ 1% 
glycerol น ากระดาษกรอง (Whatman No.1) เส้นผ่านศูนย์กลาง 82 มิลลิเมตร วางทับบนจานอาหารที่
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียไว้แล้ว บ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส (O ซ) เป็นเวลา 72 ชั่วโมง หลังจากนั้นน า
กระดาษกรองออกมาวางในจานอาหารเปล่า เติม Salkowski’s reagent ลงไปบนกระดาษกรอง พบว่า 
แบคทีเรียทุกสายพันธุ์ ให้ผลบวก คือเกิดสีชมพูบนกระดาษกรอง เปรียบเทียบกับจานควบคุมที่ไม่มีเชื้อ
แบคทีเรียให้ผลลบ คือ ไม่เกิดสีบนกระดาษกรอง (รูปที่ 4.4) 

5. กำรละลำยหินฟอสเฟต    
เมื่อน าแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ (Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7,  E. cancerogenus 

Z4G-1, Enterobacter 2Z4E-2  และ Pseudomonas 4Z2B-4) ที่เพาะเลี้ยงในในอาหาร King’s B 
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broth มาหยอดลงในหลุมที่เจาะไว้ตรงกลางอาหาร double layer medium (อาหารจะมีลักษณะขุ่น)  
น าไปบ่มที่ 30±2 O ซ เป็นเวลา 96 ชั่วโมง พบว่าเชื้อแบคทีเรียทุกสายพันธุให้ผลบวก คือ ลักษณะที่เป็น
บริเวณใส (clear zone) รอบหลุมที่หยอดเชื้อแบคทีเรีย เปรียบเทียบกับจานควบคุมที่หยอดน้ ากลั่นแทน
เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ (รูปที่ 4.5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

                                           
                  (ก) 
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                             (ข)                                                    (ค) 

                               
      (ง)                (จ) 
รูปที่ 4.4 ลักษณะวงสีชมพูที่เกิดขึ้นบนกระดาษกรองของแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ เมื่อเติม Salkowski’s 

reagent ลงไปบนกระดาษกรอง ที่ผ่านการวางบนจานอาหาร Luria Bertani (LB) agar ซ่ึง
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์เติมด้วย 5 mM L-tryptone, 0.06% sodium dodecyl 
sulphate และ 1% glycerol บ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

   (ก) จานควบคุม (control) (ไม่มีเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์) 
(ข) Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7 

   (ค) Enterobacter cancerogenus Z4G-1 
   (ง) Enterobacter 2Z4E-2 (จ) Pseudomonas   4Z2B-4 
                       

 
                         (ก)        
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                                                 (ข)                                                       (ค)                

         
         (ง)                                                         (จ)   
รูปที่ 4.5 ลักษณะวงใสที่เกิดขึ้นจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ บนจานอาหาร double 

layer medium บ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72-96  ชั่วโมง 
   (ก) จานควบคุม (control) (ใช้น้ ากลั่นแทนเชื้อแบคทีเรีย 

(ข) Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7 
   (ค) Enterobacter cancerogenus Z4G-1 
   (ง) Enterobacter 2Z4E-2 
   (จ) Pseudomonas 4Z2B-4 
 
 

   บทที่ 5 
อภิปรำยและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 
จากรายงานฉบับสมบูรณ์ในปี 2551 งานวิจัยเริ่มต้นเก็บตัวอย่างดินในพ้ืนที่เขื่อนจุฬาภรณ์ 

จังหวัดชัยภูมิ  เพื่อน ามาแยกเชื้อในกลุ่มของ Pseudomonas  สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งหมด 363 
ไอโซเลตเป็นแบคทีเรียรูปท่อน แกรมบวก 96 ไอโซเลต และแกรมลบ 261 ไอโซเลต  แบคทีเรียรูปกลม  
แกรมลบ 3 ไอโซเลต  และแบคทีเรียรูปกลม แกรมบวกอีก 3 ไอโซเลต จากนั้นน าแบคทีเรียรูปท่อน   แก
รมลบมาศึกษาลักษณะทางชีวเคมีพบว่ามีลักษณะที่แตกต่างกันถึง 18 กลุ่ม  ดังนั้นงานวิจัยต่อมาได้สุ่มเชื้อ
แบคทีเรียจากทุกกลุ่มจ านวน 78 ไอโซเลตมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา 
Sclerotium rolfsii  พบว่ามีจ านวน 11 ไอโซเลตได้แก่   4Z2B-4, 2Z2D-5, 4Z1D-2, 4Z2E-1, 4Z4C-2, 
Z1B-1, Z3B-2, Z4G-1, 2Z1A-5, 2Z2E-7  และ 2Z4E-2  ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยราได้ โดย
ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ  50, 56, 50, 40, 60, 40, 48, 56, 40, 56 และ 60 ตามล าดับ  

งานวิจัยปี 2552 คัดเลือกเชื้อจ านวน 4 ไอโซเลต (2Z2E-7, Z4G-1, 2Z4E-2 และ  4Z2B-4) ที่
ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง มากกว่าหรือเท่ากับ 50 มาจ าแนกชนิดด้วยวิธี Partial 16S rDNA sequencing 
และน าข้อมูลสร้างต้นไม้ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) พบว่า แบคทีเรียไอโซเลต 
2Z2E-7, Z4G-1 คือ Enterobacter cancerogenus / E. asburiae, ไอโซเลต 2Z4E-2 จัดอยู่ในกลุ่ม  
Enterobacter และไอโซเลต 4Z2B-4 จัดอยู่ในกลุ่ม Pseudomonas sp.    
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งานวิจัยปี 2553 จากการน าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ (Enterobacter cancerogenus 
2Z2E-7, E. cancerogenus Z4G-1, Enterobacter 2Z4E-2  และ  Pseudomonas 4Z2B-4)  มา
ทดสอบการควบคุมโรคโคนและล าต้นเน่า (collar rot and stem rot) ของมะเขือเทศ ที่เกิดจากเชื้อรา 
S. rolfsii ในสภาพเรือนทดลอง จากผลการทดลองพบว่า แบคทีเรียทุก ไอโซเลตมีความสามารถลดการ
เกิดโรคอยู่ระหว่าง 30-90 % ทั้งนี้ข้ึนกับกรรมวิธีที่ใช้ทดสอบ  

ไรโซแบคทีเรียที่น ามาทดสอบเหล่านี้คือ root-colonizing ที่ถูกคัดเลือกจากบริเวณรอบรากพืช 
(rhizosphere) จึงมีความสามารถที่จะ colonized ได้อย่างรวดเร็วบริเวณรอบรากพืช และสามารถผลิต
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้  เช่นสร้างสาร diffusible antibiotic, 
volatile metabolites, hydrogen cyanide, siderophore และ Protease ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
S. rolfsii  ใน in vitro (Rakh et al., 2011) นอกจากนี้ยังสามารถผลิตสารเมตาโบไลท์ (metabolite) 
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อราได้ เช่น IAA, ผลิตสารที่สามารถละลายธาตุฟอสฟอรัส เป็นต้น  
(Ashrafuzzaman et. al., 2009; Karnwal, 2009)  

 ดังนั้นงานวิจัยในปี 2554 ได้น าเชื้อ Pseudomonas sp. และไรโซแบคทีเรียบางชนิดที่แยกได้
จากดินในพ้ืนที่เขตอนุรักษ์พันธุกรรมพืชที่เขื่อนจุฬาภรณ์ (เขื่อนน้ าพรม) จังหวัดชัยภูมิ  4 สายพันธุ์ 
(Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7, E. cancerogenus Z4G-1, Enterobacter 2Z4E-2  และ  
Pseudomonas 4Z2B-4)  มาทดสอบการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้แก่ diffusible compound, 
volatile compound และทดสอบการสร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ อินโดล-3 อะซิติก 
แอสิด (indole-3 acetic acid: IAA), การละลายหินฟอสเฟต เป็นต้น  
 Diffusible compound และ volatile compound เช่น Hydrogen cyanide (HCN) เป็นสาร
เมตาโบไลท์ที่จุลินทรีย์หลายชนิดสร้างได้และยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ๆ มีรายงานว่า เขื้อ 
Pseudomonas aeruginosa Sha8 สามารถสร้างสาร volatile compound ลดการเจริญของเชื้อรา 
Fusarium oxysporium และ Helminthosporium sp. (Hassanein et. al., 2009)  
 อินโดล-3 อะซิติก แอสิด (IAA) คือ ฮอร์โมนพืช (phytohormone) ชนิดหนึ่งที่จุลินทรีย์ในดิน
สามารถสร้างได้ IAA กระตุ้นการงอกของเมล็ด (Slavov et al., 2003) กระตุ้นการแบ่งเซลล์ การยืดขยาย
ขนาดและการเปลี่ยนแปลง (differentiation) ของเซลล์และเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ IAA ยังมีบทบาทในการ
สร้างไซเลม (xylem) และรากของพืช (Bhalerao et al., 2002)  
 การละลายหินฟอสเฟต (phosphate solubilization)   
 หนิฟอสเฟตเป็นแหล่งฟอสฟอรัสราคาถูก แต่พืชไม่สามารถน าไปใช้ได้เพราะหินฟอสเฟตเหล่านี้
ละลายน้ าได้น้อยหรือไม่ละลายน้ า มีจุลินทรีย์หลายชนิดที่ละลายหินฟอสเฟตได้สามารถน าฟอสฟอรัสมา
ใช้ประโยชน์ให้กับพืชได้ ดังนั้นจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตจึงสามารถน ามาใช้ประโยชน์ด้านเกษตรอินทรีย์ได้
อย่างยั่งยืน 

ผลการทดลองพบว่า แบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ สามารถสร้าง diffusible compounds ยับยั้งการ
เจริญของเส้นใย  S. rolfsii  ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอยู่ระหว่าง  63.26 - 82.81 โดยที่แบคทีเรีย 
Pseudomonas 4Z2B-4 ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงที่สุด และยังสามารถสร้าง volatile compounds 
ยับยั้งการเจริญของเส้นใย  S. rolfsii  ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอยู๋ระหว่าง 36.74 - 92.47  โดยที่แบคทีเรีย 
Pseudomonas 4Z2B-4 ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงที่สุด นอกจากนี้แบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ยังสร้าง IAA 
และ สามารถละลายหินฟอสเฟตได้อีกด้วย ในขณะที่เชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ไม่สามารถสร้างกรดซาลิ



 

 

18 

 

ไซลิก งานทดลองสอดคล้องกับผลการวิจัยทั้งในห้องปฏิบัติการและเรือนทดลองที่พบว่าแบคทีเรียทั้ง 4 
สายพันธุ์สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคพืช S. rolfsii  อยู่ระหว่าง 50-60 % และ 30-
90 % ตามล าดับ  (วรรณดีและคณะ, 2551, 2552) และงานทดลองนี้สอดคล้องกับงานทดลองของ
นักวิจัยหลายท่านที่รายงานว่าเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas หลายขนิด และไรโซแบคทีเรีย สามารถ
สร้างสาร siderophore, diffusible compounds, volatile compound ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคพืช และสร้างฮอร์โมน IAA ส่งเสริมการเจริญของพืช (Freeman et al., 1975, Oberhänsli, 
et. al., 1991, Yasmin et, al., 2007)   

 
 
 

บทที่ 6 
สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
จากการน าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ (Enterobacter cancerogenus 2Z2E-7, E. 

cancerogenus Z4G-1, Enterobacter 2Z4E-2 และ Pseudomonas  4Z2B-4) มาทดสอบการสร้าง
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ผลการทดลองสรุปว่า ทุกสายพันธุ์ของแบคทีเรียสามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพได้แก่  diffusible compound, volatile compound, อินโดล-3 อะซิติก แอสิด และ สามารถ
ละลายหินฟอสเฟตได้ โดยพบว่า Pseudomonas  4Z2B-4 มีความสามารถในการสร้างสารดังกล่าวได้ดี
ที่สุด จากการทดลองมีข้อเสนอแนะดังต่อไปนี้ 

1. แบคทีเรีย Pseudomonas  4Z2B-4 มีความสามารถในการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุก
ชนิด (diffusible compound, volatile compound, อินโดล-3 อะซิติก แอสิด) และ ความสามารถ
ละลายหินฟอสเฟต ได้สูงสุด ควรน าเชื้อสายพันธุ์นี้ไปทดสอบการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืน ๆ และ
ควรศึกษาการสร้างทั้งในเชิงคุณภาพและปริมาณ  

2. เชื้อสายพันธุ์นี้ถูกน าไปทดสอบการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคโคนและล าต้นเน่าที่เกิดจากเชื้อ S. 
rolfsii กับพืช (โดยเฉพาะกับมะเขือเทศเนื่องจากเป็นเชื้อที่แยกได้จากรอบรากมะเขือเทศ) ในสภาพเรือน
ทดลองได้ผลสรุปว่าสามารถลดการเกิดโรคอยู่ระหว่าง 70  - 80%  ทั้งนี้ขึ้นกับกรรมวิธีที่ใช้ทดสอบ ซึ่ง
สอดคล้องกับการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ((diffusible compound, volatile compound) ที่
สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อ S. rolfsii  แต่จากการศึกษาพบว่าเชื้อสายพันธุ์นี้สร้างสารออกฤทธิ์
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (IAA) และสามารถละลายหินฟอสเฟต) ได้เช่นกัน ซึ่งควรทดสอบการ
ส่งเสริมการเจริญในสภาพเรือนทดลองและแปลงปลูกต่อไป 

3. เมื่อศึกษาความสามารถของเชื้อ  Pseudomonas  4Z2B-4 ทั้งการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืช
และการส่งเสริมการเจริญของพืช ขั้นตอนต่อไปคือน ามาศึกษาการผลิตเป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือไปใช้ได้จริงใน
แปลงปลูก และสกัดท าบริสุทธิ์สารออกฤทธิ์ วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี เพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ต่อไป 
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ภำคผนวก 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
สูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรำ  
 
Potato Dextrose Agar (PDA) 
 Potato    200 กรัม 
 Dextrose   20 กรัม 
 Agar    15-20 กรัม 
 Distilled water   1000 มิลลิลิตร 
 มันฝรั่ง 200 กรัม หั่นเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมลูกเต๋าขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก์เซนติเมตร  เติมน้ ากลั่น
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร น าไปต้มจนมันฝรั่งสุก (อย่าให้เละ) น ามากรองผ่านผ้าขาวบาง ละลายผงวุ้นในน้ า
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กลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร น าไปต้มจนผงวุ้นละลาย แล้วน ามาผสมกับน้ าต้มมันฝรั่ง เติมน้ าตาลกลูโคส 
ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร บรรจุใส่ภาชนะท่ีต้องการ น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 ซ นาน 15-20 นาท ี 
 
Nutrient Agar (NA) 
 Beef extract  3 กรัม 
 Peptone  5 กรัม 
 Agar   15 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมต่างๆลงในน้ ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร คนจนละลาย จากนั้นน าไปต้มจน
แน่ใจว่าวุ้นละลายหมด แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่น าไปฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
ซ นาน 15-20 นาที แล้วจึงเทใส่จานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ฆ่าเชื้อแล้ว  
 
Double layered agar 

Glucose   10     กรัม 
Yeast  extract   0.5     กรัม 
CaCl2    0.1    กรัม 
MgSO4    0.25   กรัม 
Agar    15     กรัม 
Distilled water   1,000   มิลลิลิตร 
10% CaCl2   3  มิลลิตรต่ออาหาร 100 มิลลิลิตร 
10% K2HPO4   2 มิลลิลิตรต่ออาหาร 100 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เป็น7 ด้วย  0.1N NaOH 

1. ผสมส่วนผสมทั้งหมดในบีกเกอร์ขนาด 1 ลิตร (ยังไม่ต้องเติมวุ้น (agar), 10 % CaCl2  และ10 % 
K2HPO4) 
2. แบ่งอาหารออกเป็น 2 ส่วน (600 ,มิลลิลิตร และ400 ,มิลลิลิตร) เติมวุ้น ในส่วนที่ 1 (600 ml) จ านวน 
10 กรัม ส่วนที่ 2 (400 มิลลิลติร) เติมวุ้นจ านวน 7 กรัมแล้วน าไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ทีค่วามดัน 15 
ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ซ นาน 15-20 นาที 
3. เตรียม 10% CaCl2  จ านวน 20 มิลลิลิตร และ10% K2HPO4 จ านวน 10 มิลลิลิตร แล้วน าไปฆ่าเชื้อ
ด้วย autoclave ที่ น าไปฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ซ นาน 15 นาที 
4. น าส่วนที่ 1 ทีฆ่่าเชื้อแล้วเทในจานอาหาร ปล่อยให้แข็ง 
5. น าส่วนที่ 2 ที่ฆ่าเชื้อแล้วเติม 10% CaCl2  จ านวน 12 มิลลิลิตร และ10 % K2HPO4 จ านวน 8 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นเททับลงบนอาหารส่วนที่ 1 ที่แข็งแล้ว (จะได้อาการที่มีลักษณะขุ่น) 
6. ใช้ loop แตะเชื้อที่ต้องการทดสอบวางลงบนอาหาร Double layer agar 
7. ตรวจผลโดยการสังเกต clear zone ที่เกิดขึ้นและวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ clear zone 
 
Luria Bertani (LB) agar 
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Tryptone                       10     กรัม 
Yeast Extract                   5   กรัม 
NaCl                             10   กรัม 
Agar       15  กรัม 

          Distilled water  1,000  มิลลิลิตร 
ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร เติมวุ้น (agar) ต้มให้วุ้นละลาย  น าไปฆ่า

เชื้อที่ความดัน 15 ปอนด/์ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ซ นาน 15-20 นาท ี เทใส่จานอาหารที่ฆ่าเชื้อ 
 

King’s B broth / King’s B agar  
 Proteose peptone  20 กรัม 
 K2HPO4    1.5 กรัม 
 MgSO4•7H2O   1.5 กรัม 
 Glycerol   10 มิลลิลิตร 
 Distilled water   1000 มิลลิลิตร 

ละลาย proteose peptone กับน้ ากลั่น ใส่สารเคมีคนให้ละลาย น าไปฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 
ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ซ นาน 15-20 นาที (ถ้าเป็น King’s B agar เติมวุ้น 15 กรัมต้มให้
ละลายก่อนน าไปฆ่าเชื้อ และ เทใส่จานอาหารที่ฆ่าเชื้อ 
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