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คํานํา 

 
รายงานวิจัยฉบับนี้เปนการศึกษาที่ประยุกตใชองคความรูในคุณสมบัติเคมีของฮอรโมนพืชที่ผลิตไดจาก

แบคทีเรียเพ่ือการผลิตขาว และเพ่ือเปาหมายในการนําไปใชประโยชนไดจริงในแปลงนาเกษตรกร โดยมุงหวังให

เกิดการพัฒนาองคความรูที่มาจากฐานทรัพยากร และมีการนํามาใชอยางคุมคา โดยเฉพาะกับการเกษตรเพ่ือเพ่ิม

ผลผลิต และลดผลกระทบที่จะเกิดกับสิ่งแวดลอม นอกจากเปนการเพ่ิมประสิทธิภาพของการผลิตขาวในปจจุบัน

แลว ยังมุงหวังใหเปนแนวทางการเพ่ิมความสามารถในการแขงขันของขาวไทยภายใตการผลิตท่ีคํานึงถึงความ

ปลอดภัยของผูผลิตและผูบริโภค ซ่ึงการศึกษาผลในระดับแปลงเปนเปาหมายตอไปในการดาํเนินการวิจัยเพ่ือให

บรรลุตามเปาประสงคของโครงการ และชุดโครงการวิจัย 
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ชื่อโครงการ  ศึกษาสภาวะเหมาะสมเพ่ือเพ่ิมการผลิตกรดอินโดลแอซีติกจากแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีคัดแยก

ไดจากขาวไรพื้นเมือง 

 

บทคัดยอ  

 

  ไอโซเลท RD4-1-1 เปนแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีคัดแยกจากขาวไรพันธุพ้ืนเมือง สามารถผลิต

กรดอินโดลแอซีติกได 49.21 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และมีคุณสมบัติในการเปนปฏิปกษตอ Curvularia sp. ที่ 

52.14±3.92 เปอรเซ็นต ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแบบ 16s rRNA gene และการสรางลําดับ

วิวัฒนาการถูกระบุวาเปน Enterobacter cancerogenus RD4-1-1 ซึ่งถูกคัดเลือกเพ่ือเพ่ิมการผลิตกรดอินโดล

แอซีติก หลังการหาสภาวะท่ีเหมาะสมภายใตการเล้ียงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ท่ีประกอบดวย 500 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของแอลทรปิโตเฟน แมนนิทอล 1 เปอรเซ็นต ดวยความเปนกรดดาง 6.5 ความเขมขนเช้ือ 

1 เปอรเซ็นต บมที่ 30 องศาเซลเซียส 150 รอบตอนาที นาน 3 วัน แบคทีเรียผลิตกรดอินโดลแอซีติกไดเพ่ิมข้ึน

ถึง 161.39±2.52 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ท้ังนี้ยังสามารถเก็บรักษาผลิตภัณฑกรดอินโดลแอซีติกที่ผานการฆาเช้ือ

ไดนานถึง 1 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กรดอินโดลแอซีติกถูกยืนยันจากการสกัดและวิเคราะหผานโคร

มาโทรกราฟแผนบาง รอยจุดสีของตัวอยาง RD4-1-1 มีความใกลเคียงกับสาระละลายมาตรฐานกรดอินโดลแอ

ซีติกที่ Rf 0.79 และ 0.80 ตามลําดับ นอกจากน้ีกรดอินโดลแอซีติกจากแบคทีเรียความเขมขน 2.5 ไมโครโมล

เมื่อทดสอบกับขาวพันธุ กข 31 สามารถแสดงการกระตุนตอรากขาวไดดีเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม จากผล

การศกึษาแสดงใหเห็นวา E. cancerogenus RD4-1-1 สามารถเพ่ิมผลผลิตกรดอินโดลแอซีติกไดหลังผานการหา

สภาวะเหมาะสม โดยกรดอินโดลแอซีติกที่ไดมีประสิทธิภาพในการนาํไปใชเพ่ือกระตุนการเจริญของขาวพันธุ กข 

31 

 

คําสําคัญ : แบคทีเรยีเอนโดไฟท กรดอินโดลแอซิติก สภาวะการเลี้ยงแบคทเีรีย Enterobacter cancerogenus 
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Research Title Study on the optimization for increase production of indole acetic acid from 

   bacterial endophyte isolated from indigenous upland rice 

 

Abstract 

The RD4- 1- 1 was endophytic bacteria isolated from the indigenous upland rice 

seed, which produced indole acetic acid (IAA) as 49.21 µg/ml and evaluated against Curvularia 

sp. as 52.14%±3.92. The isolate was selected for increase IAA production, which was identified 

as Enterobacter cancerogenus RD4- 1- 1 by nucleotide sequence of 16S rRNA gene and 

phylogenetic tree. After optimization, IAA production increased as 161.39±2.52 µg/ml when the 

Nutrient broth (NB) medium was supplemented with L-tryptophan 500 µg/ml, mannitol 1 % at 

pH 6.5, 1% of inoculum and incubated at 30 ºC, 150 rpm for 3 days. That, the sterile IAA product 

was stored for 1 month at 4 ºC.  IAA was confirmed by extraction and subsequent thin layer 

chromatography analysis.  The color spot of RD4-1-1 sample was found to close with a spot of 

standard IAA with Rf value at 0. 79 and 0. 80, respectively.  Further, IAA of bacteria at 2. 5 µM 

concentration was demonstrated to display stimulatory effect on growth of rice RD 31, which 

could significantly enhance root emergence of rice over the control treatment.  Overall, the 

results of this study indicate that E.  cancerogenus RD4- 1- 1 can produce IAA up- scale after 

optimization and had potential for stimulatory effect on growth of rice RD 31. 

 

Keywords : Endophytic bacteria, Indole-3- acetic acid, Bacterial culture conditions, 

Enterobacter cancerogenus 
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tryptophan 

37 

ภาพที่ 13 ปริมาณ IAA (µg/ml) ตอระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย (วัน) 37 

ภาพที่ 14 ปริมาณ IAA (µg/ml) ตอปริมาณหัวเช้ือ (%) RD4-1-1 ในอาหาร NBM+500 

µg/ml ของ L-tryptophan pH 6.5 

38 

ภาพที่ 15 ปริมาณ IAA (µg/ml) ตอสภาพในการเก็บผลิตภัณฑ 4 รูปแบบ ในระยะเวลาแตละ

สปัดาห 

39 

ภาพที่ 16 Thin layer chromatography (TLC) ของสารละลายมาตรฐาน IAA และ

สารละลายแบคทีเรีย RD4-1-1 (a) และแสดงระยะทางเพ่ือหาคา Rf (b) 

39 
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สารบัญภาพภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพภาคผนวกท่ี  หนา 

ภาพภาคผนวกท่ี 1 หนาปกเลมบทคัดยอในการนําเสนอผลงาน  49 

ภาพภาคผนวกท่ี 2 บทคัดยอในการนาํเสนอผลงาน 50 

ภาพภาคผนวกท่ี 3 การรับรางวัลชนะเลิศการนําเสนอผลงานแบบปากเปลาของนักศึกษา 51 
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บทที่ 1 

ความเปนมาและวัตถุประสงค 

 
1)  ขอมูลของโครงการ 

ช่ือโครงการ   ศึกษาสภาวะเหมาะสมเพ่ือเพิ่มการผลิตกรดอินโดลแอซีติกจากแบคทีเรียเอนโดไฟท 

         ที่คัดแยกไดจากขาวไรพื้นเมือง 

         Study on the optimization for increase production of indole acetic acid  

         from bacterial endophyte isolated from indigenous upland rice 

ระยะเวลาของโครงการ  10  เดือน 

งบประมาณรวม 137,158.00  บาท 
 

2)  ขอมูลของหัวหนาโครงการ 

 ดร.เสาวภา เขียนงาม 

 Dr. Saowapar Khianngam 

 สาขาความชํานาญ  จุลชีววิทยา เภสัชเคมีและผลิตภัณฑธรรมชาติ 

 หนวยงานตนสังกัด คณะสัตวศาสตรและเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร 

 สถานท่ีติดตอ    มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี ตําบลสามพระยา 

อําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุรี 

 โทรศัพท       0-3259-4038 โทรสาร       0-3259-4038 

  โทรศัพทเคล่ือนที่    0-81-2936604 

 E-mail:    khianngam_s@silpakorn.edu, k_saowapar@yahoo.com 

หนาที่ :    ศึกษาสภาวะเหมาะสมในการผลิตกรดอินโดลแอซีติก และทดสอบการเก็บ 

รักษาในโครงการยอยที่ 1 สัดสวนที่ทํางานวิจัย 50 เปอรเซ็นต 

 

ลายมือช่ือ………………………………………………..... 

                     (ดร.เสาวภา เขียนงาม) 

3)  คณะผูวิจัย 

 ผูรวมโครงการ  

 ดร.ศิรพรรณ สุคนธสิงห 

 Dr. Siraphan Sukhonthasing 

 สาขาความชํานาญ  จุลชีววิทยา เภสัชเคมีและผลิตภัณฑธรรมชาติ 

 หนวยงานตนสังกัด ภาควิชาเทคนิคการสัตวแพทย คณะเทคนิคการสัตวแพทย 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 สถานท่ีติดตอ     คณะเทคนิคการสัตวแพทย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 โทรศัพท       02-579-8574 

 โทรสาร        02-579-8571 

  โทรศัพทเคล่ือนที่    0-86-5337939 

 E-mail:    cvtsrp@ku.ac.th 
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หนาที่ :    ศึกษาลักษณะของแบคทีเรียเอนโดไฟท และการพิสูจนเอกลักษณ 

    ในโครงการยอยท่ี 1 สัดสวนที่ทํางานวิจัย 20 เปอรเซ็นต 

 

  ลายมือช่ือ……………………………………………….. 

        (ดร.ศิรพรรณ สุคนธสิงห) 
 

 นางสาวพิมพใจ มีตุม 

 Miss Pimjai Meetum 

 สาขาความชํานาญ  จุลชีววิทยา โรคพืช 

 หนวยงานตนสังกัด คณะสัตวศาสตรและเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร 

 สถานท่ีติดตอ    มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี ตําบลสามพระยา 

อําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุรี 

 โทรศัพท       0-3259-4038 

 โทรสาร        0-3259-4038 

  โทรศัพทเคล่ือนที่    0-87-7931518 

 E-mail:    pim_jai13@ hotmail.com 

หนาที่ :    วิเคราะหปริมาณกรดอินโดลแอซีติก และทดสอบทางเคมีบางประการ 

    ในโครงการยอยท่ี 1 สัดสวนที่ทํางานวิจัย 30 เปอรเซ็นต 

 

  ลายมือช่ือ……………………………………………….. 

         (นางสาวพิมพใจ มีตุม) 
 

4)  วัตถุประสงคของโครงการ 

 เพ่ือศึกษาสภาวะเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีคัดแยกไดจากขาวไรพ้ืนเมืองเพ่ือเพ่ิม

การผลิต IAA และทดสอบการเก็บรักษา IAA ใหนานย่ิงข้ึน 

 

5)  หลักการและเหตุผล 

จุลินทรียเปนทรัพยากรทางชีวภาพ ซ่ึงบางกลุมกอประโยชนแกพืช หรือสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

เชน การสรางกรดอินโดลแอซีติก (Indole acetic acid, IAA) ซึ่งเปนฮอรโมนพืชในกลุมออกซินธรรมชาติท่ีสําคัญ 

เปนของแข็ง และไมมีสี ทําหนาที่เก่ียวของกับการพัฒนาของเซลล และกระบวนการทางสรีรวิทยาของพืช ในพืช

บางชนิดมีความจําเปนตองใช IAA เปนอยางมากเพ่ือใชในระยะเริ่มตนในการเปลี่ยนแปลงเซลลเพ่ือสรางอวัยวะ 

แตถาหากมีมากเกิน สําหรบัพืชบางชนิดก็อาจทําใหเกิดการยับย้ังการพัฒนาของเซลลพืชได หากพืชไดรับ IAA ใน

ระดับท่ีเหมาะสมก็เทากับเปนการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Harikrishnan et al., 2014) จากรายงานที่

ผานมาพบวาจุลินทรียหลายชนิดสามารถผลิต IAA ได ทั้งแบคทีเรีย แอคติโนมัยซีท เช้ือรา และยีสต (Khan et 

al., 2014; Nutaratat et al., 2015; Syamsia et al., 2015) แตปริมาณการผลิตไดคอนขางตํ่า ท้ังนี้อาจเกิดข้ึน

จากสภาวะการเลี้ยง แหลงอาหาร และปริมาณสารตั้งตนท่ีไมเหมาะสม เปนตน 
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ในปจจุบันเกษตรกรใหความสําคัญกับการใช IAA ซึ่งเปนผลิตภัณฑทางการคาชวยเรงการเจริญเติบโต

ของพืช แตทั้งนี้ IAA สวนใหญเปนสารสังเคราะหทางเคมี ออกฤทธ์ิรุนแรง ซ่ึงเปนการยากตอการควบคุมของพืช 

และมีราคาแพง เพราะมีการนําเขาจากตางประเทศ ดังนั้นเพ่ือเปนการอนุรักษการเกษตรกรรมอยางย่ังยืน โดย

การลดปุยเคมี ยาฆาแมลง และสารเติมแตงตางๆ การเลือกใชวิธีทางชีวภาพจึงมีความนาสนใจ ซึ่งก็คือการ

เลอืกใชสารทุติยภูมิท่ีผลิตข้ึนจากจุลินทรีย (Leveau and Lindow, 2005; Kukavica et al., 2007)  

 จากงานวิจัยที่ผานมาคณะผูวิจัยไดทําการคัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟทซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไมเปนอันตราย

หรือกอโรคใหแกพืช จากตัวอยางเมล็ดขาวไรพันธุพ้ืนเมือง เมื่อทําการทดสอบคุณสมบัติบางประการที่กอใหเกิด

ประโยชนกับพืชพบวาสามารถผลิต IAA และมีคุณสมบัติในการเปนปฏิปกษตอราโรคพืชบางสายพันธุ ดังนั้นเพ่ือ

เปนการพัฒนา และเพ่ิมปริมาณการผลิต IAA จากแบคทีเรียเอนโดไฟทใหเปนผลิตภัณฑ การปรับหาสภาวะ

เหมาะสม เชน ปริมาณสารต้ังตนของ L-tryptophan, แหลงสารอาหาร และสภาวะการเพาะเล้ียง รวมทั้งวิธีการ

เก็บรักษาผลิตภัณฑ IAA จากจุลินทรียใหนานมากข้ึน จึงเปนสิ่งสําคัญและนาสนใจ 

 

6)  ผลการดําเนินงานตลอดโครงการ 

1. แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีคัดแยกไดจากเมล็ดขาวไรพันธุพ้ืนเมือง เมื่อนําออกมาจาก stock culture 

และทดสอบการผลิตฮอรโมน IAA พบวายังมีการสรางฮอรโมนในปริมาณใกลเคียงเดิมเทียบเทากับการคัดเลือก

เริ่มตน 

2. ทําการพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียเอนโดไฟทเปนท่ีเรียบรอยแลว 

3. ไดทําการทดสอบปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการเจริญของแบคทีเรียเอนโดไฟท และสงเสริมการผลิต IAA 

ใหไดปริมาณสูงข้ึนเรียบรอยแลว 

4. ศึกษาสภาวะการเก็บรักษาผลิตภัณฑ IAA จากแบคทีเรียเอนโดไฟท  

5. ทําการแยก IAA ใหบริสุทธ์ิอยางหยาบ และทําการยืนยันผลิตภัณฑดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแผน

บางเปนท่ีเรียบรอยแลว 

6. ทดสอบคุณสมบัติบางประการท่ีสงผลตอการสงเสริมการเจริญของพืช 

7. สรุปผลโครงการ และนาํผลการศึกษาในหองปฏิบัติการ ไปเผยแพรใหเกษตรกร ชุมชน (ผลรายงาน

อยูในแผนงานวิจัย) 
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ตารางที่  6.1 ตารางสรุปผลงานวิจัยตลอดโครงการ 
 

    

ผลงานตลอดโครงการ วัตถปุระสงค แผนงานวิจัย นักวิจัยท่ีรับผดิชอบ 

   

1.  เพื่ อศึกษาสภาวะ

เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียเอน

โดไฟทที่คัดแยกไดจาก

ขาวไรพื้นเมืองเพื่อเพิ่ม

ก า ร ผ ลิ ต  IAA แ ล ะ

ทดสอบการเก็บ รักษา 

IAA ใหนานย่ิงข้ึน 

1.1 คัดเลือกแบคทีเรีย

ที่สามารถผลิต IAA ได

สูงสุด 

 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

 

1.1 ไดแบคทีเรียเอนโดไฟตท่ีมี

ความสามารถในการผลิต IAA ได

สูงท่ีสุด 

 

1.2 บงช้ีชนิดของ

แบคทีเรีย 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

2. ดร. ศิรพรรณ สุคนธ

สิงห 

 

1.2 ทราบสายพันธุแบคทีเรีย 

1.3 ศึกษาปจจัยตางๆ

ที่มีผลตอการเจริญ

ของแบคทีเรียเอนโด

ไฟท และสงเสรมิการ

ผลิต IAA ใหได

ปริมาณสูงข้ึน 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

2. นางสาวพิมพใจ มีตุม 

 

1.3 ไดสภาวะเหมาะสมในการ

เพาะเล้ียงแบคทีเรียและสงเสริม

การผลิต IAA 

1.4 ศึกษาสภาวะการ

เก็บรักษา IAA 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

 

1.4 ไดสภาวะในการเก็บรักษา

ผลิตภัณฑ IAA 

1.5 ทําการยืนยัน

ผลิตภัณฑ IAA จาก

แบคทีเรียดวยเทคนิค

โครมาโทกราฟ 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

 

1.5 ยืนยันผลิตภัณฑ IAA จาก

แบคทีเรียที่ผลิต 

 

1.6 ทดสอบ IAA กับ

ผลการงอกของขาวใน

เบื้องตน 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

2. นางสาวพิมพใจ มีตุม 

 

1.6 IAA จากแบคทีเรียสามารถ

นําไปชวยในการเจริญของพืชได 
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7)  ดัชนีช้ีวัดความสําเร็จ (โปรดระบุถึงสิ่งที่ไดรับเมื่อสําเร็จโครงการตามดัชนีชี้วัดความสําเร็จในขอเสนอโครงการฉบับ

สมบูรณ และแสดงหลักฐานประกอบแนบมาดวย)  

 

ผลงาน ดัชนีชี้วัดความสําเร็จ หลักฐานประกอบ 

1. ตนแบบผลิตภัณฑ (โปรดระบุ)   

2. เทคโนโลยีใหม (โปรดระบุ)   

3. กระบวนการใหม (โปรดระบุ)   

4. องคความรู (โปรดระบุ)   

5. การใชประโยชนเชิงพาณิชย   

6. การใชประโยชนเชิงสาธารณะ 

6.1 การฝกอบรม 

6.2 การถายทอดเทคโนโลยี 

 

จํานวน.....-......ครั้ง  

ครั้งท่ี......-......... 

วันท่ี  .....-........ สถานท่ี .....-........   

ผูเขารับการอบรม คือ .....-........ จํานวน ...-...... คน  

 

 

 

7. การผลิตนักศึกษา 

7.1 ปริญญาตรี 

7.2 ปริญญาโท 

7.3 ปริญญาเอก 

ระดับปริญญาตรี จํานวน.....2.......คน  ไดแก 

1. นางสาวณัฐดา สวางงาม   รหัสประจําตัว 11580232 

2. นายณัฐพล ขันนพคุณ      รหัสประจําตัว 11580233 

 

 

 

กําลังดาํเนินการเพื่อ

เตรียมสอบจุลนิพนธ 

 

 

8. ทรัพยสินทางปญญา (อนุสิทธิบัตร/ 

สทิธิบัตร / ลิขสิทธ์ิ ฯลฯ) 

จํานวน....-.... เรื่อง  

1. ประเภท IP………………………………................. 

เรื่อง…………………………………………………… สถานะ (อยูระหวางการ

ย่ืนคําขอจดทะเบียน/ ไดรับ IP แลว) 

......................................................................... 

2. ประเภท IP............... เรื่อง…………..สถานะ................. 

 

9. บทความทางวิชาการ 

9.1 วารสารในประเทศ 

9.2 วารสารในระดับนานาชาติ 

9.3 เอกสารเผยแพร 

 

 

จํานวน...-.........เรื่อง  

ชื่อเรื่อง..-..............  ชื่อวารสาร....-........ ปท่ีพิมพ......-............ 

 

10. การเสนอผลงานในการประชุม 

10.1 การประชุมระดับชาติ 

10.2 การประชุมระดับนานาชาติ 

การประชุมระดับชาต ิ(นําเสนอแบบ oral)  

จํานวน...1......ครั้ง   

ชื่อการประชุม     “ The 5th Regional Undergraduate 

Conference on Agricultural Science and 

Technology” (RUCA V) 

วันท่ี 22-23 มีนาคม 2561 ณ มหาวิทยาลัยราชภัฏสงขลา 

จ.สงขลา 

- แนบหนาปก,

บทคัดยอ, ภาพถาย

การรับรางวัล

ชนะเลิศการนําเสนอ

ในภาคผนวก 
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8) งบประมาณโครงการ 

 

รายการ 
งบประมาณจาก สกอ 

จํานวนเงิน (บาท) 

1.   หมวดคาตอบแทน  (คาตอบแทนผูวิจัย) - 

2.   หมวดคาจาง  (ผูชวยวิจัยและเจาหนาท่ีอื่นๆ ใหระบุจํานวน

อัตรา คุณวุฒิ และคิดอัตราคาจางตามที่กําหนด) 

- 

3.   หมวดคาวัสดุ 

 3.1 วัสดุเกษตร 

     3.2 วัสดุวิทยาศาสตร 

     3.3 วัสดุสํานักงาน 

     3.4 วัสดุเช้ือเพลิง 

     3.5 วัสดุอื่น ๆ 

 

5,256  

67,158  

5,332  

6,156  

5,129  

4.   คาเดินทางระหวางปฏิบัติการในโครงการ 17,500  

5.   คาจัดหาขอมลู และคาทํารายงาน 5,627  

6. คาจางวิเคราะหหรือทดสอบตัวอยาง 25,000  

7.   อื่นๆ  (โปรดระบุ)  

รวม (บาท) 137,158  

 หนึ่งแสนสามหมื่นเจ็ดพันหน่ึงรอยหาสิบแปด

บาทถวน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Final Report ประจําปงบประมาณ 2560 17 

 
 

 



 

 

Final Report ประจําปงบประมาณ 2560 

 

18

บทที่ 2 

งานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

กรดอินโดลแอซีติก 

ในป ค.ศ. 1880 ชารล ดารวิน ไดเสนอวาการเจริญเติบโตของพืชถูกควบคุมดวยสารบางอยางซึ่งมีการ

สงผานผลการควบคุมจากสวนหนึ่งของพืชไปยังสวนอ่ืนๆ ของพืช (Darwin and Darwin, 1880) อีกครึ่งศตวรรษ

ตอมาเรียกสารนี้วา “ออกซิน (auxin)” ออกซินมีโครงสรางทางเคมีคือ indole-3-acetic acid (IAA) (ภาพที่ 1) ( 

(Went and Thimann, 1937) ไฟโตฮอรโมนออกซิน (phytohormoneauxin) เปนกุญแจสําคัญในการควบคุม

การเจริญเติบโตและพัฒนาการของพืชหลายอยางประกอบโดย ชวยเพ่ิมการยืดยาวของราก จํานวนขนรากและราก

แขนง ซ่ึงเก่ียวของโดยตรงกับการนําสารอาหารเขาสูรากพืช นอกจากนี้ IAA ยังมีบทบาทกระตุนการแบงเซลล เพ่ิม

การเลือกผานของนํ้าเขาสูเซลล ลดแรงดันเซลล เพ่ิมการสังเคราะหผนังเซลล ชักนําการสังเคราะหโปรตีน และชัก

นําดอกและผล (Woodward and Bartel, 2005) 

 
 

ภาพท่ี 1 โครงสรางทางเคมีของ indole-3-acetic acid (IAA) (Olanrewaju et al., 2017) 

 

ในพืช IAA ถูกสังเคราะหมาจาก tryptophan ผานตัวกลางหลายตัว โดย Mano and Nemoto (2012) 

ไดสรปุวิถีชีวสังเคราะห (biosynthesis pathway) ของ IAA วาผานวิถีชีวสังเคราะหหลักอยู 2 วิถี คือ tryptophan 

(Trp)-independent pathway และ trp-dependent pathway โดยชีวสังเคราะหของ IAA ใน trp-dependent 

pathway ซ่ึงสังเคราะหเริ่มตนจาก tryptophan นี้ผานตัวกลางแตกตางกันไป ไดแก indole-3-acetamide 

( IAM) , indole-3-pyruvicacid ( IPA) , tryptamine (TAM) และ indole-3-acetaldoxime ( IAOX) ส วน ชี ว

สังเคราะหของ IAA ใน trp-independent pathway จะมี indole-3-glycerol phosphate หรือ indole เปน

สารต้ังตน แตยังมีความรูเพียงเล็กนอยสําหรับการสังเคราะห IAA ผานวิถีนี้  

ในชีวสังเคราะห IAA ผานวิถี IAM มีเอนไซมสําคัญ คือ indole-3-acetamide hydrolase ถูกกําหนดให

สรางโดยยีนส AM1 ซ่ึงการสังเคราะหผานวิถีน้ีมีการกระจายอยางกวางขวางในอาณาจักรพืชทั้งในกลุม 

monocots และกลุม dicots ในขณะที่ชีวสังเคราะห IAA ผานวิถี IPA จะมียีนส TAA1/TIR2 เขามามีสวนรวมใน
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การเปลี่ยน Trp เปน IPA พบเอ็นไซมคอนขางจําเพาะสําหรับพืชตระกูล Brassiscaceae และในชีวสังเคราะห IAA 

ผานวิถี TAM ควบคุมดวยยีนส YUCs ซึ่งยังมีความคลุมเครือในบทบาทของยีนสนี้ สําหรับวิถี IAOX ควบคุมดวย

ยีนส CYP79B2 และ CYP79B3 ไมพบวิถีนี้ในพืชทั่วไปพบเฉพาะในพืชตระกูล Brassiscaceae (Bak et al., 1998) 

ฮอรโมน IAA สามารถพบไดทั่วไปในพืชช้ันสูง สาหราย มอส และไลเคนส นอกจากกลุมพืชแลว ยังพบวา

มีจุลินทรียอีกหลายชนิดท่ีสามารถผลิต IAA ได โดยเฉพาะกลุมท่ีเจริญอยูบริเวณรอบรากพืช และจุลินทรียมีชีวิตท่ี

อาศัยภายในเน้ือเย่ือพืช ที่เรยีกวา endophyte (Lin and Xu 2013; Mohite, 2013) 

 การสังเคราะห IAA จากแบคทีเรียสามารถอธิบายไดจากภาพที่ 2 โดยการเกิดข้ึนของ IAA จากแบคทีเรีย

อยางนอยตองผานกระบวนการสังเคราะห 3 วิถีดวยกัน โดยแตละวิถีจะมีสารตัวกลางสําคัญท่ีตางกันออกไป วิถีท่ี

พบ ไ ด แ ก  the indole pyruvic acid ( IPy A) , the indole acetamide ( IAM) , the indole acetaldoxime 

(IAOx)/indoleacetonitrile (IAN), the indole acetaldehyde (IAH) และ the tryptamine ทั้งน้ีแบคทีเรียแต

ละชนิดจะมีความสามารถในการสังเคราะห IAA ท่ีแตกตางกันออกไป ซ่ึงการสังเคราะหดังกลาวมีความสําคัญตอ

การดํารงชีวิตและบทบาทหนาที่ในการเจริญเติบโต (Olanrewaju et al., 2017) 

 

 
 

ภาพท่ี 2 วิถีการสังเคราะห IAA จากแบคทีเรียที่ทราบกลไก เสนประแสดงปฏิกิริยาที่ไมเก่ียวของกับเอนไซม 

(Olanrewaju et al., 2017) 
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จุลินทรีย endophyte 

  จุลินทรีย endophyte หมายถึงจุลินทรียที่อาศัยอยูภายในเนื่อเย่ือพืช โดยไมทําใหเกิดโรคและมี

ความสัมพันธกับพืชแบบ mutualistic symbiosis จุลินทรีย endophyte สรางสารประกอบหรือปฏิกิริยาบาง

ชนิดกับพืชที่อาศัย ทําใหพืชเกิดความตานทานโรค สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช ซึ่งในทางตรงขาม จุลินทรีย 

endophyte ไดรับประโยชนจากพืชโดยอาศัยสารอาหารตางๆจากพืช และดํารงชีวิตอยูภายในเซลลพืช นอกจากนี้

จุลินทรีย endophyte บางสายพันธุสามารถกระตุนการเจริญเติบโตของพืชได และสามารถใชเปน biological 

control agents โดยเปนปฏิปกษตอเช้ือจุลินทรียสาเหตุโรคพืช (Chanway, 1998) 

  แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีพบจากพืชหลายสปชีส พบวามีท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยจีนัสท่ีพบ

บอย ไดแก Pseudomonas, Bacillus และ Azospirillum โดยสามารถคัดแยกไดจากผิวหรือดานในเนื้อเย่ือของ

พืชท่ีผานการฆาเช้ือแลว แบคทีเรียเอนโดไฟทจากรายงานที่ผานมาพบวาใหประโยชนกับพืชที่อาศัย เชน กระตุน

การเจริญเติบโต ตรึงไนโตรเจน ปองกันโรค เปนตน นอกจากนี้แบคทีเรียเอนโดไฟทยังใหผลิตผลพลอยไดเปนสาร

อ่ืนๆ เชน วิตามิน สารตานจุลินทรีย ซึ่งมีความจําเปนตอพืชไดอีกดวย เชนเดียวกับงานวิจัยของ Phetcharat and 

Duangpaeng (2012) ที่ทําการคัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจากเนื้อเย่ือเมล็ดขาวอินทรีย พบกลุมจีนัส 

Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter และ Enterobacter ท่ีสามารถผลิตฮอรโมนพืช IAA ไดปริมาณ 10-

14.58 µg/ml ซ่ึงสามารถนําไปพัฒนาเพ่ือปรับปรมิาณผลผลิตใหมากขึ้นในอนาคต  

  Prasad and Dagar (2014) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจาก fruits like avacado และ black 

grapes พบวาแบคทีเรียที่คัดเลือกได 6 ไอโซเลท อยูในจีนัส Bacillus และสามารถผลิต IAA ไดท้ังหมด โดยท้ังนี้

บางไอโซเลตสามารถผลิต siderophore หรือเอนไซมไลเปส หรือโปรติเอสได จากการทดลองจะเห็นวาแบคทีเรีย

เอนโดไฟทเปนแหลงของผลิตภัณฑที่สําคัญทางอุตสาหกรรม 

  Khan et al. (2014) ใชแบคทีเรียสงเสริมการเจริญกับตนมะเขือเทศ โดยแบคทีเรียดังกลาวเปนแบคทีเรีย

เอนโดไฟท Sphingomonas sp. LK11 ที่สามารถผลิตฮอรโมนพืช gibberellins (GAs) และ IAA (11.23 ± 0.93 

µM/ml) ได จากผลการทดลองพบวาตนมะเขือเทศมีการเจริญเพ่ิมสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม

ควบคุม โดยสังเกตจากความยาวลําตน ปริมาณคลอโรฟลล น้ําหนักแหงของลําตนและราก ดังนั้นไฟโตฮอรโมนที่

ผลิตจากแบคทีเรียเอนโดไฟทสามารถชวยเพ่ิมการเจริญของพืชได 

  Raheem et al. (2017) คัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจากผิวใบและผิวรากของขาว พบแบคทีเรียท่ีมี

ความสามารถในการผลิตฮอรโมน IAA ในชวง 11.50 ± 0.77 ถึง 38.80 ± 1.35 ug/ml เมื่อถูกระบุเอกลักษณพบวา

เ ป น  Micrococcus yunnanensis RWL- 2, Micrococcus luteus RWL- 3, Enterobacter soli RWL-

4, Leclercia adecarboxylata RWL- 5, Pantoea dispersa RWL- 6 แ ล ะ  Staphylococcus 

epidermidis RWL-7 ผูวิจัยไดทําการประเมินผลตอการเจริญของขาว พบวากลุมแบคทีเรียเอนโดไฟทชวยสงเสริม

การเจริญของพืชได 
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  Santoyo et al. (2016) ไดทําการรวบรวมขอมูลแบคทีเรียกลุมเอนโดไฟทท่ีเคยมีรายงานในการผลิตสาร

ท่ีเปนประโยชนตอพืชดังตารางที่ 1 จากขอมูลจะเห็นวาแบคทีเรียกลุมดังกลาวที่อาศัยอยูกับพืชก็สามารผลิตสารท่ีมี

ประโยชนใหกับพืชไดเชนกัน 

  นอกจากแบคทีเรียกลุมเอนโดไฟทแลว ยังมีรายงานการผลิตฮอรโมนและสารที่มีประโยชนตอพืชจาก

แบคทีเรยีที่คัดแยกไดจากแหลงท่ีเก่ียวของกับพืช เชน บริเวณรอบรากพืช (ตารางท่ี 2) (Hayat et al., 2010) ดังน้ัน

จากขอมูลจึงทําใหเห็นวาแบคทีเรียเปนกลุมจุลินทรียท่ีเปนแหลงสําคัญในการผลิตฮอรโมน และสารมีประโยชนกับ

พืช 

 

ตารางท่ี 1 แบคทีเรยีเอนโดไฟทและบทบาทในการกระตุนการเจริญของพืช 

 

 
   

สภาวะเหมาะสมในการผลิต IAA 

  IAA จากจุลินทรียเปนสารทุติยภูมิท่ีเกิดข้ึนจากขบวนการเมแทบอไลท L-tryptophan จะผลิตไดดีเมื่อใช

สารต้ังตนในชวงแบคทีเรียเจริญเติบโตไดสูงท่ีสุด (Log phase) ดังน้ันการเพ่ิมปริมาณการผลิต IAA จะเก่ียวของกับ

การเจริญของแบคทีเรีย โดยปจจัยที่เก่ียวของ ไดแก ระดับความเปนกรด-ดาง (pH) ของอาหารเลี้ยงเช้ือ อุณหภูมิ

ในการเพาะเล้ียง แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และปรมิาณสารต้ังตนของ L-tryptophan เปนตน 

  Sachdev et al. (2009) คัดแยก Klebsiella pneumonia ไดจากดินบริเวณรอบรากขาวสาลี โดย

แบคทีเรียแสดงการผลิต IAA ไดสูงสุดท่ี 27.5 mg/l ในสภาวะท่ีมี L-tryptophan (1 mg/ml) เปนสารตั้งตน และ 

มีความเขมขน NaCl 0.5%, pH 8.0, บมที่ 37 C นาน 72 ชม. จากนั้นทําการทดสอบประสิทธิภาพของ IAA กับ

การงอกของเมล็ด moth bean ในระดับหองปฏิบัติการ พบวาความยาวรากมากข้ึน (ประมาณ 92.71%) เมื่อ

เทียบกับกลุมควบคุม และการทดลองในระดับกระถางพบวาความยาวราก และความสูงของลําตนพืชเพ่ิมข้ึน 
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เชนเดียวกัน ดังนั้นจึงไดขอสรุปวา IAA จากแบคทีเรียสามารถนําไปประยุกตใชกับการเกษตรกรรมได ซ่ึงการ

นําไปใชจริงในแปลงทดสอบ ควรมีปริมาณ IAA ในระดับที่มากพอสมควร ดังน้ันการทดลองโดยปรับปจจัยทั้งหลาย

สามารถเพิ่มปริมาณการผลิต IAA เชนเดียวกับงานของ Khamna et al (2010) ท่ีรายงานการปรับปรุงการผลิต 

IAA จาก Streptomyces CMU-H009 โดยศึกษาปจจัยที่เก่ียวของท้ังหลายที่ทําใหแบคทีเรียสามารถเพ่ิมปริมาณ

การผลิต IAA จาก 143 µg/ml เปน 300 µg/ml ได 

 Patil et al.  (2011) รายงานสภาวะที่ เหมาะสมในการผลิต IAA ของแบคที เรี ย Acetobacter 

diazotrophicus L1 โดยพบวาการเพ่ิมความเขมขนของซูโครส และชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีหลากหลาย รวมท้ัง

การใหอากาศทําใหแบคทีเรียมีการผลิต IAA ไดสูงข้ึน (26.28 µg/ml) โดยสูตรอาหารท่ีใช คือ อาหาร basal (pH 

6.0) ที่เติมซูโครส (12% w/v), yeast extract (0.05 g/l), L-tryptophan (1.2 g/l) และ NH4Cl (0.1% w/v) ท่ี 

200 rpm จากนั้นเมื่อทําการทดสอบกับขาวโพดพบวามวลชีวภาพของรากและลําตนเพ่ิมสูงข้ึนเมื่อเทียบกับกลุม

ควบคุม 

 Apine and Jadhav (2011) ศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือสําหรับเพ่ิมการผลิต IAA จาก

แบคทีเรีย Pantoea agglomerans PVM พบวาในอาหารควรประกอบดวย meat extract 8 g/l และ L-

tryptophan 1g/l ท่ี pH 7.0 และทําเพาะเล้ียงที่อุณหภูมิ 30 C นาน 48 ชม. แบคทีเรียจึงสามารถผลิต IAA ได

สูง ท่ีสุด 2.191 g/l  ผลการทดสอบกับพืช Nicotiana tobacum พบวา IAA  ชวยชักนํารากมากข้ึนเมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ดังนั้น IAA จากแบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการนําไปใชในงานการเกษตร โดยสภาวะ

การเพาะเลี้ยงเพ่ือผลิต IAA.ใชอาหารอยางงาย ราคาไมแพง และสามารถผลิต IAA ไดในชวงระยะเวลาส้ัน สามารถ

นําไปเพ่ิมปริมาณการผลิตได 

Sudha et al. (2012) ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต IAA ของ Rhizobium sp. และ Bacillus 

sp. โดยคดัเลือกปจจัยสภาวะการเพาะเลี้ยง เชน pH อุณหภูมิ และสารต้ังตน 

  Mohite (2013) ศึกษาคุณสมบัติของ rhizosphere bacteria ตอการกระตุนการเจริญของพืช โดย

ทําการศึกษาสภาวะในการผลิต IAA จากปจจัยตางๆ เชน แหลงคารบอน ไนโตรเจน และความเขมขนของ L-

tryptophan จากนั้นนํา IAA ที่ไดทดสอบกับพืชในกระถาง พบวา IAA ที่ผลิตไดจากแบคทีเรียมีประสิทธิภาพตอ

การกระตุนการเจริญของพืช 

  Dasri et al. (2014) ศึกษาสภาวะเหมาะสมเพ่ือการผลิต IAA จากแบคทีเรียไอโซเลท DPY-05 ซึ่งเปน

แบคทีเรียแกรมบวก โดยศึกษาจากปจจัย อาหารเลี้ยงเช้ือ pH อุณหภูมิ สภาวะการใหอากาศ และระยะเวลาใน

การเพาะเลี้ยง พบวาแบคทีเรียใหคา IAA ไดสูงท่ีสุด 67.18 µg/ml เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหาร King-B ที่มี L-

tryptophan 2.5 mM, pH 7.0 และ 37 C ในสภาวะนิ่ง (static condition) นาน 6 วัน 

Nutaratat et al. (2017) เพ่ิมการผลิต IAA ในแบคทีเรีย Enterobacter sp. DMKU-RP206 ไดถึง 13.4 

เทา (5,561.7 mg/l) ภายใตสภาวะการเล้ียงอาหาร TSB ท่ีประกอบดวย 0.85% แลคโตสเปนแหลงคารบอน, 

1.3% yeast extract เปนแหลงไนโตรเจน, 1.1% L-Tryptophan, 0.4% NaCl, pH 5.8 บมท่ี 30 ºC ดวย 200 

rpm 
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ตารางท่ี 2 การผลิต plant growth regulators (PGRs) โดย rhizobacteria และการตอบสนองตอพืช (Hayat et 

al., 2010) 
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  จากรายงานท่ีผานมาจะเห็นไดวาจุลินทรียแตละชนิดมีความตองการสารอาหาร แหลงคารบอน ไนโตรเจน 

เกลือแร รวมทั้งสภาวะ pH อุณหภูมิ และอากาศท่ีแตกตางกันออกไป ดังน้ันการศึกษาหาสภาวะเหมาะสมสําหรับ

แบคทีเรยีแตละชนิดเพ่ือเพ่ิมการผลิตผลิตภัณฑจึงมีความสําคัญ 

  นอกจากการเพ่ิมการผลิต IAA ใหสูงข้ึนจากสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียแลว การเก็บ

รักษาผลิตภัณฑ IAA ที่ได ก็เปนสิ่งสําคัญ โดยปจจัยที่เก่ียวของกับผลิตภัณฑ ไดแก อุณหภูมิ แสง และลักษณะของ

ผลิตภัณฑ Abraham et al. (2015) แสดงการเก็บรักษาผลิตภัณฑจากเช้ือ Enterobacter cloacae JAS7 ใน

รูปแบบผง 2 แบบ ท่ีเตรียมโดย saw dust/soil/5 % molasses (15:5:1) และ saw dust/soil/nutrients 

(carbon, nitrogen and phosphorus) โดยใช fly ash เปนท่ียึดใหกับแบคทีเรีย (immobilization) เพ่ือใช

สําหรับเพ่ิมปริมาณเซลล จากนั้นทําการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหองนาน 12 สัปดาห และทําการทดสอบปริมาณเช้ือ

และผลิตภัณฑ ผลการทดลองแสดงถึงขอดีในการเก็บรักษาปริมาณเซลลและผลิตภัณฑท่ีสงูได  มีอายุการเก็บรักษา 

และปกปองผลิตภัณฑจากสิ่งแวดลอมไดยาวนานข้ึน  
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

 

1. วัสดุ อุปกรณ สารเคมี และอาหารเลี้ยงเชื้อสําคัญ 

1.1 วัสดุ และอุปกรณ 

1.1.1 หลอดทดลอง (Test Tube) ขนาด (เสนผานศูนยกลาง×ยาว) 13x100 และ 16×150 

มิลลิเมตร 

1.1.2 ขวดรูปชมพูหรือฟลาสก (Erlenmeyer flask) ขนาด 100, 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 

1.1.3 จานเพาะเช้ือ (Petri dish) 

1.1.4 แผน slide 

1.1.5 Autopipette ขนาด 20, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร 

1.1.6 หวงเข่ียเช้ือ (Inoculating loop) 

1.1.7 เข็มเข่ียเช้ือ (Needle) 

1.1.8 ตูบมเพาะเช้ือ (Incubator) 

1.1.9 ตูบมเพาะเช้ือแบบเขยา (Incubator Shaker) 

1.1.10 ตูเย็น (Refrigerator) 

1.1.11 ตูแชแข็ง (Freezer) 

1.1.12 หมอนึ่งฆาเช้ือภายใตความดันไอน้ํา  (Autoclave)  

1.1.13 ตูฆาเช้ือภายใตความรอนแหง (Hot air oven) 

1.1.14 เครื่องปนเหว่ียงสาร (Centrifuge) 

1.1.15 เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer) 

1.1.16 เครื่องอานถาดไมโครเพลท (Microplate reader) 

1.1.17 ตูปลอดเช้ือ (Biological safety cabinet) 

1.1.18 เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 

1.1.19 กลองจุลทรรศน (Microscope) 

 

1.2 สารเคมี และอาหารเลี้ยงเชื้อสําคัญ 

1.2.1 L-tryptophan (Wako) 

1.2.2 FeCl3 (HAZARDOUS 220) 

1.2.3 35% HClO4 (KEMAUS KA359) 

1.2.4 3-Indole acetic acid (Sigma-Aldrich) 

1.2.5 D-Mannitol (Fluka) 

1.2.6 ชุดยอมสีแกรมแบคทีเรีย 

1.2.7 แอลกอฮอล 70 และ 95% 
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1.2.8 Nutrient broth (NB) [DifcoTM] 

1.2.9 Potato dextrose broth (PDB) [DifcoTM] 

1.2.10 Luria-Bertani broth (LB), [Difco] 

1.2.11 Tryptic soy broth (TSB), [Difco] 

1.2.12 ผงวุน (Agar) 

 

2. วิธีการทดลอง 

2.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท 

นํา stock culture ของแบคทีเรียเอนโดไฟทไอโซเลท RD4-1-1 ที่ถูกเก็บไวในตูแชแข็ง -20 ºC 

ออกมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ปริมาตร 25 ml ท่ีบรรจุอยูในฟลาสกขนาด 100 

ml ทําการเขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที (rpm) ท่ีอุณหภูมิ 30 ºC นาน 3 วัน 

นํา culture broth ท่ีไดมาทําการเข่ียเช้ือ (streak plate) ลงบนอาหาร Nutrient agar (NA) บม

ที่ 30 ºC นาน 3 วัน เพ่ือตรวจสอบความบริสุทธ์ิ (pure culture) และคัดเลือกโคโลนีเดี่ยว subculture 

ลงบนอาหาร NA slant เก็บเปน stock เพ่ือใชในการทดลองถัดไป โดยเก็บในตูเย็น 4 ºC โดยทุก 2 สัปดาห

จะทําการ subculture 

 

2.2  การทดสอบการผลิตกรดอนิโดลแอซีติก (IAA) 

2.2.1  การเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟท RD 4-1-1 

เ ข่ีย RD4-1-1 จาก NA slant มาทําการปรับความขุนในน้ํากล่ันปราศจากเชื้อ ให เทากับ

สารละลายเทียบความขุน 0.5 McFarland standard (1.5x108 cfu/ml) จากนั้นดูดมา 250 µl (1% 

ปริมาณหัวเช้ือ) ใสในฟลาสกขนาด 100 ml ท่ีบรรจุอาหาร NB + 100 µg/ml ของ L-tryptophan 

ปริมาตร 25 ml บมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC โดยใชความเร็วรอบ 150 rpm นาน 3 วัน 

2.2.2  การวิเคราะหปริมาณกรดอินโดลแอซีติก  

นํา culture broth จากขอ 2.2.1 มาทําการปนเหว่ียงโดยใชความเร็วรอบ 3,000 rpm นาน 30 

นาที ทําการเก็บสวนน้ําใส (supernatant) เพ่ือใชในการวิเคราะหปริมาณ IAA 

ปฏิกิริยาในการทดสอบ คือ ดูด supernatant ปริมาตร 70 µl ใสลงในหลุม Microplate เติม

สารละลาย  Salkovskis [(1 ml ของ 0.5 M FeCl3 ใน 49 ml ของ 35% perchloric acid (HClO4) ] 

ปริมาตร 140 µl เขยา และทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองนาน  20 นาที ทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 530 นาโน

เมตร ดวย Microplate reader คาท่ีไดจากการวัดสามารถนํามาคํานวณปริมาณ IAA ได จากกราฟ

มาตรฐาน IAA (10-100 µg/ml) โดยกลุมควบคุม (Blank) คือ อาหาร NB + 100 µg/ml ของ L-

tryptophan ท่ีไมมีแบคทีเรีย (ดัดแปลงวิธีของ Phetcharat and Duangpaeng, 2012) 

 

2.3  การทดสอบความเปนปฏิปกษของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
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เช้ือราโรคพืช 2 สายพันธุ ไดแก Curvularia sp., และ Fusarium sp. ถูกนํามาเพาะเล้ียงบน

อาหาร Potato dextrose agar (PDA) ทําการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน พรอมระบุจีนัส และเตรียม

นําไปใชเพ่ือการทดลองถัดไป โดยราดังกลาวถูกคัดแยกไดจากตัวอยางเมล็ดขาวในแปลงของเกษตรกร  

วิธีการทดสอบการเปนปฏิปกษตอเช้ือราสาเหตุโรคพืช กระทําไดดังตอไปนี ้

2.3.1  นําอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA มาขีดแบงออกเปน 4 สวน ใช loop เข่ียเช้ือแบคทีเรีย RD4-

1-1 มาขีดลงบนอาหาร PDA บริเวณตรงกลางของแตละสวนที่แบงไว โดยใหความยาวในการขีด ประมาณ 

0.5 cm. (ภาพท่ี 3) ดังนั้น 1 จานอาหาร PDA มีท้ังหมด 4 ขีด (ทาํทั้งหมด 3 ซํ้า)  

2.3.2  ใช cork borer ขนาด 6 mm. นําช้ินวุนของเช้ือราสาเหตุโรคที่เตรียมไวมาวางไวตรงกลาง

จานอาหารเพาะเช้ือ (ภาพที่ 3) บมที่อุณหภูมิ 30 ºC นาน 7 วัน ทําการวัดความเปนปฏิปกษตอเช้ือสาเหตุ

โรคพืชของแบคทีเรีย โดยวัดรัศมีการเจริญของราท่ีถูกทดสอบกับแบคทีเรียบน PDA ทั้งน้ีในการทดสอบแต

ละคร้ังจะมีจานอาหารมาตรฐานของราที่เปนสาเหตุโรคพืช โดยนําช้ินวุนราวางบนจานอาหารแข็ง PDA 

ปกติ บมในสภาวะเดียวกับที่ใชในการทดสอบ 

 

 
 

ภาพท่ี 3 การขีดแบคทีเรียความยาว 0.5 cm ในแตละสวนที่ทําการแบงบนอาหาร PDA และการวางช้ินวุน

ราสาเหตุโรคพืช 

 

2.3.3  คํานวณความสามารถในการเปนปฏิปกษตอเช้ือสาเหตุโรคพืชกับแบคทีเรียทดสอบ โดย

คํานวณจากสูตร (ดัดแปลงจากวิธีของ Jitendra and Kulkarni, 2013) 

 

ความสามารถในการเปนปฏิปกษตอเช้ือสาเหตุโรคพืช (%) = 

( 
รัศมีของเชื้อราท่ีจานอาหารมาตรฐานିรัศมีราโรคพืชทีถู่กทดสอบกบัจุลินทรยี 

รัศมีของเชื้อราที่จานอาหารมาตรฐาน
 ) x 100 

 

วิธีการวัดรัศมีแสดงดังภาพที่ 4 หาคาเฉล่ีย 
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ภาพ A    ภาพ B 

ภาพท่ี 4  การวัดรัศมีของเช้ือสาเหตุโรคพืชโดย (ภาพ A) รัศมีของโรคพืชในจานมาตรฐาน (ภาพ B) รัศมี

ของราโรคพืชที่ถูกทดสอบกับแบคทีเรีย 

 

2.4  การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย 

ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลลแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศน เชน การติดสีแกรม รปูราง

การจัดเรียงตัว (Barrow and Feltham, 1993) และลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง เชน ขนาด สี รูปราง 

เปนตน 

ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยา โดยศึกษาการเจริญเติบโตที่สภาวะตางๆ เชน ความเปนกรดดาง 

อุณหภูมิ ความเขนขนของเกลือ NaCl เปนตน ในขณะที่ลักษณะทางชีวเคมีทดสอบ Catalase, Oxidase, 

Indole production, Methyl red (MR) , Voges- Proskauer ( VP) , Simmons' citrate, Triple sµgar 

iron, Nitrate Reduction, การทดสอบการยอยสารตั้งตนชนิดตางๆ  และ Acid production from 

carbohydrates รวมท้ังการทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ 15 ชนิด ตามวิธีของ Nokhal and Schlegal 

(1983)    

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA gene sequence (Khianngam et al., 2012) สง

วิเคราะหท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต จากนั้นทําการสรางลําดับวิวัฒนาการ (Phylogenetic 

tree) ตามวิธีของ Felsenstein, 1985; Saitou & Nei, 1987 ; Thompson et al., 1997 

 

2.5  การหาสภาวะเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียและเพิ่มการผลิต IAA 

การทดสอบความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียเพ่ือเพ่ิมการผลิต IAA จะพิจารณาจากปจจัย

ตางๆ ดังนี้ โดยในแตละการทดลองของแตละปจจัยจะทําอยางละ 3 ซ้ํา และเปรียบเทียบกับกลุมควบคมุ 

2.5.1  ชนิดของอาหารเลี้ยงเช้ือ ทาํการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียตามวิธีขอ 2.2.1 โดยเลือกใชอาหาร 7 

สูตร ดังตอไปนี้ ทั้งนี้ในอาหารแตละสูตร มีการเติม 100 µg/ml ของ L-tryptophan ลงไป ปรับ pH 

อาหารเทากับ 7.0 บมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC โดยใชความเร็วรอบ 150 rpm นาน 3 วัน และใชปริมาณหัวเช้ือ

แบคทีเรีย 1% 

2.5.1.1  Nutrient broth (NB) [อาหารกลุมควบคุม] 

2.5.1.2  Potato dextrose broth (PDB) 

2.5.1.3  Luria-Bertani broth (LB) 
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2.5.1.4  Tryptic soy broth (TSB) 

2.5.1.5  N1 (1 L ประกอบดวย NaNO3 2 g, K2HPO4 1 g, MgSO4.7H2O 0.1 g, CaCO3 

2 g and glucose 10 g ) (Jeyanthi and Ganesh, 2013) 

2.5.1.6  N2 (1 L ประกอบดวย KH2PO4 3 g, K2HPO4 0.6 g, (NH4)2Cl2 2 g, NaCl 0.5 

g, glucose 0.8 g and MgSO4.7H2O 0.1 g) (Sudha et al., 2012) 

2.5.1.7  ผงปรุงอาหารรสไก (Knor 5 g/L) 

2.5.2  ความเขมขนของอาหารเลี้ยงเช้ือ เลือกสูตรอาหารจากขอ 2.5.1 ที่แบคทีเรียสามารถเจริญ

และผลิต IAA ไดดีที่สุด โดยเตรียมความเขมขนทั้งหมดเปน 4 แบบ คือ 25, 50 75 และ 100 %  ทํา

การเพาะเล้ียงในสภาวะเดิม ท่ีอุณหภูมิ 30 ºC ความเร็วรอบ 150 rpm นาน 3 วัน 

2.5.3  แหลงคารบอน จากอาหารสูตรท่ีดีท่ีสุดจากขอ 2.5.2 ทําการเพ่ิมแหลงคารบอนความ

เขมขน 1% ลงไป โดยเลือกใชแหลงคารบอน ดังตอไปนี้ cellulose, fructose, galactose, glucose, 

glycerol, lactose, mannitol, starch, sucrose และ xylose เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมเติม

แหลงคารบอนลงไป 

2.5.4  ความเขมขนของ L-tryptophan จากสูตรอาหารท่ีมีแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 

2.5.3 แลว จะทําการหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมของ L-tryptophan ซึ่งเปนสารต้ังตนชักนําการ

ผลิต IAA โดยเลือกใชความเขมขนต้ังแต 25-500 µg/ml เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมเติม L-

tryptophan 

2.5.5  ระดบั pH ทําการปรับระดับ pH ในอาหารเล้ียงเช้ือ จากสูตรอาหารในขอ 2.5.4 ดวยระดับ 

pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.5, 8.0, 8.5 และ 9.0 โดยกลุมควบคมุคือ pH ระดับ 7.0 

2.5.6  ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง เมื่อไดระดับ pH ที่เหมาะสมแลวจะทําการศึกษาปจจัยดาน

เวลาในการเพาะเลี้ยง โดยบมแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรที่เหมาะสม แลวทําการบมเปนเวลานาน 

1, 2, 3, 4 และ 5 วัน 

2.5.7  ความเขมขนของปริมาณหัวเช้ือ เตรียมหัวเชื้อในปริมาณ 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 และ 

4% ลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรเหมาะสมจากขอ 2.5.6 เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไมใสหัวเช้ือลงไป 

 

2.6  สภาวะการเก็บรักษาผลิตภัณฑ IAA จากแบคทีเรีย 

นํา culture broth ของแบคทีเรีย RD4-1-1 ภายหลังการหาสภาวะท่ีเหมาะสมแลว มาแบง

ออกเปน 2 สวน สวนแรกทําการฆาเช้ือดวยวิธีการ autoclave (Sterile, S) และสวนที่สองไมผานการฆา

เช้ือ (Non-sterile, NS) โดยทั้งสองสวนแบงเก็บเปน 2 หลอด หลอดที่ 1 ทาํการหอหุมดวยฟอยล เพ่ือเปน

ตัวแทนในสภาวะมืด (Dark, D) หลอดที่ 2 ไมหุมฟอยล คือตัวแทนสภาวะท่ีมีแสงปกติ (Light, L) และเก็บ

ทั้งหมดไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4 ºC แตละสัปดาหจะถูกนํามาวัดปรมิาณ IAA เพ่ือสังเกตคาคงตัวของผลิตภัณฑ

เปนระยะเวลานาน 1 เดอืน 

 

2.7  การยืนยันผลิตภัณฑดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบแผนบาง 
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นํา culture broth ที่ผานการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต IAA มาทําการปนเหว่ียงท่ี 4,000 

rpm นาน 15 นาที ดูดสวนน้ําใสมาปรับ pH ดวย 1 N HCl ให pH เทากับ 2.5 แลวเติม Ethyl Acetate 

อัตราสวน 1:1 ลงในกรวยแยกขนาด 500 ml ทาํการเขยาจนแยกช้ัน ไขเอาสวนลางทิ้ง และเทสวนบนใสใน

ขวดกนกลมขนาด 250 ml นําไประเหยดวยเครื่อง rotary evaporator จนแหง และทําการละลายดวย 

methanol เพื่อเตรียมเปนตัวอยาง (Bharucha et al., 2013) 

การยืนยันผลิตภัณฑ IAA ดวยวิธี Thin layer chromatography (TLC) ทําโดยหยดสารตัวอยาง 

และสารมาตรฐาน IAA ลงไปบนแผน TLC แบบ Silica gel 60 F254 (Merck) ประมาณ 3 µl (ความ

เขมขน  15 µg/µl) โดยใชระบบตัวพาสารเปน Hexane : Ethyl Acetate : Acetic acid ในอัตราสวน 4.5 

: 5.0 : 0.5 (ml)  (ดัดแปลงจาก Jeyanthi and Ganesh, 2013) คาํนวณหาคา Rf จากสูตร ดังน้ี 

Rf = Distance travelled by the solute 

Distance travelled by the solvent 

 

2.8  ทดสอบคุณสมบัติบางประการที่สงผลตอการเจริญของขาว 

2.8.1  การเตรียม IAA  

นํา culture broth ของแบคทีเรียที่ผานการหาสภาวะเหมาะสมแลว มาทําการฆาเช้ือ โดย 

autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 ºC นาน  15 นาที ทําการวิเคราะหปริมาณ IAA และเจือจางดวยน้ํากลั่นฆาเช้ือ

ใหไดความเขมขน 2.5 µM โดยท่ี IAA สังเคราะหก็เตรียมดวยวิธีเดียวกัน  

2.8.2  การทดสอบ IAA กับขาว 

การทดลองนี้แบงออกเปน 3 ทรีทเมนท คือ กลุมควบคุม (น้ํากล่ันฆาเช้ือ) (T1), กลุม IAA 

สังเคราะหความเขมขน 2.5 µM  (T2) และกลุม IAA จากตัวอยางแบคทีเรียความเขมขน 2.5 µM  (T3) 

โดยแตละทรีทเมนท ทําอยางละ 3 ซ้ํา (R1-R3) 1 ซํ้าใชเมล็ดขาวพันธุ กข 31 จํานวน 100 เมล็ด เมล็ดขาว

แตละซ้ําจะถูกบรรจุในขวดแกวขนาด 8 ออนซ 

นําตัวอยางขาวในขวดมาทําการแชสารละลายแตละทรีทเมนตดวยปริมาตร 50 ml นาน 10 

ชั่วโมง และทําการเพาะลงบนกระดาษเพาะแถวละ 10 เมล็ด จํานวน 10 แถว ของแตละตัวอยาง วางใน

กลองเพาะเมล็ด นาน 10 วัน  

บันทึกผล คํานวณเปอรเซ็นตการงอกของราก ยอด และเปอรเซ็นตการเกิดโรค   วิเคราะหความ

แปรปรวนของขอมูลโดยใชโปรแกรม R (R Core Team, 2017) 
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บทที่ 4 

ผลการดําเนินงาน 

 

1. การเตรียมเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท และการผลิตกรดอินโดลแอซีติก (IAA) เร่ิมตน 

แบคทีเรยีเอนโดไฟทท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ีถูกคัดแยกมาจากเมล็ดขาวไรพันธุพื้นเมือง (ภาพที่ 5) ท่ีปลูก

ในบริเวณโรงเรือน คณะสัตวศาสตรและเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร โดยใหรหัสแบคทีเรียไอโซ

เลทเปน RD4-1-1 ถูกเก็บเปน stock culture ในตูแชแข็ง ณ หองปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะสัตวศาสตรและ

เทคโนโลยีการเกษตร 

 
 

ภาพท่ี 5 พันธุขาวไรพื้นเมืองที่ถูกนํามาคัดแยกหาแบคทีเรียเอนโดไฟท 

 

หลังจากนําแบคทีเรียออกมาจาก stock แลว ทําการเพาะเล้ียงเพ่ือวัดปริมาณฮอรโมนกรดอินโดลแอซี

ติก (IAA) ในอาหารเหลวสูตร NB + 100 µg/ml ของ L-tryptophan บมที่อุณหภูมิ 30 ºC โดยใชความเร็วรอบ 

150 rpm นาน 3 วัน แบคทีเรียเอนโดไฟท RD4-1-1 แสดงการผลิต IAA ปริมาณ 49.21 µg/ml  ซึ่งถือวาเปน

ปริมาณฮอรโมนเร่ิมตนกอนการหาสภาวะเหมาะสมสําหรับการศึกษาในคร้ังนี้ 

นอกจากนี้แบคทีเรีย RD4-1-1 ยังมีความสามารถในการเปนปฏิปกษตอราโรคพืช คือ Curvularia sp. 

และ Fusarium sp. ดวยเปอรเซ็นตการยับยั้งที่ 52.14±3.92 และ 11.67±3.82 ตามลาํดับ 

 

2. การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย 

ผลการพิสูจนเอกลักษณดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวาแบคทีเรียไอโซเลท RD 4-1-1 เปน

แบคทีเรียแกรมลบ รูปรางแทง (ภาพท่ี 6 (a)) ลักษณะโคโลนีสีครีมขาว, รูปราง irregular, ขอบ lobate, ผิว 

smooth และ ความสูงโคโลนีเปนแบบ flat (ภาพท่ี 6 (b)) เมื่อทําการเพาะเลี้ยงบนอาหาร NA บมท่ีอุณหภูมิ 30 

ºC นาน  2 วัน  
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ภาพท่ี 6 ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน ดวยเลนสตากําลังขยาย 100X (a) และลักษณะโคโลนี (b) ของ

แบคทีเรียเอนโดไฟท RD 4-1-1 

 

เมื่อทําการทดสอบดวยลักษณะทางชีวเคมี และสรีรวิทยา โดยภาพรวมจะเห็นไดวา RD4-1-1 สามารถ

เจริญไดในอาหารท่ีมี pH และอุณหภูมิคอนขางกวาง คือ pH 4.0-9.0 และอุณหภูมิ 20-40 ºC นอกจากน้ียังมี

ความสามารถในการเจริญดวยแหลงคารบอนท่ีมีน้ําตาลไดหลากหลายชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 3 จากขอมูล

สามารถใชเปนปจจัยเบื้องตน เพ่ือคัดเลือกนําไปหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเพื่อผลิต IAA 

 

ตารางที่ 3 ลักษณะทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ RD4-1-1 

 

Characteristics RD4-1-1 Characteristics RD4-1-1 Characteristics RD4-1-1 

Growth in %NaCl 0-9 Starch + D-Maltose + 

Growth in pH 4-9 L-Tyrosine + D-Mannitol + 

Growth at temp (°C) 20-40 Tween 20 + D-Mannose + 

Catalase + Tween 80 - D-Melibiose + 

Oxidase - Urea - D-Melezitose - 

Methyl red - Acid from :  Methyl-D-Glucoside + 

Voges-Proskauer - D-Cellobiose + Raffinose + 

Citrate + D-Fructose + L-Rhamnose w 

Triple sugar iron - D-Galactose + D-Ribose + 

Nitrate reduction + D-Glucose w D-Sorbitol + 

Hydrolysis of :  Glycerol + L-Sorbose - 

L-Arginine + Inositol + Sucrose + 

Casein - Inulin w D-Trehalose + 

Gelatin - Lactose + D-Xylose + 

+ = positive, - = negative, w = weakly positive 
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นอกจากนี้ แบคทีเรียไอโซเลท RD 4-1-1 ถูกทดสอบความสามารถตอความไวของยาปฏิชีวนะ ตาม

วิ ธี ก า ร ข อ ง  Nokhal and Schlegal ( 1983)    พบ ว า มี ค ว า ม ไ ว ต อ ย า  Ceftazidime, Ceftriaxone, 

Chloramphenicol, Piperacillin/Tazobactam และ Tetracycline ดังตารางที่ 4 

 

ตารางที่ 4 ผลความไวตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรีย RD4-1-1 

 

Antibiotic RD4-1-1 Antibiotic RD4-1-1 Antibiotic RD4-1-1 

Amikacin I Ceftazidime S Kanamycin R 

Amoxicillin R Ceftriaxone S Piperacillin/Tazobactam S 

Ampicillin R Cephalothin R Streptomycin R 

Bacitracin R Chloramphenicol S Tetracycline S 

Carbenicillin I Erythromycin R Vancomycin R 

S = Susceptible (>13 mm); I = Intermediate sensitive (10-12 mm); R = Resistant (<10 mm) 

 

 

ภ าพ ท่ี 7 Neighbour- joining tree based on 16S rRNA gene sequences showing the phylogenetic 

relationships between RD4-1-1 and known Enterobacter. Based on 1000 resamplings, bootstrap 

percentages above 50% are shown. Bar, 0.002 substitutions per nucleotide position 

 

ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA gene sequence ของ RD 4-1-1 ดวย primer 785F 

(5’GGATTAGATACCCTGGTA’3) และ 907R (5’CCGTCAATTCMTTTRAGTTT’3) พบวา RD4-1-1 (1,452 

nt) ถูกระบุวาเปน Enterobacter cancerogenus (ภาพที่ 7) ดวย 99.5% similarity โดย Jha and Patel 

Enterobacter amnigenus ATCC 33072T (AB004749)

Enterobacter aerogenes ATCC 13048T (AB004750)

Enterobacter kobei CIP 105566T (AJ508301)

Enterobacter ludwigii CIP 108491T (AJ853891) 

Enterobacter cloacae subsp. dissolvens LMG 2683T (Z96079)

Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC13047T (AJ251469) 

Enterobacter tabaci KCTC 42694T (KP990658) 

100

Enterobacter mori LMG 25706T (EU721605) 

55

Enterobacter hormaechei ATCC 49162T (AJ508302)

Enterobacter hormaechei subsp. oharae DSM 16687T (AJ853889)

Enterobacter hormaechei subsp. steigerwaltii DSM 16691T (AJ853890)

Enterobacter asburiae ATCC 35953T (AB004744)

54 

Enterobacter cancerogenus LMG 2693T (Z96078)

RD4-1-1

60 

70 

51 

61 

55

0.002
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(2012) ไดเคยรายงานวา E. cancerogenus MSA2 เปนแบคทีเรียที่สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของพืช 

Jatropha curcas ได 

 

3. การหาสภาวะเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อเพิ่มการผลิต IAA 

3.1 ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

อาหารเลี้ยงเช้ือ 7 ชนิด ถูกทดสอบความสามารถในการเจริญของแบคทีเรีย RD4-1-1 เพ่ือเพิ่มการผลิต 

IAA โดยอาหารทุกชนิดมีสารต้ังตน L-tryptophan ปริมาณ 100 µg/ml เปนสวนผสม และถูกปรับ pH เทากับ 

7.0 แบคทีเรียถูกบมที่อุณหภูมิ 30 ºC ความเร็วรอบ 150 rpm นาน 3 วัน ผลการทดสอบพบวาอาหาร NB และ 

LB ใหคาการผลิต IAA ไดสูงท่ีสุด เทากับ 52.08±2.01 µg/ml และ 52.88±3.45 µg/ml ตามลําดับ โดยใหคา

การผลิตที่ใกลเคียงกัน เมื่อเปรียบเทียบกันแลวในดานราคา รวมทั้งใชอาหารสูตร NB เปนกลุมควบคุมต้ังแต

เริ่มตนแลว ผูวิจัยจึงไดเลือกอาหาร NB เพ่ือทําการทดลองในปจจัยอ่ืนๆ ตอไป ท้ังนี้จากผลการทดลองพบวา

อาหาร N1 ไมพบการผลิต IAA ในขณะที่อาหาร TSB, Knor, N2 และ PDB ใหการผลิต IAA เทากับ 17.51±0.94, 

6.61±3.27, 5.46±2.72 และ 3.69±0.57 µg/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 8)  

 

 
 

ภาพท่ี 8 ปริมาณ IAA (µg/ml) ตออาหาร 7 ชนิดที่ใชเลี้ยงแบคทีเรีย RD4-1-1 

 

3.2 ความเขมขนของอาหารเลี้ยงเชื้อ  

หลังจากคัดเลือกสูตรอาหาร NB มาทําการเพาะเลี้ยงแลว เพ่ือเปนการลดปจจัยทางดานราคา ผูวิจัยได

ทําการลดสัดสวนของปริมาณความเขมขนของ NB เปน 25, 50 และ 75 % โดยมีความเขมขน 100% (13 g/L) 

เปนกลุมควบคุม พบวาใหการผลิต IAA เทากับ 10.43±2.79, 13.03±5.62, 26.28±0.53 และ 49.57±1.32 

µg/ml ตามลาํดับ จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเมื่อความเขมขนของ NB สงูข้ึน ปริมาณการผลิต IAA ก็มีผล

เพ่ิมข้ึนเชนเดียวกัน (ภาพที่ 9) ซึ่งผลท่ีไดผูวิจัยไดคัดเลือกระดับความเขมขน 100% เพ่ือใชในการศึกษาถัดไป 
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ภาพท่ี 9 ปริมาณ IAA (µg/ml) ตอความเขมขน 4 ระดับของอาหาร NB  

 

3.3   แหลงคารบอน 

จากปจจัยท่ีเลือกคืออาหาร NB สัดสวน 100% (กลุมควบคุม) ถูกเพ่ิมแหลงคารบอนไปอีก 10 ชนิด 

พบวอาหาร NB ที่มี Cellulose (30.15±0.49 µg/ml) และ Starch (22.93±2.06 µg/ml) เปนองคประกอบให

ปริมาณการผลิต IAA ต่ํากวากลุมควบคุม อาจเปนไปไดเนื่องจากแหลงคารบอนท้ัง 2 มีโมเลกุลใหญ แบคทีเรีย

นําไปใชไดยาก ในขณะที่ Fructose, Galactose, Glucose, Glycerol, Lactose, Sucrose และ Xylose ใหคา

เทากับ 71.71±3.84, 72.05±0.97, 56.95±4.74, 43.43±3.43, 48.92±6.39, 72.78±9.34 และ 51.09±4.1 

µg/ml ตามลําดับ โดยอาหาร NB ที่มี Mannitol เปนแหลงคารบอน ใหปริมาณการผลิต IAA ไดสูงท่ีสุดคือ 

84.07±2.45 µg/ml (ภาพท่ี 10) 

 
ภาพท่ี 10 ปริมาณ IAA (µg/ml) ตออาหาร NB ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ เปนองคประกอบ  
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3.4   ความเขมขนของ L-tryptophan 

ผูวิจัยไดทําการทดสอบระดับความเขมขนของ L-tryptophan ซึ่งเปนสารต้ังตนในการชักนําการผลิต 

IAA โดยจากภาพท่ี 11 เมื่อไมมี L-tryptophan ไมพบการผลิต IAA แตเมื่อมีการเพ่ิมระดับ L-tryptophan ดวย

ความเขมขนระดับ 25-500 µg/ml ในอาหาร NB ท่ีมีแหลงคารบอนเปนน้ําตาล Mannitol (NBM) พบวาการ

ผลิต IAA ของแบคทีเรีย RD4-1-1 ก็เพ่ิมมากข้ึนดวย โดยพบการผลิตท่ี 22.09±0.45 ถึง 158.63±0.91 µg/ml 

จากกราฟมีความเปนไปไดวาหากมีการเพ่ิมระดับ L-tryptophan มากข้ึนก็นาจะมีการสังเคราะหปริมาณ IAA 

เพ่ิมช้ึนเชนกัน แตจากการทดลองนี้ผูวิจัยไดคัดเลือกระดบัความเขมขนท่ี 500 µg/ml เพ่ือนําไปใชในการทดลอง

ถัดไป 

 

 
ภาพท่ี 11 ปรมิาณ IAA (µg/ml) ตอระดับ L-tryptophan ในอาหาร NBM  

 

3.5  ระดับ pH 

อาหารสูตร NBM+500 µg/ml ของ L-tryptophan ถูกปรับระดับ pH เปน 5.0-9.0 โดยกลุมควบคุม

คือ ระดับ pH 7.0 ซ่ึงใหคาการผลิต IAA เทากับ 151.86±3.90 µg/ml จากผลการทดลอง ระดับ pH 6.5 ให

คาการผลิต IAA สูงที่สุดถึง 185.24±2.91 µg/ml เปนที่สังเกตวาชวงระดับ pH คอนขางเปนกรด (pH 5.0-

6.0) ใหคาชวงการผลิต (152.61±2.62 ถึง 167.95±4.46 µg/ml) สูงกวาคาระดับ pH ที่เปนเบส (pH 7.5-9.0) 

คือ 95.87±3.97 ถึง 114.62±2.83 µg/ml (ภาพที่ 12) 
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ภาพท่ี 12 ปริมาณ IAA (µg/ml) ตอระดับ pH ตางๆ ในอาหาร NBM+500 µg/ml ของ L-tryptophan  

 

3.6 ระยะเวลาในการบมเพาะเช้ือ 

ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเปนอีกปจจัยหนึ่งที่สําคัญเพ่ือเพ่ิมการผลิต IAA ย่ิงหากใชเวลาใน

การเพาะเล้ียงนอย แลวไดผลิตภัณฑมากก็ยอมสงผลดี การทดลองไดทําการบมเพาะแบคทีเรีย RD4-1-1 เปน

เวลา 5 วัน พบวาการบมเปนเวลานาน 3 วัน ใหผลในการผลิต IAA ไดสูงที่สุด คือ 152.01±5.01 µg/ml และ

ลดลงเล็กนอยในวันท่ี 4 (140.47±5.39 µg/ml) และ 5 (143.80±2.28 µg/ml) ตามลาํดับ (ภาพท่ี 13) ดังน้ัน

การบมในระยะเวลา 3 วัน คือชวงเวลาที่ดีที่สุดสําหรับ RD4-1-1 

 

 
 

ภาพท่ี 13 ปริมาณ IAA (µg/ml) ตอระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย (วัน) 
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3.7 ความเขมขนของปริมาณหัวเชื้อ 

 ปริมาณหัวเช้ือของจุลินทรียมีผลตอการเพ่ิมระดับการผลิตฮอรโมน ในการทดลองไดทําการปรับระดับ

ความเขมขนของหัวเช้ือ RD4-1-1 เปน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 และ 4.0% ในอาหารเลี้ยงเช้ือ NBM+ 

500 µg/ml ของ L-tryptophan โดยมี  pH เทา กับ 6.5 คา  IAA พบมากเมื่ อ ใส ระดับ หัว เ ช้ือ ท่ี  0.5 

(147.79±3.55 µg/ml) และ 1.0% (161.39±2.52 µg/ml) และคอยๆ ลดลง เมื่อมีปริมาณหัวเช้ือเพ่ิมมากข้ึน 

จาก 121.79±1.55 เปน 98.05±1.03 µg/ml ที่ระดับความเขมขน 1.5-4.0 เปอรเซ็นตหัวเช้ือ (ภาพท่ี 14) 

 

 
 

ภาพท่ี 14 ปริมาณ IAA (µg/ml) ตอปริมาณหัวเชื้อ (%) RD4-1-1 ในอาหาร NBM+500 µg/ml ของ L-

tryptophan pH 6.5 

 

4. สภาวะการเก็บรักษาผลิตภัณฑ IAA จากแบคทีเรีย 

ผลิตภัณฑ IAA ของแบคทีเรีย RD4-1-1 ถูกทดสอบความเสถียรเปนเวลานาน 4 สัปดาห โดยผลิตภัณฑ

แบงออกเปน 2 กลุม คือ ผานการฆาเช้ือดวยวิธีการ autoclave (Sterile, S) และกลุมท่ีสองไมผานการฆาเช้ือ 

(Non-sterile, NS) ในแตละกลุมจะแบงยอยออกเปนอีก 2 หลอด โดยหลอดที่ 1 ทําการหอหุมดวยฟอยล เพื่อ

เปนตัวแทนในสภาวะมืด (Dark, D) หลอดท่ี 2 ไมหุมฟอยล คือตัวแทนสภาวะท่ีมีแสงปกติ (Light, L) ทุกตัวอยาง

เก็บในตูเย็นอุณหภูมิ 4 ºC ทุกสัปดาหจะนําผลิตภัณฑมาวัดปริมาณ IAA ท่ีมีอยู  

พบวาผลิตภัณฑ IAA ในการเก็บรักษาท้ัง 4 แบบ คือ Sterile-Light (SL), Non-Sterile-Light (NSL), 

Sterile-Dark (SD) และ Non-Sterile-Dark (NSD) ในระยะเวลา 4 สัปดาห มีปริมาณผลิตภัณฑลดลง เทากับ 

9.24, 12.60, 10.79 และ 11.55% ตามลําดับ แตอยางไรก็ตามผลิตภัณฑที่ยังคงเหลืออยูก็มีมากกวา 85% ใน

การเก็บทุกรูปแบบ ซ่ึงแสดงใหเห็นวาภายในระยะเวลา 4 สัปดาห ที่ 4 ºC ฮอรโมน IAA ของ RD4-1-1 มีความ

คงตัว ท้ังน้ีในรูปแบบปลอดเช้ือ (S) มีความสูญเสียผลิตภัณฑนอยกวา เมื่อเปรียบเทียบกับการไมฆาเช้ือ (NS) 

(ภาพท่ี 15) 
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ภาพท่ี 15 ปริมาณ IAA (µg/ml) ตอสภาพในการเก็บผลิตภัณฑ 4 รูปแบบ ในระยะเวลาแตละสัปดาห 

 

5. การยืนยันผลิตภัณฑดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบแผนบาง 

 หลังจากการหาสภาวะเหมาะสมเพื่อเพิ่มผลผลิตของผลิตภัณฑ IAA จาก RD4-1-1 แลว ผูวิจัยไดทําการ

ยืนยันวาผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนนั่นคือ IAA โดยใชวิธี TLC และหาคา Rf พบวา สารมาตรฐาน IAA และสารละลาย

แบคทีเรีย RD4-1-1 มีการเคล่ือนท่ีในระดับใกลเคียงกัน จากรอยจุดสีชมพูท่ีวงไวตามภาพท่ี 16 (a) เมื่อทําการ

คํานวณหาคา Rf เทากับ 0.80 และ 0.79 ตามลําดับ (ภาพท่ี 16 (b))  ซ่ึงใกลเคียงกันมาก ดังนั้นตัวอยางจาก

สารละลายแบคทีเรีย RD4-1-1 ท่ีเกิดข้ึนน่ันคือ IAA  

 
ภาพท่ี 16 Thin layer chromatography (TLC) ของสารละลายมาตรฐาน IAA และสารละลายแบคทีเรีย 

RD4-1-1 (a) และแสดงระยะทางเพ่ือหาคา Rf (b) 
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6. ทดสอบคณุสมบัติบางประการท่ีสงผลตอการเจริญของขาว 

 IAA จากแบคทีเรีย RD4-1-1 ที่ความเขมขน 2.5 µM ถูกนํามาทดสอบประสิทธิภาพตอการเจริญของ

ราก ยอด และการเกิดโรคของขาวพันธุ กข 31 เปรยีบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน IAA และกลุมควบคุมคือนํ้า

กลั่นปราศจากเชื้อ จากตารางท่ี 5 กรดอินโดลแอซีติกของ RD4-1-1 มีผลกระตุนการเจริญของรากมากกวากลุม

ควบคุม แตนอยกวาสารมาตรฐาน IAA ซึ่งใหผลแตกตางอยางมีนัยสําคัญ ซึ่งเปนไปในทิศทางเดียวกันกับ

เปอรเซ็นตการเกิดโรคท่ีนอยกวากลุมควบคุม แตในขณะท่ีผลการกระตุนของยอดใกลเคียงกับกลุมควบคุม แต

อยางไรก็ตามผลการทดลองแสดงใหเห็นวา  IAA ของ RD4-1-1 มีประสิทธิภาพในการกระตุนการเจริญของราก

ขาวพันธุ กข 31 ได 

 

ตารางที่ 5 ประสิทธิภาพ IAA ของ RD4-1-1 ตอการเจริญของราก ยอด และการเกิดโรคของขาวพันธุ กข 31 

 

ทรตีเมนต เปอรเซ็นตเกิดราก เปอรเซ็นตเกิดยอด เปอรเซ็นตเกิดโรค 

RD4-1-1 90.00 ± 1.00b (3.45%) 42.00 ± 18.03 (0.79%) 5.67 ± 0.58 (-67.91%) 

IAA Synthetic 93.00 ± 1.73a (6.70%) 70.67 ± 25.00 (69.59%) 2.33 ± 1.15 (-86.81%) 

H2O sterile 87.00 ± 1.00c 41.67 ± 30.44 17.67 ± 15.18 

Mean 90.00 51.44  8.55 

F-test ** Ns Ns 

P-value 0.0038 0.33 0.16 

 

หมายเหตุ;  Ns  ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับนัยสาํคัญ 0.05 

 **     แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับนัยสาํคัญ 0.01 

 a,b,c อักษรที่แตกตางในคอลัมนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อปรียบเทียบท่ีระดับนยัสําคัญ 0.05 
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บทที่ 5 

วิจารณผลการดําเนินงาน 

 

กอนหนานี้ผูวิจัยไดดําเนินการคัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจากเมล็ดขาวไรพันธุพื้นเมืองท่ีปลูกในบริเวณ

โรงเรือน คณะสัตวศาสตรและเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร พบแบคทีเรียหลายไอโซเลทท่ีมี

คุณสมบัติที่กอใหเกิดประโยชนกับพืชแตกตางกันออกไป แตทั้งน้ีในงานวิจัยนี้ ผูวิจัยไดคัดเลือกแบคทีเรียเอนโด

ไฟท รหัสไอโซเลท RD4-1-1 ซ่ึงมีความสามารถในการผลิตกรดอินโดลแอซีติกที่เปนฮอรโมนกลุมออกซินสําคัญ

สําหรับพืช ซึ่งผลิตไดเทากับ 49.21 µg/ml  รวมท้ังเมื่อนํามาทดสอบคุณสมบัติในการเปนปฏิปกษตอเช้ือราโรค

พืชคือ Curvularia sp. และ Fusarium sp. ซึ่งคัดแยกไดจากแปลงขาวของเกษตรกร พบวาแบคทีเรีย RD4-1-1 

ใหผลตอการยับย้ัง Curvularia sp. มากกวา 50% (52.14±3.92) แตถึงแมจะใหผลในการยับย้ังตอ Fusarium 

sp. คอนขางนอย ผลท่ีเกิดข้ึนก็มีแนวโนมในทางท่ีดีหากนําไปใชในพื้นท่ีแปลงเกษตรกรจริง จากคุณสมบัติที่กลาว

มาของแบคทีเรียเอนโดไฟทไอโซเลท RD4-1-1 จะเห็นไดวาสามารถผลิตสารท่ีกอใหเกิดประโชนกับพืชได รวมท้ัง

เปนแบคทีเรียกลุมเอนโดไฟท ตามที่ Chanway, (1998) กลาววาเปนกลุมแบคทีเรียที่กอประโยชนใหกับพืช และ

สรางสารท่ีสําคัญ ดังน้ันแบคทีเรียไอโซเลทนี้ท่ีแยกไดมาจากขาว หากนําไปใชประโยชนกับขาว ก็นาจะทําให

เกิดผลในทางท่ีดีไดมากข้ึนดวย 

แบคทีเรียเอนโดไฟท RD4-1-1 ถูกทําการพิสูจนเอกลักษณดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการ

วิเคราะหลําดับเบสดวยวิธี 16S rRNA gene sequence พบวามีเปอรเซ็นตความเหมือน (similarity) ที่ 99.5% 

กับแบคทีเรียในจีนัส Enterobacter cancerogenus โดยอางอิงจาก Logan et al. (2009) หากแบคทีเรียมี 

≤97 % similarity จะเปนแบคทีเรียสปชีสใหม ดังนั้นจากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด แบคทีเรีย RD4-1-

1 จึงถูกระบุวาเปน  E. cancerogenus RD4-1-1 

จากขอมูลรายงานที่ผานมาพบวากลุมแบคทีเรียในจีนัส Enterobacter เปนแบคทีเรียกลุมเอนโดไฟทท่ี

พบไดในพืชหลากหลายชนิด (Torres et al., 2008; Nutaratat et al., 2017) โดยท่ี E. cancerogenus มี

รายงานวาเปนเอนโดไฟทท่ีสามารถผลิตสารท่ีมีประโยชนตอพืชได เชน El-Awady et al., 2015 กลาววา E. 

cancerogenus E1 ซ่ึงเปนเอนโดไฟทแยกไดจากสวนลําตนของ Sesuvium verrucosum พบวาสามารถผลิต

ฮอรโมน IAA ได ในขณะท่ี Rani et al. (2011) รายงานวา E. cancerogenus เปนแบคทีเรียกระตุนการเจริญ

ของพืช (plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)) สามารถผลิตสารปฏิปกษตอเช้ือราโรคพืชได 

นอกจากนี้ Jha et al. (2012) คัดแยก E. cancerogenus  MSA2 จากดินบริเวณรอบรากของพืช Jatropha 

cucas พบวามีความสามารถในการผลิต ACC deaminase, phytase, IAA, siderophore, การผลิตแอมโมเนีย 

และการยอยฟอตเฟส รวมทั้งมีความสามารถในการกระตุนการเจริญของพืชที่ทดสอบ ดังน้ันตามท่ีรายงาน E. 

cancerogenus มีคุณสมบัติในการผลิตสารที่มีประโยชนตอการกระตุนการเจริญของพืชที่แตกตางกันออกไป

ข้ึนอยูแตละสายพันธุ (strain) รวมท้ังเปนแบคทีเรียที่สามารถพบไดท่ัวไป รวมทั้งในกลุมแบคทีเรียเอนโดไฟท

ดวย ดังนั้นความเปนไปไดท่ีจะนํา E. cancerogenus RD4-1-1 ไปเพ่ิมสภาวะในการผลิต IAA เพ่ือนําไปใช

ประโยชนกับพืช รวมทั้งผลความไวตอยาปฏิชีวนะ แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียมีความปลอดภัย และสามารถที่จะ

นําไปใชประโยชนกับพืชได 
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การหาสภาวะเหมาะสมโดยอาศัยปจจัยตางๆ เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน สารตั้งตน สภาวะ 

pH และอุณหภูมิ เพ่ือใหแบคทีเรียเจริญเติบโต และเพ่ิมการผลิต IAA ใหไดปริมาณมากข้ึนนั้น จากผลการทดลอง

ภายใตการเล้ียง E. cancerogenus RD4-1-1 ในอาหารเหลว NB ท่ีเพิ่มแหลงคารบอนคือ 1% mannitol, 

ปริมาณ L-tryptophan เปน 500 µg/ml ดวย pH 6.5 ปริมาณหัวเช้ือ 1%  บมที่ 30 ºC นาน 3 วัน ทําใหการ

ผลิต IAA เพ่ิมข้ึน 3.28 เทา ท้ังนี้จากรายงานท่ีผานมาพบ Enterobacter sp. DMKU-RP206 เพิ่มการผลิต IAA 

ไดถึง 13.4 เทา (5,561.7  mg/L) เมื่อใช 0.85% แลคโตสเปนแหลงคารบอน, 1.3% yeast extract เปนแหลง

ไนโตรเจน, 1.1% L-tryptophan, 0.4% NaCl, pH 5.8 บมที่ 30 ºC ดวย 200 rpm (Nutaratat et al., 2017) 

ทั้งนี้ในกลุมจีนัสที่ ใกลเคียงกันตามลําดับวิวัฒนาการ Apine and Jadhav (2011) รายงานวา Pantoea 

agglomerans PVM ผลิต IAA ไดถึง 2.191 g/l ดวยแหลงไนโตรเจน meat extract 8 g/l และ 1 g/l ของ L-

tryptophan ที่ pH 7.0, 30 ºC นาน 48 ชม. ในขณะท่ีจีนัสอ่ืน เชน Pseudomonas putida UB1 ตองอาศัย 

L-tryptophan 0.2 mg/ml, sucrose 0.5%, (NH4)2SO4 10 mg/ml ที่ pH 7.5 นาน 96 ชม. ในการเพ่ิมผลผลิต 

IAA (Bharucha et al., 2013) และ Harikrishnan et al. (2014) ตองการเพิ่ม IAA จาก Streptomyces sp. 

VSMGT1014 โดยตองเล้ียงในอาหาร ISP2 และ 0.5% L-tryptophan ท่ี pH 8.0 บมท่ี 30 ºC ดังนั้นจาก

งานวิจัยจะเห็นไดวาแบคทีเรียแตละสายพันธุมีความสามารถในการเจริญ และผลิต IAA ไดตางกัน โดยมี

ความสามารถในการใชแหลงอาหารคารบอน ไนโตรเจน และสภาวะในการเจริญท่ีแตกตางกันออกไป ถึงแม E. 

cancerogenus RD4-1-1 ท่ีผานการหาสภาวะเหมาะสมจะมีปริมาณ IAA นอยกวาตัวอ่ืนๆ แตดวยปริมาณ

ดังกลาวก็สามารถนํากลับไปใชกับพืชไดเชนกัน 

การทดสอบการเก็บรักษาผลิตภัณฑ IAA โดยเปรียบเทียบปจจัย คือ การฆา/ไมฆาเช้ือ และปจจัยแสง/

มืด เนื่องจากหากทําผลิตภัณฑไปใชทดสอบกับพืช ควรอยูในรูปท่ีมีผลิตภัณฑ IAA อยางเดียวคือการทําให

ปราศจากเช้ือ เพื่อปองกันของเสียอ่ืนท่ีเกิดข้ึนหากแบคทีเรียยังมีชีวิตอยู และปจจัยของแสงซึ่งสงผลตอความ

เสถียรของ IAA (Phetcharat and Duangpaeng, 2012) ผลการทดลองที่แบงออกเปน 4 กลุม คือ SL, NSL, 

SD และ NSD พบวาในระยะเวลา 4 สัปดาห ปริมาณ IAA ยังคงมีเหลืออยูมากกวา 85% โดยเมื่อเปรียบเทียบจะ

เห็นไดวาในสภาพปราศจากเช้ือจะพบความเสถียรของ IAA มากกวาสภาพที่ไมปลอดเช้ือ ซ่ึงอาจเปนไปไดวาการ

เก็บรักษาในสภาพที่เชื้อมีชีวิตอยู เช้ืออาจผลิตสารหรือของเสียอะไรบางอยางซึ่งอาจมีผลตอการทําลาย IAA ได

ในบางสวน ทั้งน้ีในสภาพมีแสงในระดับอุณหภูมิ 4 ºC สามารถเก็บรักษา IAA ได 

การยืนยันผลิตภัณฑ IAA ท่ีเกิดภายหลังการหาสภาวะที่เหมาะสมของ E. cancerogenus RD4-1-1 

พบวาสามารถยืนยันผลิตภัณฑดังกลาวไดวาคือ IAA ที่ผลิตข้ึนจากแบคทีเรีย เนื่องจากสารตัวอยางจากแบคทีเรีย

มีคา Rf ใกลเคียงกับ Rf ของสารละลายมาตรฐาน IAA 

สารละลายเช้ือ E. cancerogenus RD4-1-1 ภายหลังการหาสภาวะที่เหมาะสมถูกนํามาฆาเช้ือ และ

เจือจาง IAA ใหไดระดับ 2.5 uM (ผานการทดสอบระดับท่ีเหมาะสมกับขาวจากโครงการยอยที่ 2) กอนนําไปแช

เมล็ดขาวพันธุ กข 31 แลวสังเกตการเจริญของราก ยอด และการเกิดโรค ผลสรุปแสดงใหเห็นวา IAA จาก E. 

cancerogenus RD4-1-1 สามารถชวยกระตุนการเจริญของรากไดดี รวมถึงลดเปอรเซ็นตการเกิดโรคไดมากกวา

กลุมควบคุม ซึ่งผลที่ไดมีทิศทางเดียวกับรายงานอ่ืนที่ผานมาของประสิทธิภาพ IAA ท่ีไดจากกลุมแบคทีเรีย 

(Apine and Jadhav, 2011; Bharucha et al., 2013) 
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บทที่ 6 

สรุปผลการดําเนินงานและขอเสนอแนะ 

 

กลาวโดยสรุปไดวา E. cancerogenus RD4-1-1 เปนแบคทีเรียกลุมเอนโดไฟทท่ีสามารถผลิต IAA และ

ผลิตสารปฏิปกษตอโรคพืชได ภายหลังการหาสภาวะเหมาะสมโดยการเลี้ยงในอาหารเหลว NB ท่ีมีแหลง

คารบอน ปริมาณสารชักนํา และสภาวะในการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสม แบคทีเรียสามารถเพ่ิมผลผลิต IAA ได โดย

ผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนสามารถเก็บรักษาไดนานมากกวา 1 เดือนในสภาพท่ีทําใหปลอดเชื้อและเก็บในระดับท่ี

อุณหภูมิ 4 ºC ซึ่งผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนสามารถยืนยันผลดวยวิธี TLC ท่ีคํานวณไดจากคา Rf รวมท้ัง IAA ที่ไดเมื่อ

ถูกเจือจางดวยความเขมขน 2.5 µM และนําไปทดสอบกับขาวพันธุ กข 31 พบวาสามารถกระตุนการงอกของ

รากได ดีเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ซึ่งจะเห็นไดวา IAA ที่ ไดจาก E. cancerogenus RD4-1-1 มี

ประสิทธิภาพในระดับหนึ่งท่ีจะนําไปใชกับขาวได 

 

 

ขอเสนอแนะ 

 

1. ควรมีการทดสอบเพ่ิมเติม หากตองการนํา IAA จาก E. cancerogenus RD4-1-1 ไปใชกับขาวพันธุ

อ่ืนๆ เพราะพันธุขาวและสภาวะการปลูกท่ีตางกัน ก็มีผลตอระดับปริมาณในการนํา IAA ไปใชกับพืช 

2. การทดสอบดังกลาวเปนงานที่อยูในระดับหองปฎิบัติการ หากตองการผลที่นําไปใชในแปลงควรมีการ

วิจัยเพ่ิมในระดับแปลงจริง 

3. ควรมีการเพ่ิมระดับปริมาณการผลิต IAA จากขอมูลสภาวะเหมาะสมที่ได เพ่ือใหเกษตรกรสามารถ

นําไปใชในแปลงพ้ืนที่จริงได 
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ภาพภาคผนวกที่ 1 หนาปกเลมบทคัดยอในการนําเสนอผลงาน 
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ภาพภาคผนวกท่ี 3 การรบัรางวัลชนะเลิศการนําเสนอผลงานแบบปากเปลาของนักศึกษา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


