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คํานํา 

 

รายงานวิจัยฉบบันี้เปนการศึกษาหารปูแบบการเตรยีมผลิตภัณฑกรดอินโดลแอซีติก (IAA) อยางงายจาก

แบคทีเรยีเอนโดไฟท โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือใหเกษตรกรสามารถเตรยีม และนําไปใชไดเอง เนื่องจากกอนหนานี้ไดมี

การศกึษาเพิ่มปริมาณการผลิต IAA จากแบคทีเรยีแตเปนการศึกษาในระดับหองปฏบิัติการในสภาพปลอดเชื้อ ซึ่ง

เปนไปไดยากหากเกษตรกรจะนําไปเตรียมเอง ดังนั้นหากตองการสงเสรมิใหเกษตรกรสามารถพึ่งพาตัวเอง และลด

การใชสารเคมี ทางผูวจิัยจึงทําการทดลองเพ่ือหาชุดรปูแบบอยางงาย เพ่ือใหเกษตรกรสามารถผลิตและนําไป

จัดการใชไดเองภายในแปลง โดยสามารถติดตอขอคําแนะนํา และกลาเชื้อไดจากทีมผูวิจัย 
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ชื่อโครงการ ศกึษารูปแบบการผลิตกรดอินโดลแอซิติกจากแบคทีเรียที่เหมาะสมสําหรับเกษตรกร 
 

บทคัดยอ  

 

Enterobacter cancerogenus RD4-1-1 เปนแบคทีเรียเอนโดไฟทที่ผลิตกรดอินโดลแอซีติก 

และมีคุณสมบัติในการเปนปฏิปกษตอ Curvularia sp. ถูกนํามาศึกษาหาวิธีการในการผลิต IAA อยางงายใหกับ

เกษตรกร การทดลองเริ่มตนทําในสภาพปลอดเชื้อไดผลิตภัณฑ IAA เทากับ 276.182 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรจาก

การเตรียมอาหารดวยวิธีการตม potato dextrosebroth (PDB) ที่ประกอบดวย 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของ

แอลทริปโตเฟนนาน 15 นาที ใชหัวเชื้อที่ละลายในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 1 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส 150 รอบตอนาที นาน 3 วัน ทั้งนี้ขอมูลดังกลาวถูกนํามาเปนตนแบบในการเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อผลิต IAA 

ในสภาพที่ไมปลอดเชื้อ โดยเตรียม PDB ที่ประกอบดวย 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของแอลทรปิโตเฟนลงในขวด

น้ําพลาสติก และใชชุดปมลมในการใหอากาศ บมที่อุณหภูมิหองนาน 3 วัน ปริมาณการผลิต IAA ลดลง เหลือ 

73.624 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตอยางไรก็ตามผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการเลี้ยงทั้ง 2 สภาวะถูกยืนยันวาเปน IAA 

ดวยวิธีโครมาโทรกราฟแผนบาง ผลิตภัณฑที่เตรียมในรูปแบบไมปลอดเชื้อซึ่งเปนตนแบบใหเกษตรกรนําไปใชถูก

เจือจางความเขมขนเทากับ 2.5 ไมโครโมลารเพื่อใชแชเมล็ดสําหรับนาหวาน พบวา IAA ที่ความเขมขนดังกลาว

สามารถสงเสริมการงอกในแปลงนาไดดีกวาการแชดวยน้ําเปลา 

 

คําสําคัญ : แบคทีเรยีเอนโดไฟท กรดอินโดลแอซิติก Enterobacter cancerogenus 
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Research Title Study on production pattern of indole acetic acid (IAA) produced by bacteria  

  that suitable for farmers  
 

Abstract 

 

An endophytic bacteria Enterobacter cancerogenus RD4-1-1 showed antagonistic 

effect against Curvularia sp. Investigation of a simple way to produce indole acetic acid (IAA) for 

agricultural extension were studied.  The IAA productivity was 276. 182 microgram per milliliter in 

potato dextrose broth supplemented with 500 microgram per milliliter of L-tryptophan using 1% 

inoculums by aseptic techniques and incubated at 30 oC for 3 days with 150 rpm on a rotary 

shaker.  Non- aseptic fermentation was examined by the previous aseptic culture condition.  The 

aseptic production was performed in potato dextrose broth supplemented with 500 microgram 

per milliliter of L-tryptophan in plastic bottle with air pump incubated at room temperature for 3 

days. The aseptic productivity of IAA was decreased to be 73.624 microgram per milliliter. The IAA 

productions of aseptic and non-aseptic were confirmed by Thin layer chromatography (TLC). The 

prototype IAA product was diluted to 2. 5 micromolar and used as seed soaking for paddy sow 

field with significantly increase seed germination compared with water soaking.  

 

Keywords : Endophytic bacteria, Indole-3- acetic acid, Enterobacter cancerogenus 
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บทที่ 1 

ความเปนมาและวัตถุประสงค 

 
1)  ขอมูลของโครงการ 

ชื่อโครงการ   ศึกษารูปแบบการผลิตกรดอินโดลแอซิติกจากแบคทีเรยีที่เหมาะสมสาํหรับเกษตรกร         

   Study on production pattern of indole acetic acid (IAA) produced by bacteria  

   that suitable for farmers  

ระยะเวลาของโครงการ  10  เดือน 

งบประมาณรวม  200,000.00  บาท 
 

2)  ขอมูลของหัวหนาโครงการ 

 ดร.เสาวภา เขียนงาม 

 Dr. Saowapar Khianngam 

 สาขาความชาํนาญ  จุลชีววิทยา เภสัชเคมีและผลิตภัณฑธรรมชาติ 

 หนวยงานตนสังกัด คณะสัตวศาสตรและเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร 

 สถานที่ตดิตอ    มหาวิทยาลยัศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี ตําบลสามพระยา 

อําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุร ี

 โทรศพัท       0-3259-4038 โทรสาร       0-3259-4038 

  โทรศพัทเคลื่อนที่    0-81-2936604 

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

หนาที่ :    ทดสอบรูปแบบการผลิตกรดอินโดลแอซิติกจากแบคทีเรยี ใหเหมาะสมกับ 

เกษตรกร 

สัดสวนที่ทํางานวิจัย 40 เปอรเซน็ต 

 

ลายมือชื่อ………………………………………………..... 

                     (ดร.เสาวภา เขียนงาม) 

 

3)  คณะผูวิจัย 

 ผูรวมโครงการ  

 รศ.ดร. พรรณธิภา ณ เชียงใหม  

 Assoc. Prof. Dr. Pantipa Na Chiangmai 

 สาขาความชาํนาญ  วิทยาศาสตรดุษฎีบัณฑิต (เทคโนโลยีการผลิตพืช) 

 หนวยงานตนสังกัด:  คณะสัตวศาสตรและเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร  
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 สถานที่ตดิตอ   มหาวิทยาลยัศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี ตําบลสามพระยา  

    อําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุร ี

 โทรศพัท   032-594038    

 โทรสาร   032-594038  

 โทรศพัทเคลื่อนที ่  0-81-1995360 

 E-mail:   mchiangmai@gmail.com, nachiangmai@silpakorn.edu 

 หนาที่ :    ทดสอบกรดอินโดลแอซีติกที่ผลติไดจากแบคทีเรียกับการเจริญเติบโตของ 

    ขาว   

    สัดสวนที่ทํางานวิจัย 30 เปอรเซน็ต 

 

ลายมือชื่อ………………………………………………..... 

                     (รศ. ดร.พรรณธิภา ณ เชียงใหม) 

 

 ดร.ศริพรรณ สุคนธสิงห 

 Dr. Siraphan Sukhonthasing 

 สาขาความชาํนาญ  จุลชีววิทยา เภสัชเคมีและผลิตภัณฑธรรมชาติ 

 หนวยงานตนสังกัด ภาควิชาเทคนิคการสัตวแพทย คณะเทคนิคการสัตวแพทย 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 

 สถานที่ตดิตอ     คณะเทคนิคการสัตวแพทย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 โทรศพัท       02-579-8574 

 โทรสาร        02-579-8571 

  โทรศพัทเคลื่อนที่    0-86-5337939 

 E-mail:    cvtsrp@ku.ac.th 

หนาที่ :    รวมวิจัยการทดสอบรูปแบบการผลิตกรดอินโดลอะซติิกที่เหมาะสมกับ 

เกษตรกร 

    สัดสวนที่ทํางานวิจัย 10 เปอรเซน็ต 

 

  ลายมือชื่อ……………………………………………….. 

        (ดร.ศิรพรรณ สุคนธสิงห) 
 

 นางสาวพิมพใจ มีตุม 

 Miss Pimjai MeetµM 

 สาขาความชาํนาญ  จุลชีววิทยา โรคพืช 

 หนวยงานตนสังกัด คณะสัตวศาสตรและเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร 
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 สถานที่ตดิตอ    มหาวิทยาลยัศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี ตําบลสามพระยา 

อําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุร ี

 โทรศพัท       0-3259-4038 

 โทรสาร        0-3259-4038 

  โทรศพัทเคลื่อนที่    0-87-7931518 

 E-mail:    pim_jai13@ hotmail.com 

หนาที่ :    รวมวิจัยการทดสอบรูปแบบการผลิตกรดอินโดลอะซติิกที่เหมาะสมกับ 

เกษตรกร 

    สัดสวนที่ทํางานวิจัย 10 เปอรเซน็ต 

 

  ลายมือชื่อ……………………………………………….. 

         (นางสาวพิมพใจ มีตุม) 

 

 นางสาวชนาพร ตระกูลแจะ   

 Miss Chanaporn Trakunjae 

 สาขาความชาํนาญ   จุลชีววิทยา 

 หนวยงานตนสังกัด:  ฝายนาโนเทคโนโลยีและเทคโนโลยีชีวภาพ หองปฏิบัติการเทคโนโลยี 

    เอนไซมและจุลนิทรยี สถาบนัคนควาและพัฒนาผลิตผลทาง 

    การเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร 

 สถานที่ตดิตอ     สถาบนัคนควาและพัฒนาผลติผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรม 

    เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  50 ถนนพหลโยธิน แขวงลาดยาว  

    เขตจตุจักร กรุงเทพ 10900 

 โทรศพัท   02-942-8600-3 ตอ 703 

 โทรศพัทเคลื่อนที่   0-95-0592200 

 E-mail:   aapcpt@ku.ac.th 

 หนาที่ :    รวมวิจัยการทดสอบรูปแบบการผลิตกรดอินโดลอะซติิกที่เหมาะสมกับ 

    เกษตรกร 

    สัดสวนที่ทํางานวิจัย 10 เปอรเซน็ต 

 

  ลายมือชื่อ……………………………………………….. 

         (นางสาวชนาพร ตระกูลแจะ) 
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4)  วัตถุประสงคของโครงการ 

 ศึกษารูปแบบการผลิตที่เหมาะสมกับการผลิตระดับแปลงของกรดอินโดลแอซีติกจากแบคทีเรียสําหรับ

เกษตรกร (การผลิตระดับแปลง หมายถึง มีการผลิตที่เนนความสามารถในการดําเนินการไดเองโดยเกษตรกรหรือ

ชุมชน ที่อาจมีโอกาสในการปนเปอนเชื้อจุลินทรียไดสูงกวาในหองปฏิบัติการดวยเชนเดียวกัน) 

 

5)  หลักการและเหตุผล 

กรดอินโดลแอซีติก (Indole acetic acid, IAA) เปนฮอรโมนพืชในกลุมออกซินธรรมชาติที่สําคัญ เปน

ของแข็ง และไมมีสี ทําหนาที่เก่ียวของกับการพัฒนาของเซลล และกระบวนการทางสรีรวิทยาของพืช ในพืชบาง

ชนิดมีความจําเปนตองใช IAA เปนอยางมากเพื่อใชในระยะเริ่มตนในการเปลี่ยนแปลงเซลลเพื่อสรางอวัยวะ แตถา

หากมีมากเกินไป สําหรับพืชบางชนิดก็อาจทําใหเกิดการยับยั้งการพัฒนาของเซลลพืชได ดังนั้นหากพืชไดรับ IAA 

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

IAA ที่เกษตรกรนํามาใชกับพืชโดยสวนใหญถูกนําเขามาจากตางประเทศ ทําใหมีราคาคอนขางสูง มากไป

กวานั้นผลิตภัณฑดังกลาวสวนใหญยังอยูในรูปสารเคมีสังเคราะหที่ออกฤทธ์ิรุนแรง และยากตอการควบคุมเมื่อ

นําไปใชกับพืช ดังนั้นแนวทางแกไขปญหาในปจจุบันเพื่อใหทิศทางการเกษตรกรรมเปนไปอยางปลอดภัย มี

ความกาวหนาและยั่งยืนไดนั้น จึงไดมีการนําเทคโนโลยีชีวภาพมาใชเพื่อแกปญหาหรือบรรเทาความเสียหายของ

พืช โดยแนวทางเลือกดังกลาวคือการใชผลิตภัณฑธรรมชาติทดแทนการใชสารเคมี อาทิเชน การใช IAA ที่ผลิตได

จากทรพัยากรชีวภาพ (Leveau and Lindow, 2005; Kukavica et al., 2007)  

กลุมจุลินทรียทั้งแบคทีเรีย แอคติโนมัยซีท เชื้อรา และยีสต เปนทรัพยากรทางชีวภาพที่มีรายงานวามี

ความสามารถในการผลิต IAA ได (Khan et al., 2014; Nutaratat et al., 2015; Syamsia et al., 2015) ทั้งนี้

บางสายพันธุยังถูกรายงานเพิ่มเติมวามีความสามารถดานอ่ืนที่ชวยสงเสริมการเจริญของพืชดวย เชน การชวยตรึง

ไนโตรเจน การเปนปฏิปกษตอโรคพืชและแมลง สามารถผลิตไซเดอโรฟอร และสามารถยอยสลายฟอสฟอรัสได 

เปนตน (Hayat et al., 2010) ดังนั้นผลิตภัณฑทางชีวภาพจากจุลินทรยีจึงเปนทางเลือกในการนําไปใช ซึ่งจุลินทรยี

หนึ่งสายพันธุอาจใหผลมากกวาหนึ่งประการในการสงเสริมการเจริญของพืช และมีความปลอดภัย 

จากงานวิจัยที่ผานมาทางคณะผูวิจัยไดทําการคัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจากเมล็ดขาวไรพันธุพื้นเมือง 

ไอโซเลท RD4-1-1 ซึ่งมีความสามารถในการผลิต IAA ไดดี และเมื่อนําไปทดสอบในหองปฏิบัติการในระยะงอก

และตนออนของขาว พบวามีแนวโนมที่ดีในการชวยสงเสริมการเจริญของขาว (ที่มาจากการศึกษาวิจัยของกลุมวิจัย

ทั้งที่ไดรับทุนและไมไดทุนจาก สกอ. กอนหนานี้) ภายหลังเมื่อทําการพิสูจนเอกลักษณพบวาเปนแบคทีเรียในกลุม

จีนัส Enterobacter cancerogenus ซึ่งกอนหนานี้เคยมีรายงานวาเปนแบคทีเรียสงเสริมการเจริญของพืช (Jha 

and Patel, 2012) ดังนั้นจึงมั่นใจในความปลอดภัยถานําไปใชใหเกิดประโยชนกับพืช 

 แตอยางไรก็ตามการนํา IAA จากแบคทีเรียไปทดสอบกับการเจริญของขาวของคณะผูวิจัยยังทําอยูใน

ระดับหองปฏิบัติการ และวิธีการเตรียมผลิตภัณฑดังกลาวจากแบคทีเรียยังอยูในระดับปลอดเชื้อไมวาจะเปนการ

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ การเตรียมหัวเชื้อ และการนําผลิตภัณฑไปใชกับพืช ดวยเหตุนี้หากตองการสนับสนุนให
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เกษตรกรลดการใชสารเคมี และหันมาใชผลิตภัณฑทางชีวภาพที่สามารถจัดการไดเองจึงดูเปนเรื่องยาก ดังนั้น

เปาหมายในงานวิจัยนี้จึงตองการทดสอบการเตรียมผลิตภัณฑ IAA จากแบคทีเรียในรูปแบบอยางงายสําหรับ

เกษตรกรแบบไมปลอดเชื้อ เพ่ือศึกษาความสามารถในการผลิต IAA ของแบคทีเรียในสภาวะที่ตองใชจริง รวมทั้ง

ทําการเปรียบเทียบความสามารถของผลิตภัณฑที่เตรียมทั้งรูปแบบปลอดเชื้อ และไมปลอดเชื้อในการสงเสริมการ

เจริญเติบโตของขาว โดยผลวิจัยที่เกิดข้ึนสามารถนําไปถายทอดใหแกเกษตรกรผูปลูกขาวในพื้นที่อําเภอหัวหิน 

จังหวัดประจวบครีขีันธ ได  

 

6)  ผลการดําเนินงานตลอดโครงการ 

1. E. cancerogenus RD4-1-1 ซึ่งเปนแบคทีเรยีเอนโดไฟทที่คดัแยกไดจากเมล็ดขาวไรพันธุพื้นเมือง ถูก

นําออกมาจาก stock culture และทดสอบการผลิตฮอรโมน IAA เริ่มตน พบวายังมีการสรางฮอรโมนในปริมาณ

ใกลเคยีงเดมิเทียบเทากับการคดัเลือกเริ่มตน 

2. ศึกษารูปแบบการเตรียมผลิตภัณฑ IAA อยางงายในระดับหองปฏิบัติการในสภาพปลอดเชื้อ โดย

เริ่มตนศึกษาจาก 3 องคประกอบที่สําคัญ คือ รูปแบบการเตรียมหัวเชื้อในสภาพของเหลว อาหารเล้ียงเชื้อสูตร

อยางงาย และสภาวะเพาะเลี้ยงในการผลิต IAA ซึ่งหมายรวมถึง ระดับสารตั้งตน อากาศ ระยะเวลาในการเลี้ยง 

และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

3. ศึกษารูปแบบการเตรียม IAA ในรูปแบบอยางงายที่เกษตรกรสามารถนําไปเตรียมใชไดเองในสภาพไม

ปลอดเชื้อ โดยใชขอมูลจากผลการทดลองขอ 2 

4. ทําการยืนยันผลิตภัณฑ IAA ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแผนบาง โดยเปรียบเทียบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึน

จากการเลี้ยงในสภาพของขอ 2 และ 3 

5. ทดสอบคุณสมบัตบิางประการของ IAA (ที่ผานการฆาเชื้อกอนนําไปใช) ที่เตรียมไดจากขอที่ 3 ไปทํา

การแชเมล็ดขาว และทําการฉีดพนในแปลงนา 

6. สรุปผลโครงการ นําผลการศกึษาในหองปฏิบัติการ และแปลงนา ไปเผยแพรใหเกษตรกร ชุมชน (ผล

รายงานอยูในแผนงานวิจัย) 
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ตารางที่  6.1 ตารางสรุปผลงานวิจัยตลอดโครงการ 
 

    

ผลงานตลอดโครงการ วัตถุประสงค แผนงานวิจัย นักวิจัยที่รับผิดชอบ 

   

ศึกษารูปแบบการผลิตที่

เหมาะสมกับการผลิต

ระดับแปลงของกรดอิน

โ ด ล แ อ ซี ติ ก จ า ก

แ บ ค ที เ รี ย สํ า ห รั บ

เกษตรกร 

1.1 นําแบคทเีรียออก

จาก stock และ

วิเคราะหปริมาณ IAA 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

 

1.1 แบคทีเรียเอนโดไฟตยังมี

ความสามารถในการผลติ IAA ได 

 

1.2 ศึกษารูปแบบการ

เตรียมผลิตภัณฑ IAA 

อยางงายในระดับ

หองปฏิบัติการใน

สภาพปลอดเช้ือ 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

2. ดร. ศิรพรรณ สุคนธ

สิงห 

3. นางสาวชนาพร ตระกลู

แจะ 

1.2 ไดขอมูลการผลิต IAA อยาง

งายจาก 3 ปจจัย คือ รูปแบบการ

เตรียมหัวเชื้อ อาหารเลี้ยงเช้ือสตูร

อยางงาย และสภาวะในการ

เพาะเลี้ยงเชื้อ 

1.3 ศึกษารูปแบบการ

เตรียม IAA ในรูป

แบบอยางงายที่

เกษตรกรสามารถ

นําไปเตรียมใชไดเอง

ในสภาพไมปลอดเชื้อ 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

2. นางสาวพิมพใจ มีตุม 

 

1.3 ไดผลติภัณฑ IAA ทีไ่ดจาก

การเตรียมในสภาพที่ไมปลอดเชื้อ 

1.4 ทําการยืนยัน

ผลิตภัณฑ IAA จาก

แบคทีเรียดวยเทคนิค

โครมาโทกราฟ 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

 

1.4 ยืนยันผลิตภัณฑ IAA จาก

แบคทีเรียที่ผลิต 

1.5 ทดสอบคุณสมบัติ

ของ IAA ที่เตรียมได

จากในสภาพไมปลอด

เช้ือในแปลงนาทดลอง 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

2. รศ.ดร.พรรณธิภา ณ 

เชียงใหม 

 

1.5 IAA สามารถนําไปใชไดจริงใน

แปลงนาทดสอบ 

 

1.6 เผยแพรงานวิจัย

ใหกับเกษตรกร และ

ชุมชน 

1. ดร. เสาวภา เขียนงาม 

2. รศ.ดร.พรรณธิภา ณ 

เชียงใหม 

3. นางสาวพิมพใจ มีตุม 

 

1.6 เกษตรกรไดรับการถายทอด

เทคโนโลยีการผลติ IAA ในรูป

แบบอยางงายในสภาพไมปลอด

เช้ือ 
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7)  ดัชนีช้ีวัดความสําเร็จ (โปรดระบุถึงสิ่งที่ไดรับเมื่อสําเร็จโครงการตามดัชนีชี้วัดความสําเร็จในขอเสนอโครงการฉบับ

สมบูรณ และแสดงหลักฐานประกอบแนบมาดวย)  

 

ผลงาน ดัชนีชี้วดัความสาํเร็จ หลักฐานประกอบ 

เชน รายงานวิจัย 

1. ตนแบบผลิตภัณฑ (โปรดระบุ) -  

2. เทคโนโลยีใหม (โปรดระบุ) -  

3. กระบวนการใหม (โปรดระบุ) -  

4. องคความรู (โปรดระบุ) โครงการท่ี 2 ไดรปูแบบการเตรียม IAA แบบพาสเจอรไรซอยางงาย 

เพื่อใหเกษตรกรสามารถเตรยีมเพื่อใชในแปลงไดเอง 

 
ภาพประกอบการ

เตรยีมผลติภัณฑ IAA 

อยางงาย 

5. การใชประโยชนเชิงพาณิชย 

5.1 เพิ่มรายได 

5.2 ลดตนทุนการผลิต 

5.3 ทดแทนการนําเขา 

5.4 เพิ่มการสงออก 

5.5 การถายทอดเทคโนโลยี 

5.6 อื่นๆ 

-  

6. การใชประโยชนเชิงสาธารณะ 

6.1 การฝกอบรม 

6.2 การถายทอดองคความรู 

6.3 การกระจายรายได 

6.4 ดัชนีความสุข 

6.5 สุขภาวะ 

6.6 การแกปญหาสิ่งแวดลอม 

6.7 อื่นๆ 

 -  

7. การผลิตนักศึกษา 

7.1 ปรญิญาตรี 

7.2 ปรญิญาโท 

7.3 ปรญิญาเอก 

- 

จํานวน............คน ชื่อ..................................... 

จํานวน............คน ชื่อ..................................... 

จํานวน............คน ชื่อ..................................... 

 

8. ทรัพยสินทางปญญา (อนุสิทธิบัตร/ 

สิทธิบัตร / ลิขสิทธิ์ ฯลฯ) 

-  

9. บทความทางวิชาการ 

9.1 วารสารในประเทศ 

 

จํานวน............เรื่อง  
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ผลงาน ดัชนีชี้วดัความสาํเร็จ หลักฐานประกอบ 

เชน รายงานวิจัย 

9.2 วารสารในระดับนานาชาติ 

9.3 เอกสารเผยแพร 

ชื่อเรื่อง................  ชื่อวารสาร............ ปที่พิมพ.................. 

10. การเสนอผลงานในการประชุม 

10.1 การประชุมระดับชาติ 

10.2 การประชุมระดับนานาชาติ 

- 

จํานวน............ครั้ง  

ชื่อการประชุม................วันที่.............. สถานที่............... 

 

 

8) งบประมาณโครงการ 

รายการ 
งบประมาณจาก สกอ 

จํานวนเงิน (บาท) 

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

คาทํางานนอกเวลาราชการในวันหยุดราชการ  

โครงการวิจัยที่ 2 (420 บาท x 5 คน x 4 วัน) 

 

 

8,400 

รวมหมวดคาตอบแทน 8,400 

2.  หมวดคาจาง  (ผูชวยวิจัยและเจาหนาที่อืน่ๆ) - 

รวมหมวดคาจาง - 

3.  หมวดคาวัสดุ 

 3.1 วัสดุวิทยาศาสตร (สารเคมีเพาะเลี้ยงจลุินทรีย ชัก

นํา IAA จากจุลนิทรีย ตรวจสอบปริมาณ IAA จากจุลินทรีย, 

IAA สังเคราะหเพื่อสรางกราฟมาตรฐาน และนํามา

เปรียบเทียบผลที่มีตอพืชในหองปฏิบัติการ, อาหารเลี้ยง

เชื้อ)  

     3.2 วัสดุเชื้อเพลิง (น้ํามนัในการเดนิทางไปทําการวิจัย

ระหวางสถาบัน) 

     3.3 วัสดุอ่ืน ๆ เชน อุปกรณนํามาประกอบเพื่อการเลี้ยง

จุลินทรียอยางงาย 

 

50,000 

 

 

 

 

12,000 

 

10,000 

รวมหมวดคาวัสดุ 72,000 

4.  คาเดินทางระหวางปฏิบัติการในโครงการ - 

5.   คาจัดหาขอมูล และคาทํารายงาน - 

6. คาจางวิเคราะหหรือทดสอบตัวอยาง - 

7.   อื่นๆ  (โปรดระบ)ุ - 

รวม (บาท) 80,400 

 แปดหมื่นสี่รอยบาทถวน 
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หนังสือแสดงความเห็นเกี่ยวกับผลการดําเนินการของโครงการจากชุมชน/ทองถิ่นที่รวมโครงการ 
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บทที่ 2 

งานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

กรดอินโดลแอซีติก 

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

สงผานผลการควบคุมจากสวนหนึ่งของพืชไปยังสวนอื่นๆ 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

การเจริญเตบิโตและพัฒนาการของพืชหลายอยางประกอบโดย ชวยเพิ่มการยืดยาวของราก จํานวนขนรากและราก

แขนง ซึ่งเก่ียวของโดยตรงกับการนําสารอาหารเขาสูรากพืช นอกจากนี้ IAA ยังมีบทบาทกระตุนการแบงเซลล เพิ่ม

การเลือกผานของน้ําเขาสูเซลล ลดแรงดันเซลล เพิ่มการสังเคราะหผนังเซลล ชักนําการสังเคราะหโปรตีน และชัก

นําดอกและผล (Woodward and Bartel, 2005) 

 
 

ภาพที่ 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สรุปวิถีชีวสังเคราะห (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 ซึ่งสังเคราะหเริ่มตนจาก tryptophan นี้ผานตัวกลางแตกตางกันไป ไดแก indole-3-acetamide 

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

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

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

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

สรางโดยยีนส AM1 ซึ่งการสังเคราะหผานวิถีนี้มีการกระจายอย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ทั่วไปในพืชชั้นสูง สาหราย มอส และไลเคนส นอกจากกลุมพืชแลว ยังพบวา

มีจุลินทรียอีกหลายชนิดที่สามารถผลิต IAA ได โดยเฉพาะกลุมที่เจริญอยูบริเวณรอบรากพืช และจุลินทรียมีชีวิตที่

อาศยัภายในเนื้อเย่ือพืช ที่เรียกวา endophyte (Lin and Xu 2013; Mohite, 2013) 

 การสังเคราะห IAA จากแบคทีเรียสามารถอธิบายไดจากภาพที่ 2 โดยการเกิดขึ้นของ IAA จากแบคทีเรีย

อยางนอยตองผานกระบวนการสังเคราะห 3 วิถีดวยกัน โดยแตละวิถีจะมีสารตัวกลางสําคัญที่ตางกันออกไป วิถีที่

พ บ 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 ทั้งนี้แบคทีเรียแต

ละชนิดจะมีความสามารถในการสังเคราะห IAA ที่แตกตางกันออกไป ซึ่งการสังเคราะหดังกลาวมีความสําคัญตอ

การดาํรงชีวิตและบทบาทหนาที่ในการเจริญเติบโต (Olanrewaju et al., 2017) 

 

 
 

ภาพที่ 2 วิถีการสังเคราะห IAA จากแบคทีเรียที่ทราบกลไก เสนประแสดงปฏิกิริยาที่ไมเกี่ยวของกับเอนไซม 

(Olanrewaju et al., 2017) 
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จุลินทรีย endophyte 

  Fu et al. (2015) รายงานวา IAA สามารถพบไดจากพืช เนื่องจากเปนฮอรโมนที่พืชสามารถสรางใชเอง

ได นอกจากนี้ยังพบไดจากจุลินทรีย โดยเฉพาะกลุมแบคทีเรยี และเชื้อรา แตอยางไรก็ตามไดมีการรายงานวา หาก

พืชที่สามารถสราง IAA ไดเองนั้น พบวามีปญหาตอการติดเชื้อสาเหตุโรคพืช สงผลใหพืชเกิดความเครียด จะทําให

สภาวะจากการผลิต IAA จากพืชเองอยูในสภาวะที่ไมสมดุล สงผลใหกระบวนการในการพัฒนาเซลลพืชถูกยับย้ัง 

และเปนสาเหตุใหเกิดกอน tumor และ gall ในพืชได นอกจากนี้สภาวะเครียดในรูปแบบของการขาดน้ําก็มี

ผลกระทบตอการเปลี่ยนแปลงระดับการผลิตของฮอรโมนตาง ๆ ภายในตนพืช รวมทั้งออกซิน (Zhu, 2002; 

Abdoli et al., 2013) ไดเชนเดียวกัน ดังนั้นการพิจารณาเสริม IAA ใหกับพืชจึงเปนสิ่งสําคัญ โดยแหลงของ

ผลิตภัณฑดังกลาวที่เปนสารทางชีวภาพถูกผลิตไดมาจากจุลินทรีย ทั้งนี้การเลือกจุลินทรียเพื่อผลิตสารดังกลาวจึง

ควรพิจารณาถึงความปลอดภัยเมื่อใชกับพืช โดยมั่นใจวาเมื่อนําไปใชแลวไมกอใหเกิดปญหาซ้ําใหกับพืช โดยสวน

ใหญจุลินทรยีที่ถูกพิจารณาใชในการสงเสริมการเจริญของพืช เชน จุลินทรยีกลุมเอนโดไฟท 

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

ความสัมพันธกับพืชแบบ mutualistic symbiosis จุลินทรีย endophyte สรางสารประกอบหรือปฏิกิริยาบาง

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

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

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

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

  แบคทีเรียเอนโดไฟทที่พบจากพืชหลายสปชีส พบวามีทั้งแบคทีเรยีแกรมบวกและแกรมลบ โดยจีนัสที่พบ

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

พืชที่ผานการฆาเชื้อแล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จากเนื้อเยื่อเมล็ดขาวอินทรีย  พบกลุมจีนัส 

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

14.58 µg/ml ซึ่งสามารถนําไปพัฒนาเพื่อปรับปริมาณผลผลิตใหมากขึ้นในอนาคต  

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

grapes พบวาแบคทีเรียที่คัดเลือกได 6 ไอโซเลท อยูในจีนัส Bacillus และสามารถผลิต IAA ไดทั้งหมด โดยทั้งนี้

บางไอโซเลตสามารถผลิต siderophore หรือเอนไซมไลเปส หรือโปรติเอสได จากการทดลองจะเห็นวาแบคทีเรีย

เอนโดไฟทเปนแหลงของผลิตภัณฑที่สําคัญทางอุตสาหกรรม 

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

เอนโดไฟท Sphingomonas sp. LK11 ที่สามารถผลิตฮอรโมนพืช gibberellins (GAs) และ IAA (11.23 ± 0.93 
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µM/ml) ได จากผลการทดลองพบวาตนมะเขือเทศมีการเจริญเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม

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

ผลิตจากแบคทีเรยีเอนโดไฟทสามารถชวยเพ่ิมการเจริญของพืชได 

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

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

พ บ ว 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 

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

ที่เปนประโยชนตอพืชดังตารางที่ 1 จากขอมูลจะเห็นวาแบคทีเรยีกลุมดังกลาวที่อาศัยอยูกับพืชก็สามารผลิตสารที่มี

ประโยชนใหกับพืชไดเชนกัน 

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

แบคทีเรยีที่คัดแยกไดจากแหลงที่เก่ียวของกับพืช เชน บริเวณรอบรากพืช (ตารางที่ 2) (Hayat et al., 2010) ดังนั้น

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

พืช 

 

ตารางที่ 1 แบคทีเรยีเอนโดไฟทและบทบาทในการกระตุนการเจริญของพืช 
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ตารางที่ 2 การผลิต plant growth regµlators (PGRs) โดย rhizobacteria และการตอบสนองตอพืช (Hayat et 

al., 2010) 
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สภาวะเหมาะสมในการผลิต IAA และการนําไปใชกับพืช 

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

สารตั้งตนในชวงแบคทีเรยีเจริญเตบิโตไดสูงที่สุด (Log phase) ดังนั้นการเพ่ิมปริมาณการผลิต IAA จะเก่ียวของกับ

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

ในการเพาะเลี้ยง แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และปริมาณสารตั้งตนของ L-tryptophan เปนตน 

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

แบคทีเรียแสดงการผลิต IAA ไดสูงสุดที่ 27.5 mg/l ในสภาวะที่มี 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นพืชเพิ่มข้ึน 

เชนเดียวกัน ดังนั้นจึงไดขอสรุปวา IAA จากแบคทีเรียสามารถนําไปประยุกตใชกับการเกษตรกรรมได ซึ่งการ

นําไปใชจริงในแปลงทดสอบ ควรมีปริมาณ IAA ในระดับที่มากพอสมควร ดังนั้นการทดลองโดยปรับปจจัยทั้งหลาย

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

IAA จาก Streptomyces CMU-H009 โดยศึกษาปจจัยที่เก่ียวของทั้งหลายที่ทําใหแบคทีเรียสามารถเพิ่มปริมาณ

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

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

diazotrophicus L1 โดยพบวาการเพิ่มความเขมขนของซูโครส และชนิดของแหลงไนโตรเจนทีห่ลากหลาย รวมทั้ง

การใหอากาศทําใหแบคทีเรียมีการผลิต IAA ไดสูงขึ้น (26.28 µg/ml) โดยสูตรอาหารที่ใช 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) ที่ 

200 rpm จากนั้นเมื่อทําการทดสอบกับขาวโพดพบวามวลชีวภาพของรากและลําตนเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุม

ควบคุม 

 Apine and Jadhav (2011) ศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเพิ่มการผลิต IAA จาก

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

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

สูงที่สุด 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วงระยะเวลาสั้น สามารถ

นําไปเพิ่มปริมาณการผลิตได 

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

sp. โดยคัดเลือกปจจัยสภาวะการเพาะเลี้ยง เชน pH อุณหภูมิ และสารตั้งต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-
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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 อาหารเลี้ยงเชื้อ pH อุณหภูมิ สภาวะการใหอากาศ และระยะเวลาใน

การเพาะเลี้ยง พบวาแบคทีเรียใหคา IAA ไดสูงที่สุด 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 ในแบคทีเรยี Enterobacter sp. DMKU-RP206 ไดถึง 13.4 

เทา (5,561.7 mg/l) ภายใตสภาวะการเลี้ยงอาหาร TSB ที่ประกอบด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มที่ 30 ºC ดวย 200 

rpm 

  จากรายงานที่ผานมาจะเห็นไดวาจุลินทรยีแตละชนดิมีความตองการสารอาหาร แหลงคารบอน ไนโตรเจน 

เกลือแร รวมทั้งสภาวะ pH อุณหภูมิ และอากาศที่แตกตางกันออกไป ดังนั้นการศึกษาหาสภาวะเหมาะสมสําหรับ

แบคทีเรยีแตละชนิดเพื่อเพิ่มการผลิตผลิตภัณฑจึงมีความสําคัญ 

  นอกจากการเพิ่มการผลิต IAA ใหสูงข้ึนจากสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลว การเก็บ

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

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

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

(carbon, nitrogen and phosphorus) โดยใช fly ash เปนที่ยึดใหกับแบคทีเรีย (immobilization) เพื่อใช

สําหรับเพิ่มปริมาณเซลล จากนั้นทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิหองนาน 12 สัปดาห และทําการทดสอบปริมาณเชื้อ

และผลิตภัณฑ ผลการทดลองแสดงถึงขอดีในการเก็บรักษาปริมาณเซลลและผลิตภัณฑที่สูงได  มีอายุการเก็บรักษา 

และปกปองผลิตภัณฑจากสิ่งแวดลอมไดยาวนานข้ึน  

 ทั้งนี้จากขอมูลขางตนโดยสรปุจะเห็นไดวาแบคทีเรียเปนแหลงของ IAA ที่สําคัญ และสามารถนําไปใชเพ่ือ

สงเสริมการเจริญของพืชหลากหลายชนิดได โดยแบคทีเรียแตละชนิดจะมีวิธีการเพาะเลี้ยงเพื่อใหเกิดสภาวะที่

เหมาะสมในการผลิต IAA สําหรับการนําไปใช แตอยางไรก็ตามขั้นตอนการเตรียมเพ่ือผลิต IAA ยังอยูใน

หองปฏิบัติการซึ่งอยูในระดับปลอดเชื้อ ดังนั้นหากผลการทดลองมีแนวโนมไปในทางที่ดี การเพิ่มผลผลิตของ IAA

เพื่อเอาไปใชในระดับแปลงจึงเปนสิ่งที่ตองทําลําดับถัดไป เพื่อเปนแนวทางใหกับเกษตรกรสามารถเตรียมและ

นําไปใชไดเอง 
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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 ขวดรปูชมพูหรือฟลาสก (Erlenmeyer flask) ขนาด 100, 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 

1.1.3 จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 

1.1.4 แผน slide 

1.1.5 Autopipette ขนาด 20, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร 

1.1.6 หวงเขี่ยเชื้อ (Inoculating loop) 

1.1.7 เข็มเข่ียเชื้อ (Needle) 

1.1.8 ตูบมเพาะเชื้อ (Incubator) 

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

1.1.10 ตูเย็น (Refrigerator) 

1.1.11 ตูแชแข็ง (Freezer) 

1.1.12 หมอนึ่งฆาเชื้อภายใตความดนัไอน้ํา  (Autoclave)  

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

1.1.14 เครื่องปนเหวี่ยงสาร (Centrifuge) 

1.1.15 เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer) 

1.1.16 เครื่องอานถาดไมโครเพลท (Microplate reader) 

1.1.17 ตูปลอดเชื้อ (Biological safety cabinet) 

1.1.18 เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 

1.1.19 กลองจุลทรรศน (Microscope) 

1.1.20 เครื่องปมลมมือถือ 2,500 วัตต 

1.1.21 สายยาง 

1.1.22 วาลวปรับแรงลม 

 

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) 
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1.2.5 ชุดยอมสีแกรมแบคทีเรยี 

1.2.6 แอลกอฮอล 70 และ 95% 

1.2.7 Nutrient broth (NB) [DifcoTM] 

1.2.8 Potato dextrose broth (PDB) [DifcoTM] 

1.2.9 ผงวุน (Agar) 

1.2.10 SodiuM Chloride (NaCl) [Ajax] 

1.2.11 Peptone [DifcoTM] 

 

2. วิธีการทดลอง 

2.1  การเตรียมเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟท 

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

ออกมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ปริมาตร 25 ml ที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 100 

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

นํา culture broth ที่ไดมาทําการเขี่ยเชื้อ (streak plate) ลงบนอาหาร Nutrient agar (NA) บม

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

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

จะทําการ subculture 

 

2.2  การทดสอบการผลิตกรดอินโดลแอซีติก (IAA) 

2.2.1  การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท RD 4-1-1 

เ ข่ีย RD4-1-1 จาก NA slant มาทําการปรับความขุนในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ให เทา กับ

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

ปริมาณหัวเชื้อ) ใสในฟลาสกขนาด 100 ml ที่บรรจุอาหาร 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ปริมาณ IAA  

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ที่อุณหภูมิหองนาน  20 นาที ทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 530 นาโน

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

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

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

 



 

 

Final Report ประจําปงบประมาณ 2560 

 

29

2.3  ศึกษารูปแบบการเตรียม IAA ในสภาพปลอดเชื้อ 

การเตรียมชุดการผลิต IAA ในข้ันนี้ผูวิจัยจะทําการศึกษาในระดับหองปฏิบัติการแบบปลอดเชื้อ

กอน โดยทดสอบองคประกอบสําคัญ 3 อยางดวยกัน เพื่อใหเกษตรกรสามารถนําไปเตรียมใชไดเองอยาง

งายในลักษณะแบบสําเร็จรูป ประกอบดวยหัวขอ ดังนี้ 

2.3.1 หัวเชื้อ (Inoculum) 

ทดสอบการเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียโดยการปรับหัวเชื้อลงในของเหลว 3 ชนิด คือ น้ํากลั่น

ปราศจากเชื้อ (DW), Peptone water (PW) และ 0.9% NaCl โดยใชระดับความขุนของเชื้อและอาหารใน

การเพาะเลี้ยงเพ่ือผลิต IAA เชนเดียวกับขอ 2.2.1 จากนั้นทําการวิเคราะหหาปรมิาณ IAA  

ศึกษาความคงตัวของปริมาณแบคทีเรยี และความสามารถในการผลิต IAA จากรูปแบบหัวเชื้อ

ในของเหลว 3 ชนิดที่ถูกเก็บไวในตูเย็น 4 ºC โดยทุกสัปดาหจะทําการตรวจสอบปริมาณหัวเชื้อที่คง

เหลืออยูดวยวิธีการ spread plate พรอมทั้งนําไปใชเพื่อเตรียมลงในอาหารใหม เพื่อดูความสามารถของ

แบคทีเรยีที่เหลืออยูในการเจริญเตบิโตเพื่อผลิต IAA ทําจนครบ 5 สัปดาห 

2.3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ (Medium) 

 หลังจากที่ไดรูปแบบหัวเชื้อในของเหลวในสภาวะที่ดี ท่ีสุดแลวจากขอ 2.3.1 ผูวิจัยจะนํา

รูปแบบหัวเชื้อที่ดีที่สุดมาทําการเพาะเลี้ยงเพ่ือหาปริมาณ IAA จากอาหาร 3 ชนิด คือ NB, PDB (มันฝร่ัง 

20 g/100 ml) และ PW (5 g/1 l) เพื่อทดสอบความสามารถในการผลิต IAA จากรูปแบบอาหารอยางงาย

ที่ใหคา IAA ดีที่สุด นอกจากนี้เมื่อไดอาหารชนิดที่ดีที่สุดแลวจะทําการทดสอบกับรูปแบบหัวเชื้อจาก

ของเหลว 3 ชนิดในขอ 2.3.1 ซ้ํา เพ่ือเปนการทดสอบวาไมวาจะเปนหัวเชื้อในรูปแบบใดอาหารชนิดนี้ก็

สามารถใหคาการผลิต IAA ไดดีท่ีสุด 

2.3.3 สภาวะในการเพาะเลี้ยง (Cultural condition) 

 ผูวิจัยเลือกศึกษาจาก 4 ปจจัย คือ ความเขมขนของ L-tryptophan, การมีอากาศ, ระยะเวลา

ในการเลี้ยง และรูปแบบการเตรียมอาหาร 

 2.3.3.1 ความเขมขนของ L-tryptophan หลังจากไดชนิดอาหารที่เหมาะสมแลว จะทําการ

ทดสอบระดับของสารตั้งตนที่ 100, 500 และ 1000 µg/ml 

 2.3.3.2 การมีอากาศ การทดลองในสวนนี้จะทําการเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อ

ผลิต IAA ในสภาพที่ไมมีอากาศ คือการวางไวในตูบมเชื้อ 30 ºC ในสภาพนิ่ง และสภาพที่มีอากาศโดยบมที่

ความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 30 ºC  

 2.3.3.3 ระยะเวลาในการเลี้ยง ทําการบมแบคทีเรียเพื่อผลิต IAA เปนระยะเวลาตั้งแต 1-5 วัน 

โดยแตละวันตองทําการวิเคราะหหาปริมาณ IAA  

 2.3.3.4 รูปแบบการเตรียมอาหาร ทดสอบการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ผานการฆาเชื้อดวย

วิธี autoclave เปรียบเทียบกับอาหารที่ผานการตม 100 ºC นาน 15 และ 30 นาที แลวทําการเพาะเลี้ยง

และวิเคราะหหาปริมาณ IAA 
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2.4 ศึกษารูปแบบการเตรียม IAA อยางงายในสภาพไมปลอดเชื้อ 

หลังจากไดรูปแบบการผลิต IAA อยางงายในรูปแบบปลอดเชื้อแลว ในข้ันตอนนี้จะทําการเลี้ยง

แบคทีเรยีในอาหารในสภาพที่ไมปลอดเชื้อ โดยใชชุดรูปแบบหัวเชื้อที่เหมาะสม (ขอ 2.3.1) เติมลงในอาหาร 

(ขอ 2.3.2) ปรมิาตร 1,000 ml ที่บรรจุในขวดพลาสติกขนาด 1,500 ml ท้ังนี้ทําการใหอากาศโดยใชชุดปม

ลมที่ตอกับสายยางโดยมีวาลวปรับลมเปนจุดปรับความแรงของอากาศ แลวตอเขากับขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง นาน 3 วัน แลวทําการวิเคราะหหาปริมาณ IAA  

กอนนํา IAA ไปใชกับการทดสอบกับพืชหรืองานอื่นๆ ผูวิจัยจะทําการฆาเชื้อผลิตภัณฑ IAA ที่ได 

ดวยวิธีการ Autoclave เพื่อปองกันการรบกวนจากตัวเชื้อแบคทีเรียกับงานวิจัย และทําการศึกษาความคง

ตัวของผลิตภัณฑ IAA เปนระยะเวลานาน 5 สัปดาห 

 

2.5  การยืนยันผลิตภัณฑดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบแผนบาง 

นํา culture broth ของแบคทีเรีย RD4-1-1 ในสภาวะการเลี้ยงแบบปลอดเชื้อ (ขอ 2.3) และ

สภาวะที่เลี้ยงแบบไมปลอดเชื้อ (ขอ 2.4) มาทําการปนเหวี่ยงที่ 4,000 rpm นาน 15 นาที ดูดสวนน้ําใสมา

ปรับ pH ดวย 1 N HCl ให pH เทากับ 2.5 แลวเติม Ethyl Acetate อัตราสวน 1:1 ลงในกรวยแยกขนาด 

500 ml ทําการเขยาจนแยกชั้น ไขเอาสวนลางทิ้ง และเทสวนบนใสในขวดกนกลมขนาด 250 ml นําไป

ระเหยด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) คํานวณหาคา Rf จากสูตร ดังนี้ 

Rf = Distance travelled by the solute 

Distance travelled by the solvent 

 

2.6  ทดสอบผลิตภัณฑ IAA ในแปลงเกษตรกร 

ผลิตภัณฑ IAA ที่เตรียมไดในสภาพไมปลอดเชื้อกอนนํามาใชงานกับพืชจะทําการฆาเชื้อดวย

วิธีการ autoclave เสียกอน แลวทําการเจือจางดวยน้ํากลั่นใหไดความเขมขน 2.5 µM (ความเขมขนที่

เหมาะสมจากโครงการยอยที่ 1 เม่ือทดสอบกับพืชในระดับหองปฏิบัติการ) 

การทดลองเริ่มตนดวยการใชผลิตภัณฑ IAA 2.5 µM แชขาวนาสวน พันธุ กข 43 หนึ่งคืน บม

เมล็ดจนงอกตุมราก จากนั้นจึงทําการหวานลงในแปลง และทําการพนในระยะตนออนดวย 2.5 µM IAA 

การศึกษามีการวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Complely randomized design; CRD) 

จํานวน 2 ซ้ํา เทียบกับกลุมควบคุมที่ทําการแชขาวดวยน้ําเปลา และไมไดทําการพนฮอรโมนในระยะตน

ออน พื้นที่ศกึษา 300 ตารางเมตรตอซ้ํา 
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การบันทึกขอมูลความสามารถในการโผลพนดินภายหลังการหวานในแปลงโดยการใหคะแนนการ

โผลพนดิน (Emergence score) และขอมูลความสูงภายหลังการแชและการพนที่อายุตาง ๆ ของตนออน

ขาว 

ดําเนินการวิจัย ณ แปลงเกษตรกร ตําบลทับใต อําเภอหัวหิน จังหวัดประจวบคีรีขันธ ระหวาง

เดือน มกราคม – มีนาคม 2562 
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บทที่ 4 

ผลการดําเนินงาน 

 

1. ขอมูลแบคทีเรยีเอนโดไฟท RD4-1-1 และการผลิตกรดอนิโดลแอซีตกิ (IAA) เริ่มตน 

แบคทีเรียเอนโดไฟท RD4-1-1 ถกูคัดแยกมาจากเมล็ดขาวไรพันธุพ้ืนเมอืงที่ปลูกในบริเวณโรงเรือน 

คณะสัตวศาสตรและเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร ถูกเก็บเปน stock culture ในตูแชแขง็ ณ 

หองปฏิบตัิการจุลชวีวิทยา คณะสัตวศาสตรและเทคโนโลยีการเกษตร 

ขอมูลเบื้องตนภายหลังการพิสูจนเอกลักษณ พบวาเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางแทง (ภาพที่ 3 (a)) 

ลักษณะโคโลนีสีครีมขาว, รูปราง irregµlar, ขอบ lobate, ผิว smooth และ ความสูงโคโลนีเปนแบบ flat (ภาพ

ที่ 3 (b)) เมื่อทําการเพาะเลี้ยงบนอาหาร NA บมที่อุณหภูมิ 30 ºC นาน  2 วัน 

 

 
 

ภาพที่ 3 ลกัษณะเซลลภายใตกลองจลุทรรศน ดวยเลนสตากําลังขยาย 100X (a) และลักษณะโคโลนี (b) ของ

แบคทีเรียเอนโดไฟท RD 4-1-1 

 

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 (ภาพท่ี 4) ดวย 99.5% similarity โดย Jha and Patel 

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

Jatropha curcas ได 

นอกจากนี้ E. cancerogenus RD 4-1-1 ถูกทดสอบความสามารถตอความไวของยาปฏิชีวนะ ตาม

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

Chloramphenicol, Piperacillin/Tazobactam และ Tetracycline ดังนั้นจึ งมั่ น ใจได ระดับหนึ่ งวา เชื้ อ

แบคทีเรียมีความปลอดภัยสามารถนํามาใชงานได 

ดานประโยชนกับพืช E. cancerogenus RD 4-1-1 มีความสามารถในการเปนปฏิปกษตอราโรคพืช คือ 

Curvularia sp. และ Fusarium sp. ดวยเปอรเซ็นตการยับย้ังที่ 52.14±3.92 และ 11.67±3.82 ตามลําดับ 

และภายใตการเล้ียงดวย 1% หัวเชื้อในอาหารเหลว NB + 100 µg/ml L-tryptophan บมที่ 30 ºC โดยใช
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ความเร็วรอบ 150 rpm นาน 3 วัน แบคทีเรียเอนโดไฟท RD4-1-1 แสดงการผลิต IAA ปริมาณ 49.21 µg/ml  

ซึ่งถือวาเปนปริมาณฮอรโมนเร่ิมตน 

 

 

ภาพที่  4 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 

 

2. ศึกษารูปแบบการเตรียม IAA ในสภาพปลอดเชื้อ 

ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต IAA ของแบคทีเรีย ไดแก รูปแบบการเตรียมหัวเชื้อ อาหารเล้ียงเชื้อสูตรอยาง

งาย และสภาวะในการเพาะเลี้ยงเชื้อ โดยวัตถุประสงคในการวิจัยเพ่ือใหเกษตกรสามารถเตรียมใชไดเองอยางไม

ยุงยาก โดยเฉพาะอาหารเลี้ยงเชื้อ แตอยางไรก็ตามขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนเบื้องตนเพื่อนําไปสูการคัดเลือกสภาวะ

ที่ดีและงายที่สุด ดังนั้นการทดลองทั้งหมดยังอยูในสภาพที่ปลอดเชื้อ  

2.1 รูปแบบหัวเช้ือ 

E. cancerogenus RD 4-1-1 ถูกนํามาปรับความขุนเชื้อในของเหลว 3 แบบคือ น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 

(DW), Peptone water (PW) และ 0.9% NaCl และใช 1% หัวเชื้อจากของเหลวแตละชนิดเติมลงในอาหาร 

NB+ 100 µg/ml L-tryptophan บมท่ี 30 ºC โดยใชความเร็วรอบ 150 rpm นาน 3 วัน 

จากการเก็บตัวอยางวิเคราะหทกุ 12 ชม. พบวาเวลาที่ 72 ชม. (3 วัน) แบคทีเรียแสดงคาการผลิต IAA 

ไดสูงที่สุดจากอาหารท่ีใชการปรับหัวเชื้อทั้ง 3 รูปแบบ โดยรูปแบบหัวเชื้อจาก DW ใหคาการผลิต IAA ไดดีที่สุด 

คือ 47.018 µg/ml ถัดมาคือ PW และ 0.9%NaCl ที่ 36.748 และ 35.537 µg/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 5) 

 

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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ภาพท่ี 5 ปริมาณ IAA (µg/ml) จากอาหารที่ใชรูปแบบการปรับหัวเช้ือในของเหลว 3 แบบ คือ DW, PW และ 

0.9%NaCl  

 

 
 

ภาพที่ 6 ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/ml) จากการเตรียมหัวเช้ือทั้ง 3 รูปแบบ ที่เก็บภายใตอุณหภมูิ 4 ºC นาน 5 

สัปดาห 

 

ผลการศึกษาความคงตัวของปริมาณแบคทีเรีย และความสามารถในการผลิต IAA จากการเตรียมหัวเช้ือ 

ทั้ง 3 รูปแบบ ที่เก็บภายใตอุณหภูมิ 4 ºC พบวาความคงตัวของปริมาณแบคทีเรียจากรูปแบบการเตรียมหัวเช้ือ

ทั้ง 3 แบบ แสดงไดจากภาพที่ 6 โดยเมื่อผานสัปดาหแรกแบคทีเรียลดลงประมาณ 1.14-1.34 เทาจากท้ัง 3 

รูปแบบของการเตรียมหัวเชื้อ และลดลงเปนอยางมาก 2.21-4.23 เทาในสัปดาหที่ 2  
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เมื่อศึกษาผลของแบคทีเรียในการผลิต IAA จากรูปแบบหัวเช้ือทั้ง 3 แบบซ่ึงเก็บภายใตอุณหภูมิ 4 ºC 

โดยการเติมลงในอาหารใหมทุกสัปดาห พบวาเมื่อผานไป 1 สัปดาหปริมาณ IAA จากท้ัง 3 รูปแบบของหัวเช้ือให

คาการผลิต IAA ลดลง (ภาพท่ี 7) ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณหัวเช้ือที่ลดลงเชนเดียวกัน (ภาพที่ 6) 

ดังน้ันจากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการเตรียมหัวเชื้อท้ัง 3 รูปแบบ สามารถใชในการผลิต IAA ได 

ซ่ึงแนะนําวาไมควรเก็บหัวเช้ือดังกลาวไวเกิน 2 สัปดาห แตอยางไรก็ตามทางผูวิจัยไดทําการคัดเลือก DW เปน

ของเหลวท่ีใชสําหรับการเตรียมหัวเช้ือ เนื่องจากงาย สะดวก และประหยัด  

 

 
 

ภาพท่ี 7 ปริมาณ IAA (µg/ml) จากหัวเชื้อ 3 รูปแบบ ท่ีเก็บภายใตอุณหภูมิ 4 ºC ที่เติมลงในอาหารใหมทุก

สัปดาห   

 

2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

หลังจากไดรูปแบบการเตรียมหัวเช้ือใน DW แลว การผลิต IAA ถูกศึกษาในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอยาง

งาย  3 ชนิด คือ NB, PDB และ PW จากภาพท่ี 8 พบวาเมื่อเล้ียงแบคทีเรียในอาหารแตละชนิดนาน 3 วัน 

แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตและผลิต IAA ไดดีท่ีสุดจากอาหารสูตร PDB ที่เตรียมไดเอง คือ 76.412 µg/ml 

ถัดมาคือ NB (47.018 µg/ml) และ PW (34.745 µg/ml) ตามลําดับ ดังนั้นจากผลการทดลองผูวิจัยจึงเลือก

อาหารสูตร PDB ที่เกษตรกรสามารถเตรียมใชไดเองคือ มันฝร่ัง 20 g ตอนํ้า 100 ml 

เพ่ือเปนการยืนยันผลในการผลิต IAA จากอาหารสูตร PDB กับการใชรูปแบบการเตรียมหัวเช้ือ 3 แบบ 

พบวาการเตรียมหัวเช้ือท้ัง 3 รูปแบบใหการผลิต IAA ใกลเคียงกัน คือ 76.412, 71.776 และ 65.382 µg/ml 

จาก DW, 0.9% NaCl และ PW ตามลําดับ (ภาพที่ 9) แตอยางไรก็ตามรูปแบบการเตรียมใน DW ใหคาการผลิต

สูงสุด  
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ภาพท่ี 8 ปริมาณ IAA (µg/ml) จากอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอยางงาย 3 ชนิด คือ NB, PDB และ PW 

 

 
 

ภาพท่ี 9 ปริมาณ IAA (µg/ml) จากอาหารสูตร PDB ที่ใชหัวเช้ือใน 3 รูปแบบ 

 

2.3 สภาวะในการเพาะเลี้ยงเชื้อ 

สภาวะที่สําคัญในการเล้ียงเชื้อแบคทเีรียเพื่อผลิต IAA มีหลายปจจัย แตในการทดลองนี้ผูวิจัยเลือกมา 4 

ปจจัย คือ ความเขมขนของสารต้ังตน L-tryptophan, การมีอากาศ, ระยะเวลาในการเล้ียง และรูปแบบการ

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ โดยท้ังนี้การศึกษาอยูภายใตการเล้ียงในอาหาร PDB ท่ีใชหัวเช้ือจาก DW บมที่อุณหภูมิ 

30 ºC 
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จากภาพที่ 10 แสดงใหเห็นวาเมื่อเพ่ิมปริมาณ L-tryptophan ในอาหารเล้ียงเชื้อการผลิต IAA ก็เพ่ิม

สูงขึ้น แตอยางไรก็ตามสภาวะการเลี้ยงตองมีอากาศ แบคทีเรียจึงสามารถเจริญและผลิต IAA ได ในทางตรงกัน

ขามหากวางฟลาสกท้ิงไวในสภาวะนิ่ง คือเทากับมีอากาศนอย ถึงจะมีการเพ่ิมปริมาณ L-tryptophan แต

แบคทีเรียก็ไมสามารถเจริญ และผลิต IAA ได  

จากการทดลองน้ีผูวิจัยไดเลือกความเขมขนระดับกลาง คือ 500 µg/ml ในสภาวะมีอากาศ เพ่ือใชใน

การศึกษาในขอถัดไป 

 

 
ภาพท่ี 10 ปริมาณ IAA (µg/ml) จากการเล้ียงในสภาพที่มีและไมมีออกซิเจน ในระดับ L-tryptophan 100, 

500 และ 1,000 µg/ml 

 

  
ภาพท่ี 11 ปริมาณ IAA (µg/ml) ท่ีเล้ียงใน PDB จากรูปแบบการเตรียมอาหาร 3 แบบ ในระยะเวลาท้ังหมด 5 

วัน 
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 จากการเตรียมอาหาร PDB ใน 3 รูปแบบ คือ การฆาเช้ือแบบ autoclave, การตมที่ 100 ºC นาน 15 

นาที และ 30 นาที และทําการเพาะเล้ียงเพ่ือผลิต IAA เปนเวลานาน 5 วัน พบวา 

PDB ที่ผานการฆาเชื้อแบบ autoclave ใหปริมาณ IAA ไดสูงที่สุด และเทากันในวันท่ี 4 และ 5 คือ 

253.000 และ 253.909 µg/ml ในขณะที่ PDB ที่เตรียมจากวิธีการตมนาน 15 นาที พบวาใหคา IAA ดีที่สุดใน

วันท่ี 4 คือ 292.091 µg/ml ถัดมาคือวันท่ี 3 คือ 276.182 µg/ml และ PDB ที่ผานการตมนาน 30 นาที ใหคา 

IAA ไดดีท่ีสุดในวันท่ี 3 คือ 267.545 µg/ml และคอยๆลดลงในวันท่ี 4 และ 5 ตามลําดับ 

จากผลทดลองแสดงใหเห็นวาการฆาเช้ือดวยวิธีการตมนาน 15 นาที อาจทําใหคุณประโยชนของ

สารอาหารเหลือไดมากกวาวิธีการฆาเช้ือแบบอ่ืน จึงทําใหแบคทีเรียสามารถดึงสารอาหารมาใชในการ

เจริญเติบโต และผลิต IAA ไดดีที่สุด แตอยางไรก็ตามเปนที่สังเกตวาในวันที่ 3 ของการเล้ียงในทุกวิธี ก็พบ

ปริมาณ IAA ในระดับสูงแลว เพ่ือเปนการปองกันการปนเปอน และไมใหเสียเวลา ผูวจิัยจึงเลือกใชระยะเวลา 3 

วันในการเพาะเล้ียงแบคทเีรียเพ่ือผลิต IAA 

 

2.3 ศึกษารูปแบบการเตรียม IAA อยางงายในสภาพไมปลอดเชื้อ 

 จากการศึกษารูปแบบการผลิต IAA อยางงายในระดับปลอดเช้ือแลว พบวาการเตรียมหัวเช้ือควรอยูใน

รูปแบบ DW ในอาหาร PDB + 500 µg/ml L-tryptophan โดยบมไวที่อุณหภูมิ 30 ºC, 150 rpm นาน 3 วัน 

เพ่ือผลิต IAA 

 ดังนั้นในการทดลองน้ีผูวิจัยจะทําการเตรียมรูปแบบชุดการผลิต IAA อยางงายในระดับไมปลอดเช้ือ

สําหรับให เกษตรกรนําไปใช  โดยเร่ิมเตรียมอาหารสูตร PDB (มันฝร่ัง 20 g/100 ml) + 500 µg/ml L-

tryptophan ดวยวิธีการตมท่ี 100 ºC นาน 15 นาที ปริมาตร 1,000 ml แลวบรรจุลงในขวดน้ําพลาสติกขนาด 

1,500 ml ที่ผานการลวกดวยน้ําอุนจํานวน 3 คร้ัง จากน้ันเติม 1% (10 ml) หัวเช้ือท่ีเตรียมจาก DW โดยใช

กระบอกฉีดยา และทําการใหอากาศดวยชุดปมลมที่ตอเขากับสายยาง และใชวาลวในการปรับแรงลม แสดงไดดัง

ภาพท่ี 12 ทําการเล้ียงเปนเวลานาน 3 วัน ที่อุณหภูมิหอง 

 

 
 

ภาพท่ี 12 การตอชุดปมลมกับขวดอาหารเล้ียงเช้ือ PDB 



 

 

Final Report ประจําปงบประมาณ 2560 

 

39

 หลังจากเล้ียงเปนระยะนาน 3 วัน และทําการเก็บตัวอยาง เพ่ือวิเคราะหปริมาณ IAA พบวาคา IAA 

เทากับ 73.624 µg/ml (ภาพที่ 13) ซ่ึงลดลงเมื่อเทียบกับการเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ อาจเน่ืองมาจากปญหา

เร่ืองอากาศ และการปนเปอน 

 อยางไรก็ตามการนํา IAA ไปใชในงานวิจัยในขั้นตอนอ่ืนๆ เพ่ือเปนการปองกันการรบกวนจากเช้ือ

แบคทีเรียที่ปนเปอนเพ่ือใหเหลือแตผลิตภัณฑ IAA อยางเดียวในการทดลอง ผูวิจัยจึงทําการฆาเช้ือดวยวิธีการ 

autoclave พบวาคา IAA ยังมีความคงอยูท่ี 76.290 µg/ml นอกจากนี้ผูวิจัยยังทําการศึกษาหาสภาวะคงตัวของ

ผลิตภัณฑ IAA ท่ีเก็บไวในตูเย็น 4 ºC ทุกๆ สัปดาหเปนเวลานาน 5 สัปดาห พบวา IAA ที่ไดจากแบคทีเรียมี

ความคงตัว และเร่ิมลดลงเพียงเล็กนอยในสัปดาหที่ 5 (ภาพที่ 13) ดังน้ันผลิต IAA จึงมีความคงตัวในระดับหนึ่ง

หากเกษตรกรเตรียมไว และยังไมไดนําไปใชงาน 

 

 
 

ภาพท่ี 13 ปริมาณ IAA (µg/ml) ของแบคทเีรียที่เตรียมในรูปแบบไมปลอดเช้ือ กอนการฆาเช้ือ (BA) และหลัง

การฆาเช้ือ (AA) รวมท้ังสภาวะการคงตัวของผลิตภัณฑท่ีเก็บที่อุณหภูมิ 4 ºC 

 

2.4 การยืนยันผลิตภัณฑดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบแผนบาง 

 หลังจากการศึกษารูปแบบการเตรียม IAA อยางงายในระดับปลอดเช้ือและไมปลอดเช้ือแลว ผูวิจัยไดทํา

การยืนยันวาผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นน่ันคือ IAA โดยใชวิธี TLC และหาคา Rf พบวา สารมาตรฐาน IAA และ

สารละลายจากแบคทีเรียท้ังในสภาพที่เล้ียงแบบปลอดเช้ือ (S) และแบบไมปลอดเชื้อ (NS) มีการเคล่ือนท่ีใน

ระดับใกลเคียงกนั เมื่อทําการคํานวณหาคา Rf เทากับ 0.77 (ภาพท่ี 14)  ดังน้ันตัวอยางจากสารละลายแบคทีเรีย

ที่เล้ียงในทั้ง 2 สภาวะนั้น นั่นคือ IAA  
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ภาพที่ 14 Thin layer chromatography (TLC) ของสารละลายมาตรฐาน IAA และสารละลายจากแบคทีเรีย 

 

2.5  ทดสอบผลิตภัณฑ IAA ในแปลงเกษตรกร 

 ผลการศึกษาอิทธิพลของ IAA ที่ผลติไดจากแบคทีเรียในการศึกษาระดับแปลง (ตารางท่ี 3) การงอกของ

ขาวที่โผลพนดินภายหลัง 7 วันหลังการแชเมล็ดจากการสังเกตการโผลของยอดเหนือดิน (Shoot score_7) 

พบวาไมแตกตางกันระหวางการแชดวยน้ําเปลา (3.17) และการแชดวย IAA (3.00) แตเมื่อทําการประเมินอีก

ครั้งที่ระยะ 11 วันหลังการแชเมล็ด (Shoot score_11) พบวามีการงอกของเมล็ดที่แชดวย IAA (4.33) สูงกวา

การแชดวยนํ้าเปลา (3.50) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามภายหลังการงอกไดทําการประเมินความสูง

พบวาที่อายุการงอก 14 วันหลังการหวาน (sowing) ไมมีความแตกตางระหวางการพนหรือไมพนดวย IAA 

รวมท้ังหลังจากนั้นท่ีไดมีการพนฮอรโมน IAA อีก 2 คร้ัง คือที่ อายุ 4 สัปดาหและ 6 สัปดาหหลังการหวาน และ

ทําการวัดผลที่ความสูงท่ีขาวอายุ 35 วัน (5 สัปดาหหลังการหวา) และ 49 วัน (7 สัปดาหหลังการหวาน) 

ตามลําดับ ตางไมพบความแตกตางทางสถิติระหวางความสูงของขาว 
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ตารางที่ 3 คะแนนการงอกโผลพนดินและความสูงของขาวนาสวน กข 43 ท่ีทําการแชเมล็ดและพนแปลงดวย 

2.5 µM IAA 

 

Treatment Shoot 

score_7 

Shoot 

score_11 

High_14 High_35 High_49 

Soaking by 

water/no spray 

3.17±0.71 3.50±0.24 b 20.62±0.01 31.16±0.23 36.80±0.28 

2.5 µM RD4-1-1 3.00±0.47 4.33±0.00 a 20.48±1.22 31.48±0.40 36.18±2.44 

Mean 3.085 3.915 20.55 31.32 36.49 

P-value (F-test) 0.925 (ns) 0.046 (*) 0.89 (ns) 0.434 (ns) 0.753 (ns) 

CV (%) 19.86 3.42 4.21 1.05 4.76 

 Shoot score analyzed via transformed to logarithm 

 

หมายเหตุ ns,  ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 *  แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต 

ขอมูลคะแนนการงอก (Root score; คะแนนระหวาง 1-5 โดย 1 หมายถึงมีการงอกนอย

ที่สุดและ 5 หมายถึงมีการงอกมากที่สุด) มีการแปลงขอมูลโดยการ take logarithm กอน

การนําไปวิเคราะหสถิติแตมีการนําเสนอขอมูลเปนคาคะแนนการงอกการการแปลงขอมูล 
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บทที่ 5 

วิจารณผลการดําเนินงาน 

 

Enterobacter cancerogenus RD4-1-1 เปนแบคทีเรียเอนโดไฟทที่คัดแยกไดจากเมล็ดขาวไรพันธุ

พ้ืนเมือง ท่ีมีคุณสมบัติในการเปนปฏิปกษตอเช้ือราโรคพืชคือ Curvularia sp. และ Fusarium sp. รวมทั้งมี

ความสามารถในการผลิต IAA ซึ่งเปนฮอรโมนกลุมออกซินสําคัญสําหรับพืช จากขอมูลรายงานที่ผานมาพบเช้ือ

กลุมจีนัส Enterobacter ท่ีมีความสามารถในการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช รวมทั้งบางสปชีสยังพบวาเปน

แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเย่ือพืชได (Torres et al., 2008; Nutaratat et al., 2017) ดงันั้นการ

ใชส่ิงมีชีวิตที่มาจากพืช และกอผลดีใหกับพืช ซึ่งในท่ีนี้ความหมายคือเอนโดไฟท (Chanway, 1998) แลวนํา

กลับไปใชกับพืช ก็นาจะสงผลตอตัวพืชเชนเดียวกัน  

จากขอมูลเบื้องตน E. cancerogenus RD4-1-1 แสดงความไวตอยาปฏิชีวนะหลายชนิด ซ่ึงแสดงให

เห็นวาแบคทีเรียชนิดนี้มีความปลอดภัยในระดับหนึ่งเมื่อนํามาใชงาน ทั้งน้ีเพ่ือเปนการยืนยันวาแบคทีเรียดังกลาว

สามารถนํามาใชไดกับพืชจริง โดยจากขอมูลรายงาน เชน El-Awady et al. (2005) พบ E. cancerogenus E1 

จากเนื้อเย่ือสวนลําตนของ Sesuvium verrucosum ซึ่งแสดงความสามารถในการผลิต IAA ได ในขณะท่ี Rani 

et al. (2011) รายงานวา E. cancerogenus เปนแบคทีเรียกระตุนการเจริญของพืช (plant growth 

promoting rhizobacteria (PGPR)) สามารถผลิตสารปฏิปกษตอเช้ือราโรคพืชได นอกจากนี้ Jha et al. (2012) 

คัดแยก E. cancerogenus  MSA2 จากดินบริเวณรอบรากของพืช Jatropha cucas พบวามีความสามารถใน

การผลิต ACC deaminase, phytase, IAA, siderophore, การผลิตแอมโมเนีย และการยอยฟอตเฟส รวมท้ังมี

ความสามารถในการกระตุนการเจริญของพืชที่ทดสอบ ดังน้ันการนํา E. cancerogenus ไปใชกับพืชโดย

เกษตรกรจึงมีความปลอดภัยในระดับหนึ่ง 

การเตรียมชุดการผลิต IAA อยางงายในระดับปลอดเช้ือจากการเตรียมรูปแบบหัวเช้ือในลักษณะ

ของเหลวเพ่ือใหเกษตรกรสามารถดูดนําไปใชไดงาย สามารถใชไดท้ังในรูปแบบ DW, PW และ 0.9%NaCl แต

ผูวิจัยแนะนําใหใชเปน DW เนื่องจากสามารถเตรียมไดงาย สะดวก ประหยัด รวมท้ังไมมีสี สามารถปรับความขุน

เริ่มตนไดงาย และสม่ําเสมอ นอกจากนี้ หากไดเตรียมและนําไปใชแลว ควรเก็บในตูเย็นภายใตอุณหภูมิ 4 ºC แต

อยางไรก็ตามไมแนะนําใหเก็บเกิน 2 สัปดาห เนื่องจากปริมาณของแบคทีเรียและความสามารถในการผลิต IAA 

ลดตํ่าลง ซ่ึงสืบเน่ืองมาจากของเหลวทั้ง 3 แบบไมใชอาหารเล้ียงเช้ือ เปนแคเพียงตัวทําละลายเช้ือเทานั้น 

PDB เปนอาหารที่แสดงคาการผลิต IAA ไดสูงที่สุด เนื่องมาจากในมันฝรั่งมีสารอาหารท่ีเปนทั้งแหลง

คารบอน ไนโตรเจน วิตามิน และเกลือแรใหกับแบคทีเรียได (Kumar et al., 2018) นอกจากนี้ยังเปนอาหารสูตร

อยางงายท่ีเกษตรกรสามารถเตรียม และนําไปใชไดเอง 

 ปจจัยท่ีเหมาะสมสําหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรียเพ่ือผลิต IAA จากการทดลอง ไดแก การมีอากาศ  

หากพบวามีอากาศนอยหรือไมมี E. cancerogenus RD4-1-1 จะไมสามารถเจริญ และผลิต IAA ได ทั้งนี้ระดับ

ความเขมขนของสารตั้งตนในการชักนําการผลิต IAA ก็สําคัญ ย่ิงมีมากข้ึน แบคทีเรียก็สามารถผลิต IAA ไดมาก

ข้ึนตามไปดวย แตอยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพ่ือนําไปใชงานไดอยางรวดเร็ว ผูวิจัยแนะนําใหเล้ียง

เพียง 3 วัน ดวยความเขมขนระดับกลางของสารต้ังตน คือ 500 µg/ml ของ L-tryptophan นอกจากน้ีการ
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เตรียมอาหาร PDB ดวยการฆาเช้ือแบบตมที่อุณหภูมิ 100 ºC นาน 15 นาที เพียงพอสําหรับการนําสูตรอาหาร

ไปใชเพาะเล้ียงแบคทีเรียในการผลิต IAA เนื่องจากความรอน และเวลาไมนานมากนัก ถาเทียบกับวิธีอ่ืน ดังน้ัน

คุณคาทางอาหารจึงนาจะคงเหลือไดมากกวา 

 การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพ่ือผลิต IAA ในสภาพไมปลอดเช้ือเปนระยะเวลา 3 วันโดยใชชุดปมลมเพ่ือให

อากาศน้ัน แบคทีเรียสามารถผลิต IAA ได แตปริมาณท่ีไดมีขนาดลดลงเมื่อเทียบกับการเลี้ยงในสภาพปลอดเช้ือ 

ซึ่งอาจเปนไปไดวาเกิดจากกปญหาในเรื่องการควบคุมอากาศ และการปนเปอนท่ีเกิดจากเช้ือจุลินทรียอ่ืน 

การยืนยันผลิตภัณฑ IAA ท่ีเกิดภายใตการเ ล้ียงในสภาพปลอดเ ช้ือ และไมปลอดเช้ือของ E. 

cancerogenus RD4-1-1 พบวาสามารถยืนยันผลิตภัณฑดังกลาวได  วาคือ IAA ที่ผลิตข้ึนจากแบคทีเรีย 

เน่ืองจากสารตัวอยางจากแบคทีเรียมีคา Rf เทากับ Rf ของสารละลายมาตรฐาน IAA 

ผลการนําผลิตภัณฑ IAA ที่เตรียมไดในรูปแบบอยางงายไปใช พบอิทธิพลตอการเพ่ิมการงอกของขาวที่

โผลพนดินจากอิทธิพลของการแชเมล็ดดวยสารละลายผลิตภัณฑ IAA นี้ แตไมพบความสามารถในการสงเสริม

ความสูง แตอยางไรก็ตามในการทํานาแบบการหวานความสูงเพียงอยางเดียวไมสามารถประเมินความสามารถใน

การเจริญเติบโตของขาวได แตตองประเมินไปจนถึงความสามารถในการใหผลผลิต  

การงอกไดของเมล็ดเปนระยะที่มีความสําคัญที่ตองอาศัยระบบควบคุมที่ซับซอนทั้งปจจัยภายในและ

ภายนอกและฮอรโมนพืชก็มีรายงานการนํามาใชเพ่ือการกระตุนการงอกของเมล็ดเชนเดียวกับการใชสารอินทรีย

อ่ืน ๆ (Belwal et al., 2015) การนําเมล็ดไปแชสารละลายหรือน้ําเปลากอนถือเปนการเตรียมการงอกของเมล็ด

สวนหนึ่ง การงอกโผลพนดินหมายถึงการเจริญเติบโตของ coleoptile ที่งอกจากเมล็ดซ่ึงจําเปนตองอาศัยนํ้าเพ่ือ

กิจกรรมตาง ๆ ภายในเซลล ดวยเหตุนี้ การศึกษาในระดับที่บันทึกลักษณะการโผลพนดินจึงอาจไดรับผลกระทบ

เน่ืองจากอิทธิพลของการใช IAA ในการปฏิบัติจริงของการปลูกขาวแบบนาหวาน เกษตรกรจะมีการแชเมล็ดกอน

การปลูกซึ่งชวยสงเสริมการงอก การใชฮอรโมนอาจมีความสําคัญตอการเจริญเติบโตหรือสรางความแข็งแรงของ

ยอดสําหรับการโผลพนดินโดยเฉพาะเมื่อมีปญหาการขาดน้ําหรือสภาวะความเครียดเนื่องจากความเค็มในนาขาว

ในระยะระหวางการงอกดวยเชนกัน ทั้งน้ีเพราะทั้งความเค็มและดินแหงแลงทําใหศักยของนํ้าในดินลดลง (Song 

et al., 2005) ตางสงผลตอการออสโมซีสของนํ้าตอการงอกของเมล็ดไมตางกัน และสงผลตอการงอกในที่สุดไม

ตางกับการดูดความช้ืนออกจากเมล็ด (Maraghni et al., 2010) การเสริมออกซินจะชวยลดภาวะความเครียด

ของพืชและสงเสริมการงอกได (Khan et al., 2004) ท้ังน้ีการแชเมล็ดอาจสงผลเพียงการงอกแมจะไมไดมีผล

ยาวนานไปกวานั้น แตการสงเสริมการเจริญเติบโตในระยะแรกจะทําใหพืชสามารถปรับตัวในสภาพแวดลอมตาง 

ๆ ท่ีไมเหมาะสมไดมากข้ึน การงอกหรือการโผลพนดินของ coleoptile ไดเร็ว การเจริญเติบโตไดเร็วข้ึนและ

ลักษณะอ่ืน ๆ เหลาน้ันท่ีเปนผลสืบเน่ืองที่จะสงผลกระทบตอผลผลิตของพืชไดในท่ีสุด (McKell, 1972; Yousof 

and El-Saidy, 2014) ดวยเหตุนี้ การศึกษาในระยะการงอกจึงมีความสําคัญเพราะอาจสามารถทํานายไปยัง

โอกาสในการสรางผลผลิตสุดทายของพืช การแชเมล็ดเปนการกระตุนการงอกของเมล็ด (seed priming) วิธีการ

หนึ่งท่ีมีวัตถุประสงคท้ังเพ่ือทําลายการพักตัวของเมล็ดและลดระยะเวลาระหวางการเพาะและการงอกตนออน 

(Parera and Cantliffe, 1994) หลาย ๆ ลักษณะท่ีเกี่ยวของกับการงอก ทั้งระยะเวลาท่ีใชระหวางการงอก 

เปอรเซ็นตการงอกหรือเปอรเซ็นตการงอกโผลพนดินของ coleoptile รวมทั้งลักษณะบงช้ีตาง ๆ ท่ีแสดง

ประสิทธิภาพและความแข็งแรงของการงอกและของตนออน จึงเปนชุดของลักษณะท่ีใชในการประเมินผลท่ีมี
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ความสําคัญในการศึกษาทั้งอิทธิพลเนื่องจากความเครียดจากการขาดนํ้าในดินและอิทธิพลของการใช IAA ในคร้ัง

นี้ (Kaw and Khush, 1986; Gorai et al., 2009) ท้ังนี้มีรายงานที่มีการใช IAA ตอการเพิ่มความแข็งแรงของ

เมลด็ในสภาพแลงนํ้าดวยเชนกัน (Saeidi et al., 2014)  
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บทที่ 6 

สรุปผลการดําเนินงานและขอเสนอแนะ 

 

กลาวโดยสรุปไดวาการศึกษาการเตรียมรูปแบบการผลิต IAA อยางงายของ E. cancerogenus      

RD4-1-1 ในสภาพไมปลอดเชื้อ เพ่ือเปนแนวทางใหเกษตรกรสามารถนําไปผลิตใชไดเองนั่น มีความเปนไปได 

โดยเกษตรกรสามารถเริ่มตนดวยตนเองจากการเตรียมอาหาร PDB ซ่ึงเปนสูตรอยางงาย รวมทั้งการใหอากาศ

จากชุดปมลมที่สามารถหาซ้ือไดท่ัวไปในทองตลาด แตทั้งน้ีในสวนของหัวเช้ือแบคทีเรีย และสารต้ังตน L-

tryptophan เกษตรกรสามารถขอรับไดจากทีมผูวิจัย แตอยางไรก็ตามขอควรระวังท่ีสําคญัสําหรับกระบวนการ

ผลิตดังกลาวคือเร่ืองของการใหอากาศที่เหมาะสม และการปนเปอน ทั้งน้ีผลของการใชผลิตภัณฑ IAA กับขาว 

โดยการแชเมล็ดกอนการหวานขาว ชวยเพ่ิมการงอกของตนออนขาวในระดับแปลงได ดังนั้นต้ังแตขั้นตอนการ

ผลิต จนถึงการนําไปใช จะเห็นไดวาเกษตรกรสามารถจัดการไดดวยตนเองเปนสวนใหญ การวิจัยที่เกิดข้ึนจึงเปน

การสงเสริมใหเกษตรกรพ่ึงพาตัวเอง และใชผลิตภัณฑจากธรรมชาติแทนการใชสารเคมีที่มีความรุนแรง 

 

 

ขอเสนอแนะ 

 

1. เน่ืองจากการเตรียมหัวเช้ือในรูปแบบของเหลวมีอายุในการเก็บรักษาเพียง 2 สัปดาห ดังนั้นหาก

เตรียมในรูปแบบอ่ืน เชน การทําใหแหงในรูปแบบผง ดวยวิธี lyophilization อาจทําใหใชงานไดงาย รวมท้ัง

สามารถเก็บรักษาเช้ือไดนานข้ึน  

2. อากาศเปนปจจัยหน่ึงที่สําคัญสําหรับการเจริญของแบคทีเรีย หากสามารถปรับความแรงของอากาศ

ใหเหมาะสมกับภาชนะที่ใชในการเล้ียงแบคทีเรียในแตละครั้ง ยอมสงผลใหการผลิต IAA จากแบคทีเรียเพ่ิมสงูข้ึน 

3. การทดลองดังกลาวผูวิจัยยังเปนผูกระทํา ดังนั้นเพ่ือใหตรงตามวัตถุประสงคเพ่ือใหเกษตรกรสามารถ

นําไปเตรียมเพ่ือใชไดเองนั่น เกษตรกรจึงควรลงมือนําไปทดลองใชไดดวยตนเอง ซึ่งในข้ันตอนนี้มีกลุมตัวแทน

เกษตรกรใหความสนใจ สําหรับทดลอง และนําไปใชในฤดูกาลถัดไปสําหรับการปลูกขาว 
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ภาพภาคผนวก 1 การเตรียมอาหาร PDB สูตรอยางงายท่ีทําการตมที่ 100 ºC นาน 15 นาที แลวบรรจุลงใน

ขวดน้ําพลาสติก 
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ภาพภาคผนวก 2 การผลิต IAA ในสภาพไมปลอดเช้ือในระยะเวลา 1-3 วัน 

 

 

 
 

ภาพภาคผนวก 3 การเตรียมผลิตภัณฑ IAA จากรูปแบบการเตรียมในสภาพไมปลอดเช้ือ โดยเจือจางใหไดความ

เขมขน 2.5 µM และนําไปฉีดพนในแปลงนา 

 

 

 

 

 


