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บทคัดย่อ 
  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อแยกและคัดกรองแบคทีเรียที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช
จากรากและดินบริเวณรอบรากของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ จากการศึกษาพบว่า สามารถแยก
แบคทีเรียได้ทั้งหมด 315 ไอโซเลต เมื่อศึกษาความสามารถในการผลิต IAA และกิจกรรมการละลาย
ฟอสเฟตพบว่า ไอโซเลต KK074 สามารถผลิต IAA ได้สูงที่สุดได้เท่ากับ 362.59±28.62 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร จากแบคทีเรียทั้งหมดที่ใช้ศึกษา ไอโซเลต KK007 สามารถละลายฟอสเฟตสูงที่สุดได้เท่ากับ 
714.25±12.14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อทดสอบการยับยั้งเชื้อราด้วยวิธี dual culture พบว่าไอโซ
เลต  KK024 และ  KK281 มี เปอร์ เซ็นต์การยับยั้ ง เชื้อรา  Curvularia lunata ได้  มีค่ า เท่ากับ 
58.23±0.82 และ 57.91±0.42 ตามล าดับ ในขณะที่ไอโซเลต KK269 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา 
Bipolaris oryzae สูงที่สุด เท่ากับ 56.01±3.14 จากการทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดไล
โปเปปไทด์จากไอโซเลต KK281 ด้วยวิธี paper disc diffusion method พบว่ามีบริเวณวงใสยับยั้ง
เชื้อรา C. lunata มากที่สุดเท่ากับ 39.93±2.14 มิลลิเมตร และเมื่อศึกษาความเข้มข้นของสารใน
ระดับต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) พบว่า มีค่า
เท่ากับ 3.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากการวิเคราะห์ด้วย QTOF LC/MS/MS พบว่าสารสกัดไล
โปเปปไทด์ ดังกล่าวคือ สาร surfactin A เมื่อน าไอโซเลต KK018 และ KK275 ไปทดสอบการพิสูจน์
การก่อโรคในข้าวด้วยวิธี Koch's postulates โดยการแช่เมล็ดข้าวในสารแขวนลอยของไอโซเลต 
KK018 และ KK275 โดยมีจ านวนเซลล์เท่ากับ 108 CFU/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากผลการทดลอง
พบว่า การงอกของเมล็ดข้าว ความยาวรากต้นอ่อน และความสูงต้นอ่อนในทุกกรรมวิธีไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ จากการทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
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ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ในระดับโรงเรือน โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely 
Randomized Design: CRD) พบว่า กรรมวิธีที่ใส่แบคทีเรียไอโซเลต KK018 และ KK275 ส่งผลต่อ
การเจริญเติบโตและผลผลิตไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ หลังจากน าแบคทีเรียไปวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ในฐานข้อมูล EzBioCloud พบว่า สามารถระบุจีนัสของ
แบคทีเรียได้ดังนี้ คือจีนัส Bacillus (ไอโซเลต KK281), จีนัส Priestia (ไอโซเลต KK018), จีนัส 
Enterobacter (ไอโซ เลต  KK066), จีนั ส  Pantoea (ไอโซ เลต  KK007 และ  KK269) และจีนัส 
Acinetobacter (ไอโซเลต KK138) จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียที่แยกได้จากรากและ
ดินบริเวณรอบรากของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์มีศักยภาพในการส่งเสริมการเจริญของพืชในระดับ
ห้องปฏิบัติการและในระดับโรงเรือน โดยผลลัพธ์ที่ได้จะเป็นแนวทางในการทดสอบคุณสมบัติทาง
ชีวภาพอื่นๆ ก่อนน าไปทดสอบในระดับแปลงปลูกต่อไป 
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ABSTRACT 
  

This research aimed to isolate and screen for plant growth-promoting 
bacteria from the roots and rhizosphere soil of Lumphua Phetchabun rice. A total of 
three hundred and fifteen isolates of bacteria were obtained from this study. The IAA 
production capacity and phosphate solubility activity were studied. Evaluation of 
Indole-3-acetic acid (IAA) indicated that KK074 exhibited the highest amount of IAA 
(362.59±28.62 µg/ml). Among 315 isolates, KK007 could solubilize tricalcium phosphate 
(Ca3(PO4)2) at 714.25±12.14 µg/ml. The dual culture assay showed that KK024 and 
KK281 had high inhibition percentages against Curvularia lunata at 58.23±0.82 and 
57.91±0.42, respectively. In contrast, the KK269 isolate had the highest inhibition 
percentage of Bipolaris oryzae, 56.01±3.14. This study determined the antimicrobial 
activity using the disc diffusion method. It found that a lipopeptide extract from KK281 
inhibited the growth of C. lunata with an inhibition zone of 39.93±2.14 mm. Moreover, 
the result showed the minimum inhibitory concentration (MIC) of lipopeptide extract 
from KK281 against Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) was 3.125 mg/ml. The 
lipopeptide mentioned above extract was identified as surfactin A by LC-MS/MS-
quadrupole time of flight (QTOF) analysis. Koch's postulates were conducted by 
soaking rice seeds in bacterial suspension (KK018, KK275) at a concentration of 108 
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CFU/ml for 24 hrs. According to the results, there were no statistically significant 
differences between soaking rice seeds in KK018, KK275 and sterilized distilled water 
(control) for seed germination, root length, or shoot height. The experiment was 
conducted at the greenhouse level using a Completely Randomized Design (CRD). The 
results revealed that KK018 and KK275 had no statistically significant effects on 
observed growth and yield. According to employing the EzBioCloud program to analyze 
the 16S rRNA gene sequence, the results showed that they belonged to the 
genera  Bacillus (KK281), Priestia (KK018), Enterobacter (KK066), Pantoea (KK007 and 
KK269), and Acinetobacter (KK138). This study found that bacteria from the roots and 
rhizosphere soil of Lumphua Phetchabun rice can stimulate plant growth in the lab 
and increase rice yields in the greenhouse. The current research data will be used to 
determine biological activities and test them in the field in the future. 
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ประกาศคุณูปการ 
  

ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงในความกรุณาของ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.จวงจันทร์ 
จ าปาทอง ประธานที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ที่ให้ค าปรึกษา พร้อมทั้งให้ค าแนะน าตลอดระยะเวลาในการท า
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ และขอกราบขอบพระคุณคณะกรรมการวิทยานิพนธ์อันประกอบไปด้วย  ผู้ช่วย
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ศาสตราจารย์ ดร.มธุรส ชัยหาญประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ที่ได้กรุณาให้ค าแนะน าตลอดจน
แก้ไขข้อบกพร่องของวิทยานิพนธ์ด้วยความเอาใจใส่ จนท าให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงได้อย่าง
สมบูรณ์และทรงคุณค่า 

กราบขอบพระคุณทุนสนับสนุนการวิจัยภายใต้โครงการ “พัฒนานักวิจัยและงานวิจัยเพื่อ
อุตสาหกรรม (พวอ.)” รหัสโครงการวิจัย “6122015” ได้รับการสนับสนุนทุนวิจัย ประเภททุนผู้ช่วยวิจัย
ระดับปริญญาโทเพื่ออุตสาหกรรมและวิสาหกิจชุมชนท่องเที่ยวเชิงเกษตรเขาค้อซึ่งเป็นผู้ร่วมให้ทุน 

เหนือสิ่งอื่นใดขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา ของผู้วิจัยที่ให้ก าลังใจและให้การสนับสนุน
ในทุกๆ ด้านอย่างดีที่สุดเสมอมา 

คุณค่าและคุณประโยชน์อันพึงจะมีจากวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ผู้วิจัยขอมอบและอุทิศแด่ผู้มี
พระคุณทุกๆ ท่าน ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า งานวิจัยน้ีจะเป็นประโยชน์ต่อผู้ที่สนใจ 

  
  

ค ามูล  ค าสุข 
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บทที่ 1  
 

บทน า 
 
1.1 ความเป็นมาของปัญหา 

สืบเนื่องจากยุทธศาสตร์การวิจัยแห่งชาติและนวัตกรรม 20 ปีให้ความส าคัญในการสร้าง
ศักยภาพและความสามารถเพื่อการพัฒนาทางเศรษฐกิจที่สอดคล้องกับแผนพัฒนาเศรษฐกิจและ
สังคมแห่งชาติ โดยมีหลักการมุ่งเน้นในกลุ่มพืชไร่ที่เป็นวัตถุดิบส าหรับอุตสาหกรรม ลดต้นทุนแรงงาน
และปัจจัยการผลิต พัฒนาวิสาหกิจให้สามารถสร้างหรือใช้เทคโนโลยีในการเพิ่มมูลค่าสินค้าทาง
การเกษตรจากการแปรรูป มีความปลอดภัย และการใช้ทรัพยากรอย่างคุ้มค่าด้วยการวิจัยต้นแบบสาย
พันธุ์พืชเศรษฐกิจลักษณะพิเศษ ได้แก่ ทนแล้ง รสชาติดี เก็บรักษาได้ยาวนานเหมาะกับการขนส่ง 
และมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีมูลค่าสูง ซึ่งเป็นที่ยอมรับว่าเป็นสินค้าหลักของประเทศ อีกทั้งเป็น
แนวทางการพัฒนาการผลิตพืชเศรษฐกิจหลักของประเทศ ข้าวไทยจัดเป็นพืชเศรษฐกิจและเป็นหนึ่ง
ในข้าวที่มีคุณภาพที่ดีที่สุดของโลก ประชากรมากกว่าครึ่งโลกบริโภคข้าวเป็นหลักและข้าวยังสามารถ
เป็นสินค้าส่งออกเพื่อสร้างมูลค่าให้กับประเทศ ในปี 2557–2561 ปริมาณและมูลค่าส่งออกข้าวใน
ประเทศไทยมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นร้อยละ 1.83 และร้อยละ 1.19 ต่อปี ตามล าดับ เนื่องจากต่างประเทศ
ยังคงมีความต้องการข้าวคุณภาพดีจากไทยอย่างต่อเนื่อง (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2562) 

ในช่วงเวลาที่ผ่านมา อ าเภอเขาค้อ จังหวัดเพชรบูรณ์ได้รับการส่งเสริมให้เป็นแหล่งท่องเที่ยว
เชิงเกษตรที่ส าคัญในเขตภาคเหนือตอนล่างมีพืชผลหลายชนิดได้รับการส่งเสริมให้ปลูกในพื้นที่
ดังกล่าวเพื่อดึงจุดสนใจให้นักท่องเที่ยวและผู้สนใจบริโภคช่วยกระตุ้นเศรษฐกิจท้องถิ่น โดยเฉพาะข้าว
ไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์เป็นตลาดข้าวเฉพาะกลุ่มซึ่งได้รับการจดทะเบียนสิ่งบ่งชี้ทางภูมิศาสตร์ (GI) และ
เป็นข้าวไร่ที่สร้างรายได้ให้แก่เกษตรกร โดยนางอัจฉราพร ณ ล าปาง เนินพลับ นักวิชาการเกษตร 
ศูนย์วิจัยข้าวพิษณุโลก กรมการข้าวรายงานว่า ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์เป็นข้าวนาปีพื้นเมืองปลูกใน
สภาพไร่บนภูเขาที่สูงจากระดับน้ าทะเลประมาณ 400-800 เมตร เป็นข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงด า มี
กลิ่นหอม และรสชาติอร่อยสามารถน ามาแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ที่หลากหลาย แต่การปลูกข้าวใน
สภาพที่ดอนหรือพื้นที่ตามไหล่เขาในอ าเภอเขาค้อ จังหวัดเพชรบูรณ์ มักจะประสบกับปัญหาสภาวะ
แวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น อุณหภูมิ แสง น้ าท่วม โลหะหนัก รังสี ความเค็ม รวมทั้งโรคพืช วัชพืช 
และแมลงศัตรูพืชที่ท าให้ผลผลิตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ลดลง อีกทั้งปัจจัยด้านธาตุอาหารพืช และ
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชด้านอื่นๆ มีความส าคัญเช่นเดียวกันส าหรับการผลิตข้าวเพื่อให้ได้
ผลผลิตที่เพิ่มขึ้น  
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จุลินทรีย์ที่มีความสัมพันธ์กับพืชมีความส าคัญ เนื่องจากมีบทบาทในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช โดยเฉพาะแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth promoting 
bacteria) ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อของพืช (Endophytic bacteria) และบริเวณรอบ
รากพืช (Rhizosphere bacteria) โดยมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทั้ง
ทางตรงและทางอ้อม ได้แก่ การผลิตฮอร์โมนออกซิน ซึ่งเกี่ยวข้องกับการส่งเสริมการเจริญของพืช 
การละลายธาตุอาหารให้แก่พืชช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการใช้ประโยชน์จากฟอสฟอรัสในดิน  
และการเป็นปฏิปักษ์โดยตรงกับเชื้อสาเหตุโรคพืช รวมถึงการช่วยให้พืชสร้างภูมิต้านทานต่อสภาวะที่
ไม่เหมาะสม (Kloepper and Schroth, 1978; Rosenblueth and Martínez-Romero, 2006; Ma 
et al., 2016; Santoyo et al., 2016; Afzal et al., 2019) ดังนั้นงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อท า
การแยก และคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากจากรากและดินบริเวณรอบรากข้าว
ไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ที่มีความสามารถผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เพื่อเพิ่มผลผลิตของข้าว
ไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ และเป็นอีกแนวทางหน่ึงในการเพิ่มผลผลิตของข้าวแบบยั่งยืนจนน าไปสู่การพัฒนา
เป็นปุ๋ยชีวภาพซึ่งมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค ผู้ผลิตและสิ่งแวดล้อม อีกทั้งสามารถเป็นต้นแบบให้แก่
สมาชิกวิสาหกิจชุมชนท่องเที่ยวเชิงเกษตรเขาค้อ 
 
1.2 จุดมุ่งหมายของการศึกษา 

1. เพื่อแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากจากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ 
2. เพื่อคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ ์
3. เพื่อทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากในการออกฤทธิ์

ต้านเชื้อราสาเหตุโรคข้าว 
4. เพื่อจ าแนกชนิดแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีประสิทธิภาพในการส่งเสริม

การเจริญเติบโตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ และมีฤทธิ์ต้านเช้ือราสาเหตุโรคข้าว 
5. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากต่อการเจริญเติบโต

ของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ในระดับโรงเรือน 
 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 
      การศึกษาครั้งนี้ท าการแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากจากรากและดิน

บริเวณรอบรากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ ท าการคัดกรองและจ าแนกชนิดของแบคทีเรียดังกล่าวที่มี
ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์และมีฤทธิ์ต้านเชื้อราสาเหตุ
โรคข้าว ต่อมาศึกษาการผลิตไลโปเปปไทด์จากแบคทีเรียไอโซเลต KK281 เพื่อควบคุมเชื้อราสาเหตุ
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โรคพืช และวิ เคราะห์สารสกัดหยาบไลโปเปปไทด์ด้วยเทคนิค Liquid chromatography 
electrospray ionization mass spectrometry (LC–ESI–MS/MS) จากนั้นศึกษาการพิสูจน์การก่อ
โรคในข้าวด้วยวิธี Koch's postulates และทดสอบหัวเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบ
รากที่มีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นข้าวพันธ์ุลืมผัวเพชรบูรณ์ในระดับโรงเรือน 

 
1.4 นิยามศัพท์เฉพาะ 

1. แบคทีเรียเอนโดไฟต์ (Endophytic bacteria) เป็นแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อพืช และ
ให้ประโยชน์แก่พืชอาศัย โดยไม่ท าอันตรายหรือก่อให้เกิดโรคแก่พืช (Reinhold-Hurek and 
Hurek, 1998) 

2. แบคทีเรียรอบราก (Rhizosphere bacteria) เป็นแบคทีเรียที่อาศัยอยู่บริเวณรอบรากพืชมี
คุณสมบัติช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตกับพืชทั้งทางตรงและทางอ้อม (Kloepper and 
Schroth, 1978) 

3. แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth promoting bacteria) เป็น
แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชมีลักษณะส าคัญต่อพืชหลายรูปแบบ เช่น การ
ครอบครองรากพืช การอยู่ร่วมกันแบบพึ่งพาอาศัยและเพิ่มจ านวนรากพืช และสามารถ
แข่งขันกับจุลินทรีย์ชนิดอื่นๆ ได้ เป็นต้น แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถละลายธาตุอาหาร เช่น 
ฟอสฟอรัส สังกะสี และเหล็ก ซึ่งมีความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของพืชให้อยู่ในรูปที่พืช
น าไปใช้ประโยชน์ได้ง่าย (Glick, 2012)   

4. ปุ๋ยชีวภาพ (Bio-fertilizer) เป็นสารที่มีจุลินทรีย์ที่มีชีวิตสามารถสร้างธาตุอาหารหรือช่วยให้
ธาตุอาหารเป็นประโยชน์กับพืชมาใช้ในการปรับปรุงบ ารุงดินทางชีวภาพ ทางกายภาพ และ
ชีวเคมีและให้ความหมายรวมถึงเชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งเมื่อใช้คลุกกับเมล็ดพืชและดินหรือต้นพืช 
จุลินทรีย์จะไปอาศัยอยู่บริเวณรากพืชหรือในต้นพืช ซึ่งช่วยเพิ่มธาตุอาหารให้กับพืชจากการ
ตรึงไนโตรเจนจากอากาศ และการท าให้ฟอสเฟตในดินละลายน้ าได้เพิ่มขึ้นหรือกระตุ้นการ
เจริญเติบโตของพืช (ปัทมา วิตยากร, 2557) 
 

1.5 สมมติฐานของการวิจัย 
1. สามารถแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากจากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ได้ 
2. แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่แยกได้จากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์มี

ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ 
3. แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่แยกได้จากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์มี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคข้าวได ้
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4. สามารถจ าแนกและระบุชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่แยกได้จาก
ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ได ้

5. แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่แยกได้มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ในระดับโรงเรือน 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
2.1 ข้าว (Rice)  
 ข้าวมีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Oryza sativa L. เป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่จัดอยู่ในวงศ์ Poaceae  
และสกุล Oryza เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญมีความหลากหลายทางชีวภาพสามารถปลูกขึ้นได้ง่ายและมี
ความทนทานต่อทุกสภาพภูมิประเทศ อีกทั้งยังเป็นพืชอาหารหลักของโลก โดยเฉพาะชาวเอเชีย
บริโภคมากถึง 90 เปอร์เซ็นต์ (อรอนงค์ นัยวิกุล , 2560) ในประเทศไทยมีการปลูกพันธุ์ข้าวที่
หลากหลายแตกต่างกันตามสภาพภูมิศาสตร์ วัฒนธรรม เศรษฐกิจ และวิถีชีวิตของสังคมในพื้นนั้นๆ 
ปัจจุบันความหลากหลายของพันธุ์ข้าวได้ลดลงเป็นอย่างมาก โดยมีสาเหตุจากความเปลี่ยนแปลงของ
สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมและโรคพืชส่งผลให้ข้าวมีผลผลิตต่ าและขาดทุน โดยข้าวพันธุ์พื้นเมืองที่
ได้รับความสนใจและนิยมปลูกกันอย่างแพร่หลายในอ าเภอเขาค้อ จังหวัดเพชรบูรณ์คือ ข้าวไร่ลืมผัว
เพชรบูรณ์ ซึ่งเป็นข้าวสิ่งบ่งชี้ทางภูมิศาสตร์หรือข้าวจีไอ (geographical indication: GI) ที่ผลิตโดย
ชุมชนจะอาศัยลักษณะเฉพาะของพื้นที่และได้ขึ้นทะเบียนสิ่งบ่งชี้ทางภูมิศาสตร์ตามพระราชบัญญัติ
คุ้มครองสิ่งบ่งชี้ทางภูมิศาสตร์ พ.ศ. 2546 ภายใต้การดูแลของกรมทรัพย์สินทางปัญญา กระทรวง
พาณิชย์ และกรมการข้าว (ทานตะวัน วรรธนะวลัญช์, 2556) ดังนั้นการศึกษาเกี่ยวกับการเพิ่มผลผลิต
และการป้องกันโรคข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์จึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจและควรอนุรักษ์ไว้ต่อไป 

2.1.1 ข้าวไร่ลมืผัวเพชรบูรณ์  
   ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์เป็นข้าวนาปีพื้นเมือง ไวต่อช่วงแสง ปลูกในสภาพไร่บนภูเขาที่สูงจาก

ระดับน้ าทะเลประมาณ 400-800 เมตรของจังหวัดเพชรบูรณ์เป็นข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงด าหรือที่

เรียกกันว่า “ข้าวเหนียวด า” มีกลิ่นหอม รสชาติอร่อย เมื่อเคี้ยวจะรู้สึกมันและนุ่มแบบหนุบๆ รสชาติ

อร่อย สามารถน ามาแปรรูปเป็นอาหารและผลิตภัณฑ์ที่หลากหลาย เช่น ขนมคุกกี้ข้าวลืมผัว ข้าว

เหนียวหมูปิ้ง ข้าวเหนียวมูน เครื่องดื่มเย็นๆ และสาโท เป็นต้น ซึ่งสามารถสร้างรายได้ให้กับเกษตรกร

ได้ อีกทั้งยังมีคุณค่าทางโภชนาการสูง และมีสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ แอนโทไซยานินและแกมมา

ออไรซานอล คุณค่าของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์สัมพันธ์กับสภาพของพื้นที่ของจังหวัด เนื่องจากพื้นที่

ส่วนใหญ่เป็นพื้นที่สูง มีภูเขาสลับกับแอ่งน้ าและดินมีความสมบูรณ์ ท าให้ข้าวที่ปลูกในพื้นที่นี้มีคุณค่า

ทางโภชนาการ ส านักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าวกล่าวว่า นักวิจัยพบข้าวชนิดนี้ครั้งแรกโดยการ

ปลูกของกลุ่มชาวม้ง บ้านรวมไทยพัฒนาที่ 3 ต าบลรวมไทยพัฒนา อ าเภอพบพระ จังหวัดตากปลูกใน
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สภาพไร่สูงจากระดับน้ าทะเลประมาณ 650 เมตร อยู่ในกลุ่มที่เรียกว่า “เบล้ฉัง” หรือกลุ่มข้าวเหนียว

ด า ซึ่งมีหลายชาติพันธุ์และปลูกเพียงเพื่อใช้ท าขนมพิเศษเนื่องในโอกาสปีใหม่ ต่อมาในปี 2533 มีกลุ่ม

ชาวม้ง จังหวัดพิษณุโลก น าเมล็ดพันธุ์มาปลูกบริเวณรอยต่อระหว่างอ าเภอนครไทยและอ าเภอชาติ

ตระการ จังหวัดพิษณุโลกและได้มีการคัดเลือกพันธุ์ให้บริสุทธิ์ระหว่างปี พ.ศ. 2534-2538 แต่ด้วย

วิธีการปลูกแบบชาวเขาที่มักปลูกข้าวหลายพันธุ์ใกล้กันหรือปลูกด้วยกัน ท าให้มีเมล็ดพันธุ์ของข้าว

พันธุ์อื่นปะปนอยู่มาก ในปี 2550 ทีมวิจัยของศูนย์วิจัยข้าวพิษณุโลกและศูนย์วิจัยข้าวแพร่จึงได้ท า

การคัดเลือกพันธุ์บริสุทธิ์อีกครั้งจนได้พันธุ์ข้าวเหนียวลืมผัวบริสุทธิ์และคณะกรรมการพิจารณาพันธุ์

ข้าว กรมการข้าวมีมติรับรองพันธุ์ ในวันที่ 9 มีนาคม 2555 (ส านักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว , 

2555) 

2.1.2 ลักษณะประจ าพันธ์ุ  
   ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์เป็นข้าวไร่ลืมผัวที่ใช้พันธุ์ข้าวเหนียวด าพันธุ์ลืมผัวปลูกเป็นข้าวไร่
เฉพาะฤดูนาปี เก็บเกี่ยวประมาณกลางเดือนตุลาคม ลักษณะทรงกอตั้ง ต้นแข็ง ไม่ล้มง่าย กลีบดอก
ระยะออกรวง 50 เปอร์เซ็นต์ มีสีเขียวอ่อน เมื่อถึงระยะน้ านมกลีบดอกจะเปลี่ยนสีเป็นแถบสีม่วงบน
พื้นสีเขียวอ่อน ต่อมาเมื่อเข้าสู่ระยะแป้งสีกลีบดอกจะเปลี่ยนเป็นสีฟางแถบม่วงด าและเมื่อข้าวระยะ
สุกแก่เปลือกเมล็ดเปลี่ยนเป็นสีฟางแถบด ามีความสูงเฉลี่ย 151 เซนติเมตรและมีระยะพักตัว 5 
สัปดาห์ ลักษณะเด่น คือ สีเมล็ดจะด าเป็นเงาและมีคุณค่าทางโภชนาการที่เด่นเป็นพิเศษ (ภาพ 1) มี
รายงานว่า ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดงและสีม่วงเข้มมีคุณค่าทางโภชนาการสูงกว่าข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสี
ปกติ (Suttajit et al., 2006; ส านักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว, 2555)  

 

 

 

 

ภาพ 1 ลักษณะของข้าวไรล่ืมผัว 

ก) ลักษณะทรงกอตั้ง  ข) ระยะออกรวง  ค) ระยะน้ านม  ง) ระยะแป้งแข็ง  จ) ระยะสุกแก ่

ที่มา: อภิชาติ เนินพลับ และคณะ, 2559 

  

 
 

ก) ข) ค) ง) จ) 
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2.1.3 การเพาะปลูกและการเก็บเก่ียว 
  พื้นที่ปลูกข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ที่เหมาะสมคือ สภาพไร่ที่มีความอุดมสมบูรณ์ของดินดีที่

ระดับความสูง 400-800 เมตร จากระดับน้ าทะเลปานกลาง พื้นที่ควรเป็นที่โล่งและมีลมพัดผ่านได้ มี

อุณหภูมิเฉลี่ยระหว่างฤดูปลูกไม่เกิน 25 องศาเซลเซียส ลักษณะดินที่ใช้ปลูกควรเป็นดินร่วนซุยหรือ

ดินร่วนเหนียว ความเป็นกรด-ด่างของดินอยู่ระหว่าง 4.4-6.4 ซึ่งคุณสมบัติของดิน ได้แก่ ค่า pH   

เนื้อดิน ปริมาณอินทรียวัตถุ แร่ธาตุต่างๆ ได้แก่ ธาตุไนโตรเจน (N) ธาตุฟอสฟอรัส (P) และ                  

ธาตุโพแทสเซียม (K) จะแตกต่างกันในแต่ละพื้นที่เพาะปลูก และการปลูกข้าวพันธุ์นี้จะปลูกในฤดูนาปี

ได้ปีละครั้ง การเก็บเกี่ยวหลังออกดอก 50 เปอร์เซ็นต์ได้ประมาณ 30 วัน จะสังเกตได้ว่าเมล็ดข้าวที่ได้

จะเป็นสีฟางขีดด าหรือสีฟางทั้งเมล็ด ต่อมาท าการตากเพื่อลดความชื้นให้เหลือประมาณ 12 -14

เปอร์เซ็นต์ ถ้าต้องการคงสภาพสารที่มีประโยชน์มากที่สุดและนานที่สุดและถ้าต้องการใช้เป็นอาหาร

เพื่อสุขภาพควรเก็บในห้องเย็น (ส านักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว, 2555)                                                                                                                                                                                                                                                                      

2.1.4 โรคทั่วไปของข้าว 
  เนื่องจากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์เป็นข้าวที่มีกลิ่นหอมและอ่อนแอต่อโรค ด้วยเหตุนี้จึงไม่ควร

ปลูกในพื้นที่ราบลุ่ม เพราะอาจท าให้เกิดการระบาดของโรคได้ง่าย ซึ่งในการระบาดของโรคสามารถ

เข้าท าลายได้ทุกส่วนของต้นข้าว โดยโรคที่พบในข้าวส่วนใหญ่มีสาเหตุมาจากเชื้อราและแบคทีเรีย 

โรคจากเชื้อรา ได้แก่ โรคใบจุดสีน้ าตาล โรคเมล็ดด่างในข้าว และโรคไหม้ข้าว ส่วนโรคจากแบคทีเรีย 

ได้แก่ โรคขอบใบแห้ง และโรคใบขีดโปร่งแสง  

2.1.4.1 โรคใบจุดสีน้ าตาล (Brown Spot Disease)  
โรคใบจุดสีน้ าตาลมีความส าคัญอย่างยิ่งในหลายประเทศและได้รับรายงานว่า

ก่อให้เกิดการสูญเสียผลผลิตของเมล็ดพืชมากถึง 90 เปอร์เซ็นต์ โดยมีสาเหตุจากเชื้อรา Bipolaris 

oryzae ซึ่งมีการระบาดขึ้นในประเทศญี่ปุ่นตั้งแต่ปี 1900 และมีรายงานการเกิดโรคนี้ในทุกประเทศที่

ปลูกข้าว ได้แก่ ญี่ปุ่น จีน พม่า ศรีลังกา บังกลาเทศ อิหร่าน แอฟริกาอเมริกาใต้ รัสเซีย อเมริกาเหนือ 

ฟิลิปปินส์ ซาอุดีอาระเบีย ออสเตรเลีย มาลายา และไทย (Ghose et al., 1960; Ou, 1985; Khalili 

et al., 2012) เชื้อราจะเข้าท าลายตั้งแต่ระยะเริ่มต้นจนถึงระยะน้ านม ซึ่งสปอร์ของเชื้อราสามารถ

ปลิวไปกับลมและติดไปกับเมล็ด โดยแผลที่ใบข้าวจะมีลักษณะเป็นจุดสีน้ าตาลขนาดเล็กเป็นวงกลมถึง

วงรี ซึ่งต้นกล้าที่ติดเชื้อจะแคระแกรนหรือตาย อีกทั้งแผลยังสามารถเกิดบนเมล็ดข้าวเปลือกหรือที่

เรียกว่า โรคเมล็ดด่างท าให้เมล็ดข้าวเปลือกเกิดสีด าและเสื่อมคุณภาพและเมื่อน าไปสีข้าวสารจะหัก

ง่าย (Elazegui and Islam, 2003; Sunder et al., 2014)  
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2.1.4.2 โรคเมล็ดด่างในข้าว (Dirty Panicle Disease)  
โรคเมล็ดด่างในข้าวเป็นโรคที่มีความรุนแรงและส่งผลต่อความสูญเสียทางเศรษฐกิจ

ของพื้นที่ผลิตข้าวในประเทศไทย โดยเกิดจากเชื้อราหลายชนิด ซึ่งเชื้อรา Curvularia lunata 

(Wakk) Boed เป็นหนึ่งในเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างในข้าวที่พบในประเทศไทย โรคนี้เป็นสาเหตุ

ส าคัญของการท าลายเมล็ดข้าวและท าให้ผลผลิตเสียหายทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณถึงร้อยละ 80 

เปอร์เซ็นต์ (Dethoup et al., 2018) มีรายงานโรคเมล็ดด่างในข้าวในหลายประเทศที่ข้าวเป็นพืชผล

หลัก เช่น อินเดีย ปากีสถาน และบราซิล (Arshad et al., 2009; Prabhu et al., 2012; Balgude 

and Gaikwad, 2016; Goswami and Thind, 2018) การติดเช้ือจะเริ่มต้นในระยะเมล็ดข้าวเริ่มเป็น

น้ านมและเชื้อราสามารถแพร่กระจายไปกับลมหรือติดไปกับเมล็ด ท าให้เกิดแผลจุดสีน้ าตาลหรือด าที่

เมล็ด เมื่อเชื้อราเข้าท าลายอาการเมล็ดด่างจะเห็นได้ชัดในระยะเก็บเกี่ยว ส่วนการงอกของเมล็ดข้าวที่

ติดเชื้อนั้นไม่ดี และเมื่องอกออกมาจะผิดปกติ เมล็ดข้าวที่ติดเชื้อยังเป็นแหล่งที่มาของหัวเชื้อของเชื้อ

ราที่ท าให้เกิดโรค ซึ่งกระจายผ่านการเก็บเมล็ดไปยังพืชใหม่ (Kongcharoen et al., 2020) 

2.1.4.3 โรคขอบใบแห้ง (Bacterial leaf blight disease)  
โรคขอบใบแห้งเป็นโรคที่มีความรุนแรงมากในพื้นที่การผลิตข้าวในเขตเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้และเป็นโรคส าคัญที่ท าให้ผลผลิตของข้าวลดลงอย่างมากทั่วโลกท าให้สูญเสีย
ผลผลิตอย่างมีนัยส าคัญได้ถึง 20–81 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งขึ้นอยู่กับระยะการเจริญเติบโตของข้าว ความ
อ่อนแอของพันธุ์ และสภาพแวดล้อม โดยมีสาเหตุจากแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae (Xoo) (Feakin, 1971; Srinivasan and Gnanamanickam, 2005) สามารถแพร่ไปกับน้ า
ในสภาพแวดล้อมที่มีความชื้นสูง ซึ่งเกิดทั้งระยะกล้า ระยะแตกกอจนถึงออกรวง โดยใบที่เป็นโรค
ขอบใบมีรอยขีดช้ าต่อมาจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง ในกรณีที่ต้นข้าวมีความอ่อนแอต่อโรคและเชื้อโรคมี
ปริมาณมากจะท าให้ต้นข้าวจะเหี่ยวเฉาและแห้งตายทั้งต้นโดยรวดเร็วเรียกอาการของโรคนี้ว่า ครีเสก 
(kresek) (Elazegui and Islam, 2003) 

2.1.5 การควบคุมและป้องกัน  
2.1.5.1 การควบคุมและป้องกันโดยใช้สารเคมี  
ส่วนมากเกษตรกรจะแก้ปัญหาโดยการใช้พันธุ์ต้านทานโรคที่เหมาะสมเฉพาะท้องที่ 

การใช้สารก าจัดแมลงพาหะ การก าจัดวัชพืช การคลุกเมล็ดพันธุ์ด้วยสารป้องกันก าจัดเชื้อรา เช่น        

คาร์เบนดาซิม แมนโคเซบ และโปรคลอลาส เป็นต้น เมื่อพบอาการที่รุนแรงหรือแหล่งที่มีโรคระบาด

ควรพ่นสารป้องกันก าจัดโรคพืชอัตราตามค าแนะน าในฉลาก เช่น คาซูกะมัยซัน และอีดิเฟนฟอส    

เป็นต้น (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2557) 
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2.1.5.2 การควบคุมและป้องกันโดยวิธีชีวภาพ  
เป็นการควบคุมศัตรูพืชวิธีหนึ่งที่น าความรู้ด้านความหลากหลายทางชีวภาพมาใช้

เพื่อทดแทนการใช้สารเคมี เช่น จุลินทรีย์ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชหรือพีจีพีอาร์ (PGPR) เป็น

กลุ่มจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในดินรอบรากพืช (rhizosphere) และช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช 

ได้แก่ Bacillus sp., Pseudomonas sp., Acinetobacter, Agrobacterium, Burkholderia, และ 

Rhizobium เป็นต้น (Vessey, 2003; Glick, 2012) ซึ่งกลุ่มแบคทีเรียที่เป็นสารควบคุมทางชีวภาพที่

มีประสิทธิภาพในการต้านเชื้อราที่ก่อโรคพืช ได้แก่ Bacillus spp. และ Pseudomonas spp. 

(Velivellil et al., 2014)  

 

2.2 แบคทเีรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth promoting bacteria) 
2.2.1 แบคทีเรยีเอนโดไฟต์ (endophytic bacteria)  

          แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในเนื้อเย่ือของพืชและไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อพืชนั้นๆ โดยพบได้ทุกส่วน
ของพืช ได้แก่ ราก ใบ ล าต้น และเมล็ด เป็นต้น ซึ่งรากมีจ านวนแบคทีเรียเอนโดไฟต์มากที่สุด 
(Rosenblueth and Martínez-Romero, 2006) (ภาพ 2) โดยมีการรายงานถึงความหนาแน่นของ
แบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่อาศัยอยู่ร่วมกับพืชโดยเฉพาะส่วนของรากพบว่า มีความหนาแน่นมากถึง 10 5 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเทียบกับเนื้อเยื่อส่วนอื่นๆ ของล าต้น (Hallmann et al., 1997) และความ
หลากหลายของแบคทีเรียเอนโดไฟต์สามารถพบได้ในพืชทุกชนิดที่ศึกษา (Partida-Martinez and 
Heil, 2011) 

 
ภาพ 2 แสดงการเข้าสู่รากของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ชนดิต่างๆ 

ที่มา: Hardoim, 2008 
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ในปีที่ผ่านมามีการรายงานการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากรากในพืช
เพาะปลูกต่างๆ เป็นจ านวนมาก เช่น ข้าว (Baldani et al., 2000) ถั่วเหลือง (Bai et al., 2002) และ
ข้ า ว โพด  (Weilharter et al. , 2011 )  โดยส่ วน ใหญ่ จะพบแบคที เ รี ยจี นั ส  Bacillus และ 
Pseudomonas มากที่สุด (Hallmann et al., 1997; Chaturvedi et al., 2016) นอกจากนี้ มี
รายงานการศึกษาพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้หลายชนิด เช่น 
ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ ต้านไวรัส ต้านมะเร็งและอนุมูลอิสระ รวมถึงการเข้าท าลายแมลงศัตรูพืช (Findlay 
et al., 1997; Guo et al., 2000; Strobel et al., 2004) Shivas and Hyde (1997) ประมาณการ
ว่ามีพืชในเขตร้อนอย่างน้อย 200 ,000 ชนิด เป็นแหล่งอาศัยของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดใหม่ ซึ่งน่าจะมี
จ านวนสูงถึง 270,000 ชนิด อีกทั้งมีรายงานการศึกษาพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์ยังสามารถช่วยใน
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทั้งทางตรงและทางอ้อม ประโยชน์ในทางตรง ได้แก่ การผลิต
ฮอร์โมนออกซิน ซึ่งมีความส าคัญกับพืช ซึ่งสามารถช่วยให้พืชเจริญเติบโตได้ดีขึ้นภายใต้สภาวะปกติ
และสภาวะเครียด (Ma et al., 2016; Afzal et al., 2019) การละลายธาตุอาหารให้แก่พืช เช่น การ
ละลายฟอสเฟตเป็นการน าแบคทีเรียเอนโดไฟต์มาช่วยย่อยฟอสฟอรัสในดินให้อยู่ในรูปที่เป็น
ประโยชน์ (Mehnaz et al., 2011) และยังสามารถตรึงไนโตรเจน ซึ่งมีประสิทธิภาพเท่ากับแบคทีเรีย
ไรโซเบียม (Carrell and Frank, 2014) ส าหรับประโยชน์ทางอ้อม ได้แก่ การเป็นปฏิปักษ์โดยตรงต่อ
เชื้อสาเหตุโรคพืช รวมถึงการช่วยให้พืชสร้างภูมิต้านทานต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสม (Glick, 2014; 
Gamalero and Glick, 2015; Santoyo et al., 2016) 

ส าหรับการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในข้าวนั้น Ji et al. (2014) ท าการแยก
แบคทีเรียเอนโดไฟต์จากข้าวพันธุ์เกาหลี และศึกษาความสามารถในการผลิตสารที่ส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของข้าวพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่แยกได้สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าว 
และท าให้ข้าวเกิดความต้านทานต่อเชื้อราก่อโรคได้ แบคทีเรียดังกล่าวอยู่ในจีนัส Bacillus, 
Paenibacillus, Microbacterium และ Klebsiella ซึ่งความหลากหลายของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ใน
ข้าวนั้นมีศักยภาพที่สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการเป็นปุ๋ยชีวภาพได้ (Raweekul et al., 2016) ใน
งานวิจัยที่ผ่านมาได้มีการรายงานเกี่ยวกับความสัมพันธ์ของพืชกับกลุ่มของจุลินทรีย์ เมื่อเทียบกับ
แบคทีเรียที่อาศัยอยู่อย่างอิสระในบริเวณรอบๆ รากของพืช ( rhizosphere bacteria) พบว่า 
แบคทีเรียเอนโดไฟต์มีข้อได้เปรียบคือ สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ช่วยป้องกันพืชจากเชื้อ
ก่อโรค และแบคทีเรียเอนโดไฟต์มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับพืชอาศัยได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่า
แบคทีเรียรอบราก (Ali et al., 2012; Coutinho et al., 2015) อีกทั้งยังช่วยให้พืชทนต่อสภาวะ
ความเครียดและการแข่งขันอีกด้วย 
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2.2.2 แบคทีเรยีรอบราก (Rhizosphere bacteria) 
           แบคทีเรียรอบรากเป็นแบคทีเรียที่อาศัยอยู่บริเวณรอบรากพืชที่มีความสามารถในการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทั้งทางตรงและทางอ้อม (Kloepper and Schroth, 1978) มีการ
รายงานถึงความหนาแน่นของแบคทีเรียบริเวณรอบรากพบว่า สามารถอยู่ในช่วงระหว่าง 10 7-109 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในดินรอบรากของพืช (Benizri et al., 2001) ไรโซสเฟียร์จะแบ่งออกเป็น 3 ส่วน 
(ภาพ 3) ได้แก่ endorhizosphere, rhizoplane และ ectorhizosphere (Prashar et al., 2014) 
โดยบริเวณเหล่านี้เป็นแหล่งส าคัญของจุลินทร์และมีกิจกรรมทางชีวภาพรวมถึงอันตรกิริยาระหว่าง
จุลินทรีย์กับพืช (Lynch, 1990; Gray and Smith, 2005) โดยมีการรายงานพบว่าแบคทีเรีย เช่น 
Bacillus cereus, Bacillus amyloliquefaciens และ Bacillus sp. อาศัยอยู่บริเวณรอบรากในพืช
ต่างๆ รวมถึงข้าวอีกด้วย (John Bullied et al., 2002; Nautiyal et al. 2013; Tamreihao et al., 
2018) 
 

 

ภาพ 3 แสดงบริเวณแบคทีเรียรอบรากในส่วนต่างๆ ของข้าว 
ที่มา: Ding et al., 2019 

ปัจจุบันมีการศึกษาเกี่ยวกับการแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากจากพืชได้
หลายวิธี เช่น  

1) การแยกแบคทีเรียด้วยวิธี surface sterilized เป็นวิธีที่ง่ายท าได้โดยการฆ่าเชื้อบนพื้นผิว
ของตัวอย่างพืช ได้แก่ ล าต้น ราก และใบของพืช (Compant et al., 2005) ปัจจุบันมีวิธีการฆ่าเชื้อ
ด้วยวิธี surface sterilized มากถึง 100 วิธี ซึ่งขึ้นอยู่กับการเลือกใช้ความเข้มข้นของสารเคมีและ
ชนิดของเนื้อเยื่อพืช (Sahu et al., 2022)  
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2) การวิเคราะห์ด้วยยีน 16S rRNA เป็นวิธีที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในการจ าแนกสปีชีส์ของ
แบคทีเรียที่แยกได้ ซึ่งเป็นการใช้วิธีการระดับโมเลกุล และเป็นเครื่องมือส าคัญในการก าหนด
ความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการระหว่างแบคทีเรีย  รวมถึงการระบุล าดับยีนนั้นส าคัญส าหรับ
แบคทีเรียที่เติบโตช้า ผิดปกติ และเพาะเลี้ยงยาก แต่การระบุล าดับยีนนั้นยังคงค่อนข้างมีราคาแพง   
(Patel, 2001)  

3) การทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical Test) เป็นการระบุชนิดของแบคทีเรียโดยการ
ทดสอบปฏิกิริยาเมแทบอลิซึมหรือปฏิกิริยาของเอนไซม์ ท าให้สามารถจัดกลุ่มและจ าแนกในระดับ
สกุลหรือสปีชีส์ได้ (Busch and Nitschko, 1999; Eslava et al., 2010) เนื่องจากแบคทีเรียไม่มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงพอที่จะระบุลักษณะเฉพาะได้ ซึ่งวิธีการทดสอบทางชีวเคมีจึงเป็น
วิธีการจ าแนกแบคทีเรียวิธีหนึ่งที่นิยมใช้ในปัจจุบัน  

 
2.3 บทบาทของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบราก 

2.3.1 แบคทีเรยีเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากในการละลายฟอสเฟต  
ฟอสฟอรัส (P) เป็นธาตุอาหารหลักที่พืชใช้ในการเจริญเติบโต เกิดขึ้นจากการสลายตัวผุพัง

ของแร่บางชนิดในดิน ปริมาณฟอสฟอรัสในดินเฉลี่ย 0.05 เปอร์เซ็นต์ แต่จะพบแค่ 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
ของฟอสฟอรัสที่พืชสามารถน าไปใช้ได้ (Sharma et al., 2013) โดยฟอสฟอรัสในดิน สามารถแบ่ง
ตามองค์ประกอบทางเคมีแบ่งได้เป็น 2 แบบคือ อินทรีย์ฟอสเฟต (organic phosphate) เป็นวัสดุ
อินทรีย์ต่างๆ ที่ร่วงหล่นและทับถมอยู่บนดิน และอนินทรีย์ฟอสเฟต ( inorganic phosphate) เป็น
พวกหินแร่ต่างๆ เช่น แร่อะพาไทต์ (apatite) เป็นต้น (ปัทมา วิตยากร, 2559) ธาตุฟอสฟอรัสมี
ความส าคัญในการช่วยให้รากของพืชแข็งแรงและแผ่กระจายได้รวดเร็วขึ้น อย่างไรก็ดีพืชที่ขาดธาตุ
ฟอสฟอรัสจะท าให้ต้นแคระแกร็น ใบเล็ก เหลือง ล าต้นเล็กลง ดอกผลน้อย และรากไม่เจริญ ด้วย
ปัญหาดังกล่าวจึงมีการน าจุลินทรีย์ในดินที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตมาใช้ประโยชน์ 
(กฤตย์ สมสาร,์ 2549) 

กลไกการละลายฟอสเฟตของจุลินทรีย์เกิดจากการสร้างกรดและปลดปล่อยออกมาละลาย
ฟอสเฟตในดินทั้งสารประกอบอินทรีย์และอนินทรีย์ด้วยกรดอินทรีย์ (solubilization) กรดอินทรีย์
ดังกล่าวจะเปลี่ยนรูปแคลเซียมฟอสเฟต (Ca3 (PO)2) ให้อยู่ในรูปไดและโมโนเบสิกฟอสเฟต กรดต่างๆ 
ที่เกิดขึ้นส่งผลให้ค่าความเป็นกรดเป็นด่างลดลงและเกิดการละลายของฟอสฟอรัสมากขึ้น และมีการ
เปลี่ยนรูปของฟอสฟอรัสในดินด้วยกระบวนการต่างๆ ได้แก่ กระบวนการที่ท าให้ฟอสฟอรัส
ตกตะกอน (precipitation) กระบวนการที่ละลายฟอสฟอรัสที่ตกตะกอน (dissolution) กระบวนการ
ดูดซับ-ปลดปล่อยฟอสฟอรัส (adsorbed-desorption)  และกระบวนการ mineralization-
immobilization ของฟอสฟอรัสอินทรีย์ที่เกิดขึ้นพร้อมกัน โดยการย่อยสลายด้วยเอนไซม์และการ
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ตรึงฟอสฟอรัสเข้าสู่ภายในเซลล์ท าให้ฟอสฟอรัสละลายในดินเป็นไอออนฟอสเฟตที่ละลายน้ าพืช
สามารถน าไปใช้ได้ การละลายฟอสเฟตจะมีประสิทธิภาพขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ และอินทรียวัตถุ
ที่ใช้เป็นแหล่งน้ าตาลในการผลิตกรดอินทรีย์ (Liu, 2019; ปัทมา วิตยากร, 2559) (ภาพ 4) 

 
ภาพ 4 แผนภาพแสดงความส าคญัของจลุินทรีย์ในการละลายฟอสเฟต 

ที่มา: Sharma et al., 2013 

ตัวอย่างจุลินทรีย์ที่ละลายฟอสเฟต ได้แก่  สายพันธุ์จากแบคที เรีย เช่น Bacillus, 
Pseudomonas, Rhizobium, แอคติโนแบคทีเรีย และเชื้อรา เช่น Penicillium, Aspergillus และ 
Arbuscular mycorrhizal (AM) (Kalayu, 2019) และมีการรายงานของ Liu et al. (2022) พบว่า 
แบคที เรีย Bacillus megaterium DD-2 , Bacillus aryabhattai DD-3 และ Bacillus subtilis    
DD-4 ที่แยกได้จากดินบริเวณรอบรากข้าวมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตได้ โดยแบคทีเรีย     
ไอโซเลต DD-2 สามารถละลายฟอสเฟตสูงสุด (288.33 มิลลิกรัมต่อลิตร) นอกจากนี้ มีรายงานว่า
แ บ ค ที เ รี ย จี นั ส  Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, Staphylococcus, 
Citrobacter และ Escherichia ที่แยกได้จากข้าวในไนจิเรียสายพันธุ์ Ofada และ ITA 150 สามารถ
ละลายฟอสเฟตได้ ซึ่งสามารถน าไปประยุกต์เป็นหัวเชื้อในเพิ่มการเจริญและเพิ่มผลผลิตของข้าวได้  
(Olayemi and Odedara, 2017)  

ส าหรับวิธีการตรวจหาปริมาณฟอสเฟตส่วนมากจะใช้วิธี molybdenum blue ในการ
ทดสอบซึ่งเป็นวิธีที่นิยมน ามาใช้และได้รับการยอมรับอย่างดีในการศึกษากิจกรรมการละลายฟอสเฟต
ในอาหารเหลว การตรวจหาปริมาณฟอสเฟตตามที่รายงานโดย  Murphy & Riley, (1962) และ 
Watanabe & Olsen, (1965) จะเกี่ยวข้องกับการท าปฏิกิริยาระหว่างของกรดแอมโมเนียมโมลิบเดต
กับไอออนของสารอนินทรียฟอสเฟต (Pi) โดยสร้างสารประกอบเชิงซ้อนฟอสโฟโมลิบดีนัมสีเหลืองขึ้น 



 14 

จากนั้นจะถูกลดขนาดให้เป็นโมลิบดีนัมสีน้ าเงินเมื่อท าปฏิกิริยากับกรดแอสคอร์บิกโดยค่าการดูดกลืน
แสงของโมลิบดีนัมบลูที่ผลิตขึ้นจะถูกวัดทางสเปกโตรโฟโตเมตริกที่ความยาวคลื่นหนึ่งซึ่งให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุด และความเข้มของสีน้ าเงินจะแปรผันตามปริมาณฟอสเฟตที่มีอยู่ในสารละลาย
ตัวอย่าง (Pradhan and Pokhrel, 2013) 

2.3.2 แบคทีเรยีเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากต่อการผลิต indole-3-acetic acid (IAA)  
           ออกซินหรือ IAA เป็นอนุพันธ์ของ indole ที่มีหมู่ carboxymethyl group (ภาพ 5) เป็น
สารกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชที่สามารถท าให้เกิดการแบ่งตัวและยืดตัวของเซลล์ของพืช กระตุ้น
การเกิดรากด้านข้าง (Myo et al., 2019; Wagi and Ahmed, 2019; Kumla et al., 2020) ทั้งนี้มี
การศึกษาพบว่า แบคทีเรียประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ที่แยกได้จากรากพืชสามารถสังเคราะห์ IAA ได้ 
(Patten and Glick, 1996) นอกจากนี้ IAA ยังสามารถควบคุมการสังเคราะห์ฮอร์โมนพืชชนิดอื่นได้ 
เช่น เอทธิลีน และไซโตไคนิน เป็นต้น ซึ่งสารออกซินบางชนิดเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติในพืช และบาง
ชนิดเป็นสารสังเคราะห์ เนื่องจากความสามารถในการควบคุมกระบวนการเจริญเติบโตของพืช
ดังกล่าวข้างต้นจึงท าให้มีการสังเคราะห์สารต่างๆ ที่มีคุณสมบัติคล้ายออกซิน เพื่อน าไปใช้ประโยชน์
ทางการเกษตร (Woodward and Bartel, 2005; Glick, 2012) 

 

ภาพ 5 โครงสร้างโมเลกลุของกรดอินโดล-3-แอซีติก 

ที่มา: Simon and Petrášek., 2011 

กลไกการสังเคราะห์ indole-3-acetic acid (IAA) ของจุลินทรีย์  
การสังเคราะห์ออกซินทั้งในพืชและแบคทีเรียจะมีกรดอะมิโนทริพโตเฟน (tryptophan) เป็น

สารตั้งต้น โดยเริ่มต้นจากการสังเคราะห์ chorismate ซึ่งเป็นสารประกอบตั้งต้นถูกควบคุมโดย     
trp genes ในวิถีสังเคราะห์ indole-3-acetic acid (IAA) 5 ขั้นตอน โดยจะถูกสังเคราะห์จาก 
phosphoenolpyruvate และ erythrose 4-phosphate ในชีววิถี shikimate ซึ่งเป็นชีววิถีทั่วไปใน
ชีวสังเคราะห์ของ aromatic amino acid และสารทุติยภูมิอีกหลายกลุ่ม (Merino et al., 2008) 
และขั้นตอนสุดท้ายคือ ได้ trpytophan เป็นสารตั้งต้นในวิถีการสังเคราะห์ IAA ต่อไปด้วยวิถีที่
แตกต่างกัน (Spaepen and Vanderleyden, 2011) และมีรายงานการผลิต IAA ของแบคทีเรีย
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จ านวนมาก พบว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ของแบคทีเรียที่แยกได้จากรากพืชสามารถสังเคราะห์ IAA ได้ 
(Patten and Glick 1996)  

การศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีความสามารถในการผลิตสารเร่งการ  
เจริญเติบโตจากข้าวมีการรายงานจ านวนมาก ในปี 2018 Saengsanga ศึกษาผลของแบคทีเรียรอบ
รากที่แยกจากบริเวณรอบรากข้าวในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวหอมมะลิไทย (KDML105) 
พบว่า แบคทีเรียไอโซเลต NRRU-N13 ผลิตกรดอินโดลอะซิติก ( IAA) ได้สูงที่สุด เท่ากับ 46.97 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อน าไปจ าแนกชนิดโดยการหาล าดับเบสด้วย 16S rDNA จัดอยู่ในสกุล 
Enterobacter sp. และมีการรายงานของ Tamreihao et al. (2018) ศึกษาผลของแบคทีเรีย 
Bacillus sp. MBRL 576 ที่แยกจากรอบรากข้าวในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและผลผลิตของข้าว 
พบว่า มีความสามารถในการผลิต IAA เท่ากับ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและมีศักยภาพในการเพิ่ม
การเจริญเติบโตและผลผลิตของข้าวพันธ์ุ Jatra  

ส าหรับวิธีการตรวจหาการสังเคราะห์ทางชีวภาพของ IAA โดย Gordon & Weber, (1951) 
เป็นคนแรกที่จัดท าการทดสอบการวัดสีโดยใช้ Salkowski reagent ต่อมาวิธีนี้ถูกน ามาใช้กันอย่าง
แพร่หลายในการตรวจหา IAA จากจุลินทรีย์ ซึ่งสาร Salkowski reagent เป็นส่วนผสมของเฟอร์ริก
คลอไรด์ 0.5 M (FeCl3) และกรดเปอร์คลอริก 35% (HClO4) เมื่อท าปฏิกิริยากับ IAA จะให้สีชมพู 
เนื่องจากการก่อตัวของ IAA ที่ซับซ้อนพร้อมกับการลดลงของ Fe3

+ (Kamnev et al., 2001) สีชมพูที่
ปรากฏเมื่อท าปฏิกิริยาและได้ผลเชิงบวกสามารถบ่งชี้ถึงการมีอยู่ของสารประกอบอินโดลต่างๆ ที่ได้
จากเมแทบอลิซึมของสารตั้งต้นทริปโตเฟนและความสามารถในการเผาผลาญ L-tryptophan (TRP) 
ไปเป็น IAA ของแบคทีเรีย (Rahman et al., 2010; Gang et al., 2019) 

2.3.3 แบคทีเรยีเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่สามารถยับยั้งเชื้อราก่อโรค 
การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี (biological control) เป็นวิธีที่นิยมมากขึ้น เนื่องจากมีความ

ปลอดภัยต่อผู้ใช้ ผู้บริโภค และสภาพแวดล้อม สิ่งมีชีวิตหรือเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่น ามาใช้ในการ
ควบคุมโรคพืชด้วยวิธีชีวภาพมีกลไกการควบคุมโรคพืช 5 ลักษณะ ได้แก่  

1) การสร้างสารปฏิชีวนะ (antibiosis) เช่น แบคทีเรีย Bacillus subtilis สร้างสารปฏิชีวนะ 
อิทูริน (iturin) ท าลายจุลินทรีย์ก่อโรคหลายชนิด  

2) การแข่งขัน (competition) เช่น เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีความสามารถในการเจริญเติบโต
แข่งขันกับเช้ือก่อโรคพืช ท าให้เช้ือโรคไม่สามารถเจริญเติบโตและท าลายพืชได้  

3) การเป็นปรสิต (parasitism) เช่น เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีความสามารถในการเข้าไปเจริญ
อาศัยในเช้ือสาเหตุโรคพืช แล้วคอยดูดกินอาหาร ท าให้เชื้อสาเหตุโรคพืชอ่อนแอและตายในที่สุด 
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4) การสร้างเอนไซม์ย่อยสลายผนังเซลล์ราก่อโรคพืช เช่น แบคทีเรียและแอคติโนแบคทีเรีย
สามารถผลิตเอนไซม์ไคทิเนส (chitinase) และบีตา-1,3-กลูแคเนสที่ท าหน้าที่ย่อยสลายไคทนิ (chitin) 
และบีตา-1,3-กลูแคนที่เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ราส่วนใหญ่   

5)  การชักน าให้ เกิดความต้านทานโรค ( induced host resistance) (Heydari and 
Pessarakli, 2010; Prajapati et al., 2020) 

มีรายงานเกี่ยวกับแบคทีเรียสกุลที่พบส าหรับผลิตสารฤทธิ์ต้านจุลชีพในการต้านเชื้อก่อโรค 
ได้แก่ Bacillus, Actinobacteria , Bacillus, Enterobacter, Paenibacillus, Pseudomonas 
และ Serratia (Afzal et al., 2019) และกิจกรรมต้านเชื้อราเกิดจากการผลิตเอนไซม์ไคติเนส        
โปรติเอส และกลูแคนเนสที่ผนังเซลล์ของเชื้อราและปลดปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ โดยเอนไซม์
เหล่านี้สามารถย่อยสลายผนังเซลล์ของเชื้อราได้ (Zarei et al., 2011; Zhang et al., 2012) ในปี 
2018 Saechow et al. ศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อราของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens BAS23 ที่แยก
ได้จากดินนาข้าวพบว่า สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเชื้อรา Curvularia lunata สาเหตุ
โรคเมล็ดด่างในข้าวได้ โดยมีการผลิตสารประกอบในกลุ่มไลโปเปปไทด์ คือ iturin A และจาก
การศึกษาของ Dong et al. (2019) ท าการศึกษาแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens Rdx5 ที่
แยกได้จากพืชสมุนไพรจีนต่อการต้านเชื้อรา Magnaporthe oryzae สาเหตุโรคไหม้ในข้าวพบว่า มี
ฤทธิ์ต้านเชื้อราได้ โดยมีการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและโปรติเอส นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาของ 
Rong et al. (2020) ศึกษาฤทธิ์ต้านเช้ือราของแบคทีเรียเอนโดไฟต์สายพันธุ์ Bacillus safensis B21 
พบว่า แบคทีเรียดังกล่าวมีฤทธิ์ต้านเชื้อรา M. oryzae สาเหตุของโรคไหม้ในข้าวและมีการผลิต
สารประกอบต้านเชื้อราโดย B. safensis B21 คือ iturin A2 และ iturin A6 จากผลการศึกษาแสดง
ให้เห็นว่าสายพันธุ์ B. safensis B21 และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีศักยภาพในการพัฒนาเป็นสาร 
ชีวภัณฑ์ส าหรับควบคุมโรคไหม้ของข้าวได ้

2.3.4 วิธีการใช้แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากในการส่งเสริมการเจริญเตบิโต
ของพืช 

ปัจจุบันพบว่า มีการศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและการ
ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการต้านเชื้อราก่อโรคของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบราก
ทั้งในระดับห้องปฏิบัติการและระดับโรงเรือน และมีการน าเชื้อจุลินทรีย์มาพัฒนาให้อยู่ในรูปแบบของ
ผลิตภัณฑ์โดยมุ่งเน้นเรื่องการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและการยับยั้งเชื้อราก่อโรค วิธีการใช้
แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชสามารถน าไปใช้ได้
ในลักษณะเช่นเดียวกับการใช้สารเคมีทั่วไป ซึ่งมีรายละเอียดดังนี ้(Prathuangwong et al., 2005) 
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2.3.4.1 การคลุกเมล็ด  
วิธีการนี้เป็นวิธีที่ง่าย และประหยัดที่สุด เหมาะส าหรับการใช้ควบคุมโรค ในระบบ

รากและล าต้นใต้ดิน และสามารถควบคุมโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์และเพิ่ม ความแข็งแรงตลอดจนชัก
น าภูมิต้านทานของต้นกล้าได้ด้วย  

2.3.4.2 การเติมหัวเชื้อลงในดิน  
เป็นการราดเชื้อลงในดินในรูปแบบเซลล์แขวนลอย ซึ่งเป็นวิธีการที่ช่วยให้จุลินทรีย์มี

โอกาสสัมผัสกับเชื้อโรคในดินและแมลงศัตรูพืชในดินอย่างใกล้ชิด ท าให้เชื้อโรคและแมลงศัตรูพืช
ลดลง แต่วิธีนี้มีข้อจ ากัด เนื่องจากค่อนข้างยุ่งยาก และต้องใช้ปริมาณจุลินทรีย์มาก  

2.3.4.3 การพ่นบนใบพืชหรือการฉีดพ่น  
  เป็นวิธีการพ่นจุลินทรีย์ลงบนต้นและใบพืช เพื่อควบคุมโรคพืชที่เกิดกับใบและ

ควบคุมแมลงศัตรูพืช ในลักษณะเช่นเดียวกับการพ่นใบพืชด้วยสารเคมีก าจัดศัตรูพืช 
2.3.4.4 การผสมกับวัสดุปลูกหรือปุ๋ยอินทรีย์  

  วิธีการนี้จะช่วยให้จุลินทรีย์มีโอกาสสัมผัสกับเชื้อโรคและแมลงศัตรูพืช เพราะจะ
อาศัยอยู่ในส่วนของวัสดุปลูก ซึ่งจะช่วยลดปริมาณเชื้อโรคและแมลงศัตรูพืชในวัสดุปลูกนั้น โดย
จุลินทรีย์จะท าหน้าที่ย่อยธาตุอาหารรองหรือจุลธาตุบางชนิดในการส่งเสริมการเจริญของพืช ซึ่ง
ปุ๋ยเคมีไม่สามารถให้ประโยชน์ตรงนี้ได้  

2.3.4.5 การจุ่มหรือการใส่ลงบนส่วนขยายพันธ์ุหรือกล้าพืชก่อนการย้ายปลูก  
  เป็นวิธีการที่ช่วยให้จุลินทรีย์ได้สัมผัสกับส่วนของพืชที่จะใช้ขยายพันธุ์ รวมทั้งกล้า

พืชก่อนที่เชื้อโรคและแมลงศัตรูพืชจะเข้าท าลายพืช เป็นวิธีที่ได้ผลดี ประหยัดค่าใช้จ่าย และสะดวก
ต่อการปฏิบัต ิ
 
2.4 สารกลุ่มไลโปเปปไทด ์(lipopeptides) 

สารกลุ่ม lipopeptide เป็นสารประกอบที่มีโครงสร้างของไขมันเชื่อมต่อกับเปปไทด์ โดยมี
ประจุบวกหรือประจุลบ ซึ่ง moiety ของกรดไขมันถูกยึดติดกับโควาเลนตแ์ละปลาย N (N-terminus) 
โดยสารกลุ่ม lipopeptides เป็นกลุ่มย่อยของสารลดแรงตึงผิวของจุลินทรีย์หรือสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพ สารในกลุ่มนี้ เกิดจากการสังเคราะห์ของยีนที่ควบคุมการผลิตชื่อว่า non-ribosomal 
peptide synthetases (NRPS) ซึ่งผลิตโดยแบคทีเรียและเชื้อราหลายชนิด (Raaijmakers et al., 
2010) ในการศึกษาวจิัยในปัจจุบันรายงานว่า สารกลุ่ม lipopeptide แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มหลัก ได้แก่    

1) iturin เป็น cycle lipoheptapeptide โดยต าแหน่งที่ 7 ของ heptapeptide คือ Ser ที่
เชื่อมโยงด้วยกรด β-amino ของสายกรดไขมันที่มีอะตอมของคาร์บอนเท่ากับ 14–17 ทั้งนี้           
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กรดอะมิโนของ heptapeptideis ประกอบด้วย(L-)Asn-(D-)Tyr-(D-)Asn-(L-)Gln-(L-)Pro-(D)Asn-
(L-)Ser                 

2) fengycin เป็นไลโปเปปไทด์อีกชนิดหนึ่งที่มีรายงานการออกฤทธิ์ต่อต้านเชื้อรา และ
รายงานว่าผลิตได้ในแบคทีเรียจีนัส Bacillus หลายชนิด สารดังกล่าวมีกรดไขมันไฮดรอกซีที่มีอะตอม
ของคาร์บอนเท่ากับ 15-19 fengycin ประกอบด้วยสายเปปไทด์ (L-)Glu-(D-)Orn-(L-)Tyr-(D-)Thr-
(L-) Glu-(D-)Ala(Val)-(L-)Pro-(L-)Gln-(D-)Tyr-(L-)-Ile ซึ่ง Tyr ที่ต าแหน่ง 3 ถูกผูกมัดกับ Ile ที่
ต าแหน่ง 10 เพื่อก่อรูปไซเคิลเปปไทด์ผ่านทางพันธะแลกโทน  

3) surfactin โดยทั่วไปพบว่ามีส่วนประกอบของ heptapeptide มีล าดับกรดอะมิโนคือ    
(L-)Glu-(L-)Leu-(D-)Leu-(L-)Val-(L-)Asp-(D)Leu-(L-)Leu และมีเปปไทด์เชื่อมโยงผ่านพันธะแลค
โตนกับกรดไขมันเบต้าไฮดรอกซีที่มีอะตอมของคาร์บอนเท่ากับ 13–15 (Zhao et al., 2017)  

แบคทีเรียสกุล Bacillus เป็นจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารไลโปเปปไทด์ มีฤทธิ์
เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ สารต้านจุลชีพและมีคุณสมบัติเป็นสารระเหยอินทรีย์ (Hussain and 
Khan, 2022) ซึ่งมีผลท าให้เส้นใยของเชื้อราเกิดความผิดปกติ โดยเฉพาะ surfactin (ภาพ 6) 
(Emmert and Handelsman, 1999; Roongsawang et al., 2010) สาร surfactin ได้มีการค้นพบ
เป็นครั้งแรกใน Bacillus subtilis โดย Arima et al. (1968) และได้รับความสนใจน ามาศึกษาเป็น
จ านวนมาก ด้วยคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวระหว่าง biofilms กับบริเวณผิวใบรวมถึงการรบกวน
กิจกรรมของ membrane structure (Zhao et al., 2017) 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพ 6 แสดงโครงสร้างของสาร surfactin ที่มีจ านวน C เท่ากับ 15 อะตอม 
ที่มา: Liu et al., 2012 

surfactin เป็นสารที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อราที่ไม่รุนแรง ในขณะที่ Iturin และ fengycin มีฤทธิ์ต้าน

เชื้อราที่รุนแรงและยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อโรคในพืชหลากหลายชนิด (Ongena and Jacques, 
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2008) อย่างไรก็ดี พบว่า surfactin ร่วมกับ iturin A ช่วยส่งเสริมฤทธิ์ต้านเชื้อราให้สูงมากขึ้น 

(Maget-Dana et al., 1992) จากการรายงานที่ผ่านมาพบว่า ไลโปเปปไทด์มีประสิทธิภาพโดยอาศัย

กลไกปฏิปักษ์ต่อเชื้อโรคพืชและยับยั้งการสังเคราะห์ทางชีวภาพหรือขัดขวางความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้ม

เซลล์ของแบคทีเรียและเชื้อรา ซึ่งมีประสิทธิภาพมากกว่ายาปฏิชีวนะบางชนิด รวมถึงมีความเป็นพิษ

ต่ า สามารถออกฤทธิ์ต้านจุลชีพได้ในวงกว้าง และมีคุณสมบัติลดแรงตึงผิว ในปี 2016 Jiang et al. ได้

รายงานว่า surfactin C15 มีฤทธิ์ในการยับยั้งเส้นใยเชื้อราก่อโรค และมีรายงานถึงกลไกการต้าน

แบคทีเรียของ surfactin ดังนี้: (1) โจมตีเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียก่อโรค ท าให้เกิดการแตกตัวของ

เยื่อหุ้มเซลล์หรือความไม่สมดุลของแรงดันออสโมติก (2) ยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนของแบคทีเรียก่อ

โรค เพื่อป้องกันการแพร่พันธุ์ของเซลล์ และ (3) ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ของแบคทีเรียก่อโรค 

ส่งผลต่อการเผาผลาญของเซลล์ปกติ (Chen et al., 2022) ดังนั้นจึงอาจสรุปได้ว่า สารกลุ่มนี้มี

บทบาทส าคัญและเหมาะส าหรับน ามาใช้ในการควบคุมโรคพืชเพื่อลดการใช้สารเคมีบางชนิดใน

อนาคต 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 20 

บทที่ 3  
 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
 
การศึกษาครั้งนี้ใช้วิธีการแยกเช้ือแบคทีเรียจากราก และดินบริเวณรอบรากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ 
 
3.1 กลุ่มตัวอย่าง   

 คัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากตัวอย่างรากและดินบริเวณรอบรากข้าวไร่ลืมผัว
เพชรบูรณ์ จากบ้านไร่ไออุ่นสตรอเบอรี่ ต าบลเขาค้อ อ าเภอเขาค้อ จังหวัดเพชรบูรณ์  

 
3.2 เครื่องมือและอุปกรณ ์

เครื่องมือ 
  1) หม้อนึ่งฆ่าเช้ือ (autoclave) 

 2) เครื่องผสมสารในหลอดทดลอง (vortex) 
 3) เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (analytical balance) 
 4) เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง (precision balance) 
 5) ตู้อบลมร้อน (hot air oven) 
 6) เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
 7) เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
 8) เครื่องกวนสารละลาย (hot plate stirrer) 
 9) เครื่องหมุนเหว่ียง (centrifuge) 
 10) ตู้เขี่ยเชื้อ (laminar flow) 
 11) เครื่องเขย่า (shaker) 
 12) กล้องจุลทรรศน์ (microscope) 
 13) ไมโครปิเปต (micropipette) 

อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
 1) ห่วงถ่ายเชื้อ (inoculating loop) 
 2) ตะเกียงแอลกอฮอล์ (alcohol Burner) 
 3) ไฟแช็ค (lighter) 
 4) ตะแกรงใส่หลอดทดลอง (rack)  



 21 

 5) ถุงพลาสติก (plastic bag) 
 6) หนังยาง (rubber band) 
 7) ช้อนตักสารเคมี (spatula) 
 8) ส าลี (cotton wool) 
 9) โกร่งบดสาร (mortar and pestle) 

อุปกรณเ์ครื่องแก้ว 
 1) จานเพาะเช้ือ (petri dish) 
 2) หลอดทดลอง (test tube) 
 3) แท่งแก้วสามเหลี่ยม (spreader) 
 4) ปิเปต (pipette) 
 5) กระบอกตวง (cylinder) 
 6) ขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) 
 7) บีกเกอร์ (beaker) 
 8) แท่งแก้วคนสาร (stirring rod) 
 9) ขวดแก้วดูแรน (duran bottle) 

สารเคมี  
  1) เอทิล แอลกอฮอล์ 95% (ethyl alcohol 95%), เคมีภัณฑ ์ 
  2) เอทิล อะซิเตท (CH3COOC2H5 ; commercial),  RCI Labscan™ 
  3) ทวีน 80 (Tween 80), OmiPur 

4) แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4·7H2O; analytical reagent grade), QRëC 
  5) โซเดียมไฮโปคลอไรด์ (NaClO), Loba Chemie 

 6) ไอเอิร์น (III) คลอไรด์หรือเฟอร์ริกคลอไรด์ (FeCl3 ·6H2O ; analytical reagent 
grade), Loba Chemie 
7) กรดเปอร์คลอริก (HCLO4 ; analytical reagent grade), Kemaus 
8) กรดซัลฟิวริก (H2SO4 ; analytical reagent grade), J.T.Baker 
9) กรดไฮโดรคลอริก (HCl : hydrochloric acid), QREC Chemicals 
10) โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH : sodium hydroxide), Kemaus 
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อาหารเลี้ยงเช้ือ 
  1) อาหาร Tryptic soya agar (TSA), Himedia 
  2) อาหาร King’s Medium B Base, Himedia 
  3) อาหาร Luria-Bertani broth (LB), Himedia 
  4) อาหาร Pikovskaya’s medium (PVK), Himedia 
  5) อาหาร Nutrient broth (NB), Himedia 
  6) อาหาร Potato dextrose broth (PDB), Himedia 

7) อาหาร Peat moss extract agar  
8) อาหาร Minimum salt liquid medium (MSLM) 

 
3.3 การคัดเลอืกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ และแบคทีเรียรอบรากจากขา้วไร่ลืมผัวเพชรบูรณ ์

3.3.1 การคัดเลือกแบคทีเรียรอบรากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์  

เก็บตัวอย่างรากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ จ านวน 10 ตัวอย่าง ณ บ้านไร่ไออุ่นสตรอเบอรี่ 
ต าบลเขาค้อ อ าเภอเขาค้อ จังหวัดเพชรบูรณ์ โดยน ารากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ที่มีความยาวขนาด  
2-3 เซนติเมตร มาละลายในสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว
น าไป sonicate เป็นเวลา 30 วินาที (Liu and Xie, 2015; Defez et al., 2017) จากนั้นเตรียม
สารละลายให้ได้ความเจือจางเท่ากับ 10-3, 10-5 และ 10-7 ท าการดูดสารละลายปริมาณ 100 
ไมโครลิตร ลงบนอาหาร Luria-Bertani agar (LB) (Defez et al., 2017), King’s B agar (Etminani 
and Harighi, 2018), Tryptic soya agar (TSA) (Etesami et al., 2014) และอาหาร Peat moss 
extract agar (Jumpathong et al., 2019) และเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหาร บ่มที่อุณหภูมิห้อง (30±2 
องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 5 วัน ท าการแยกแบคทีเรียจนได้โคโลนีบริสุทธิ์เพื่อเก็บรักษาในสารละลาย
กลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ส าหรับใช้ในการศึกษาต่อไป 

3.3.2 การคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากรากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ 
น ารากข้าวจากขั้นตอน 3.1.1 มาท าการแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ โดยน ารากข้าวไร่ลืมผัว

เพชรบูรณ์มาล้างด้วยน้ าประปาไหลผ่านเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ท าการฆ่าเชื้อด้วย
สารละลาย 2% โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaClO) เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 
นาที จากนั้นล้างด้วยสารละลาย 70% เอทานอล เป็นเวลา 1 นาที และล้างด้วยน้ ากลั่นฆ่าเชื้อ 3 รอบ 
รอบละ 5 นาที จากนั้นน ารากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ที่ผ่านการฆ่าเชื้อมาบด โดยมีการเติมสารละลาย
แมกนีเซียมซัลเฟตที่มีความเข้มข้น เท่ากับ 0.03 โมลต่อลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อเตรียม
สารละลายด้วยวิธีการท าให้เจือจาง (serial dilution) เท่ากับ 10-1, 10-2 และ 10-3 หลังจากนั้นท า
การดูดสารละลายปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร LB, King’s B, TSA และอาหาร Peat moss 
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extract agar และเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหาร บ่มที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 5 
วัน ท าการแยกแบคทีเรียจนได้โคโลนีบริสุทธิ์เพื่อเก็บรักษาในสารละลายกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส ส าหรับใช้ในการศึกษาต่อไป 

 

3.4 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการผลิต indole-3-acetic acid (IAA) 
 ท าการทดสอบแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่สามารถผลิต IAA ตามวิธีที่ได้รับ

การพัฒนาขึ้นโดย Rashid et al. (2012) ท าการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว YM (Himedia, India) 
ที่มีส่วนประกอบของ L-Tryptophan น าไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 
(28±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 4 วัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าน้ าเลี้ยงที่ได้มาท าการทดสอบโดยดูดตัวอย่าง 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองเติมด้วย Salkowski’s Reagent (2 % 0.5 โมลต่อลิตร เฟอร์
ริคคลอไรด์ (FeCl3) ใน 35% กรดเปอร์คลอริก (HClO4)) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มในที่มืดเป็นเวลา 
30 นาที เมื่อสารดังกล่าวท าปฏิกิริยาเสร็จสิ้นจะปรากฏสารละลายสีชมพู จากนั้นน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร โดยใช้สารละลายมาตรฐาน IAA เป็นชุดควบคุม ท าการ
บันทึกผลการทดลอง และวิเคราะห์ผลทางสถิติโดย Duncan's Multiple Range Test (DMRT) ด้วย
โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติส าเร็จรูป (Gordon and Weber, 1951; Mohite, 2013; Afzal et al., 
2017)  
 
3.5 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง 

น าแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Tryptic soya agar 
(TSA) บ่มที่อุณหภูมิห้อง (28±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อดังกล่าวมา
ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟอสเฟต โดยการวางชิ้นวุ้นบนอาหารแข็ง Pikovskaya’s 
medium ที่มี tri-calcium phosphate เป็นองค์ประกอบ ท าการบ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง (28±2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วัน เมื่อสังเกตเห็นบริเวณวงใสรอบโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อจึงท าการวัดเส้น
ผ่านศูนย์กลางของบริเวณวงใส และเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี เพื่อน าค่าที่ได้มาค านวณหาค่าดัชนี
การละลายของฟอสเฟต (PSI) ดังสูตรต่อไปนี้ (Pande et al., 2017) 

ดัชนีการละลายของฟอสเฟต (PSI) = เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี+เส้นผ่านศูนย์กลางวงใสรอบโคโลนี  

       เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี  
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ค านวณค่า PSI ทุกซ้ าแล้วหาค่าเฉลี่ยสุดท้ายของแต่ละแบคทีเรียมาเปรียบเทียบกัน บันทึก
ผลการทดลองแล้วน าค่าที่ได้ไปวิเคราะห์ผลทางสถิติโดย Duncan's Multiple Range Test (DMRT) 
ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติส าเร็จรูป 

 
3.6 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว 

 น าโคโลนีของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีความสามารถในการเกิดบริเวณ
วงใสรอบโคโลนีมาท าการเลี้ยงบนอาหารแข็ง Tryptic soya agar (TSA) จนได้โคโลนีเดี่ยวที่บริสุทธิ์ 
น ามาทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต โดยการเจาะชิ้นวุ้นเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร 
จ านวน 3 ชิ้น ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลว Pikovskaya’s medium 
(PVK) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร น าไปเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิห้อง (มีปริมาณเชื้อโดยประมาณ 10-7-10-8 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร) จากนั้นปิเปตหัวเชื้อ
แบคทีเรียในอาหารเหลว PVK ที่เตรียมไว้ ปริมาณ 2.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลว PVK ปริมาตร 50 มิลลิลิตร น าไปเขย่าที่อุณหภูมิห้อง (28±2 องศา
เซลเซียส) เป็นเวลา 7 วัน หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
10 นาที และน าสารละลายส่วนใสที่ได้มาท าการวิเคราะห์ปริมาณฟอสเฟต โดยวิธี molybdenum-
blue method วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 882 นาโนเมตร (Murphy and Riley, 1962) 
บันทึกค่าที่ได้เปรียบเทียบกับชุดควบคุม และน าค่าที่ได้ไปวิเคราะห์ผลทางสถิติโดย Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติส าเร็จรูป จากนั้นน าค่าที่ได้ไป
ค านวณหาปริมาณของฟอสเฟตที่วิเคราะห์ได้เป็นไมโครกรัมฟอสเฟตต่อมิลลิลิตร ตามสูตรดังนี้  

ปริมาณฟอสเฟตในตัวอย่าง (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = Z x ปริมาตรสุดท้าย (มิลลิลิตร)                   
          ปริมาณสารตัวอย่างที่ใช้ (มิลลิลิตร) 

          เมื่อ Z  คือ ค่าความเข้มข้นของฟอสเฟตในตัวอย่างที่ค านวณเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
           ปริมาตรสุดท้าย เท่ากับ 25 มิลลิลิตร  
           ปริมาณสารตัวอย่างที่ใช้ เท่ากับ 1 มิลลิลิตร  
 
3.7 การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราด้วยวิธี Dual culture bioassay  

 น าแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่คัดเลือกได้มาทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคข้าว ได้แก่ เชื้อรา Curvularia lunata ที่แยกได้จากข้าวไร่
ลืมผัวเพชรบูรณ์ และเชื้อรา Bipolaris oryzae ได้รับการอนุเคราะห์จากกรมวิชาการเกษตร ด้วย
วิธีการ dual culture technique โดยเพาะเลี้ยงเช้ือราบนอาหาร PDA เป็นเวลา 5-7 วัน จากนั้น



 25 

เจาะชิ้นวุ้นอาหารที่มีเชื้อราเจริญอยู่วางตรงข้ามกับแบคทีเรียบนอาหารแข็ง PDA เป็นระยะ 4.5 
เซนติเมตร และใช้เข็มเขี่ยเชื้อ (inoculating loop) แตะแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบลงบนอาหาร PDA ให้
มีระยะห่างจากขอบเป็นระยะ 2 เซนติเมตร ท าการทดลอง 3 ซ้ า บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้อง  (28±2 
องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 11 วัน ส าหรับเชื้อรา C. lunata และ 21 วัน ส าหรับเชื้อรา B. oryzae 
บันทึกรัศมีการเจริญของเส้นใยเชื้อราและค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา โดย
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม น าค่าที่ได้ไปวิเคราะห์ผลทางสถิติโดย Duncan's Multiple Range Test 
(DMRT) ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติส าเร็จรูป (Saechow et al., 2018)  

  ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง percent inhibition of radial growth ; PIRG) จากสูตร 

  เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง   =   (R1-R2) x100 
              R1 

  เมื่อ  R1 คือ รัศมีของโคโลนีเชื้อราในชุดควบคุม 
        R2 คือ รัศมีของโคโลนีเชื้อราในชุดทดสอบ 
 

3.8 การผลิตไลโปเปปไทด์จากแบคทีเรียสกุลไอโซเลต KK281 เพื่อควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืช  
 3.8.1 การผลิตไลโปเปปไทด์  

  เตรียมแบคทีเรียไอโซเลต KK281 ให้ได้ค่าความขุ่นที่ OD600 เท่ากับ 0.5 (9.6×10 5 
CFU/ml) จากนั้นท าการเลี้ยงในอาหารเหลว minimum salt liquid medium (MSLM) (Romano 
et al., 2011) อย่างละ 1,000 มล. ในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปเขย่าบนเครื่องเขย่า
ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่ 28±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง (Kim et al., 2010; 
Pathak et al., 2014; Saechow et al. 2018) 

 3.8.2 การสกัดและการท าไลโปเปปไทด์ให้บริสุทธิ์  
หลังจากเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลต KK281 เป็นเวลา 3 วัน น า fermentation broth ที่ได้มา

ท าการสกัดและท าไลโปเปปไทด์ให้บริสุทธิ ์(Pathak et al. 2012; Pathak et al., 2014) ตามขั้นตอน 
ดังแผนภาพ 7  
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ภาพ 7 แผนภาพแสดงขั้นตอนการสกัดและการท าไลโปเปปไทด์ให้บริสุทธิ ์
 
3.9 การศึกษาฤทธิ์ต้านจลุชีพด้วยวิธี paper disc diffusion method 
 3.9.1 เตรียมเช้ือราสาเหตุโรค  

 ท าการเลี้ยงเชื้อรา Curvularia lunata บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
(28±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นใช้น้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อโดยหม้อนึ่ง autoclave ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 
ที่มีเชื้อราอยู่และหยด Tween 80 ลงไป 1-2 หยด เพื่อช่วยให้สปอร์กระจายตัวและอยู่ในรูป
แขวนลอยในน้ าได้ดีขึ้น จากนั้นใช้แท่งแก้วถูผิวของเชื้อราเบาๆ แล้วเทลงในขวดผ่านผ้ากรองที่ฆ่าเชื้อ
สองชั้ น  เพื่ อก าจั ด เส้ น ใยและน า ไปวั ดความ เข้ มข้ นของสปอร์ เ ชื้ อ ร า  (1x105) โดย ใช้  
haemacytometer ในการวัดและนับจ านวนสปอร์ผ่านกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
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  3.9.2 เตรียม bioassay plate 
  ท าการหยดเชื้อรา C. lunata ความเข้มข้น 1x105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ลงบนจานอาหารแข็ง 
PDA 200 ไมโครลิตร แล้วใช้แท่งแก้วสามเหลี่ยม (spreader) เกลี่ยให้ทั่วจานอาหาร วางทิ้งไว้ 30 
นาท ี

3.9.3 เตรียมสารละลายของสารสกัดที่ใช้ทดสอบ 
 ชั่งสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 25 มิลลิกรัม น ามาละลายด้วยตัวท าละลาย 70% ethanol 
เพื่อเตรียมสารละลาย stock 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นท าการเตรียมสารสกัดแต่ละตัวอย่างที่
ระดับความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 500 ไมโครกรัม, 250 ไมโครกรัม และ 125 ไมโครกรัม และใช้สาร
ป้องกันก าจัดโรคพืชเอ็นทรัส  (Prochloraz) ความเข้มข้น 500 ppm และใช้สารละลาย 70% 
ethanol เป็นชุดควบคุม 

 3.9.4 ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราของสารสกัดไลโปเปปไทด์ด้วยวิธี paper disc diffusion 
method 
 น าสารสกัด 40 ไมโครลิตร หยดลงบนดิสก์ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตร (คิดเป็น 40 
ไมโครกรัมต่อดิสก์) แล้วรอให้แห้งสนิท คีบด้วยคีม (forceps) ลนไฟฆ่าเชื้อวางลงบน bioassay plate 
และใช้สารป้องกันก าจัดโรคพืชเอ็นทรัส  (Prochloraz) ความเข้มข้น 500 ppm ปริมาณ 20 
ไมโครลิตร (คิดเป็น 20 ไมโครกรัมต่อดิสก์) และสารละลาย 70% ethanol เป็นชุดควบคุม หลังจาก
ท าการทดสอบเป็นเวลา 96 ชั่วโมง จึงท าการสังเกตและบันทึกผลการทดลอง โดยวัดผลบริเวณที่เกิด
การยับยั้ง (inhibition zone) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม และน าค่าที่ได้ไปวิเคราะห์ผลทางสถิติโดย 
Duncan's Multiple Range Test (DMRT) ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติส าเร็จรูป 

 3.9.5 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากสารสกัดไลโปเปปไทด์ด้วยวิธี Paper disc 
diffusion method 
 ท าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) สาเหตุโรคขอบใบ
แห้ง ที่แยกจากข้าวที่เกิดโรคในอ าเภอพรมพิราม จากโครงการ การปรับปรุงข้าวพันธุ์ กข  47 ให้
ต้านทานต่อโรคขอบใบแห้งด้วยวิธีการผสมกลับโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยในการคัดเลือก ลงบน
อาหาร nutrient agar (NA) บ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง เลือกโคโลนี
เดี่ยวมา 2-3 โคโลนีใส่ใน MgCl2 ที่ปลอดเชื้อและปรับความขุ่นของเชื้อให้ได้เท่ากับ 0.2 ท าการปิเปต
หัวเชื้อปริมาตร 200 ไมโครลิตร และเกลี่ยให้ทั่วอาหาร NA ทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที จากนั้นหยดสาร
สกัดที่ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 500, 250, 125 และ 62.5 ไมโครกรัมต่อดิสก์ ลงใน paper disc ที่
ผ่านการฆ่าเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร วาง paper disc ที่มี
สารสกัดดังกล่าวลงบนจานอาหารที่เตรียมไว้ โดยมีสารปฏิชีวนะ streptomycin ความเข้มข้น 10 
ไมโครกรัมต่อดิสก์ และ chloramphenicol ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ เป็นชุดควบคุม อ่าน
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ผลโดยวัดบริเวณวงใสยับยั้ง (inhibition zone) หน่วยเป็นมิลลิเมตร และน าค่าที่ได้ไปวิเคราะห์ผล
ทางสถิติโดย Duncan's Multiple Range Test (DMRT) ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติส าเร็จรูป 
 
3.10 การวิเคราะห์สารไลโปเปปไทด์ด้วยเทคนิค Liquid chromatography electrospray 
ionization mass spectrometry (LC–ESI–MS/MS)  

เตรียมสารสกัดหยาบ KK281 ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วน ามา
วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในเชิงคุณภาพเบื้องต้นด้วยเทคนิค LC-MS/MS ส าหรับสภาวะที่ใช้ใน
การวิเคราะห์ chemical profile ของตัวอย่าง มีดังน้ี 

LC conditions: 
Column: Phenomenex Luna C-18 (2) column (5 µm, 150 × 4.6 mm) 
Mobile phase: 0.1% v/v formic acid ในน้ า (Solvent A) 
  0.1% v/v formic acid ใน acetonitrile (Solvent B) 
Linear gradient elution: เริ่มจาก 10-95% (Solvent B) เป็นเวลา 30 นาที  
Injection volume: 100 µL 
Flow rate: 0.5 mL/min 
Run time: 30 นาท ี
MS parameters: 
Modes of analysis: positive และ negative 
Mass range: m/z 100-1700 amu 
Scan rate: 4 spectra/second 
Capillary voltage: +3500 V 

Dry gas temperature: 325◦C 
Dry gas flow: 10 L/min 
Nebulizer pressure: 30 psig 
Collision energies: 100 V.  
Collision gas: nitrogen 
 

3.11 การพิสจูน์การก่อโรคในข้าวด้วยวิธ ีKoch's postulates  
การพิสูจน์การก่อโรคในข้าวด้วยวิธี Koch's postulates โดยในการทดลองนี้ได้มีการน า

แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่ได้รับการคัดเลือกมาท าการพิสูจน์การก่อโรคตาม
ขั้นตอนดังนี ้ 
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1) เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลวที่เหมาะแก่การเจริญเติบโตเพื่อใช้ในการเตรียมหัวเชื้อ
บริสุทธิ ์

2) เตรียมแบคทีเรียบริสุทธิ์ให้อยู่ในรูปสารละลายแขวนลอยและปรับให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 
105-107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

3) แช่เมล็ดพันธุ์ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ในสารละลายแขวนลอยของแบคทีเรียที่เตรียมไว้เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ในที่มืดก่อนน าไปเพาะเมล็ด 

4) ท าการเพาะเมล็ด โดยตรวจดูร้อยละของการงอก ร้อยละของอาการผิดปกติที่เกิดขึ้นและ
ร้อยละของอาการของโรคหลังจากกล้างอกแล้วเป็นเวลาอย่างน้อย 7 วัน 

 
3.12 การตรวจนับปริมาณของแบคทีเรีย (Colony Forming Unit; CFU) 

น าแบคทีเรีย KK018, KK275 และ KK281 ที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตร เท่ากับ 1 มาตรวจนับปริมาณของแบคทีเรียด้วยวิธีการท าให้เจือจาง (serial dilution) โดยท า
การเกลี่ย (Spread plate) สารละลายที่เจือจางเท่ากับ 10 -4-10-6 ลงบนอาหารแข็ง TSA บ่มที่
อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนีของเชื้อจากเพลทที่มีจ านวน 
30-300 โคโลนี และค านวณเป็น CFU/ml 

การค านวณเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมดในหน่วย CFU/g หรือ CFU/ml 

จากสูตร    CFU/g หรือ CFU/ml =   ∑C 

 (v1n1 + 0.1 n2) d 

เมื่อ  ∑C = ผลรวมของโคโลนีที่นับได้ทั้งหมดจากจานเพาะเชื้อที่นับได้ในช่วง 30-300 

โคโลน ี

  v1 = ปริมาณของ inoculum ที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ 

n1 = จ านวนจานเพาะเช้ือที่นับได้ในชวง 30-300 โคโลนีในระดับความเข้มข้นแรก 

n2 = จ านวนจานเพาะเช้ือที่นับได้ในชวง 30-300 โคโลนี ในระดับความเข้มข้นที่ 2 

d = ระดับความเขม้ข้นแรกที่สามารถนับเชื้อไดใ้นชวง 30-300 โคโลนี 

 
3.13 การจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย และวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน          
16S rRNA ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบราก 
 น าแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืช และความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคข้าวมาศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา โดยท าการเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA สังเกตลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ศึกษา
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ลักษณะและรูปร่างของแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ด้วยการย้อมแกรม ศึกษาลักษณะรูปร่างของ
เซลล์แบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope; 
SEM) และทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีด้วยชุดทดสอบ API 50 CHB และ API 20E (BioMérieux, 
France) (Sutthisa, 2002) และน าไปแปรผลการทดสอบดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป apiweb™ 
 จ าแนกชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากด้วยการวิเคราะห์หาล าดับ        
นิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA โดยน าแบคทีเรียมาท าการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนของ          
16S rRNA จากดีเอ็นเอโดยอาศัยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ primer 1 คู่ 
(785F :5’ GGA TTA GAT ACC CTG GTA 3’ และ 907R : 5’ CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT 
3’) กระตุ้น Taq polymerase ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 2 นาที อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 35 รอบ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 นาที ท าซ้ า ชิ้นส่วนที่ได้น ามาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยเครื่องวิเคราะห์ล าดับเบส (ABI 
PRISM 3730XL DNA analyzer) จากนั้นจึงท าการวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้
กับชิ้นส่วนยีน 16s rRNA ในฐานข้อมูล EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/) เพื่อท าการ
ระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่ศึกษาและน าส่งตัวอย่างแบคทีเรียเพื่อฝากเก็บรักษาที่ศูนย์ชีววัสดุ
ประเทศไทย (Thailand Bioresource Research Center; TBRC) จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
แต่ละยีนมาวิเคราะห์ความคล้ายคลึงกันด้วยการเรียงต าแหน่งเปรียบเทียบกันแบบหลายตัวอย่าง 
(multiple alignment) ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์แบบออนไลน์ Clastal W แล้วจึงน ามาวิเคราะห์ต่อ
ด้วยโปรแกรม MEGA X โดยใช้ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี Clastal W มาใช้เป็นข้อมูลเพื่อสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจากแบบจ าลองส าหรับสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
(phylogenetic tree) 
  
3.14 การศึกษาความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ด้วย
แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากในระดับโรงเรือน 
 วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design: CRD) ภายใต้
สภาพโรงเรือน ระยะเวลาตั้งแต่เดือนมิถุนายน-ตุลามคม 2563 ณ แปลงฝึกงานภาควิชาวิทยาศาสตร์
การเกษตร คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร โดยมีกรรมวิธีในการทดลองทั้งหมด 12 กรรมวิธี 
กรรมวิธีละ 5 ซ้ า ดังตาราง 1  
 
 
 
 



 31 

ตาราง 1 กรรมวิธีในการทดลอง (ใช้ปุ๋ยเคมี อัตราส่วน 5 กิโลกรัมต่อไร่) 
กรรมวิธ ี การใส่ปุ๋ย      

ครั้งที่ 1 
(กรัม) 

การใส่ปุ๋ย       
ครั้งที่ 2 
(กรัม) 

กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ ไม่ใส่ปุ๋ย ไม่ใส่ปุ๋ย 
กรรมวิธีที่ 2 ปุ๋ยเคมี อัตราส่วน 50 เปอร์เซ็นต์ 0.013 0.013 
กรรมวิธีที่ 3 ปุ๋ยเคมี อัตราส่วน 100 เปอร์เซ็นต ์ 0.026 0.026 
กรรมวิธีที่ 4 แบคทีเรีย KK018 100 มิลลิลิตร  ไม่ใส่ปุ๋ย ไม่ใส่ปุ๋ย 
กรรมวิธีที่ 5 ปุ๋ ย เคมี  อัตราส่ วน 50 เปอร์ เซ็นต์

ร่วมกับแบคทีเรีย KK018 50 มิลลลิิตร 
0.013 0.013 

กรรมวิธีที่ 6 ปุ๋ยเคมี  อัตราส่วน 100 เปอร์ เซ็นต์
ร่วมกับแบคทีเรีย KK018 50 มิลลิลิตร 

0.026 0.026 

กรรมวิธีที่ 7 แบคทีเรีย KK275 100 มิลลิลิตร ไม่ใส่ปุ๋ย ไม่ใส่ปุ๋ย 
กรรมวิธีที่ 8 ปุ๋ย เคมี  อัตราส่วน 50 เปอร์ เซ็นต์

ร่วมกับแบคทีเรีย KK275 50 มิลลิลิตร 
0.013 0.013 

กรรมวิธีที่ 9 ปุ๋ยเคมี  อัตราส่วน 100 เปอร์ เซ็นต์
ร่วมกับเช้ือ KK275 50 มิลลิลิตร 

0.026 0.026 

กรรมวิธีที่ 10 แบคทีเรีย KK018 ร่วมกับแบคทีเรีย 
KK275 (50:50) 

ไม่ใส่ปุ๋ย ไม่ใส่ปุ๋ย 

กรรมวิธีที่ 11 ปุ๋ย เคมี  อัตราส่วน 50 เปอร์ เซ็นต์
ร่วมกับแบคทีเรีย KK018 25 มิลลิลิตร
และแบคทีเรีย KK275 25 มิลลลิิตร 

0.013 0.013 

กรรมวิธีที่ 12 ปุ๋ยเคมี อัตราส่วน 100 เปอร์เซ็นต์
ร่วมกับแบคทีเรีย KK018 25 มิลลิลิตร
และแบคทีเรีย KK275 25 มิลลิลิตร 

0.026 0.026 

หมายเหตุ:  

1. การใส่ปุ๋ยรองพื้นสูตรเสมอ (15-15-15) ในอัตราส่วน 20-25 กิโลกรัมต่อไร่ และปุ๋ยยูเรีย      

(46-0-0)  อัตราส่วน 5-10 กิโลกรัมต่อไร่ (ส านักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว, 2555) 

2. แบคทีเรีย KK018 คือ Priestia megaterium และแบคทีเรีย KK275 คือ Bacillus sp. ที่

แยกได้จากข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ 
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3.14.1 ขั้นตอนการทดสอบในระดับโรงเรือน ดังแผนภาพ 8  

 

ภาพ 8 แผนภาพแสดงขั้นตอนการทดสอบในระดับโรงเรือน 
 

3.14.2 การบันทึกข้อมูล                                                                             
เมื่อข้าวอายุครบ 120 วัน ท าการบันทึกผลการทดลองโดยการวัดการเจริญเติบโตของข้าว 

ได้แก่ ความสูงของต้น (plant height) จ านวนใบ (leaf number) จ านวนหน่อต่อกอ (number of 

tillers) และ พื้นที่ใบ (leaf Area) จากนั้นท าการประเมินผลผลิตของข้าวหลังการเก็บเกี่ยวโดยท าการ

เก็บข้อมูลของจ านวนรวงต่อต้น (number of panicles) ความยาวรวง (panicles length) จ านวน

ระแง้ (number of branches) จ านวนช่อดอก (number of inflorescence) จ านวนเมล็ดต่อรวง 

(number of grains) น้ าหนักเมล็ด (grain weight) น้ าหนักรากสด (root fresh weight) น้ าหนัก

รากแห้ง (root dry weight) น้ าหนักต้นสด (shoot fresh weight) และน้ าหนักต้นแห้ง (shoot dry 

weight) 
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3.15 วิธีวิเคราะห์ข้อมูล   
วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design: CRD) โดยท า

การทดลอง 3 ซ้ า วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนทางสถิติ (Analysis of variance) และวิเคราะห์ผลทาง
สถิติ โดย Duncan's Multiple Range Test (DMRT) และ Least significant significance (LSD) 
ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติส าเร็จรูป 
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บทที่ 4  
 

ผลการวิจัย 
 
4.1 การคัดเลือกแบคทีเรียรอบรากและแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากรากและดินบริเวณรอบรากต้น
ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ 

จากการแยกแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชจากส่วนของดินบริเวณรอบรากและ

รากต้นข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์จ านวน 10 ตัวอย่าง บนอาหารเลี้ยงเชื้อจ านวน 4 ชนิด พบว่า สามารถ

แยกแบคทีเรียได้ทั้งหมด 315 ไอโซเลต แบ่งเป็นแบคทีเรียเอนโดไฟต์จ านวน 127 ไอโซเลต (40.32 

เปอร์เซ็นต์) และแบคทีเรียรอบรากจ านวน 188 ไอโซเลต (59.68 เปอร์เซ็นต์) เมื่อสังเกตบนจาน

อาหารเลี้ยงเชื้อต่างๆ สามารถคัดแยกแบคทีเรียรอบรากและแบคทีเรียเอนโดไฟต์ได้ดังนี้ 1) อาหาร 

Luria-Bertani agar (LB) แยกได้จ านวน 90 ไอโซเลต 2) อาหาร  King’s B agar แยกได้จ านวน 82 

ไอโซเลต 3) อาหาร Tryptic soya agar (TSA) แยกได้จ านวน 81 ไอโซเลต  และ 4) อาหาร Peat 

moss extract agar แยกได้จ านวน 62 ไอโซเลต (ภาพ 9)  

 

 
ภาพ 9 ผลการแยกแบคทีเรยีเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากจากรากและดินบริเวณรอบรากข้าว

ไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิต่างๆ 
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4.2 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการผลิต indole-3-acetic acid (IAA)  
น าแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากจ านวน 315 ไอโซเลต มาทดสอบ

ความสามารถในการผลิตกรดอินโดลอะซิติก โดยน าส่วนใสมาท าปฏิกิยากับ Salkowski’s Reagent 

และวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร พบว่า มีแบคทีเรียเอนโดไฟต์และ

แบคทีเรียรอบรากที่มีประสิทธิภาพในการผลิต IAA ได้ในปริมาณสูง และอยู่ในช่วงปริมาณ 205.09-

362.59 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทั้งหมด 20 ไอโซเลต (6.35 เปอร์เซ็นต์) โดยไอโซเลต KK074 และ 

KK077 สามารถผลิต IAA ได้สูงเท่ากับ 362.59±28.02 และ 352.32±13.72 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามล าดับ (ตาราง 2)  

 

ตาราง 2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการผลิต IAA จากอาหาร YM ที่มีการเติม 
L-tryptophan 

แหล่งอาศัย ไอโซเลต ปริมาณ IAA ที่ผลิต*  
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ราก KK004               265.65±51.07de 
KK005               283.15±13.87c 
KK006               268.71±13.80de 
KK036               254.82±10.64def 
KK039               278.43±40.18cd 
KK046               263.15±15.90de 
KK047               275.37±8.35cd 
KK049               232.87±9.66efgh 
KK053               277.32±20.46cd 
KK065               273.15±3.00cde 
KK066               328.43±24.10ab 
KK074               362.59±28.02a 
KK075               330.09±15.28ab 
KK077               352.32±13.72a 
KK081               348.71±7.74ab 
KK102               309.82±24.55bc 

ดินบริเวณรอบราก KK148               205.09±9.94h 
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 KK245              208.98±12.68gh 
 KK291              247.04±14.49degh 
 KK292              218.98±19.91fgh 

หมายเหตุ: *ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลัมน์มีอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่าง 

มีนัยส าคัญที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 

 

4.3 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งและในอาหาร
เหลว 

 4.3.1 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการย่อยสลายฟอสเฟตเบื้องต้นบนอาหารแข็ง 

PVK ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่แยกได้จากรากและดินบริเวณรอบรากต้นข้าว

ไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์จ านวน 91 ไอโซเลต พบว่ามีไอโซเลตที่ย่อยสลายฟอสเฟตได้รวม 48 ไอโซเลต 

(52.75 เปอร์เซ็นต์) และมีไอโซเลตที่ให้ค่า PSI เท่ากับ 3-4 ขึ้นไป จ านวน 13 ไอโซเลต (27.08 

เปอร์เซ็นต์) โดยแบ่งเป็นแบคทีเรียเอนโดไฟต์ จ านวน 5 ไอโซเลต และแบคทีเรียรอบราก จ านวน 8 

ไอโซเลต แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่ให้ค่า PSI สูงสุดที่เวลา 3 และ 7 วัน คือ       

ไอโซเลต KK225 มีค่า PSI เท่ากับ 4.51 และ 7.85 ตามล าดับ (ตาราง 3) 

 

ตาราง 3 ผลการทดสอบการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรยี
รอบรากเป็นเวลา 3 และ 7 วัน  

แหล่งอาศัย ไอโซเลต ค่าดัชนีการละลายของฟอสเฟต (PSI) 
วันที่ 3 วันที่ 7 

ราก KK007 3.44 4.74 
 KK026 3.57 4.27 
 KK045 3.00 3.22 
 KK067 3.47 4.82 
 KK070 4.10 3.49 

ดินบริเวณรอบราก KK129 3.74 3.47 
 KK145 3.00 4.30 
 KK146 3.42 4.88 
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 KK173 3.34 3.83 
 KK184 3.87 4.71 
 KK200 3.03 3.96 
 KK225 4.51 7.85 
 KK306 3.71 4.93 

  
 4.3.2 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว 
          จากการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่แยกได้จากราก
และดินบริเวณรอบรากต้นข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ต่อการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว PVK จ านวน 
91 ไอโซเลต พบว่ามีไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวได้ในปริมาณสูง
และอยู่ ในช่วงปริมาณ 303.58 -714.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทั้ งหมด 23 ไอโซเลต                 
(25.27 เปอร์เซ็นต์) โดยไอโซเลต KK007 ให้ค่าการละลายฟอสเฟตสูงที่สุดเท่ากับ 714.25±12.14 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตาราง 4)  
 
ตาราง 4 ผลการทดสอบการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และ
แบคทีเรียรอบราก  

แหล่งอาศัย ไอโซเลต 

ค่า pH ของส่วนใส ปริมาณการ
ละลายฟอสเฟต*  
(ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 

ก่อนการเลี้ยง
เชื้อ 

หลังการเลี้ยง
เชื้อ 

ราก KK002 7.00 4.35 369.52±2.49jkl 
 KK007 7.00 4.06 714.25±12.14a 
 KK018 7.00 4.45 340.77±4.70lm 
 KK079 7.00 4.14 648.03±9.04cd 
 KK108 7.00 4.40 371.70±10.35jk 

ดินบริเวณรอบราก KK135 7.00 3.94 683.45±13.51b 
 KK137 7.00 3.95 675.01±17.81bc 
 KK138 7.00 3.96 694.63±9.12ab 
 KK144 7.00 4.03 652.93±4.93cd 
 KK146 7.00 4.22 538.75±48.21g 
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 KK151 7.00 3.99 654.29±17.62cd 
 KK165 7.00 4.59 303.58±2.60n 
 KK177 7.00 4.07 613.15±10.05ef 
 KK180 7.00 3.97 599.52±24.76f 
 KK191 7.00 4.01 591.35±24.61f 
 KK199 7.00 3.99 635.49±17.84de 
 KK202 7.00 3.94 358.89±8.17kl 
 KK225 7.00 4.40 389.55±6.39j 
 KK233 7.00 4.72 476.07±8.66i 
 KK247 7.00 4.02 507.41±20.85h 
 KK306 7.00 4.12 328.78±7.77mn 
 KK313 7.00 4.05 376.20±11.56jk 
 KK314 7.00 5.41 348.13±8.90klm 

หมายเหตุ: *ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลัมน์มีอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่าง 

มีนัยส าคัญที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 

 

4.4 การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราโดยวิธี Dual culture bioassay 
จากการน าแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีผลการยับยั้งเส้นใยเชื้อรา 

Curvularia lunata และ Bipolaris oryzae มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ มาทดสอบด้วยวิธี Dual 

culture ในระดับห้องปฏิบัติการพบว่า ไอโซเลต KK024 และ KK281 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา  

C. lunata ได้สูง แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  โดยมีค่าเท่ากับ 58.23 และ 57.91 

เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตาราง 5, ภาพ 10) ในขณะที่ไอโซเลต KK269 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา 

Bipolaris oryzae สูงที่สุด เท่ากับ 56.01 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 6 , ภาพ 11) ซึ่งแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และน าแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต มา

ตรวจสอบการก่อโรคตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง รายการเชื้อโรคที่ประสงค์ควบคุมตาม

มาตรา 18 พ.ศ. 2561 พบว่า ไอโซเลต KK024, KK269 และ KK281 จัดอยู่ในกลุ่มที่ 2 ซึ่งก่อโรคใน

คนและสัตว์ โดยเป็นเชื้อที่ไม่สามารถวินิจฉัย species ได ้

 



 39 

ตาราง 5 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Curvularia lunata โดยวิธี dual 
culture bioassay  

แหล่งอาศัย ไอโซเลต เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง* 
ราก KK007         36.59±1.84defg 

 KK024         58.24±0.82a 
 KK039         30.57±2.39gh 
 KK065         30.78±2.53gh 
 KK066         30.03±2.41h 
 KK067         55.02±1.75ab 
 KK075         0.80±0.15i 
 KK077         27.75±0.60h 
 KK079         38.99±0.79cde 
 KK102         30.47±1.80gh 

ดินบริเวณรอบราก KK149         32.50±0.84fgh 
 KK184         53.23±1.64ab 
 KK225         38.60±11.97cdef 
 KK231         40.43±0.99cd 
 KK232         41.83±6.04cd 
 KK245         33.63±3.65efgh 
 KK269         50.71±2.68b 
 KK275         54.14±1.34ab 
 KK281         57.91±0.42a 
 KK306         44.85±0.94c 

หมายเหตุ: *ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลัมน์มีอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่าง 

มีนัยส าคัญที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 
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ภาพ 10 แสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา C. lunata 

ชุดควบคุม (ก), KK007 (ข), KK024 (ค), KK039 (ง), KK065 (จ), KK066 (ฉ), KK067 (ช), 

KK075 (ซ), KK077 (ฌ), KK079 (ญ), KK102 (ฎ),KK149 (ฏ), KK184 (ฐ), KK225 (ฑ), 

KK231 (ฒ), KK232 (ณ), KK245 (ด), KK269 (ต), KK275 (ถ), KK281 (ท) และ KK306 (ธ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ก) ข) ค) ง) จ) ฉ) 

ช) ซ) ฌ) ญ) ฎ) ฏ) 

ฐ) ฑ) ฒ) ณ) ด) ต) 

ถ) ท) ธ) 
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ตาราง 6 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Bipolaris oryzae โดยวิธี dual 
culture bioassay  

แหล่งอาศัย ไอโซเลต เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง* 

ราก KK007            45.06±2.97bcde 
 KK024            45.29±2.57bcd 
 KK067            52.83±1.84ab 
 KK074            20.49±8.85g 
 KK079            48.80±1.81abc 

ดินบริเวณรอบราก KK145            40.32±2.61def 
 KK146            40.55±2.96def 
 KK184            51.47±1.56ab 
 KK191            33.59±1.34f 
 KK225            37.59±8.13ef 
 KK243            23.30±1.16g 
 KK269            56.01±3.14a 
 KK275            47.98±0.47bcd 
 KK281            46.62±5.36bcd 
 KK306            43.55±5.82cde 
 KK313            37.47±2.16ef 
 KK314            46.21±4.44bcd 

หมายเหตุ: *คา่เฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลมัน์มีอักษรที่ตา่งกันมีความแตกต่างกันอย่าง 

มีนัยส าคัญที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test  
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ภาพ 11 แสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา B. oryzae 

ชุดควบคุม (ก), KK007 (ข), KK024 (ค), KK067 (ง), KK074 (จ), KK079 (ฉ), KK145 (ช), 

KK146 (ซ), KK184 (ฌ), KK191 (ญ), KK225 (ฎ) and KK243 (ฏ), KK269 (ฐ), KK275 (ฑ), 

KK281 (ฒ), KK306 (ณ), KK313 (ด) และ KK314 (ต) 

ก) จ) ฉ) ข) ง) 

ฎ) ฌ) ซ) 

ค) 

ช) ฏ) ญ) 

ฑ) ฒ) ฐ) ต) ด) ณ) 
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4.5 การผลิตไลโปเปปไทด์จากแบคทีเรียไอโซเลต KK281 เพื่อควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
4.5.1 การสกัดและการท าไลโปเปปไทด์ให้บริสุทธิ์  

จากการสกัดสารไลโปเปปไทด์จากแบคทีเรียไอโซเลต KK281 ในอาหารเหลว MSLM ทั้งหมด 

9 ลิตร พบว่า ได้น้ าหนักแห้ง เท่ากับ  514.6 มิลลิกรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละผลผลิต (% yield) 

เท่ากับ 5.72 และสารสกัดหยาบไลโปเปปไทด์มีลักษณะเป็นสีเหลืองและแห้ง 

4.5.2 การศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อราของสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 ด้วยวิธี paper disc 

diffusion method 

 จากการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อรา Curvularia lunata ของสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 

ด้วยวิธี paper disc diffusion method โดยน าสารสกัดหยาบที่ได้จากการเลี้ยงในอาหารเหลว 

MSLM ท าการสกัดด้วยเมทานอลและทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ พบว่า หลังจากท าการทดสอบเป็น

เวลา 96 ช่ัวโมง สารสกัดหยาบที่ความเข้มข้นต่างๆ มีบริเวณวงใสยับยั้งเชื้อรา (ภาพ 12) และที่ความ

เข้มข้น 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีบริเวณวงใสยับยั้งมากที่สุดเท่ากับ 39.93±2.14 มิลลิเมตร เมื่อ

เทียบกับความเข้มข้นอื่นๆ และชุดควบคุม (Prochoraz) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตาราง 7) 

 
ตาราง 7 เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสยับยั้งเชื้อรา Curvularia lunata ของสารสกัด                     
ไลโปเปปไทด์ KK281 ด้วยวิธี paper disc diffusion method ที่ 96 ชั่วโมง 

ความเข้มข้นของสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)  

เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสยับยั้งเชื้อรา* 
(มิลลิเมตร) 

3.125 18.10±2.56c 
6.25 17.20±0.87c 
12.5 39.93±2.14a 

70% ethanol - 
Prochoraz 500 ppm 29.65±0.77b 

หมายเหตุ: *คา่เฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลมัน์มีอักษรที่ตา่งกันมีความแตกต่างกันอย่าง 

มีนัยส าคัญที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 

- ไม่เกิดวงใสยับยั้ง 
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ภาพ 12 แสดงบริเวณวงใสยับยั้งเชื้อรา C. lunata ของสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 ด้วยวิธี 

Paper disc diffusion method ที่ 96 ชั่วโมง 

ความเข้มข้นของสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 ก) 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ข) 6.25 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ค) 3.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ง) 70% ethanol จ) Prochoraz 500 ppm 

 

4.5.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากสารสกัดไลโปเปปไทด์ด้วยวิธี paper disc 

diffusion method 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย  Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) ของ

สารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 ด้วยวิธี paper disc diffusion method โดยน าสารสกัดหยาบที่ได้

จากการเลี้ยงในอาหารเหลว MSLM ท าการสกัดด้วยเมทานอลและน ามาทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ 

พบว่า หลังจากท าการทดสอบเป็นเวลา 72 ชั่วโมง สารสกัดหยาบที่ความเข้มข้นต่างๆ มีบริเวณวงใส

ยับยั้งแบคทีเรีย (ภาพ 13) และที่ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีบริเวณวงใสยับยั้งมาก

ที่สุดเท่ากับ 19.33±1.29 มิลลิเมตร เมื่อเทียบกับชุดทดสอบอื่นๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และ

พบว่า ความเข้มข้นของสารในระดับต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย Xoo คือ 3.125 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตาราง 8)  

 

 

 

 

 

 

 

ก) ข) ค) ง) จ) 
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ตาราง 8 เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใสยับยั้งแบคทีเรีย Xoo ของสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 
ด้วยวิธี paper disc diffusion method ที่ 72 ชั่วโมง และผลความเข้มข้นของสารในระดับ
ต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ (MIC) 

ตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

เส้นผ่านศูนย์กลาง
บริเวณวงใสยับยั้ง* 

(มิลลิเมตร) 

MIC  
(มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

Crude lipopeptides 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1.5625 0.00±0.00f 3.125 
3.125 12.47±1.23e  
6.25 16.43±0.50d  
12.5 19.33±1.29c  

Streptomycin  
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1 42.50±0.30b  

Chloramphenicol  
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1 53.20±0.60a  

หมายเหตุ: *คา่เฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลมัน์มีอักษรที่ตา่งกันมีความแตกต่างกันอย่าง 

มีนัยส าคัญที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 

 
 

 

 

ภาพ 13 แสดงบริเวณวงใสยับยั้งแบคทีเรยี Xoo ของสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 ด้วยวิธี 
Paper disc diffusion method ที่ 72 ชั่วโมง 

ความเข้มข้นของสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 ก) 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ข) 6.25 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ค) 3.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ง) 1.5625 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร จ) Streptomycin           

1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ฉ) Chloramphenicol 1 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร 
 

 

ก) ข) ค) ง) จ) ฉ) 
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4.6 การวิเคราะห์สารด้วยเทคนิค Liquid chromatography electrospray ionization mass 
spectrometry (LC–ESI–MS/MS) analysis of lipopeptides 
           จากการน าสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 มาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในเชิงคุณภาพ
เบื้องต้นด้วยเทคนิค Liquid chromatography electrospray ionization mass spectrometry 
(LC–ESI–MS/MS) ซึ่ ง เป็นการวิ เคราะห์แยกตามส่วนผลิตไอออน ( ionization source) แบบ 
electrospray ionization (ESI) ในแบบบวก ESI (+) ใช้สารละลายเฟสเคลื่อนที่ 0.1% v/v formic 
acid ในน้ า (solvent A) และใน acetonitrile (solvent B) โดยในการวิเคราะห์จะใช้วิธีเทียบกับสาร
มาตรฐาน surfactin จากผลการวิเคราะห์พบอนุพันธ์ของสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 ในนาทีที่ 
18.296 (Retention time = 18.296) ดังภาพ 14 ก พบ target mass (m/z) เท่ากับ 1036.6947 
[M+H]+ มีโครมาโทรแกรมการแตกตัวของอนุพันธ์ประกอบด้วยพิคที่ m/z 130.0512, 227.1758, 
328.1881, 441.2731, 596.4305, 685.4526, 810.5237 และ 923.6107 ซึ่งสอดคล้องกับสาร
มาตรฐาน surfactin ในนาทีที่ 18.374 (Retention time = 18.374) ดังภาพ 14 ข พบ target 
mass (m/z) เท่ากับ 1036.6879 [M+H]+ ซึ่งมีโครมาโทรแกรมการแตกตัวของอนุพันธ์ประกอบด้วย
พิคที่ m/z 130.0483, 227.1748, 352.2475, 441.2695, 596.4252, 685.4476, 810.5191 และ 
923.6020 
 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพ 14 แสดงการแตกตัวของอนุพันธข์องสารที่วิเคราะห์โดยเทคนิค LC-MS/MS 

(ก) สารสกัดไลโปเปปไทด ์KK281 และ (ข) สารมาตรฐาน surfactin  

 

ก) 

ข) 
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4.7 การพิสูจน์การก่อโรคในข้าวด้วยวธิี Koch's postulates  
จากผลการทดสอบร้อยละการงอกของเมล็ดข้าว ความยาวรากต้นอ่อน และความสูงต้นอ่อน 

โดยท าการแช่เมล็ดข้าวในกรรมวิธี ได้แก่ การแช่เมล็ดข้าวด้วยสารแขวนลอยแบคทีเรียไอโซเลต 

KK018 การแช่ด้วยสารแขวนลอยแบคทีเรียไอโซเลต KK275 การแช่ด้วยสารแขวนลอยแบคทีเรีย     

ไอโซเลต KK018 ร่วมกับแบคทีเรียไอโซเลต KK275 และชุดควบคุมคือ น้ ากลั่น ท าการเก็บผลการ

ทดสอบในวันที่ 7 และ 14 พบว่า ทุกกรรมวิธีให้ผลการงอกของเมล็ด ความยาวรากต้นอ่อน และ

ความสูงต้นอ่อนไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05) (ตาราง 9) และน าแบคทีเรียทั้ง 2           

ไอโซเลต มาตรวจสอบการก่อโรคตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง รายการเชื้อโรคที่ประสงค์

ควบคุมตามมาตรา 18 พ.ศ. 2561 พบว่า ไอโซเลต KK018 จัดอยู่ในกลุ่มที่ 1 ซึ่งไม่อยู่ในบัญชีรายการ

เชื้อโรค ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข และได้รับค าแนะน าจากทางคณะกรรมการความปลอดภัย

ทางชีวภาพระดับสถาบัน (IBC) กล่าวว่า ไอโซเลต KK018 ยังไม่พบการก่อโรคในคนและสัตว์จึงให้มี

ระดับความเสี่ยง (Risk group) อยู่ในระดับที่ 1 และ KK275 จัดอยู่ในกลุ่มที่ 2 ซึ่งก่อโรคในคนและ

สัตว์ โดยเป็นเชื้อที่ไม่สามารถวินิจฉัย species ได้   

 

ตาราง 9 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดข้าว ความยาวราก และความสูงของต้นอ่อนหลงัจากการ
ทดสอบ 7 และ 14 วัน 

หมายเหตุ: ns ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิโดยวิธี Least significant significance 

(LSD) 

 

กรรมวิธ ี
 

เปอร์เซ็นต์การงอกของ
เมล็ด 

ความยาวราก  
(ซม.) 

ความสูงของต้นอ่อน
(ซม.) 

เวลา (วัน) 
7 14 7 14 7 14 

น้ ากลั่น 84.00 84.25 4.15 4.01 3.77 5.01 
KK018 84.00 85.25 3.59 3.71 4.08 5.04 
KK275 86.00 87.50 4.16 4.78 3.96 5.03 

KK018+KK275 84.25 85.25 4.73 4.74 3.72 4.98 
F-test ns ns ns ns ns ns 
CV (%) 4.05 3.65 14.13 14.53 7.74 3.43 
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4.8 การตรวจนับปริมาณของแบคทีเรีย (Colony Forming Unit; CFU) 
จากการตรวจนับปริมาณของแบคทีเรียที่ค่าความขุ่นของเชื้อ (OD600 เท่ากับ 1) และท าการ

เจือจางที่ความเข้มข้นเท่ากับ 10-4-10-6 พบว่า แบคทีเรียไอโซเลต KK018, KK275 และKK281 มี

ปริมาณของแบคทีเรียเท่ากับ 4.73x106, 1.48x107 และ 9.6x105 CFU/ml ตามล าดับ (ตาราง 10) 

 

ตาราง 10 การตรวจนับปรมิาณของแบคทีเรีย 
ไอโซเลต 

(ระดับความเจือจาง) 
ปริมาณของแบคทีเรีย (โคโลนี) ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร 
1 2 3 

KK018 (10-5) 46 59 37 4.73x106 
KK275 (10-5) 160 155 172 1.48x107 
KK281 (10-4) 107 84 108 9.6x105 

 

4.9 การจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย และวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทดข์องชิ้นส่วนยนี 16S rRNA 
ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบราก 

จากการศึกษาคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและความสามารถในการยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคข้าวพบว่า มีแบคทีเรียจ านวน 6 ไอโซเลต โดยแบ่งออกเป็น

แบคทีเรียแกรมบวก 2 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต KK018 และ KK281 และแบคทีเรียแกรมลบ           

4 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต KK007, KK066, KK138 และ KK269 เมื่อน ามาศึกษาลักษณะรูปร่าง

โคโลนภีายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ ลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง และ

ศึกษารายละเอียดของโครงสร้างภายนอกภายใตก้ล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning 

electron microscope, SEM) และท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่า 

มีทั้งหมดจ านวน 5 จีนัส ได้แก่ Bacillus, Priestia Enterobacter, Pantoea และ Acinetobacter 

โดยในจีนัส Bacillus มีจ านวน 1 ไอโซเลต คือ Bacillus siamensis KK281 จีนัส Priestia มีจ านวน 

1 ไอโซเลต คือ Priestia megaterium KK018 จีนัส Enterobacter มีจ านวน 1 ไอโซเลต คือ 

Enterobacter roggenkampii KK066 จี นั ส  Pantoea มี จ านวน  2  ไอ โซ เลต  คื อ  Pantoea 

stewartii KK007 และ Pantoea allii KK269 และจีนัส Acinetobacter มีจ านวน 1 ไอโซเลต คือ 

Acinetobacter soli KK138 ดังตาราง 11 และตาราง 12  
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ตาราง 11 ลักษณะรูปร่างโคโลนี และลักษณะเซลล์ของแบคทีเรีย 
ไอโซเลต ลักษณะโคโลน ี รูปร่างเซลล ์ SEM* 
KK007 

   
KK018 

   
KK281 

   
หมายเหตุ: *ศึกษารายละเอียดของโครงสร้างภายนอกของแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
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จากผลการวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และ
แบคทีเรียรอบรากจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ด้วยโปรแกรม MEGA X โดยใช้
แบบจ าลองแผนภูมิของ neighbor-joining และวิเคราะห์แผนภูมิทางสถิติด้วยวิธี neighbor-joining 

(NJ) พบว่า แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลต KK281 มีความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรมกับแบคทีเรีย 
Bacillus siamensis YC-9 (MN166187) (ภาพ  15) จึ ง ส ามารถระบุ แบคที เ รี ย  Bacillus sp.           
ไอโซเลต KK281 เป็น B. siamensis  

 

 
 

ภาพ 15 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย Bacillus sp. 
ไอโซเลต KK281 สร้างด้วยวิธี neighbor-joining (NJ) โดยก าหนดคา่ bootstrap เท่ากับ 

1,000 replications
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จากผลการจัดจ าแนกสายพันธุแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API 50 CHB และเมื่อน าไปแปรผล

การทดลองด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป apiweb™ ที่ 24 ชั่วโมง พบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์ ไอโซเลต 

KK018 จัดจ าแนกเป็น Bacillus megaterium โดยมี เปอร์ เซ็นต์การจัดจ าแนก (% ID) 99.0 

เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 13) ส่วนแบคทีเรียรอบราก ไอโซเลต KK275 จัดจ าแนกเป็น Bacillus 

amyloliquefaciens โดยมีเปอร์เซ็นต์การจัดจ าแนก (% ID) 99.4 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 14)  

 

ตาราง 13 การทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีเพื่อจัดจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียไอโซเลต KK018 ด้วยชุด
ทดสอบ API 50CH 

Characteristics KK018 Characteristics KK018 
Gram Test Gram + Amygdaline - 
Straight rod + Arbutine + 
Endospore formation + Esculine + 
Motility + Salicine - 
Facultative anaerobic + Cellubiose - 
Glyceral - Maltose + 
Erythritol - Lactose - 
D-Arabinose - Melibiose + 
L-Arabinose + Saccharose + 
Ribose - Trehalose + 
D-Xylose + Inuline + 
L-Xylose - Melezitose - 
Adonitol - D-Raffinose + 
β-methyl-xyloside - Amidon + 
Galactose + Glycogene + 
D-Glucose + Xylitol - 
D-Fructose + β-Gentiobiose + 
D-Manose - D- Turanose - 
L-Sorbose - D-Lyxose - 
Rhamnose - D- Tagatose - 
Dulcitol - D-Fucose - 
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Characteristics KK018 Characteristics KK018 
Inosital - L-Fucose - 
Manitol + D- arabitol - 
Sorbitol - L- arabitol - 
α-methyl-D-Mannoside - Gluconate - 
α-methyl-D-Glucoside - 2- ceto-gluconate - 
NAcetyl glucosamine + 5-ceto-gluconate - 

 

ตาราง 14 การทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีเพื่อจัดจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียไอโซเลต KK275 ด้วยชุด
ทดสอบ API 50CH 

Characteristics KK275 Characteristics KK275 
Gram Test Gram + Amygdaline + 
Straight rod + Arbutine - 
Endospore formation + Esculine + 
Motility + Salicine + 
Facultative anaerobic + Cellubiose + 
Glyceral + Maltose + 
Erythritol - Lactose + 
D-Arabinose - Melibiose + 
L-Arabinose + Saccharose + 
Ribose + Trehalose + 
D-Xylose + Inuline - 
L-Xylose - Melezitose - 
Adonitol - D-Raffinose + 
β-methyl-xyloside - Amidon + 
Galactose - Glycogene + 
D-Glucose + Xylitol - 
D-Fructose + β-Gentiobiose - 
D-Manose + D- Turanose - 
L-Sorbose - D-Lyxose - 
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Characteristics KK275 Characteristics KK275 
Rhamnose - D- Tagatose - 
Dulcitol - D-Fucose - 
Inosital + L-Fucose - 
Manitol + D- arabitol - 
Sorbitol + L- arabitol - 
α-methyl-D-Mannoside - Gluconate - 
α-methyl-D-Glucoside + 2- ceto-gluconate - 
NAcetyl glucosamine - 5-ceto-gluconate - 

 
4.10 การศึกษาความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ด้วย
แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากในระดับโรงเรือน 

4.10.1 การเจริญเติบโตของข้าว 
 จากการศึกษาความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ด้วย
แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากในระดับโรงเรือน เมื่อพิจารณาจากค่าความสูงของต้นข้าว   
ทุกๆ 2 สัปดาห์จนถึงระยะเก็บเกี่ยว ผลการทดลองพบว่า ปัจจัยที่ใช้แบคทีเรียเอนโดไฟต์และ
แบคทีเรียรอบราก ปัจจัยการใส่ปุ๋ยเคมีอัตราต่างๆ และปัจจัยการใช้แบคทีเรียร่วมกับปุ๋ยเคมีอัตรา     
ต่างๆ ส่งผลให้ความสูง (ตาราง 15) จ านวนหน่อต่อกอ (ตาราง 16) พื้นที่ใบ และจ านวนใบ (ตาราง 
17) ของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

4.10.2 การประเมินผลผลิตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์หลังเก็บเกี่ยว 
 จากการศึกษาความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ด้วย
แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากในระดับโรงเรือนต่อผลผลิตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์
หลังเก็บเกี่ยวพบว่า ปัจจัยการใช้แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบราก ปัจจัยด้านการใส่ปุ๋ย 
และปัจจัยการใช้แบคทีเรียร่วมกับปุ๋ยเคมีอัตราต่างๆ ส่งผลให้ผลผลิตหลังเก็บเกี่ยว ได้แก่ จ านวนรวง
ต่อต้น ความยาวรวง จ าวนระแง้ จ านวนช่อดอก %เมล็ดร่วง %เมล็ดลีบ %เมล็ดดี จ านวนเมล็ด
ทั้งหมดต่อรวง น้ าหนักเมล็ด 100 เมล็ด (กรัม) น้ าหนักข้าวต่อต้น (ตาราง 18) น้ าหนักต้นสด น้ าหนัก
ต้นแห้ง น้ าหนักรากสด และน้ าหนักรากแห้ง (ตาราง 19) ของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ไม่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
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ตาราง 17 ผลของการใช้แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากต่อพื้นที่ใบและจ านวนใบของ
ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ 

กรรมวิธ ี พื้นที่ใบ จ านวนใบ 
1 80.57 31.40 
2 85.78 28.20 
3 90.72 28.80 
4 88.08 27.00 
5 78.00 25.80 
6 89.93 31.60 
7 92.63 33.00 
8 90.68 32.80 
9 82.85 30.80 
10 89.14 31.60 
11 87.31 27.40 
12 85.51 25.40 

F-test ns ns 
CV (%) 14.01 20.18 

หมายเหตุ: ns ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ 
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ตาราง 19 ผลของการใช้แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากต่อน้ าหนกัสดและน้ าหนักแหง้
ของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ 

กรรมวิธ ี น้ าหนักต้นสด
(กรัม) 

น้ าหนักต้นแห้ง
(กรัม) 

น้ าหนักรากสด
(กรัม) 

น้ าหนักรากแห้ง
(กรัม) 

1 91.40 34.29 77.20 17.91 
2 96.80 37.55 92.80 22.84 
3 82.20 30.86 99.20 15.89 
4 82.80 33.62 76.60 16.97 
5 94.00 36.11 90.00 17.59 
6 93.40 34.90 122.20 23.00 
7 98.20 37.16 120.00 25.61 
8 93.40 35.42 100.80 18.35 
9 92.80 33.53 107.40 18.19 
10 82.60 33.53 101.60 19.31 
11 92.40 35.42 116.40 22.47 
12 76.60 29.94 109.80 22.70 

F-test ns ns ns ns 
CV (%) 17.91 16.80 28.49 33.91 

หมายเหตุ: ns ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ 
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บทที่ 5  
 

บทสรุป 
 
5.1 สรุปผลการวิจัย 
 จากการแยก คัดกรอง และใช้แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากเพื่อเพิ่มผลผลิตของ
ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ ์สามารถสรุปผลการศึกษาวิจัยได้ดังนี ้
  1. ในการศึกษานี้สามารถแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากจากข้าวไร่ลืมผัว
เพชรบูรณ์จ านวน 315 ไอโซเลต โดยแบ่งเป็นแบคทีเรียเอนโดไฟต์จ านวน 127 ไอโซเลต และ
แบคทีเรียรอบรากจ านวน 188 ไอโซเลต และแบ่งตามอาหารได้ดังนี้ 1) อาหาร Luria-Bertani agar 
(LB) จ านวน 90 ไอโซเลต 2) อาหาร King’s B agar จ านวน 82 ไอโซเลต 3) อาหาร Tryptic soya 
agar (TSA) จ านวน 81 ไอโซเลต และ 4) อาหาร Peat moss extract agar จ านวน 62 ไอโซเลต   
ซึ่ ง แ บ ค ที เ รี ย ดั ง ก ล่ า ว จั ด อ ยู่ ใ น จี นั ส  Bacillus, Priestia, Enterobacter, Pantoea แ ล ะ 
Acinetobacter 

2. เมื่อท าการคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีประสิทธิภาพในการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์พบว่า แบคทีเรียไอโซเลต KK074 และ KK077 
สามารถผลิต IAA ได้สูง แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยมีค่าเท่ากับ 362.59±28.02 และ 
352.32±13.72 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ  

3. แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่ให้ค่าดัชนีการละลายของฟอสเฟต (PSI) 
สูงสุดบนอาหารแข็ง Pikovskaya’s medium (PSI) ที่เวลา 3 และ 7 วัน คือ ไอโซเลต KK225 มีค่า 
PSI เท่ากับ 4.51 และ 7.85 ตามล าดับ และแบคทีเรียไอโซเลต KK007 ให้ค่าการละลายฟอสเฟตสูง
ที่สุดในการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวเท่ากับ 714.25±12.14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4. จากการน าแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีผลการยับยั้งเส้นใยเชื้อรา 
Curvularia lunata และ Bipolaris oryzae มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ มาทดสอบด้วยวิธี Dual 
culture พบว่าไอโซเลต KK024 และ KK281 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา C. lunata ได้สูง แต่ไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยมีค่าเท่ากับ 58.23±0.82 และ 57.91±0.42 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ในขณะที่ไอโซเลต KK269 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา B. oryzae สูงที่สุด เท่ากับ 
56.01±3.14 เปอร์เซ็นต ์

5. จากการน าแบคทีเรียไอโซเลต KK281 ที่ได้จากการคัดกรองแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพใน
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ ความสามารถของแบคทีเรียในการผลิต IAA การละลาย
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ฟอสเฟตในอาหารเหลว และการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราก่อ
โรค มาท าการผลิตไลโปเปปไทด์และศึกษาฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ด้วยวิธี paper disc diffusion method 
พบว่าที่ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีบริเวณวงใสยับยั้งเชื้อรา C. lunata มากที่สุด
เท่ากับ 39.93±2.14 มิลลิเมตร และที่ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีบริเวณวงใสยับยั้ง
แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) มากที่สุดเท่ากับ 19.33±1.29 มิลลิเมตร 
และพบว่า ความเข้มข้นของสารในระดับต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคที เรีย Xoo ได้คือ 
3.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

6. จากการน าสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 มาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในเชิงคุณภาพ
เบื้องต้นด้วยเทคนิค Liquid chromatography electrospray ionization mass spectrometry 
(LC–ESI–MS/MS) พบว่าสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 มีอนุพันธ์และการแตกตัวของอนุพันธ์
สอดคล้องกับสารมาตรฐาน surfactin โดยพบ target mass (m/z) ของสารสกัดหยาบไลโปเปปไทด์ 
KK281 เท่ากับ 1036.6947 [M+H]+ และของสารมาตรฐาน surfactin เท่ากับ 1036.6879 [M+H]+ 
ซึ่งจากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นนี้ คาดว่าสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 ที่ได้จัดอยู่
ในกลุ่ม surfactin A 

7. จากการทดสอบการพิสูจน์การก่อโรคในข้าวด้วยวิธี Koch's postulates โดยการแช่เมล็ด
ข้าวในสารแขวนลอยของไอโซเลต KK018, KK275 และน้ ากลั่น (ชุดควบคุม) ที่ความเข้มข้น 108 

CFU/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าการงอกของเมล็ดข้าว ความยาวรากต้นอ่อน และความสูงต้น
อ่อนไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างการแช่เมล็ดข้าวในสารแขวนลอย KK018, 
KK275 และน้ ากลั่น (ชุดควบคุม)  

8. เมื่อน าแบคทีเรียที่ได้จากการศึกษาวิจัยนีไ้ปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA 
ด้วยโปรแกรม EzBioCloud พบว่า สามารถระบุจีนัสของแบคทีเรียได้ดังนี้ คือ จีนัส Bacillus (ไอโซ
เลต KK281), จีนัส Priestia (ไอโซเลต KK018), จีนัส Enterobacter (ไอโซเลต KK066), จีนัส 
Pantoea (ไอโซเลต KK007 และ KK269) และจีนัส Acinetobacter (ไอโซเลต KK138) ซึ่งแบคทีเรีย
จ านวน 6 ไอโซเลตนี้มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ ความสามารถของ
แบคทีเรียในการผลิต IAA การละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว และความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อราก่อโรคในระดับห้องทดลองและในระดับโรงเรือน 
 9. จากการศึกษาความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ใน
ระดับโรงเรือน โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design: CRD) 
พบว่า กรรมวิธีที่ใส่แบคทีเรียไอโซเลต KK018 และ KK275 ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตของ
ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบรูณ์ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
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5.2 อภิปรายผล 

จากการแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากจากรากและดินบริเวณรอบรากข้าว
ไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ การคัดกรองแบคทีเรียดังกล่าวที่มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราก่อโรค 
การผลิตไลโปเปปไทด์จากแบคทีเรียไอโซเลต KK281 เพื่อควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืช การวิเคราะห์
ส า ร ไ ล โ ป เ ปป ไทด์ ด้ ว ย เ ทคนิ ค  Liquid chromatography electrospray ionization mass 
spectrometry (LC–ESI–MS/MS) การพิสูจน์การก่อโรคในข้าวด้วยวิธี Koch's postulates และ
ทดสอบหัวเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีความสามารถในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของต้นข้าวพันธุ์ลืมผัวเพชรบูรณ์ในระดับโรงเรือน สามารถอภิปรายผลการวิจัยได้ดังนี ้

 1. แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่แยกได้จากรากและดินบริเวณรอบรากต้น
ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์จ านวน 315 ไอโซเลต โดยสามารถแยกแบคทีเรียรอบรากจากส่วนดินบริเวณ
รอบรากได้มากกว่าแบคทีเรียเอนโดไฟต์ เนื่องจากบริเวณรอบรากรวมถึงดินที่อยู่รอบรากพืชเป็น
สภาพแวดล้อมที่ซับซ้อนและมีประชากรแบคทีเรียที่หลากหลายท าให้มีปฏิสัมพันธ์ระหว่างพืชและ
จุลินทรีย์ ซึ่งมีผลดีต่อพืชที่อาศัยทั้งทางตรงและทางอ้อม (Lynch, 1990; Gray and Smith, 2005; 
Gupta et al., 2015) จากการรายงานพบว่า ความหลากหลายของแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ภายใน
เนื้อเยื่อต่างๆ และดินบริเวณรอบรากข้าวมีแบคทีเรียกลุ่มต่างๆ ที่ค่อนข้างหลากหลายอาศัยอยู่ 
(Kumar et al., 2020) อีกทั้งมีบทบาทส าคัญในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและยังสามารถ
ปกป้องพืชจากเชื้อโรคในดินได้ (Saengsanga, 2018; Afzal et al., 2019) ในการศึกษานี้พบว่า
แบคทีเรียเอนโดไฟต์ และแบคทีเรียรอบรากที่แยกได้ส่วนมากจัดอยู่ในจีนัส Bacillus, Enterobacter 
และ Pseudomonas อย่างไรก็ตาม Sengupta et al. (2017) รายงานว่า แบคทีเรียจีนัส Bacillus 
จะพบมากในตัวอย่างรากในข้าว นอกจากนี้ยังมีการรายงานว่าแบคทีเรียในจีนัส Bacillus มีข้อ
ได้เปรียบกว่าแบคทีเรียจีนัสอื่นๆ เนื่องจากมีการสร้างเอนโดสปอร์ ซึ่งสามารถทนต่อสภาวะที่ไม่พึง
ประสงค์ได้ และยังมีการน ามาใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพและสารควบคุมทางชีวภาพ ส าหรับควบคุมเชื้อสาเหตุ
โรคพืช (Raaijmakers and Mazzola, 2012)  
 2. จากการคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีประสิทธิภาพในการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ท าการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรีย
รอบรากต่อการผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) ที่มีการเติม 0.1% L-tryptophan เมื่อน าไป
จ าแนกชนิดของแบคทีเรียและวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA พบว่า 
แบคทีเรียไอโซเลต KK074 และ KK077 ที่สามารถผลิต IAA ได้สูงที่สุด มีความคล้ายคลึงกันสูงกับ
แบคทีเรียสกุล Enterobacter  99.86 % ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Bose et al. (2016) รายงาน
ว่า แบคทีเรีย Enterobacter cloacae SN19 ที่แยกได้จากรอบรากพืชตระกูลถั่ว (Teramnus 
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labialis (L. f.)) มีการผลิต IAA สูงสุด เท่ากับ 382.23 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่มีการเติม 0.1 %      
L-tryptophan แ ล ะ จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า ข อ ง  Liu et al. (2020) พ บ ว่ า  แ บ ค ที เ รี ย  Bacillus 
methylotrophicus DD-1 ที่แยกได้จากดินบริเวณรอบรากของต้นข้าวมีการผลิต IAA สูงสุดเท่ากับ 
87.26 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม tryptophan ซึ่งแสดงให้เห็นว่าบทบาท
ของสารตั้งต้นทริปโตเฟนมีความส าคัญ เนื่องจากมีการผลิต IAA เพิ่มขึ้นเมื่อมีการเติม tryptophan 
(Patten et al., 2013) จากการศึกษานี้สามารถน าไปใช้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและ
พัฒนาเป็นปุ๋ยชีวภาพได้ อย่างไรก็ตาม มีรายงานว่าระดับของ IAA ที่ผลิตโดยแบคทีเรียแตกต่างกันไป
ตามสายพันธุ์ของแบคทีเรีย และปัจจัยอื่นๆ ได้แก่ สารอาหาร สภาพการเพาะเลี้ยง สภาพแวดล้อม 
และความชอบของสารตั้งต้น เป็นต้น (Spaepen et al., 2007; Mandal et al., 2007) 
 3. การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากต่อการละลาย
ฟอสเฟตบนอาหารแข็ง ซึ่งเป็นวิธีการคัดกรองเบื้องต้นพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบ
รากที่แยกได้มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง PVK มีค่า Halo: colony ratio อยู่
ในช่วง 2.00-6.85 มีการรายงานของ Kumar (2012) อธิบายว่า โซนบริเวณวงใสรอบโคโลนีแบคทีเรีย
สามารถเกิดจากการท างานของเอนไซม์ฟอสฟาเตสที่เกิดขึ้นโดยแบคทีเรีย ส าหรับวิธี molybdate 
blue color method เป็นวิธีที่นิยมน ามาใช้เป็นการศึกษาประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตใน
อาหารเหลว ในการศึกษานี้พบว่า แบคทีเรีย Pantoea stewartii KK007 มีประสิทธิภาพในการ
ละลายฟอสเฟตได้สูงที่สุด สอดคล้องกับงานวิจัยของ Hu et al. (2010) ซึ่งรายงานว่า แบคทีเรีย     
P. stewartii subsp. Stewartii g6 ที่แยกได้จากดินที่มีการเลี้ยงปลาสลับกับการท านาข้าว (rice-fish 
pond ecosystem) มีประสิทธิภาพในการละลายของฟอสเฟตสูงเท่ากับ 543.26 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และมีค่า pH เท่ากับ 4.84 นอกจากนี้มีรายงานเกี่ยวกับแบคทีเรียจีนัส Bacillus ที่แยกได้
จากดินบริเวณของต้นข้าวสาลีและมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตสูงเท่ากับ 153.6 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร (Kumar et al., 2014) และจากการรายงานของ Borah et al. (2017) ท าการแยก
แบคทีเรียเอนโดไฟต์จากรากพันธุ์ข้าว (Oryza sativa) พบว่า แบคทีเรีย Bacillus subtilis (LP31 
L03) ให้ค่าการละลายฟอสเฟตสูงสุดเท่ากับ 57.58±0.65 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
 ปกติฟอสฟอรัสที่อยู่ในดินจะมีมาก แต่ไม่เคลื่อนที่ในดินและไม่ละลายน้ าท าให้พืชดูดน าไปใช้
ได้ยาก โดยธาตุฟอสฟอรัสในดินที่จะเป็นประโยชน์ต่อพืชได้จะต้องอยู่ในรูปของอนุมูลของ
สารประกอบที่เรียกว่า ฟอสเฟตไอออน คือ H2PO4

- และ HPO4
2- และจะต้องละลายได้ทั้งในน้ าและ

ในดิน ซึ่งกลไกหลักในการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียมาจากความสามารถของแบคทีเรียแต่ละสาย
พันธุ์ในการลดค่า pH โดยการปล่อยกรดอินทรีย์ออกมาจากเซลล์ (Hariprasad and Niranjana, 
2009) เช่น กรดกลูโคนิก กรดฟอร์มิก กรดออกซาลิก และกรดซิตริก ซึ่งกรดอินทรีย์ที่แบคทีเรียปล่อย
ออกมาจะเข้าท าลายโครงสร้างของฟอสเฟตที่ถูกตรึง โดยสามารถละลายแร่ฟอสเฟตได้โดยตรงจาก
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การแลกเปลี่ยนประจุลบหรือคีเลตทั้งไอออน Fe และ Al ที่เกี่ยวข้องกับฟอสเฟตทางอ้อมและในที่สุด
จะเพิ่มการดูดซึมฟอสฟอรัสของพืช ท าให้ฟอสเฟตเปลี่ยนรูปอยู่ในรูปที่พืชสามารถน าไปใช้ประโยชน์
ได้ โดยในการศึกษานี้ได้ท าการบันทึกค่า pH ของส่วนใสทั้งก่อนและหลังจากการบ่มเชื้อในอาหาร
เหลว PVK เป็นเวลา 7 วัน พบว่า ค่า pH ลดลงหลังจากการบ่มเชื้อในอาหารเหลว แสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียอาจผลิตกรดและเกิดการละลายฟอสฟอรัสมากขึ้น อีกทั้งปัจจัยอื่นๆ ที่มีผลต่อการละลาย
ฟอสเฟตของแบคทีเรีย เช่น สภาวะที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญและการละลายฟอสเฟต อุณหภูมิ 
ความเป็นกรด-ด่าง ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน (สมคิด และวิชญา
พร, 2560)  
 4. จากการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราด้วยวิธี dual culture bioassay พบว่า Bacillus sp. 
KK024 และ KK281 สามารถยับยั้งการเจริญเส้นใยของเชื้อรา Curvularia lunata ได้ดีที่สุด ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Saechow et al. (2018) มีรายงานว่า แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens 
BAS23 สามารถผลิตสารปฏิชีวนะในกลุ่ม lipopeptides คือ iturin A ในยับยั้งการเจริญของเส้นใย
เชื้อรา C. lunata, Fusarium semitectum และ Helminthosporium oryzae ที่เป็นสาเหตุโรค
เมล็ดด่างในข้าวได้ ส าหรับ Pantoea allii KK269 นั้น จัดอยู่ ในจีนัส Pantoea และตระกูล 
Enterobacteriaceae ซึ่งในการศึกษานี้ มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Bipolaris oryzae สูงที่สุด และจากการ
ทบทวนวรรณกรรมพบว่า มีการรายงานเกี่ยวกับแบคทีเรียจีนัส Pantoea ในการยับยั้งเชื้อรา           
B. oryzae หรือเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคข้าวได้น้อย แต่มีการรายงานแบคทีเรียในจีนัสอื่นๆ เช่น จีนัส 
Bacillus โดยในปี 2018 Chiangsin et al. รายงานว่า แบคทีเรีย B. subtilis สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของ เชื้ อรา  B. oryzae ได้  และในปี  2019 Park et al. รายงานว่ า  แบคที เรีย                    
B. velezensis GH1-13 สามารถผลิตสาร lipopeptides คือ surfactin ในยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เ ส้ น ใ ย ข อ ง เ ชื้ อ ร า  B. oryzae,  Gibberella moniliformis, Fusarium fujikuroi แ ล ะ 
Colletotrichum gloeosporioides ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 5. แบคทีเรียจีนัส Bacillus เป็นแหล่งสารควบคุมทางชีวภาพที่ส าคัญและใช้กันอย่าง
แพร่หลายในการควบคุมทางชีวภาพของเชื้อก่อโรคในพืช (Ongena and Jacques, 2008; Jayaraj 
et al., 2009; Liu et al., 2009) เนื่องจากสามารถผลิตสารทุติยภูมิได้ เช่น ยาปฏิชีวนะ ไลโปเปปไทด์ 
และเอนไซม์ไฮโดรไลติก ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการเป็นปรปักษ์กันโดยตรงของเชื้อราโรคพืช (Kildea 
et al. 2008; Yang et al. 2008; Saidi et al. 2009) และจากการรายงานพบว่า สารประกอบไล
โปเปปไทด์ที่ส าคัญและผลิตโดยจีนัส Bacillus ได้แก่ iturin, fengycin และ surfactin (Ongena et 
al., 2007) ในการศึกษานี้ ได้ท าการทดสอบการผลิตไลโปเปปไทด์จากแบคทีเรียในจีนัส Bacillus 
ด้วยวิธี Paper disc diffusion method พบว่า Bacillus sp. KK281 มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา C. lunata 
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และแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) ได้ และที่ความเข้มข้นของสารในระดับ
ต่ าสุดที่สามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย Xoo ไดค้ือ 3.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 อย่างไรก็ดีบทบาทของไลโปเปปไทด์ในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคในข้าว เช่น โรคไหม้ข้าวที่
เกิดจากเชื้อรา Magnaporthe oryzae  ซึ่งมีรายงานการวิจัยของ Zhang et al. (2022) พบว่า 
Bacillus velezensis GS-1 สามารถผลิตสารประกอบไลโปเปปไทด์ ได้แก่ surfactin, fengycin และ 
plantazolicin และมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา M. oryzae ที่ท าให้เกิดโรคไหม้ในข้าวได้ โดยอาศัยกลไก
ควบคุมการแสดงออกของยีน นอกจากนี้บทบาทของไลโปเปปไทด์ในการยับยั้งแบคทีเรีย Xoo สาเหตุ
โรคขอบใบแห้งในข้าวนั้นพบว่า Li et al. ในปี 2016 ได้ท าการทดสอบ lipopeptide AXLP14 กลุ่ม 
surfactin ซึ่งสกัดได้จากแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens B014 ที่แยกได้จากเนื้อเยื่อพืชมาท าการ
ทดสอบกิจกรรมต้านแบคทีเรีย Xoo 102 ด้วยวิธี paper disc method พบว่า ความเข้มข้นต่ าสุดใน
การยับยั้งและความเข้มข้นต่ าสุดในการฆ่าแบคทีเรีย Xoo 102 เท่ากับ 1.25 และ 2.50 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ และยังพบว่า ที่ความเข้มข้น 0.613 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการสร้าง 
biofilm ของ Xoo 102 ที่ก่อให้เกิดโรคขอบใบแห้งในข้าวอย่างรุนแรง ในบางการศึกษาวิจัยมี
การศึกษาคุณสมบัติของ Bacillus ที่แยกได้จาก phyllosphere และ rhizosphere เพื่อใช้ในการ
ควบคุมโรคขอบใบแห้งในข้าว (El-shakh et al., 2015) ซึ่งเป็นการควบคุมโดยใชชี้ววธิ ี
 6. ในการศึกษานี้ ได้ท าการระบุสารประกอบที่มีอยู่ในสารสกัดไลโปเปปไทด์  KK281 โดยการ
วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในเชิงคุณภาพเบื้องต้นด้วยเทคนิค Liquid chromatography 
electrospray ionization mass spectrometry (LC–ESI–MS/MS) พ บ ว่ า  ส า ร ส กั ด ห ย า บ                
ไลโปเปปไทด์ KK281 มีอนุพันธ์และการแตกตัวของอนุพันธ์สอดคล้องกับสารมาตรฐาน surfactin ซึ่ง
แสดงการมีอยู่ของสารประกอบ surfactin ด้วยค่า m/z เท่ากับ 1036 (M+H+) เมื่อสังเกตรูปแบบการ
แตกตัวของอนุพันธ์ของตัวอย่างสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 จะพบว่า ที่การแตกตัวของอนุพันธ์พิค
ที่ m/z 328.1881 จะแตกต่างกับสารมาตรฐาน surfactin เพียงพิคเดียว (m/z 352.2475) และจาก
รูปแบบการแตกตัวของอนุพันธ์ของสารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 พบว่า มีรูปแบบการแตกตัวของ
อนุพันธ์คล้ายคลึงกันกับรายงานของ Moro et al (2018) วิเคราะห์ว่า เป็นสารไลโปเปปไทด์กลุ่ม 
surfactin ที่ผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens MO4B นอกจากนี้de Faria et al (2011) 
รายงานว่าสาร surfactin ที่บริสุทธิ์จาก Bacillus subtilis LSFM-05 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร MSM 
ที่มีกลูโคส สารสกัดจากยีสต์ และแอมโมเนียมไนเตรต เป็นสารต้ังต้นจะมีมวล ESI สเปกตรัมของ m/z 
1022, 1036, 1044 และ 1058 และมีรายงานว่า โดยทั่วไปสาร surfactin ส่วนใหญ่ที่อยู่ในตระกูล 
cyclic lipopeptide ผลิตโดย Bacillus spp. (Mehetre et al., 2019) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ในการ 
การศึกษานี้ สารสกัดไลโปเปปไทด์ KK281 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพได้และมีฤทธิ์
ยับยั้งแบคทีเรียและเชื้อราสาเหตุโรคข้าว  
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 7. จากการใช้แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากจ านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ KK018 
และ KK275 ในการทดสอบการพิสูจน์การก่อโรคในข้าวด้วยวิธี Koch's postulates แสดงให้เห็นว่า 
กรรมวิธีที่ใช้สารแขวนลอยไอโซเลต KK018 ไอโซเลต KK275 และน้ ากลั่น (ชุดควบคุม) ส่งผลให้การ
งอกของเมล็ดข้าว ความยาวรากต้นอ่อน และความสูงต้นอ่อนไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ และในระหว่างการศึกษาได้มีการสังเกตว่า เมล็ดข้าวบางเมล็ดมีการเกิดโรคจากเชื้อราและ
แบคทีเรีย โดยมีเส้นใยสีขาวของเชื้อราและลักษณะเป็นเมือกๆ ของแบคทีเรียรอบๆ เมล็ดข้าวในทุก
กรรมวิธี ซึ่งคาดว่าเกิดจากปัจจัยภายนอกในระหว่างบันทึกผลการทดลอง และการใช้แบคทีเรียเอนโด
ไฟต์และแบคทีเรียรอบรากในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ในระดับโรงเรือน
แสดงให้เห็นว่า กรรมวิธีที่ใชแ้บคทีเรียไอโซเลต KK018, ไอโซเลต KK275 และการใช้แบคทีเรียร่วมกับ
ปุ๋ยเคมีอัตราต่างๆ ท าให้การเจริญเติบโตและผลผลิตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งจากผลการทดลองที่ได้อาจเกิดจากพื้นที่ปลูกข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ที่ไม่
เหมาะสม จุลินทรีย์ที่ใช้หรือปัจจัยด้านสภาพแวดล้อม รวมถึงโรคและแมลงศัตรูของข้าวในช่วงระยะ
เก็บเก่ียวท าให้ผลผลิตของข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ลดลงได้ 
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 
        1.ควรศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคทีเรียเพิ่มเติมก่อนน าไปท าการทดสอบในระดับ
โรงเรือน เช่น การทนทานตอ่แสงยูวี ความร้อน การมีชีวิตรอดในดิน ความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิต เป็นต้น 
 2.ควรท าการศกึษาในระดับโรงเรือนและในระดับแปลงปลูกอย่างน้อย 3 ปี เพื่อใช้ข้อมูลที่ได้ใน
การตัดสินใจกอ่นน าไปพัฒนาเป็นต้นแบบปุ๋ยชีวภาพและสารชีวภัณฑ์เพื่อใช้ในการเพาะปลูกข้าวไร่ลืม
ผัวเพชรบูรณ์ต่อไป
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ภาคผนวก ก สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. สูตรอาหาร Pilkovskaya’s (PVK) medium (Pikovskaya, 1948; Nautiyal, 1999) 

Glucose  10 กรัม 
Ca3 (PO4)2  5 กรัม 
(NH4)2S04 0.5 กรัม 
NaCl  0.2 กรัม 
MgSO4·7H20 0.1 กรัม 
KCl  0.2 กรัม 
yeast extract  0.5 กรัม 
MnSO4·H20  0.002 กรัม 
FeSO4·7H20 0.002 กรัม 

 
  ละลายส่วนผสมให้เข้ากัน โดยเติมน้ ากลั่นปริมาณ 750 มิลลิลิตร คนให้ละลาย จากนั้นน าไป

วัดค่า pH เท่ากับ 7 ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เทใส่ภาชนะที่มีฝาปิด ท าการฆ่าเชื้อด้วย 
Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี

 
2. สูตรอาหาร Minimum salt liquid medium (MSLM) (Romano et al., 2011) 

K2HPO4  2.5 กรัม 
KH2PO4 2.5 กรัม 
(NH4)2HPO4 2.5 กรัม 
MgSO4·7H20 0.2 กรัม 
FeSO4·7H20  0.01 กรัม 
MnSO4·H20 0.007 กรัม 
sucrose 10 กรัม 

 
ละลายส่วนผสมให้เข้ากัน โดยเติมน้ ากลั่นปริมาณ 750 มิลลิลิตร คนให้ละลาย จากนั้นน าไป

วัดค่า pH เท่ากับ 7.5 ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เทใส่ภาชนะที่มีฝาปิด ท าการฆ่าเชื้อด้วย 
Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี
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3. สูตรอาหาร Peat moss extract agar (Hamaki et al., 2005) 
Peat moss  200 กรัม 
Agar 15 กรัม 
Sodium hydroxide 2 กรัม  
Distilled water 1000 มิลลิลิตร 
pH 5  

  
1. เตรียมสารละลาย sodium hydroxide ให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 50 มิลลิโมลาร์ โดยการชั่ง 

sodium hydroxide น้ าหนัก 2 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1 ลิตร 

2. ชั่ง peat moss น้ าหนัก 200 กรัม ใส่ในสารละลาย sodium hydroxide ที่เตรียมไว้ 

3. น าไป sonicate ที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี

4. กรอง peat moss ด้วยผ้าขาวบาง เติมน้ ากลั่นให้ครบ 1 ลิตร และน ามาวัดค่าความเป็นกรด-

ด่าง เท่ากับ 5 

5. เติมผงวุ้น โดยคิดเป็น 1.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 

6. น าไปฆ่าเชื้อด้วย Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี
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ภาคผนวก ข การเตรียมสารเคม ี
 

1. การเตรียม Salkowski’s reagent (2% 0.5M FeCl3 in 35% HClO4 solution) (Gordon 

and Weber, 1951) 

35% HClO4 50 มิลลิลิตร 
0.5M FeCl3 1 มิลลิลิตร 

สารละลาย ferric chloride 0.5 M ได้โดยใช้สูตร molarity  

น้ าหนักโมเลกุล (MW.) = 162, molarity (M) = 0.5 ปริมาตร (V) = 100 มิลลิลิตร 

         สูตร    𝑔

𝑀𝑊
𝑥 1,000 𝑚𝑙 = 𝑀 × 𝑉 

                                                       𝑔 =  
(0.5 𝑀×100 𝑚𝑙)×162𝑔

1,000 𝑚𝑙
 

            𝑔 = 8.10 𝑔     

ชั่ง FeCl3  จ านวน 8.10 กรัม จากนั้นเติมน้ ากลั่น 75 มิลลิลิตร คนให้ละลาย และปรับ

ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ครบ 100 มิลลิลิตร   

สารละลาย 35% perchloric (HClO4) 

70 % HClO4 50 มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น  50 มิลลิลิตร 

ท าการตวง 70 % HClO4 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น ปริมาณ 50 มิลลิลิตร จากนั้น

เทน้ ากลั่นลงในบีกเกอร์ขนาด 500 มิลลิลิตร โดยค่อยๆ เทกรดลงให้น้ ากลั่น และคนจนกว่าจะครบ 

50มิลลิลิตร 

หมายเหตุ  ต้องเตรียมสารละลายใน Hood และการเตรียมต้องเทกรดใส่น้ า โดยภาชนะที่ใช้บรรจุ

ควรเป็นขวดสีชาห่อด้วยฟอยด์ ท าการเก็บในตู้เย็น และการเตรียมแต่ละครั้งไม่ควรเตรียมเกิน 24 

ชั่วโมง  
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2. การเตรียมการส าหรับท าปฏิกิริยา (น้ ายา develop ส)ี 
 1.ชั่ง Ammonium molybdate 2.4 กรัม ในน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร  
 2.ชั่ง Potassium antimonyl tartrate 0.0582 กรัม ในน้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร 
 3.ตวง H2SO4 5N dilute Conc. H2SO4 27.8 มิลลิลิตร ในน้ ากลั่น 400 มิลลิลิตร 
 4.เทสารข้อ 1 และ 2 ลงในขอ้ 3 จากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น 500 มิลลิลิตร 
 5.ชั่ง Ascorbic acid จ านวน 2.112 กรัม ใส่ลงในข้อ 4 (ต้องเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ท าการ
ทดลอง) 
 
3. การเตรียม Stock L-tryptophan ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมลิลลิิตร 

L-tryptophan 0.1 กรัม 
Deionized water 10 มิลลิลิตร 

ท าการชั่ง L-tryptophan 0.1 กรัม เติม Deionized water 10 มิลลิลิตร ละลายสารให้เข้า
กันจนหมด จากนั้นท าการฆ่าเชื้อด้วยการกรองผ่าน filter ขนาด 0.2 micron โดยภาชนะที่ใช้รองรับ
ต้องผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว  
 
4. การเตรียมสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) 1X (pH 7.4) 

NaCl 8 กรัม 
KCl 0.2 กรัม 
Na2HPO4 1.44 กรัม 
KH2PO4 0.24 มิลลิลิตร 

ละลายในน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับ pH 7.4 ด้วย HCl เติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรจนครบ 
1000 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
5. การเตรียม 2.5% glutaraldehyde (เตรียม 100 มิลลิลิตร) 

25% glutaraldehyde                          10 กรัม 
Distilled water                                   90 มิลลิลิตร 

ต้องเตรียม 25% glutaraldehyde ปริมาณ 10 มิลลิลิตร เติม Distilled water ปริมาณ 90 
มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารละลายให้เข้ากัน 
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6. การเตรียมสารละลาย 0.1 M Phosphate buffer solution 
     Stock Solution A  
     ชั่ง 0.25 M Sodium phosphate monobasic (NaH2PO4.H2O) 27.6 กรัม หรือ NaH2PO4. 
H2O 31.21 กรัม เติมน้ ากลั่นให้ครบ 1 ลิตร 
     Stock Solution B 
     ชั่ ง  0.2 M Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4.2H2O) 35.61 กรัม  หรือ Na2HPO4. 
7H2O 53.65 กรัม หรือ Na2HPO4.12H2O 71.64 กรัม หรือ Na2HPO4 28.392 กรัม เติมน้ ากลั่นให้
ครบ 1 ลิตร 

ต้องการเตรียมสารละลาย 0.1 M phosphate buffer ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ท าการดูด
สารละลายจาก Stock Solution A ปริมาตร 23 มิลลิลิตร และสารละลายจาก Stock Solution B 
ปริมาตร 77 มิลลิลิตร ละลายสารให้เข้ากัน และน าไปปรับ pH เท่ากับ 7.3 จะได้สารละลาย 
phosphate buffer ความเข้มข้น 0.2 M จากนั้นท าการเติม distilled water ปริมาณ 100 มิลลิลิตร
จะได้สารละลาย phosphate buffer ความเข้มข้น 0.1 M  
 
7. การเตรียมสารละลาย HMDS : Methanol (1:1) เตรียม 9 มิลลิลิตร 
 ท าการดูดสารละลาย HMDS ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร และ methanol ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นผสมสารละลายให้เข้ากัน 
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ภาคผนวก ค การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
 

1. วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐาน IAA (Ahmad, 2008) 
  1. เตรียม stock solution ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ 100 ไมโครกรัมต่อ 
มิลลิลิตร 

ท าการชั่ง IAA 10 มิลลิกรัม เติมเอทานอล 0.5 มิลลิลิตร เพื่อละลาย IAA จากนั้นใช้น้ ากลั่น
ปรับปริมาตรให้ครบ 10 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย IAA ที่มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐาน IAA ในหลอดทดลองโดยดูด IAA จาก stock solution       
ดังตาราง 20 

 
ตาราง 20 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน IAA 

หลอดทดลอง ความเข้มข้น (มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร) 

stock solution 
(มิลลิลิตร) 

YM media 
(มิลลิลิตร) 

1 0.000 0.000 5.000 
2 0.020 0.100 4.900 
3 0.040 0.200 4.800 
4 0.060 0.300 4.700 
5 0.080 0.400 4.600 
6 0.100 0.500 4.500 

 

ท าการ dilution stock IAA ให้มีความเข้มข้น เท่ากับ 0.000, 0.020, 0.040, 0.060, 0.080 

และ 0.100 มลิลิกรัมต่อมลิลิลิตร ในอาหาร YM โดยปริมาตรรวมเท่ากับ 5 มิลลิลิตร    

3. ดูดสารละลายที่ความเข้มข้นต่าง ๆ มา 1 มิลลิลิตร ท า 3 ซ้ า  

4. เติม Salkowski reagent 2 มิลลิลิตร ตัง้ทิ้งไว้ในที่มืด 30 นาท ี  

5. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร    

6. น าค่าที่ได้ไปพอร์ตกราฟระหว่างความเข้มข้นของ IAA ในหน่วย mg/ml กับค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร  

กราฟมาตรฐานของ IAA เลี้ยงในอาหาร YM ที่มีการเติม L-tryptophan พบว่า สมการ

เส้นตรง y = 0.006x + 0.0511 เมื่อแกน y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 



  89 

และแกน x คือ ความเข้มข้นของ IAA มาตรฐาน ดังนั้นเมื่อทราบค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่

ทดสอบ สามารถแทนค่าลงในค่า y เพื่อค านวณความเข้มข้นของ IAA ที่ได้ (ภาพ 16)  

  

 

ภาพ 16 แสดงกราฟมาตรฐานของ IAA เลี้ยงในอาหาร YM ที่มีการเติม L-tryptophan ที่ความ
ยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 

 
2. วิธีการเตรยีมกราฟมาตรฐานฟอสเฟต 
 1. เตรียม stock solution ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 ชั่ง KH2PO4 (ซึ่งผ่านการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง) จ านวน 0.0215 
กรัม เติมน้ ากลั่น ปริมาณ 75 มิลลิลิตร คนให้สารละลาย ปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร จะได้
สารละลาย KH2PO4 ที่มีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารละลาย KH2PO4 ที่
มีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ครบ 100 
มิลลิลิตร จะได้สารละลาย KH2PO4 ที่มีความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 2. เตรียมสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตจาก stock solution ดังตาราง 21 
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ตาราง 21 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน KH2PO4 
ความเข้มข้นสดุท้าย 

(ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร) 
Stock KH2PO4 5 ppm 

(มิลลิลิตร) 
Distill water 

(มิลลิลิตร) 
Ascorbic acid 

(มิลลิลิตร) 
0.00 0.00 20.00 5.00 
0.20 0.80 19.20 5.00 
0.40 1.60 18.40 5.00 
0.60 2.40 17.60 5.00 
0.80 3.20 16.80 5.00 
1.00 4.00 16.00 5.00 

 
 ท าการ dilution stock ฟอสเฟต ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.00, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 
และ 1.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 3.ปิเปตสารละลาย Stock KH2PO4 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร (ตาราง 20) ใส่ลงในขวดปรับ
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
 4. เติมน้ ายา develop สีปริมาณ 5 มิลลิลิตร 
 5.จากนั้นเติมน้ ากลั่นปริมาณ 19 มิลลิลิตร เพื่อปรับปริมาตรให้ครบ 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้
เป็นเวลา 10 นาที จะได้สารละลายสีน้ าเงิน 
 6.น าค่าที่ได้ไปพอร์ตกราฟระหว่างความเข้มข้นของฟอสเฟตในหน่วยไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 882 นาโนเมตร แล้วน าผลที่ได้ไปเปรียบเทียบกราฟ
มาตรฐานฟอสเฟต 
 กราฟมาตรฐานของ KH2PO4 ที่ได้ พบว่า สมการเส้นตรง y = 0.6116x เมื่อแกน y คือ ค่า 
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 882 น าโนเมตร และแกน x คือ ความเข้มข้นของ KH2PO4 มาตรฐาน 
ดังนั้นเมื่อทราบค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างทดสอบ สามารถแทนค่าลงในค่า y เพื่อค านวณความ
เข้มข้นของฟอสเฟตที่ได้ (ภาพ 17) 
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ภาพ 17 แสดงกราฟมาตรฐานของ KH2PO4 ที่ความยาวคลืน่ 882 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก ง  
การจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย และวเิคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยนี 16S rRNA 

ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากเพิ่มเติม 
 

1. การศึกษาลักษณะรูปร่างโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ และลักษณะของเซลล์

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง  

น าแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโต

ของพืช และความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคข้าวมาศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา โดยท าการเลี้ยงบนอาหารแข็ง Tryptic soya agar (TSA) สังเกตลักษณะโคโลนีบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ และศึกษาลักษณะของเซลล์และรูปร่างของแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้

แสง 

 

2. การศึกษารายละเอียดของโครงสร้างภายนอกภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(scanning electron microscope, SEM) 

 ท าการ Streak แบคทีเรียลงบนอาหาร TSA เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง น าโคโลนีเดี่ยวของ

แบคทีเรียละลายด้วย 25% NaCl จากนั้นท าการหยดเชื้อลงบนอาหาร TSA ทิ้งไว้เป็นเวลา 6–12 

ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดใช้หลอดที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 เซนติเมตร เจาะวุ้นบริเวณที่มี

แบคทีเรียมาวางลงบนสไลด์ น าสไลด์แช่ใน 2.5% glutaraldehyde เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ล้างออกด้วย 

0.1 M Phosphate buffer solution 5 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที จากนั้นไล่น้ าออกโดยใช้สารละลาย 

ethanol ความเข้มข้น 30,50,70 และ 95% ความเข้มข้นละ 10 นาที ท าให้แห้งด้วย HMDS และน า

ตัวอย่างบันทึกภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่ศูนย์ปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ คณะ

วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร  

 

จากการศึกษาคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและความสามารถในการยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคข้าวพบว่า มีแบคทีเรียจ านวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ KK066, KK138 

และ KK269 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ และน ามาศึกษาลักษณะรูปร่างโคโลนี ลักษณะของเซลล์ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ดังตาราง 22  
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ตาราง 22 ลักษณะรูปร่างโคโลนี และลักษณะเซลล์ของแบคทีเรียเพิ่มเติม 
ไอโซเลต ลักษณะโคโลน ี รูปร่างเซลล ์ SEM* 
KK066 

  

ยังไม่มีข้อมูล 

KK138 

  

ยังไม่มีข้อมูล 

KK269 

 

ยังไม่มีข้อมูล ยังไม่มีข้อมูล 

หมายเหตุ: *ศึกษารายละเอียดของโครงสร้างภายนอกของแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
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ภาคผนวก จ การทดสอบในระดับโรงเรือน 
 

1. การค านวณ 
          ในการศึกษานี้ใช้กระถางเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 นิ้ว และใส่ดิน 5 กิโลกรัมต่อกระถาง 

น้ าหนักดิน (1 ไร่) = ปริมาตรรวมของดิน (m3) x ความหนาแน่นของดิน (g /cm3) 

      = (ความลึก (m) x พื้นที่ (m2)) x ความหนาแน่นของดิน 

                           = (0.15 m x 1600 m2) x 1.34 g / cm3 

                           = 321,600 กิโลกรัม 

1.1 การใส่ปุ๋ยรองพื้น NPK (15-15-15) อัตรา 20 กิโลกรัมต่อไร่ 

  น้ าหนักปุ๋ย NPK (กก./กระถาง) = (น้ าหนักดิน 1 กระถาง (กก.)) x น้ าหนักปุ๋ย 1 ไร่  

                                                 (กก.) / น้ าหนักดิน 1 ไร่ (กก.) 

         = (5 กก. / กระถาง) x (20 กก. / ไร่) / 321,600 กก. 

                                        = 0.00031 กิโลกรัม 

                                        = 0.310 กรัม/กระถาง 

                    แบ่งเป็น 3 ส่วน = 0.103 กรัม/กระถาง 

ดังนั้น เมื่อแบ่งปุ๋ยเป็น 3 ส่วน จะใส่ปุ๋ย NPK 0.103 กรัมต่อกระถาง 

1.2 การใส่ปุ๋ยยูเรีย (46-0-0) อัตรา 5 กิโลกรัมต่อไร่  

1.2.1 ปุ๋ยยูเรีย อัตราส่วน 100 เปอร์เซ็นต ์

                   น้ าหนักยูเรีย (กก. /กระถาง) = (น้ าหนักดิน 1 กระถาง (กก.)) x น้ าหนักปุ๋ย 1 ไร่    

                                      (กก.) / น้ าหนักดิน 1 ไร่ (กก.) 

    = (5 กก. / กระถาง) x (5 กก. / ไร่) / 321,600 กก. 

         = 0.00007774 กิโลกรัม 

    = 0.078 กรัม / กระถาง 

                   แบ่งเป็น 3 ส่วน  = 0.026 กรัม / กระถาง 

ดังนั้น เมื่อแบ่งปุ๋ยเป็น 3 ส่วน จะใส่ปุ๋ยยูเรีย 0.026 กรัม / กระถาง ในระยะสร้างช่อดอก 

1.2.2 ปุ๋ยยูเรีย อัตราส่วน 50 เปอร์เซ็นต ์

น้ าหนักยูเรีย (กก. /กระถาง)  = (น้ าหนักดิน 1 กระถาง (กก.)) x น้ าหนักปุ๋ย 1 ไร่  

                                                            (กก.) / น้ าหนักดิน 1 ไร่ (กก.) 

        = (5 กก. / กระถาง) x (2.5 กก. /ไร่)/321,600 กก. 



  95 

    = 0.00003887 กิโลกรัม 

        = 0.039 กรัม / กระถาง 

         แบ่งเป็น 3 ส่วน = 0.013 กรัม / กระถาง 

ดังนั้น เมื่อแบ่งปุ๋ยเป็น 3 ส่วน จะใส่ปุ๋ยยูเรีย 0.013 กรัม / กระถาง ในระยะสร้างช่อดอก 

 

2. การเตรียมดินปลูก 

ท าการฆ่าเชื้อดินปลูกโดยการอบด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้ าที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 นาที จ านวน 2 ครั้ง บรรจุดินที่ผ่านการฆ่าเชื้อปริมาณ 5 กิโลกรัม ลงในกระถางขนาด 

10x8 นิ้ว จ านวน 120 กระถาง (สุจิตตรา ปะนันโต และคณะ, 2556) (ภาพ 18)  

 

ภาพ 18 การเตรียมดินปลูก 
3. การฆ่าเชื้อเมล็ดข้าว 

น าเมล็ดพันธุ์ข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์มาท าการฆ่าเชื้อที่ผิว โดยการแช่ในสารละลายโซเดียม  

ไฮโปคลอไรด์ (NaOCl) 2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที และล้างเมล็ดด้วยน้ ากลั่น (ddH2O) ที่ผ่าน

การฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง (Jetiyanon and Plianbangchang, 2012) (ภาพ 19) 

 

ภาพ 19 การฆ่าเชื้อเมล็ดขา้ว 
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4. การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย 

ท าการเลี้ยงแบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียรอบรากในอาหารเหลว Tryptic Soy Broth 

(TSB) น าไปเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

แล้วน ามาตกตะกอนเชื้อที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ที่ 25 องศาเซลเซียส 

ละลายตะกอนเช้ือด้วยน้ ากลั่นฆ่าเชื้อ ปรับความขุ่นที่ค่า OD600 ให้ได้ค่าเท่ากับ 1 หรือ 106 -107 เซลล์

ต่อมิลลิลิตร (Jetiyanon and Plianbangchang, 2012; Nascimento et al., 2018; Saengsanga, 

2018) (ภาพ 20) 

 

 

ภาพ 20 การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย 
 

5. ขั้นตอนการปลูกข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ์ 

น าเมล็ดข้าวที่ผ่านการฆ่าเช้ือมาท าการปลูกลงในกระถางขนาด 10x8 นิ้ว กระถางละ 3 เมล็ด 

จ านวนทั้งสิ้น 120 กระถาง หลังจากข้าวงอกอายุ 14 วัน ท าการถอนให้เหลือ 1 ต้นต่อกระถาง ที่มี

สภาพแข็งแรงสมบูรณ์และปราศจากอาการโรค เมื่อข้าวอายุ 30 วันหลังงอก และก่อนข้าวออกดอก 

ท าการใส่แบคทีเรีย ปริมาณ 100 มิลลิลิตรต่อกระถาง (ภาพ 21) 
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ภาพ 21 ขั้นตอนการปลูกข้าวไร่ลืมผัวเพชรบูรณ ์
 

6. การใส่ปุ๋ย  

การใส่ปุ๋ยรองพื้น ใส่ปุ๋ยสูตรเสมอ (15-15-15) ก่อนปลูก ในอัตราส่วน 20-25 กิโลกรัมต่อไร่  

การใส่ปุ๋ยครั้งที่ 1 ปุ๋ยแต่งหน้า ใส่ปุ๋ยยูเรีย (46-0-0) อัตราส่วน 5-10 กิโลกรัมต่อไร่ 30 วัน

หลังปลูก เป็นระยะข้าวแตกกอ เพื่อช่วยในการเร่งการสร้าง ใบ ต้น กิ่ง แขนง เป็นการเจริญทางล าต้น

และใบ 

การใส่ปุ๋ยครั้งที่ 2 ปุ๋ยแต่งหน้า ใส่ปุ๋ยยูเรีย (46-0-0) อัตราส่วน 5-10 กิโลกรัมต่อไร่ ที่ระยะ

ก าเนิดช่อดอกหรือ 30 วันก่อนข้าวออกดอก เพื่อให้พืชน าธาตุอาหารไปใช้ในการสร้างดอก ผล และ

เมล็ดได้อย่างสมบูรณ์ 

การรดน้ า ใช้น้ าธรรมดารดทุกวันทั้งเช้าและเย็น โดยการใส่ปริมาณน้ าให้เท่าๆ กัน ในแต่ละ

กระถาง 
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