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บทคัดยอ 

 วัตถุประสงคหลักของโครงการวิ จัยนี้คือ เ พ่ือตรวจหาตัวกําหนดที่ เปนไปไดของเชื้อ 

Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 ซึ่งเกี่ยวของกับการกระตุนการสรางภูมิคุมกันโรคของพืช และ

เพ่ือคนหากลไกท่ีเก่ียวของกับการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชซ่ึงถูกกระตุนดวยสายพันธุ RS83   

ผลการศึกษาพบวาตัวกําหนดของเชื้อสายพันธุ RS83 ที่เก่ียวของกับกิจกรรมการกระตุนพืชสราง

ภูมิคุมกันโรคคือ lipopolysaccharide ที่อยูตรงบริเวณเยื่อหุมเซลลชั้นนอกของเซลลแบคทีเรีย 

สารประกอบอินทรียระเหย และสารซิเดอรโรฟอรชนิด enterobactin ที่เชื้อปลดปลอยออกมา  สําหรับ

ตัวกําหนดของเชื้อที่เก่ียวของกับการสงเสริมการเจริญเติบโตมีทั้งสารที่เชื้อปลดปลอยออกมาคือ indole-

3-acetic acid  gibberellic acid  กรดอินทรียชนิด gluconic acid  สารอินทรียระเหย และสารซิเดอรโร

ฟอร และความสามารถของเชื้อในการตรึงไนโตรเจนที่เปนประโยชนตอพืช รายละเอียดการศึกษา

ตัวกําหนดของเชื้อแตละชนิดที่มีผลตอการกระตุนพืชตานทานโรค และการสงเสริมการเจริญเติบโต

ใหกับพืชน้ันไดอธิบายและวิจารณไวในเนื้อความ 

คําสําคัญ: Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83  ตัวกําหนดของเชื้อแบคทีเรีย  การสรางภูมิคุมกัน-

โรค  การสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
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Abstract 

 The main objectives of this research were to investigate possible determinants of 

Enterobacter asburiae strain RS83 for plant induced systemic resistance (ISR) and to explore 

mechanisms of plant growth enhancement stimulated by strain RS83. Results demonstrated 

that bacterial determinants involving with ISR activity against plant diseases were bacterial 

lipopolysaccharide situated at the outer membrane of bacterial cell, volatile organic compounds 

released from the bacterium, and siderophore (enterobactin type) released from bacterial cell. 

For bacterial determinants associated with plant growth promotion, there were both of 

substances released from the bacterium including indole-3-acetic acid, giberellic acid, organic 

acid (gluconic acid type), volatile organic compounds, and enterobactin and the ability of the 

bacterium for nitrogen fixation. Detailed studies of each bacterial determinant for ISR activity 

resulting in disease suppression and/or plant growth augmentation are explained and discussed 

in the text. 

Keywords: Enterobacter asburiae strain RS83, bacterial determinants, induced systemic 

resistance, plant growth promotion 
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บทสรุปผูบริหาร 

 ผลการศึกษาของผูวิจัยที่ผานมาพบวาเชื้อแบคทีเรีย Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 

สามารถกระตุนพริกตานทานโรคทั้งโรคพืชที่เกิดจากเชื้อสาเหตุในดิน (soil-borned pathogens) และ 

โรคพืชที่เกิดจากเชื้อสาเหตุเหนือดิน (air-borned pathogens) ในสภาพเรือนทดลอง แปลงปลูก และ

แปลงเกษตรกรอาสาสมัคร อีกทั้งชวยสงเสริมการเจริญเติบโตและเพิ่มผลผลิตใหกับพืช จึงนํามาสู

การศึกษาเชิงลึกทางวิชาการเก่ียวกับกลไกของเช้ือสายพันธุ RS83 ที่มีประโยชนตอพืชทั้งสองดาน 

ดังน้ันโครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงคหลัก คือ 1) เพ่ือตรวจหาตัวกําหนดของเชื้อซ่ึงเก่ียวของกับการ

กระตุนพืชสรางภูมิคุมกันโรค และ 2) เพ่ือคนหากลไกของเชื้อที่เก่ียวของกับการสงเสริมการเจริญเติบโต

ของพืช  

โครงการวิจัยน้ีไดศึกษาตัวกําหนดของเชื้อที่เก่ียวของกับการกระตุนพืชสรางภูมิคุมกันโรค

จํานวน 4 ชนิด คือ lipopolysaccharide (LPS) ของเชื้อที่อยูตรงตําแหนงเยื่อหุมเซลลชั้นนอกของ

แบคทีเรีย สารประกอบอินทรียที่ระเหยได (volatile organic compounds; VOC) สารซิเดอรโรฟอร และ 

salicylic acid (SA) ที่เชื้อปลดปลอยออกมา ซึ่งการศึกษาตัวกําหนดของเชื้อชนิด LPS เร่ิมโดยการสกัด 

crude LPS ของเชื้อสายพันธุ RS83 ออกมาจากบริเวณเยื่อหุมเซลลชั้นนอก ทดสอบความสามารถของ 

crude LPS ในการกระตุนผักกาดหอมตานทานโรคเนาเละในลักษณะ in vitro bioassay ผลการทดลอง

พบวาตนพืชที่กระตุนดวย crude LPS มีจํานวนตนที่เปนโรคนอยกวาประมาณ 90 เปอรเซนตโดย

แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม อีกทั้งกิจกรรมของเอนไซม 

superoxide dismutase (SOD) และ peroxidase (PO) ในตนพืชที่กระตุนดวย crude LPS เพ่ิมขึ้นอยาง

รวดเร็วและมากกวาอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับตนพืชควบคุมภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรค

เนาเละใหกับตนพืช 

การศึกษาสารซิเดอรโรฟอรที่เชื้อสายพันธุ RS83 ปลดปลอยออกมาโดยมีผลกระตุนพืช

ตานทานโรค เร่ิมตนศึกษาโดยการกลายพันธุเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type ดวยวิธี 

Electroporation เชื้อที่กลายพันธุผลิตสารซิเดอรโรฟอรเล็กนอยลอมมีลักษณะเปนรัศมีสีเหลืองสมรอบ
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ขอบโคโลนีของเชื้อที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง Chrome Azurol S ในขณะที่เชื้อชนิด wild type ผลิตสารซิ

เดอรฟอรปรากฏเปนรัศมีสีเหลืองสมลอมรอบโคโลนีเดนอยางเห็นไดชัด  ผลการวิเคราะหดวยวิธี high 

performance liquid chromatography (HPLC) พบวาสารซิเดอรโรฟอรที่เชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild 

type ปลดปลอยออกมาคือ enterobactin ซึ่งมีปริมาณมากกวาเชื้อที่กลายพันธุถึง 80%  เม่ือใชวิธี 

Inverse polymerase chain reaction ตรวจสอบยีนที่มีผลตอการลดการสรางสารซิเดอรโรฟอรของเชื้อที่

กลายพันธุ พบวายีนดังกลาวคือ glycerol-3-phosphate dehydrogenase (NAD (P)+) ซึ่งอาจเปนไปได

วายีน glycerol-3-phosphate dehydrogenase (NAD (P)+) มีผลตอการควบคุมกระบวนการสงผานสาร 

enterobactin ออกมาจากเซลลตรงบริเวณเยื้อหุมชั้นใน (inner membrane) ของเชื้อแบคทีเรีย เม่ือนํา

เชื้อชนิด wild type และชนิดกลายพันธุทดสอบความสามารถของเชื้อในการกระตุนมะเขือเทศ และพริก

ชี้ฟาตานทานโรคเหี่ยวเหลืองในเรือนทดลองพบวาเชื้อชนิดกลายพันธุหมดศักยภาพในการกระตุนพืช

ตานทานโรคเห่ียวเหลือง ในขณะที่เชื้อชนิด wild type ยังใหผลการควบคุมโรคไดอยางมีนัยสําคัญเม่ือ

เปรียบเทียบกับตนพืชที่กระตุนดวยเชื้อชนิดกลายพันธุ 

ผลการทดสอบ in vitro bioassay system แสดงใหเห็นวาตัวกําหนดของเชื้อซ่ึงเปนสารอินทรีย

ระเหย (VOC) ที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อสายพันธุ RS83 มีผลยับยั้งการเกิดโรคเนาเละของ

ผักกาดหอมใบหยิกไดถึง 90% ซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับตนพืชในกรรมวิธี

ควบคุม นอกจากนี้ยังพบอีกวาตนพืชที่กระตุนดวย VOC ที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อสายพันธุ RS83 มี

กิจกรรมรวมของเอนไซม SOD และ PO มากกวาอยางมีนัยสําคัญภายหลังการเขาทําลายของเชื้อกอ

โรคเม่ือเปรียบเทียบกับตนพืชควบคุม  

ผลการศึกษาเบื้องตนเก่ียวกับตัวกําหนดของเชื้อชนิด salicylic acid โดยการเลี้ยงเชื้อในอาหาร

เหลว 1% casamino acid และ 2% casamino acid กอนการวิเคราะหดวยวิธีชีวเคมี และวัดคาการ

ดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 527 nm พบวาเชื้อสายพันธุ RS83 

ปลดปลอย SA ออกมาในปริมาณที่นอยมากหรือแทบจะไมมีความแตกตางจากกรรมวิธีควบคุมซ่ึงใช
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อาหารเหลว casamino acid เพียงอยางเดียว ดังน้ันผูวิจัยเชื่อวาตัวกําหนดดังกลาวอาจไมเก่ียวของกับ

การกระตุนพืชตานทานโรคจึงไมไดทําการศึกษาในขั้นตอนตอไป  

สําหรับตัวกําหนดของเชื้อที่เก่ียวของกับการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชน้ัน จากการศึกษา

ทั้งการเลี้ยงบนอาหารเฉพาะ  ปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่วัดคาการดูดกลืนดวยเครื่อง spectrophotometer  

วิเคราะหสารที่เชื้อปลดปลอยออกมาโดยวิธี HPLC  วิธี GC และ/หรือ วิธี GC-mass spectrometry 

รวมถึงการทดสอบกับพืชดวยวิธี in vitro bioassay system พบวาเชื้อสายพันธุ RS83 สามารถ

ปลดปลอยสารหลากหลายชนิดที่เก่ียวของกับการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชเชน ฮอรโมน indole-

3-acetic acid ที่มีผลตอการเจริญเติบโตของรากพืช  ฮอรโมน gibberellic aicd (GA3) ที่สงเสริมการยืด

ตัวของเซลลพืช  ปลดปลอย VOC ที่มีผลกระตุนการเจริญเติบโตของพืช  และสาร gluconic acid ชวย

ยอยสลายฟอสเฟตที่ตรึงอยูในดินใหอยูในรูปที่เปนประโยชนตอพืช รวมถึงความสามารถของเชื้อในการ

ตรึงไนโตรเจนในอากาศใหเปนประโยชนตอการเจริญของพืช ดังน้ันเชื้อสายพันธุ RS83 มีตัวกําหนดที่

เก่ียวของกับการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชหลากหลายชนิด  

ดังนั้นผลการศึกษาในโครงการวิจัยนี้จึงสรุปไดวาตัวกําหนดของเชื้อสายพันธุ RS83 ที่เก่ียวของ

กับการกระตุนพืชตานทานโรค และตัวกําหนดของเชื้อที่สงเสริมการเจริญเติบโตของพืชมีหลากหลาย

ชนิด อยางไรก็ตามการทํางานของตัวกําหนดดังกลาวของเชื้อทํางานรวมกันในเวลาเดียวกัน หรือทํางาน

เชิงเด่ียวภายใตสภาวะแวดลอมที่เฉพาะนั้น จําเปนตองทําการศึกษาตอไป 
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บทนํา 

มีรายงานเกี่ยวกับตัวกําหนดของเชื้อไรโซแบคทีเรียหลากหลายชนิดที่มีผลตอการกระตุนพืช

ตานทานโรค ประกอบดวยสารที่เชื้อแบคทีเรียปลดปลอยออกมา เชน กรดซาลิไซลิก (salicylic acid; 

SA)  สารไซเดอรโรฟอร  สารปฏิชีวนะ  และสารประกอบอินทรียที่ระเหยได (volatile organic 

compounds; VOC) รวมถึงองคประกอบของเซลลแบคทีเรียคือ ไลโพโพลิแซกคาไรด 

(lipopolysaccharide; LPS) ที่อยูบริเวณเยื่อหุมเซลลชั้นนอกของเชื้อแบคทีเรีย นอกจากนี้ยังมี

ตัวกําหนดของเชื้อไรโซแบคทีเรียที่เก่ียวของกับกลไกการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชหลากหลาย

ชนิดทั้งน้ีขึ้นอยูกับชนิดและสายพันธุของเชื้อแบคทีเรีย ยกตัวอยางเชน ฮอรโมน indole-3-acetic acid 

(IAA)  ฮอรโมน cytokinin  ฮอรโมน gibberellins  สาร 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) 

deaminase  สารซิเดอรโรฟอร (siderophore) สารประกอบอินทรียระเหย และกรดอินทรีย (organic 

acid) ที่เชื้อปลดปลอยออกมา อยางไรก็ตามตัวกําหนดของเชื้อแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญในการกระตุน

พืชตานทานโรค หรือสงเสริมการเจริญเติบโตใหกับพืชที่ไดกลาวไวขางตนนั้น เชื้อแบคทีเรียบางชนิด 

หรือบางสายพันธุอาจมีเพียงตัวกําหนดชนิดใดชนิดหน่ึง หรือตัวกําหนดหลายชนิดเก่ียวของกับ

ประโยชนที่พืชจะไดรับจากเชื้อแบคทีเรียชนิดของเชื้อ และชนิดของพืชที่ใชศึกษา 

จากการศึกษาของผูวิจัยที่ผานมาพบวาเชื้อไรโซแบคทีเรีย Enterobacter asburiae สายพันธุ 

RS83 เปนเชื้อที่แยกจากดินรอบรากพืชมันสําปะหลังในพื้นที่ปลูกของเกษตรกรตําบลบานกราง อําเภอ

เมือง จ.พิษณุโลก สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของพริกไดอยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 1)  อีกทั้งเชื้อ

ดังกลาวสามารถกระตุนพริกตานทานโรคไดหลากหลายชนิด อาทิเชน โรคเห่ียวเหลืองที่เกิดจากเชื้อรา 

Sclerotium rolfsii  โรคเห่ียวเขียวที่เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum และโรคแอนแทรค

โนสที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides ทั้งในเรือนทดลอง (รูปที่ 2)  

และแปลงปลูก (กัญชลี และ ศักด์ิชัย 2552 รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ สํานักงานกองทุนสนับสนุนการ

วิจัย ฝายเกษตร)  นอกจากน้ีการทดสอบ in vitro antibiosis ระหวางเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 

กับเชื้อสาเหตุโรคพืชทั้งสามชนิดบนอาหารเลี้ยงเช้ือ พบวาเชื้อสายพันธุ RS83 ไมสรางสารตานจุลชีพ
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ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคแตอยางใด ซึ่งชี้ใหเห็นวาเชื้อสายพันธุ RS83 ทําหนาที่เปน

ตัวกลางในการกระตุนพืชใหสรางภูมิคุมกันโรค หรือที่เรียกวา “induced systemic resistance (ISR)  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1 ผลของเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 ท่ีมีตอการสงเสริมการเจริญของพริกชี้ฟาภายหลังราด

เซลลแขวนลอยของเชื้อสายพันธุ RS83 ลงในกระถางพลาสติกท่ีบรรจุ soiless peat นาน 14 วัน 
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รูปท่ี 2 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RS83 ในการกระตุนพริกชี้ฟาพันธุชัญญา 111 ตานทานโรคเหี่ยว

เหลืองที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา Sclerotrium rolfsii (a)  โรคเหี่ยวเขียวท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 

solanacearum (b) และ โรคแอนแทรคโนสที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides (c) ใน

เรือนทดลอง 

a b

c 
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จากการศึกษาที่ผานมาตัวกําหนดของเชื้อที่มีบทบาทตอการกระตุนพืชสรางภูมิคุมกันโรค และ/

หรือสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช สวนใหญมักศึกษากับเชื้อไรโซแบคเรียที่อยูในจีนัส Bacillus และ 

Pseudomonas  ยังมีการศึกษากันนอยมากกับเชื้อไรโซแบคที เรียจีนัส อ่ืนๆ  โดยเฉพาะเชื้อ 

Enterobacter asburiae ซึ่งเปนเชื้อไรโซแบคทีเรียธรรมชาติอีกชนิดหนึ่งที่มีประโยชนตอพืชทั้งสองดาน 

ดังน้ันการศึกษาตัวกําหนดของเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ซึ่งเกี่ยวของกับการกระตุนพืช

ตานทานโรค และ/หรือ สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช จึงเปนสิ่งสําคัญที่จะทําใหเกิดความเขาใจกลไก

เชิงลึกทางดานวิทยาศาสตรมากขึ้น  

 

วัตถุประสงคที่ 1: เพ่ือตรวจหาตัวกําหนดที่เปนไปไดของเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 

ซึ่งเก่ียวของกบัการกระตุนการสรางภูมิคุมกันโรคของพืช  

 

1.1  ศึกษาความเก่ียวของของ Lipopolysaccharide (LPS) ของเชื้อสายพันธุ RS83 

1.1.1 การสกัด lipopolysaccharide (LPS) จากเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 

ยายเช้ือสายพันธุ RS83 จากตูแชแข็งความเย็นยิ่งยวด (-80 องศาเซลเซียส) เลี้ยงบนอาหาร

แข็ง TSA บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากน้ันยายเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว 

ประกอบดวย glucose ปริมาณ 10 กรัม; yeast extract (Difco) ปริมาณ 5 กรัม Casamino acids 

(Difco) ปริมาณ 1 กรัม; (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัม และ Na2HPO4 ปริมาณ 0.5 กรัม ตอปริมาตร 1 

ลิตร ปรับ pH=7.0 กอนน่ึงฆาเชื้อ โดยบมเชื้อในเครื่อง Environmental-Shaker Incubator ES-20 นาน 

24 ชั่วโมง ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ปนเหวี่ยงเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย

ดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง ควบคุมอุณหภูมิได (SORVALL Biofuge Stratos, Kendro Laboratory 

Products, Geramany) ที่ความเร็ว 10,000g นาน 5 นาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  ลางเซลล

แบคทีเรียดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 2 คร้ังโดยปนเหวี่ยงที่ความเร็วเดิม คร้ังละ 5 นาทีกอนเขาสูขั้นตอน



10 
 

การสกัด LPS ออกจากเยื่อหุมชั้นนอกของเซลลแบคทีเรียโดยดัดแปลงจากกรรมวิธีของ Uchida และ 

Mizushima (Agric. Biol. Chem. 51(11), 3107-3114, 1987) ดังตอไปน้ี   

ขั้นตอนแรก: ชั่งเซลลเปยก (wet cells) ของแบคทีเรียประมาณ 0.2 กรัม (200 มิลลิกรัม) ใสลง

ในหลอดแกวที่ฆาเชื้อแลวขนาด 10 มิลลิเมตรX 100 มิลลิเมตร เติมน้ํากลั่นสองคร้ังที่ฆาเชื้อแลว

ปริมาตร 4.4 มิลลิลิตร จากน้ันเติม 100mM Tris-HCl (pH 8.0) ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร  0.5M MgCl2 

ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร และ 8% Triton X-100 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปดฝาหลอดใหแนนกอน

แชในน้ําเดือดประมาณ 5 นาที  ปนเหวี่ยงในเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็ว 15,000g นาน 15 

นาทีภายหลังสารเย็นลงแลว และลางสวนที่ตกตะกอน 1 คร้ังดวย 10mM Tris-HCl (pH 8.0)-10mM 

MgCl2 ปริมาตร 8 มิลลิลิตร  

ขั้นตอนที่สอง: เติมนํ้ากลั่นสองคร้ังที่ฆาเชื้อแลว ตามดวย 0.2M EDTA (pH 8.0)  2M NaCl 

และ 8% Triton X-100 อยางละ 2 มิลลิลิตรลงไปในหลอดที่มีตะกอน จากน้ันคนสารใหเปนเนื้อเดียวกัน

โดยใช Vortex-Genie®2 รุน G560E (Scientific Industries, Inc., NY, USA) เติมเอนไซม proteinase K 

(20 �g/ml; Invitrogen, USA) และเอนไซม DNase I (20 �g/ml; Invitrogen, USA) บมไวในตูบมเชื้อ

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ความเร็ว 200 รอบตอนาที ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 15,000g 

นาน 15 นาที ยายสวนน้ําใสปริมาตร 6 มิลลิลิตรใสลงในหลอดปนเหวี่ยงชนิด Beckman (USA) ขนาด 

บรรจุปริมาตร 10.4 มิลลิลิตร  

ขั้นตอนที่สาม: เติม 1M MgCl2 ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 60 นาที ความเร็ว 200 รอบตอนาที นําสารละลายที่ปรากฏความขุนเล็กนอยปนเหวี่ยงดวย

ความเร็วสูง 100,000g (32,000 rpm) ในเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง (รุน Beckman Optima XL-90 

Ultracentrifuge, IN, USA รูปที่ 3 ) ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เหลือ

เพียงตะกอนใสดานลาง เติมน้ํากลั่นสองคร้ังที่ฆาเชื้อแลวปริมาตร 3 มิลลิลิตรลงในหลอดปนเหวี่ยงแลว

คนใหตะกอนใสกระจายตัวสมํ่าเสมอ  ทดสอบการปลอดเช้ือของสารสกัดหยาบ LPS ของเช้ือสายพันธุ 

RS83 โดยการใช loop ที่ฆาเชื้อแลวแตะแลวลากลงบนอาหารแข็ง TSA บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศา
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เซลเซียส นาน 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเจริญของจุลินทรียบนอาหารแข็ง TSA  กอนนําสารสกัดหยาบ 

LPS เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อรอการวัดปริมาณสารสกัดหยาบ LPS และวิเคราะหสารสกัด

หยาบ LPS ตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3 เครื่องปนเหว่ียงความเร็วสูงสําหรับใชตกตะกอน crude LPS ท่ีสกัดออกมาจากเชื้อสายพันธุ RS83 

 

1.1.2 การวัดปริมาณ Lipopolysaccharide (LPS)  

 ผูวิจัยใชวิธีการ Thiobarbituric acid (เปนวิธีที่พัฒนาโดย Waravdekar and Saslaw ในปค.ศ. 

1959) วัดปริมาณของ 2-keto-3-deoxyoctonate (KDO) ที่ปรากฏตรงบริเวณ core oligosaccharide 

ของ LPS ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ ใชสาร 2-Keto-3-deoxyoctonate ammonium salt (Sigma-

Aldrich, MO, USA) ความเขมขนตั้งแต 0.1μg ถึง 15μg เปนสารมาตรฐานสําหรับใชเปนตัว

เปรียบเทียบเพื่อวัดความเขมขนของของสารสกัดหยาบ LPS ที่แยกไดจากเชื้อสายพันธุ RS83 วัดคา

การดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Double Beam UV/Vis Spectrophotometer (OPTIZEN 3220UV; Korea) 
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ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร ความเขมของสีชมพูที่เกิดขึ้นภายหลังการทําปฏิกิริยาทางเคมีเปน

สัดสวนโดยตรงตอความปริมาณของ LPS  

 

1.1.3 การวิเคราะห LPS ดวย Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

 ปเปตสารสกัดหยาบ LPS ที่แยกจากเชื้อสายพันธุ RS83 ปริมาตร 16 ไมโครลิตรผสมกับ 5X 

sample buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตรใสลงในหลอดปนเหวี่ยงที่ฆาเชื้อแลวขนาด 1.5 มิลลิลิตร  คนสาร

ใหเขากันโดยใช Vortex นําไปปนเหวี่ยงในเครื่องปนเหวี่ยงความเร็ว 2,500 rpm ประมาณ 10 วินาที 

กอนตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ทิ้งไวใหเย็นแลวปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 2,500 rpm อีก 10 วินาที 

กอนนําไปวิเคราะห LPS ดวยเครื่อง XCell SurelockTM Mini-Cell Electrophoresis system (Invitrogen 

Life Technologies, CA, USA) โดย load สารลงในชองของ acrylamide gel ใช 15% SDS separating 

gel และ 5% stacking gel ภายใต reducing condition ที่ 100mA นานประมาณ 2-3 ชั่วโมง (รูปที่ 4)  

ยอมเจลดวยชุดนํ้ายา SilverXpress® Silver Staining kit (Invitrogen Life Technologies, CA, USA) ใช

LPS บริสุทธิ์ที่สกัดจาก Escherichia coli 0127:B8 ความเขมขน 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, MO, USA) 

เปนสารมาตรฐานเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบ LPS ที่แยกออกมาจากสายพันธุ RS83  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4  การ run SDS-PAGE เพ่ือวิเคราะห lipopolysaccharide ท่ีแยกออกมาจากเชื้อสายพันธุ RS83 
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1.1.4 การตรวจสอบการปนเปอนโปรตีน และกรดนิวคลิอิก ในสารสกัดหยาบ LPS ของเชื้อสายพันธุ 

RS83 

ใชวิธีทางชีวเคมีจํานวน 2 วิธีการตรวจสอบการปนเปอนของโปรตีนในสารสกัดหยาบ LPS ที่

แยกจากเชื้อสายพันธุ RS83 คือการทําปฏิกิริยาทางเคมีกับ Bradford reagent (Sigma-Aldrich, MO, 

USA) โดยเปรียบเทียบกับคากับกราฟมาตรฐานของสาร Bovine serum albumin (BSA; Sigma-

Aldrich, MO, USA) และการทําปฏิกิริยากับชุดตรวจสอบโปรตีน Quant-iT® Protein Assay Kits และ

ตรวจวัดในเครื่อง QubitTM fluorometer version 1.27 (Invitrogen Life Technologies, CA, USA) ดัง

แสดงในรูป 5 

ตรวจสอบการปนเปอนของกรดนิวคลิอิกโดยใชเจล 1% agarose (รูป 6) ที่มี 1kb plus DNA 

ladder (Invitrogen, USA) เปน marker เปรียบเทียบตําแหนงของ DNA และ load เซลลแขวนลอย

แบคทีเรียสายพันธุ RS83 ความเขมขน 108 cfu/ml เปน positive control  ยอมเจลดวย SYBR® safe 

DNA gel stain (Invitrogen Life Technologies, CA, USA) และสองดูแถบ DNA ดวยชุดถายภาพและ

โปรแกรมวิเคราะหผล DNA (ยี่หอ vilber lourmat รุน E-BOX-1000/26Mi, Deutschland, Germany)  

นอกจากน้ียังตรวจสอบการปนเปอนของกรดนิวคลิอิกดวยชุด Quant-iT® dsDNA BR Assay Kit และ

ตรวจวัดในเครื่อง QubitTM fluorometer  
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รูปท่ี 5  เครื่องมือ QubitTM fluorometer และชุดตรวจสอบโปรตีน และ dsDNA 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 6 การ run agarose gel เพ่ือตรวจสอบการปนเปอนของ DNA ในสารสกัดหยาบ LPS ท่ีแยกออกมาจากเชื้อสาย

พันธุ RS83 

 

ผลการศึกษา 

 ไมพบจุลินทรียเจริญบนอาหารแข็ง TSA ภายหลังการทดสอบสารสกัดหยาบ LPS ที่แยกจาก

สายพันธุ RS83 บนอาหารนาน 48 ชั่วโมง แสดงใหเห็นวาสารสกัดหยาบ LPS ที่แยกจากเชื้อสายพันธุ 

RS83 ปราศจากการปนเปอนของจุลินทรีย เม่ือวัดปริมาณ LPS ในสารสกัดหยาบจากเชื้อสายพันธุ 

RS83 พบวามีความเขมขนประมาณ 1,500μg/mL หรือ 15μg/10μl 
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 ผลการวัดการปนเปอนโปรตีนดวยวิธี Bradford assay ในสารสกัดหยาบ LPS ที่แยกจากเชื้อ

สายพันธุ RS83 นั้นพบวาคาการดูดกลืนแสงระหวาง blank control และสารสกัดหยาบ LPS ของเชื้อ

สายพันธุ RS83 มีคาเทากันหรือสีของปฏิกิริยาใกลเคียงกัน (รูปที่ 7) แตเม่ือวัดดวยเครื่อง Qubit 

fluorometer กลับพบวามีปริมาณโปรตีนปนเปอนเล็กนอยประมาณ 4.5μg/mL  สําหรับผลการวัดการ

ปนเปอนกรดนิวคลิอิกดวยการดูแถบกรดนิวคลิอิกบนเจล 1% agarose นั้น ไมพบแถบกรดนิวคลิอิก

ปรากฏใน lane ของสารสกัดหยาบ LPS ที่แยกจากเช้ือสายพันธุ RS83 (รูปที่ 8) แตกลับพบการ

ปนเปอนของกรดนิวคลิอิกจํานวนนอยมากประมาณ 0.6μg/mL เม่ือวัดดวยเคร่ือง Qubit fluorometer  

หากคิดเปนสัดสวนของการปนเปอนในสารสกัดหยาบ LPS ที่แยกมาจากเช้ือสายพันธุ RS83 พบวามี

การปนเปอนของโปรตีนเพียง 0.3% และ ปนเปอนกรดนิวคลิอิกเพียง 0.04% จากปริมาตรรวมของสาร

สกัดหยาบ LPS ของเชื้อสายพันธุ RS83 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 7 ผลการทําปฏิกิริยาทางชีวเคมีของสาร Bovine serum albumin ความเขมขน 5μg (cuvette ซาย)  น้ํากล่ัน 

(cuvette กลาง) และสารสกัดหยาบ LPS จากเชื้อสายพันธุ RS83 (cuvette ขวา) ภายหลังการทําปฏิกิริยากับ Bradford 

reagent นาน 25 นาที 
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รูปท่ี 8  การตรวจสอบการปนเปอนของ DNA ในสารสกัดหยาบ LPS ของเชื้อสายพันธุ RS83 บนเจล 1% agarose 

(lane M=1kb plus DNA ladder marker; lane 1 และ 2=LPS บริสุทธิ์ท่ีสกัดจากเชื้อ E. coli 0127:B8 ปริมาณ 10 

μg/lane;  lanes 3-6=สารสกัดหยาบ LPS ของเชื้อสายพันธุ RS83 ปริมาตร 10 μl/lane; lanes 7-8=เซลลแขวนลอยท่ีมี

ชีวิตของเชื้อสายพันธุ RS83 

 

 ผลของ SDS-PAGE แสดงใหเห็นแถบของ LPS แตกตางกันระหวาง LPS บริสุทธิ์ของเชื้อ E 

coli 0127:B8 และ สารสกัดหยาบ LPS จากสายพันธุ RS83 โดยที่ LPS ของเชื้อ E. coli ปรากฏเพียง

สองแถบ ในขณะที่สารสกัดหยาบ LPS จากเช้ือสายพันธุ RS83 มีแถบใหญที่สุดปรากฏดานลางของ 

lane และมีแถบเล็กๆ จํานวนหนึ่งปรากฏตรงกลาง และดานบนของ lane (รูปที่ 9) 

  

   M           1            2             3             4            5            6            7              8

12,000bp 

2,000bp 
1,650bp 

1,000bp 
850bp 
650bp 
500bp 
400bp 
300bp 
200bp 

100bp 
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รูปท่ี 9 รูปแบบของแถบ LPS บริสุทธิ์ของเชื้อ Escherichia coli 0127:B8 (lane 1 ลูกศรชี้ดานซาย; 15μg/lane) 

เปรียบเทียบกับรูปแบบของแถบ LPS (ในวงเล็บดานขวา) ของสารสกัดหยาบจากเชื้อ Enterobacter asburiae สาย

พันธุ RS83 (lane 2 และ 3) ท่ีปรากฏบน 15% polyacrylamide gel ยอมดวยสารละลาย silver  

 

1.1.5. การทดสอบ in vitro bioassay ของสารสกัดหยาบ LPS ที่แยกจากเชื้อสายพันธุ RS83 ในการ

กระตุนพืชตานทานโรค 

 โมเดลที่ใชทดสอบ plant-patho system คือผักกาดหอม (Lactuca sativa) และโรคเนาเละที่เกิด

จากการเขาทําลายของเชื้อแบคทีเรีย Pectobacterium carotovora subsp. carotovora (Pcc) รูปแบบ

การทดลองคือการสุมสมบูรณ ประกอบดวย 3 กรรมวิธี คือกรรมวิธีควบคุม  กรรมวิธีที่กระตุนดวยสาร

สกัดหยาบ LPS ของเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 และกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS 

บริสุทธิ์ของเชื้อ Escherichia coli 0127:B8 ความเขมขน 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, MO, USA) แตละ

กรรมวิธีมี 3 ซ้ํา ซึ่งแตละซ้ําคือจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีตนผักกาดหอมจํานวน 10 ตน/จาน  ทําการ

ทดสอบซํ้าอยางนอยสองครั้ง 

1      2       3 
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ฆาเชื้อผิวเมล็ดผักกาดหอมในสารละลาย 1% sodium hypochlorite (1%NaOCl) นาน 20 นาที 

ลางดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลวอยางนอย 3 คร้ัง ยายเมล็ดวางบนกระดาษกรองในจานอาหารที่ฆาเชื้อแลว

หยดนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลวลงบนกระดาษกรองพอชื้น บมเมล็ดในที่มืดอุณหภูมิหองนาน 3 วัน กอนยาย

ตนกลามาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 50% Murashige and Skoog (50%MS; PhytoTechnology 

Laboratories®, KS, USA) ที่บรรจุในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (90X15 มิลลิเมตร; BIOMED CO., LTD, 

Thailand) หยดสารสกัดหยาบ LPS ของเชื้อสายพันธุ RS83 และ LPS บริสุทธิ์ของ E. coli 0127:B8  

ปริมาณ 15μg/ตน โดยหยดตรงรากพืชในแตละกรรมวิธี สวนกรรมวิธีควบคุมน้ันหยดน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อ

แลวปริมาตร 10μl บริเวณรากพืชตอตน ปดฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อและพันขอบจานอาหารดานบนและ

ดานลางดวยพาราฟมลกอนยายจานอาหารวางบนชั้นเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนาน 5 วัน ตั้งระบบการใหแสง

ฟลูออเรสเซนสขนาด 18W กับพืชนาน 14 ชั่วโมง และไมใหแสงกับพืชนาน 10 ชั่วโมงตอวัน ความชื้น

สัมพัทธ 50-60% ควบคุมอุณหภูมิ 251 องศาเซลเซียส  ปลูกเชื้อกอโรคเนาเละ Pcc. ที่เจริญบน

อาหารแข็ง TSA นาน 24 ชั่วโมงใหกับตนผักกาดหอมทุกตนภายใตตูปลอดเชื้อ โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 

1 มิลลิลิตรแทงเปนบาดแผลเล็กนอยบริเวณลําตนพืชแตละตนที่อยูเหนือผิวอาหารแข็ง 50%MS 

ประมาณ 10 มิลลิลิตร จากน้ันใชเข็มฉีดยาแตะโคโลนีของเชื้อ Pcc มาวางตรงตําแหนงที่ทําบาดแผล

เปนหยดเล็กๆ  (รูปที่ 10) ปดฝาจานอาหารและพันขอบจานอาหารดวยพาราฟมลกอนยายไปวางบนชั้น

ตามเดิม สังเกตและบันทึกการพัฒนาการเกิดโรคทุกวันภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคจนกระทั่งตนพืช

ในกรรมวิธีควบคุมแสดงอาการเนาเละทุกตน 

 

ผลการศึกษา 

 ตนผักกาดหอมกรรมวิธีที่กระตุนดวยสารสกัดหยาบ LPS ของเชื้อสายพันธุ RS83 แสดงอาการ

ตายของเน้ือเยื่อเปนสีน้ําตาล (necrosis) เฉพาะบริเวณแผลที่ปลูกเชื้อกอโรคเนาเละภายหลังการปลูก

เชื้อสาเหตุโรค 24 ชั่วโมง ในขณะที่ตนผักกาดหอมกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS บริสุทธิ์ของเชื้อ E. coli 

และกรรมวิธีควบคุมยังปรากฏหยดของกลุมแบคทีเรียบริเวณแผลที่ปลูกเชื้อ  ภายใน 24 ชั่วโมงตอมา
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บริเวณแผลที่ปลูกเชื้อกอโรคเนาเละของตนผักกาดหอมทุกตนในกรรมวิธีที่กระตุนดวยสารสกัดหยาบ 

LPS ของเชื้อสายพันธุ RS83 แสดงการแหงของบาดแผลเปนสีน้ําตาลคล้ํามากขึ้น แตไมมีพัฒนาการ

ของโรคถัดออกจากบริเวณที่ติดเชื้อ  สําหรับกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS บริสุทธิ์ของเชื้อ E. coli นั้นกลับ

พบวาประมาณ 35% ของตนพืชทดสอบแสดงอาการตายของเน้ือเยื่อตรงบาดแผล และมีลักษณะของ

อาการฉ่ํานํ้าของเน้ือเยื่อถัดจากบริเวณที่ติดเชื้อเล็กนอย  สวนตนผักกาดหอมกรรมวิธีควบคุมทุกตนยัง

ปรากฏหยดของกลุมแบคทีเรีย อีกทั้งมีพัฒนาการฉ่ํานํ้าของเน้ือเยื่อที่อยูถัดจากบริเวณบาดแผลที่ปลูก

เชื้อกอโรคประมาณ 2 มิลลิเมตร 

 ตนที่ออนแอตอการเขาทําลายของเชื้อเนาเละเร่ิมแสดงอาการครั้งแรกภายหลังการปลูกเชื้อ

สาเหตุโรคใหกับพืชนาน 5 วัน อาการฉ่ํานํ้าของเนื้อเยื่อบนลําตนของผักกาดหอมในตนที่ออนแอขยาย

ไปยังลําตนดานบนและดานลางมากขึ้น และอีกสองวันตอมาใบพืชทุกตนของกรรมวิธีควบคุมเปลี่ยนเปน

น้ําตาลคล้ําและแสดงการเนาเละ สวนพืชในกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS บริสุทธิ์ของเชื้อ E. coli แสดง

อาการเนาเละประมาณ 95% ในขณะที่ตนผักกาดหอมในกรรมวิธีที่กระตุนดวยสารสกัดหยาบ LPS ของ

เชื้อสายพันธุ RS83 ยังเจริญเติบโตเปนปกติ  (รูปที่ 11 และ ตารางที่ 1)  เม่ือติดตามการพัฒนาการของ

โรคกับตนผักกาดหอมทุกกรรมวิธีอีก 3 วันพบวามีตนพืชแสดงอาการเนาเละเพียง 10 เปอรเซนต

เทาน้ัน สวนกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS ของเชื้อ E. coli บริสุทธิ์แสดงการติดเชื้อ 100% 
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รูปท่ี 10  แสดงการปลูกเชื้อกอโรคเนาเละ (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; Pcc) กับตนพืช

ผักกาดหอม (สังเกตเห็นกลุมแบคทีเรียของเชื้อกอโรคตรงลําตนท่ีปลูกเชื้อดังลูกศรชี้) 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 11 ตนผักกาดหอมกรรมวิธีควบคุมแสดงอาการเนาเละทุกตนภายหลังปลูกเชื้อ Pcc นาน 7 วัน (รูปซาย) 

เปรียบเทียบกับผักกาดหอมในกรรมวิธีท่ีกระตุนดวยสารสกัดหยาบ LPS ของเชื้อสายพันธุ RS83 ซึ่งมีลักษณะเปน

ปกติทุกตน (รูปขวา) โดยแสดงอาการตายของเน้ือเยื่อบริเวณที่ปลูกเชื้อเทานั้นดังลูกศรชี้ 
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ตารางที่ 1 ผลของสารสกัดหยาบ LPS ของเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 ท่ีมีตอการกระตุน

ผักกาดหอมตานทานโรคเนาเละซึ่งเกิดจากการเขาทําลายของเชื้อแบคทีเรีย P. c. subsp. carotovora 

 

 

 

 

 

 

 
wแตละกรรมวิธีประกอบดวย 3 ซํ้าโดยที่หน่ึงซํ้าคือจานอาหารบรรจุอาหารแข็ง 50%MS ที่มีตนผักกาดหอมจํานวน 10 ตน ปลูกเชื้อกอโรค

เนาเละ Pcc ใหกับพืชภายหลังยายตนกลาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 50%MS นาน 5 วัน 

xเปนคาเฉลี่ยของจํานวนตนที่แสดงอาการเนาเละจากผลการทดลองสองครั้ง 
yตัวเลขที่มีตัวอักษรตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ P0.05 โดยใชการทดสอบ least significant difference (LSD) 

 

1.1.6 กิจกรรมเอนไซมที่เก่ียวของกับการตานทานโรคเนาเละ 

 เน่ืองจากกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase (SOD) และเอนไซม peroxidase (PO) มี

รายงานวิจัยมากมายที่ชี้วาเปนเอนไซมที่เก่ียวของกับการตานทานโรคพืช เพ่ือพิสูจนวา LPS ที่สกัดมา

จากเชื้อสายพันธุ RS83 สามารถกระตุนผักกาดหอมสรางเอนไซม SOD และ/หรือ PO ตานทานตอการ

เขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคเนาเละ (Pcc) หรือไม  ผูวิจัยจึงทําการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม in 

vitro bioassay system ในหองปฏิบัติการโดยมีรูปแบบการทดลองเปน completely randomized 

factorial designประกอบดวย 4 กรรมวิธีคือ กรรมวิธีควบคุมที่ไมปลูกเชื้อสาเหตุโรคพืช  กรรมวิธี

ควบคุมที่ปลูกเชื้อสาเหตุโรคพืช  กรรมวิธีที่กระตุนดวยสารสกัดหยาบ LPS ของเชื้อสายพันธุ RS83 

แลวปลูกเชื้อสาเหตุโรคในระยะเวลาตอมา และกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS บริสุทธิ์ของเชื้อ E. coli 

0127:B8 แลวปลูกเชื้อสาเหตุโรคในระยะเวลาตอมา แตละกรรมวิธีประกอบดวย 3 ซ้ํา โดยที่แตละซ้ําคือ 

 

กรรมวิธีw 

คาเฉลี่ยจํานวนตนท่ีแสดงอาการเนาเละx 

7 วันภายหลังการติดเชื้อ 10 วัน ภายหลังการติดเชื้อ 

กรรมวิธีควบคุม           10.00ay             10.00a 

สารสกัดหยาบ LPS ของเชื้อ RS83            0.00c              1.16b 

LPS บริสุทธ์ิของเชื้อ E. coli 0127:B8            9.50b             10.00a 

LSD0.05            0.57              0.79 
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จานอาหารที่บรรจุอาหารแข็ง 50%MS ซึ่งมีตนผักกาดหอมจํานวน 10 ตน/จานอาหาร  factor คือการ

เก็บตัวอยางพืชมาสกัดเอนไซมในระยะเวลาตางกัน คือ 0  24 48 และ 72 ชั่วโมงภายหลังการปลูกเชื้อ

สาเหตุโรคเนาเละ  ทําการทดลองเพ่ือทดสอบกิจกรรมเอนไซมอยางนอย 2 คร้ัง 

 ฆาเชื้อผิวเมล็ดผักกาดหอม และลางผิวเมล็ดดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลวเหมือนวิธีการดังที่ได

กลาวไวในสวนวิธีการศึกษาของ 1.1.5  ยายเมล็ดวางบนกระดาษกรองในจานอาหารที่ฆาเชื้อแลว หยด

น้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวลงบนกระดาษกรองพอชื้น บมเมล็ดในท่ีมืดอุณหภูมิหองนาน 3 วัน กอนยายตน

กลาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 50%MS ที่บรรจุในจานอาหารเลี้ยงเช้ือขนาด 90X15 มิลลิเมตร หยดสารสกัด

หยาบ LPS ของเชื้อสายพันธุ RS83 หรือ LPS บริสุทธิ์ของ E. coli 0127:B8 (1 mg/ml) ปริมาณ 15μg/

ตน โดยหยดตรงรากพืชในแตละกรรมวิธี สวนกรรมวิธีควบคุมน้ันหยดนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลวปริมาตร 

10μl บริเวณรากพืชตอตน ปดฝาจานอาหารเลี้ยงเช้ือและพันขอบจานอาหารดานบนและดานลางดวย

พาราฟมลกอนยายจานอาหารวางบนชั้นเพาะเลี้ยงตนพืชนาน 5 วัน ตั้งระบบการใหแสงฟลูออเรสเซนส

ขนาด 18W กับพืชนาน 14 ชั่วโมง และไมใหแสงกับพืชนาน 10 ชั่วโมงตอวัน ความชื้นสัมพัทธ 50-60% 

ควบคุมอุณหภูมิ 251 องศาเซลเซียส  ปลูกเชื้อกอโรคเนาเละ Pcc. กับตนผักกาดหอมทุกตนภายใตตู

ปลอดเชื้อยกเวนตนพืชในกรรมวิธีควบคุมที่ไมปลูกเชื้อสาเหตุโรค สําหรับวิธีการปลูกเชื้อสาเหตุโรคทํา

โดยใช sterilize disposable syringe ขนาด 1 มิลลิลิตรที่มีเข็มตรงปลายแทงเปนบาดแผลเล็กนอย

บริเวณกึ่งกลางของลําตนพืชแตละตนที่อยูเหนืออาหาร 50%MS จากน้ันใชปลายเข็มแตะโคโลนีของเชื้อ 

Pcc เล็กนอยที่เจริญบนอาหารแข็ง TSA นาน 24 ชั่วโมงมาแตะตรงตําแหนงบาดแผล  ปดฝาจานอาหาร

และพันขอบจานอาหารดวยพาราฟมลกอนยายไปวางบนชั้นเพาะเลี้ยงตนพืชเหมือนเดิม 

 เก็บตัวอยางพืชของแตละกรรมวิธีตามระยะเวลาที่กําหนดไวขางตนโดยใชกรรไกรที่ฆาเชื้อแลว

ตัดเน้ือเยื่อใบพืชบริเวณที่ติดกับกานใบของแตละตนซ่ึงเปนเนื้อเยื่อปกติอยูเหนือตําแหนงที่ปลูกเชื้อ

สาเหตุโรค แตละคร้ังที่เก็บตัวอยางพืชนําเน้ือเยื่อของพืชในกรรมวิธีเดียวกันมารวมกันแลวสุมเลือก

เน้ือเยื่อพืชชั่งนํ้าหนักประมาณ 0.1 กรัมใสลงในหลอดปนเหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่ฆาเชื้อแลว กอน

นําไปแชเก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเพื่อรอการสกัดเอนไซมในวันตอไป 
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 1.1.6.1 การสกัดและวัดปริมาณโปรตีนของพืช 

 นําตัวอยางพืชที่เก็บไวในตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียสออกมาแลวเติมสารละลายแชเย็น 0.1M 

Tris-HCl buffer (pH 6.0) ที่มีสวนผสมของ 1% polyvinyl polypyrrolidone (Sigma-Aldrich, Inc, MO, 

USA) ในสัดสวน 1:10 เทาของน้ําหนักเน้ือเยื่อพืช บดเน้ือเยื่อพืชใหละเอียดโดยใช sterile disposable 

polypolyrene pestle ความยาว 8.5 เซนติเมตร (Bel-Art Scienceware®, NJ, USA)  ปนเหวี่ยงเน้ือเยื่อ

ที่บดละเอียดแลวในเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง (SORVALL® Biofuge Stratos, Kendro Laboratory 

Products, Geramany) ความเร็ว 12,000g นาน 20 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสวนน้ําใส

ดานบนใสลงในหลอดปนเหวี่ยงอันใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บไวในตูแชอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

เพ่ือรอการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตอไป 

 ตรวจวัดปริมาณโปรตีน และกิจกรรมของเอนไซมโดยวิธี colorimetric assay ดวยเครื่อง 

DR/4000 Spectrophotometer (HACH Company, CO, USA) ซึ่งอัตราการเกิดปฏิกิริยาเปนสัดสวน

โดยตรงกับความเขมขนของเอนไซมหรือโปรตีนที่ใสลงไปในปฏิกิริยา ใช Bovine serum albumin 

(Sigma-Aldrich, Inc, MO, USA) ความเขมขนตางๆ เปนสารมาตรฐาน 

 1.1.6.2 การวัดกิจกรรมเอนไซม SOD  

 วัดกิจกรรมเอนไซม SOD ในสารสกัดเอนไซมทั้งหมดโดยใชระบบ riboflavin/methionine ที่

พัฒนาโดย Beauchamp and Fridovich (1971)  บรรจุสวนผสมของปฏิกิริยาปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตรใน

หลอดแกวขนาด 3 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวย 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.8), 0.1 mM 

EDTA, 13 mM methionine, 75 μM nitroblue tetrazolium, 2 μM riboflavin และเอ็นไซมที่อยูในสาร

สกัด เติม riboflavin เปนสวนผสมสุดทายกอนคนสารใหเขากัน  เร่ิมปฏิกิริยาโดยนําไปฉายแสงภายใต

หลอด fluorescent ขนาด 18 วัตต จํานวนสองหลอดเปนเวลานาน 10 นาที เทสวนผสมทั้งหมดในหลอด

ลง cuvette แลววัดกิจกรรมเอนไซม SOD รวม ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 560 

นาโนเมตร โดยที่หน่ึงหนวยของกิจกรรมเอนไซม SOD คือปริมาณที่ยับยั้ง photoreaction ของ nitro-

blue tetrazolium ได 50% ภายใตสภาวะของการทดสอบ 
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 1.1.6.3  การวัดกิจกรรมเอนไซม PO 

 วัดกิจกรรมเอนไซม peroxidase ในสารสกัดเอนไซมทั้งหมดโดยดัดแปลงวิธีการทดสอบจาก 

Hammerschimdt และคณะ (1982) ใช guaiacol เปน hydrogen donor ทําปฏิกิริยาสวนผสมปริมาตร

รวม 1 มิลลิลิตรใน cuvette ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประกอบดวย 0.25%(v/v) guaiacol ใน 0.01M sodium 

phosphate buffer (pH 6.0) สารสกัดเอนไซม และ 0.1M H2O2 เติมสารสกัดเอนไซมเปนลําดับสุดทาย

เพ่ือเปนตัวเริ่มปฏิกิริยา บันทึกการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงทุกๆ 30 วินาที ที่ความยาวคลื่น 470 

นาโนเมตร นาน 2 นาที  กิจกรรมของเอนไซมแสดงการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืนแสงตอนาทีของ

ปริมาณโปรตีนทดสอบ 1 มิลลิกรัม  สารเคมีที่ใชทดสอบทุกชนิดซ้ือจากบริษัท Sigma-Aldrich, Inc. 

 1.1.6.4 การวิเคราะหคาทางสถิติ 

 วิเคราะหขอมูลทุกชนิดโดยใช analysis of variance (ANOVA) และใช Fisher’s protected 

least significant difference (LSD) test ความเชื่อม่ัน 95% ของโปรแกรม SAS (SAS Institute, Gary, 

NC, USA) เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกรรมวิธีทดสอบ 

 

ผลการศึกษา 

กิจกรรมเอนไซม Superoxide Dismutase (SOD) 

 กอนการปลูกเชื้อสาเหตุโรคพืช (0HAC) พบวาพืชผักกาดหอมที่กระตุนดวยสารสกัดหยาบ LPS 

จากเชื้อสายพันธุ RS83 มีกิจกรรมเอนไซม SOD ทั้งหมดมากที่สุด ซึ่งมากกวาอยางมีนัยสําคัญ

ประมาณ 61% และ 92% เม่ือเปรียบเทียบกับกิจกรรมของเอนไซมในกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS 

บริสุทธิ์จากเชื้อ E. coli และกรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อสาเหตุโรคตามลําดับ  แมวากิจกรรมเอนไซม 

SOD ทั้งหมดในกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS บริสุทธิ์จากเชื้อ E. coli จะมีมากกวากรรมวิธีควบคุมที่ปลูก

เชื้อสาเหตุถึง 20% ก็ตาม แตเม่ือเปรียบเทียบคาทางสถิติแลวไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ    

 กิจกรรมเอนไซม SOD ทั้งหมดของผักกาดหอมทุกกรรมวิธีเพ่ิมขึ้นเม่ือเวลาผานไปภายหลังการ

ปลูกเชื้อสาเหตุโรคเนาเละใหกับพืช ชวงเวลาระหวาง 24-72 ชั่วโมงภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค พบวา
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พืชในกรรมวิธีที่กระตุนดวยสารสกัดหยาบ LPS จากเช้ือสายพันธุ RS83 มีกิจกรรมเอนไซม SOD 

ทั้งหมดเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วและมากกวาอยางมีนัยสําคัญประมาณ 33-43% และ 41-53% เม่ือ

เปรียบเทียบกับพืชในกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS บริสุทธิ์จากเชื้อ E. coli และกรรมวิธีควบคุม 

ตามลําดับ ระดับกิจกรรมของเอนไซมในกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS บริสุทธิ์จากเชื้อ E. coli มีมากกวา

ในกรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อกอโรคแตไมมีความแตกตางทางสถิติ  สําหรับผักกาดหอมในกรรมวิธี

ควบคุมที่ไมไดปลูกเชื้อสาเหตุโรคมีกิจกรรมเอนไซม SOD ทั้งหมดโดยธรรมชาติบางสวนและเพิ่มขึ้น

เพียงเล็กนอยเม่ือเวลาผานไป (ตารางที่ 2 และรูปที่ 12)  

 

ตารางท่ี 2 ผลของสารสกัดหยาบ lipopolysaccharide (LPS) ท่ีแยกจากเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 

ท่ีมีตอกิจกรรมเอนไซม SOD กอนและหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคเนาเละ Pectobacterium carotovorum subsp. 

carotovorum (Pcc) กับพืชผักกาดหอม 

  

Treatmentw 

Total SOD activity/mg proteinx 

0HAC 24HAC 48HAC 72HAC 

Nonchallenged control      78.35by     88.46c     88.16c     95.51c 

Challenged control      80.91c    172.63b    214.78b    305.06b 

LPS สายพันธุ RS83    155.80a    264.61a    318.26a    414.61a 

LPS บริสุทธ์ิเชื้อ E. coli 0127:B8     96.51b    183.94b    225.31b    312.61b 

LSD0.05     20.17      29.91     32.61     28.49 
 

wแตละกรรมวิธีประกอบดวย 3 ซํ้าโดยที่หน่ึงซํ้าคือจานอาหารบรรจุอาหารแข็ง 50%MS ที่มีตนผักกาดหอมจํานวน 10 ตน ปลูกเชื้อกอโรค

เนาเละ Pcc ใหกับพืชภายหลังยายตนกลาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 50%MS นาน 5 วัน 
xเปนคาเฉลี่ย total SOD activity จากผลการทดลองสองคร้ัง (0HAC=0 ชั่วโมงภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค; 24HAC=24 ชั่วโมงภายหลัง

การปลูกเชื้อกอโรค; 48HAC=48 ชั่วโมงภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค; 72HAC=72 ชั่วโมงภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค) 

yตัวเลขที่มีตัวอักษรตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ P0.05 โดยใชการทดสอบ least significant difference (LSD) 
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รูปท่ี 12 แสดงผลของกิจกรรมเอนไซม SOD ท่ีมีอยูในสารสกัดจากพืชภายหลังการทําปฏิกิริยาโดยที่สีน้ําเงินท่ีจางลง

เปนส่ิงชี้วัดถึงปริมาณเอนไซม SOD ท่ีมีมากขึ้นในสารสกัดจากพืชทดสอบ ดังแสดงใหเห็นตามทิศทางของลูกศร 

 

กิจกรรมเอนไซม Peroxidase (PO) 

 โดยท่ัวไปพบวากอนการปลูกเชื้อกอโรคใหกับพืชน้ัน ตนพืชที่ถูกกระตุนดวยสารสกัดหยาบ 

LPS จากเชื้อสายพันธุ RS83 และ LPS บริสุทธิ์จากเชื้อ E. coli มีกิจกรรมเอนไซม PO ทั้งหมดมากกวา

พืชในกรรมวิธีควบคุมทั้งสองกรรมวิธี   

พืชในกรรมวิธีที่กระตุนดวยสารสกัดหยาบ LPS จากเชื้อสายพันธุ RS83 มีกิจกรรมเอนไซม PO 

ทั้งหมดมากกวาประมาณ 2 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับพืชในกรรมวิธีควบคุมภายหลังการปลูกเชื้อ 24-48 

ชั่วโมง และมากกวาประมาณ 1.6 เทาภายหลังการปลูกเชื้อกอโรคนาน 72 ชั่วโมง  แมวากิจกรรม

เอนไซม PO ทั้งหมดในกรรมวิธีที่กระตุนดวย LPS บริสุทธิ์จากเชื้อ E. coli มีมากกวาในกรรมวิธีควบคุม

ที่ปลูกเชื้อกอโรคก็ตาม แตทั้งสองกรรมวิธีไมมีความแตกตางทางสถิติแตอยางใด ผักกาดหอมใน

กรรมวิธีควบคุมที่ไมปลูกเชื้อกอโรคมีกิจกรรมเอนไซม PO ทั้งหมดในระดับหนึ่งโดยธรรมชาติอยูแลว 

อีกทั้งเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กนอยเม่ือเวลาผานไป (ตารางที่ 3 และรูปที่ 13) 

SOD นอย SOD มาก
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ตารางท่ี 3 ผลของสารสกัดหยาบ lipopolysaccharide (LPS) ท่ีแยกจากเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 

ท่ีมีผลตอกิจกรรมเอนไซม PO กอนและหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคเนาเละ Pectobacterium carotovorum subsp. 

carotovorum (Pcc) ใหกับพืชผักกาดหอม 

 

Treatmentw 

Total Peroxidase activity/mg proteinx 

0HAC 24HAC 48HAC 72HAC 

Nonchallenged control      7.33ay      9.06c     8.78c     9.72c 

Challenged control      8.55a    10.77bc    27.32b    33.88b 

LPS สายพันธุ RS83    10.85a    23.69a    52.39a    55.52a 

LPS บริสุทธ์ิเชื้อ E. coli 0127:B8     9.00a    18.51ab    34.30b    42.77ab 

LSD0.05     3.62     8.98     14.83    12.92 
 

wแตละกรรมวิธีประกอบดวย 3 ซํ้าโดยที่หน่ึงซํ้าคือจานอาหารบรรจุอาหารแข็ง 50%MS ที่มีตนผักกาดหอมจํานวน 10 ตน ปลูกเชื้อกอโรค

เนาเละ Pcc ใหกับพืชภายหลังยายตนกลาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 50%MS นาน 5 วัน 

xเปนคาเฉลี่ย total peroxidase activity จากผลการทดลองสองคร้ัง (0HAC=0 ชั่วโมงภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค; 24HAC=24 ชั่วโมง

ภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค; 48HAC=48 ชั่วโมงภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค; 72HAC=72 ชั่วโมงภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค) 

yตัวเลขที่มีตัวอักษรตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ P0.05 โดยใชการทดสอบ least significant difference (LSD) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 13 แสดงผลของกิจกรรมเอนไซม PO ท่ีมีอยูในสารสกัดจากพืชภายหลังการทําปฏิกิริยาโดยสีสมท่ีเขมขึ้นเปนส่ิงชี้

วัดถึงปริมาณเอนไซม PO ท่ีมีมากขึ้นในสารสกัดจากพืชทดสอบ ดังแสดงใหเห็นตามทิศทางของลูกศร 

PO นอย PO มาก 
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1.2 ศึกษาความเก่ียวของของสารซิเดอรโรฟอร (siderophore) 

เชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 สามารถผลิตสารซิเดอรโรฟอรบนอาหารแข็ง 

Chrome azurol S (CAS) โดยปรากฏรัศมีสีเหลืองสมลอมรอบโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย (รูปที่ 14)  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 14 การผลิตสารซิเดอรโรฟอรของเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 บนอาหารแข็ง CAS ปรากฏเปนรัศมีสีเหลือง

สมลอมรอบโคโลนีของเชื้อ 

 

 ดังน้ันผูวิจัยจึงเริ่มทําการกลายพันธุเชื้อเพ่ือไมใหเชื้อผลิตสารซิเดอรโรฟอร จากน้ันทดสอบ

ความสามารถของเชื้อชนิดกลายพันธุในการกระตุนพืชตานทานโรคในเรือนทดลองโดยเปรียบเทียบกับ

เชื้อชนิด wild type 

1.2.1  การกลายพันธุเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RS83 โดยวิธี Transposon Mutagenesis 

เลี้ยงเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ RS83 ในอาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB) ปริมาตร 30 

มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร บมเชื้อในตู orbital shaker (Stuart, model 

SI500, Keison Products, Essex, England) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที 

นาน 1 คืน  จากน้ันถายเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่

บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 1,000 มิลลิลิตร บมเชื้อในตูบมเชื้อ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ความเร็ว 200 รอบตอนาทีจนกระทั่งเชื้อมีความขุน (OD) ประมาณ 0.6-0.7 โดยวัดในเคร่ือง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เทเซลลแขวนลอยแบคทีเรียทั้งหมดลงในหลอด
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ปนเหวี่ยงปริมาตรความจุ 500 มิลลิลิตรภายใตตูปลอดเชื้อ  ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500g อุณหภูมิ 4C 

นาน 15 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง เติม 10% glycerol ที่แชเย็นในน้ําแข็งปริมาตร 200 มิลลิลิตรลงในหลอด

ปนเหวี่ยง  ปเปตดูดของเหลวขึ้นลงเบาๆ เพ่ือใหตะกอนเซลลแบคทีเรียกระจายตัวสมํ่าเสมอ ปนเหวี่ยง

ที่ความเร็ว 3,500g อุณหภูมิ 4C นาน 15 นาทีอีกคร้ัง เพ่ือลางเซลลแบคทีเรีย เท glycerol ออก และ

เติม 10% glycerol ที่แชเย็นปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงในหลอดปนเหวี่ยง ปเปตของเหลวขึ้นและลงเบาๆ 

อยางรวดเร็ว เพ่ือใหเซลลแบคทีเรียกระจายตัวสมํ่าเสมอ  แบงเซลลแขวนลอยแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติ

เปน competent cells ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลอดปนเหวี่ยงที่ฆาเชื้อแลวขนาด 1.5 มิลลิลิตร และ

แชลงในไนโตรเจนเหลวอยางรวดเร็วกอนนําไปเก็บไวที่ตูแชแข็งความเย็นยิ่งยวด (-80 องศาเซลเซียส) 

เพ่ือใชในการทดลองตอไป 

นํา competent cells ของเชื้อสายพันธุ RS83 ออกมาจากตูแชแข็ง (-80 องศาเซลเซียส) แลวแช

ในภาชนะที่บรรจุน้ําแข็งจนกระทั่งเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียละลาย เติม EZ-Tn5TM<KAN> Tnp 

TransposomeTM Kits ดังแสดงในรูปที่ 15 (EPICENTRE® Biotechnologies, Madison, WI, USA) 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตรลงในหลอด microcentrifuge ภายในตูปลอดเช้ือ ใชปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ เท

สวนผสมลงใน cuvette แชเย็น (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). ที่มีชองกวางขนาด 

2 มิลลิเมตร ทําการ Electroporation เซลลแบคทีเรียโดยใชอุปกรณ Gene Pulser II  (รูปที่ 16; BioRad 

Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) ที่ 2.5 kV, 25 μF และ 400 Ω  เติมอาหารเหลว SOC 

medium (ประกอบดวย Bacto—tryptone 20กรัม; Bacto-yeast extract 5 กรัม; NaCl 0.5 กรัม; 1M 

KCl 2.5 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH ใหได 7.0 กอนฆาเชื้อ และเติม 20 มิลลิลิตรที่ฆา

เชื้อแลวของ 1M glucose กอนใช) ปริมาตร 900 ไมโครลิตรลงใน cuvette ทันทีภายหลังการทํา 

Electroporation  จากน้ันรีบเทสวนผสมทั้งหมดลงในหลอดปนเหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่ฆาเชื้อแลวใน

ตูปลอดเชื้อ บมเชื้อในตูบมเชื้อชนิด orbital shaker อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ

นาที นาน 60 นาที  ปนเหวี่ยงที่เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูง 10,000g นาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง แลว

เติมอาหารเหลว TSB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดปนเหวี่ยงดังกลาวภายใตตูปลอดเชื้อ ปเปตเบาๆ 
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เพ่ือใหตะกอนของ recombinant cells กระจายตัวอยางสมํ่าเสมอในอาหารเหลว  ดูด recombinant cells 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงบนอาหารแข็ง Tryptic soy agar (TSA) ที่มีสวนผสมของ kanamycin (50 

μg/ml) เกลี่ยใหทั่วผิวอาหารจนแหง บมเชื้อในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ยาย

โคโลนีของเชื้อที่ปรากฏบนผิวอาหารแข็ง TSA ที่มีสวนผสมของสารปฏิชีวนะ kanamycin ลงบนอาหาร

แข็ง CAS เพ่ือคัดเลือกโคโลนีของเชื้อที่หมดความสามารถในการสรางสารซิเดอรโรฟอรตอไป 
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รูปท่ี 15 ผลิตภัณฑ EZ-Tn5TM<KAN> Tnp TransposomeTM Kits ท่ีใชสําหรับการทํา Tn5 Transposon mutagenesis 

ดวยวิธี Electroporation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 16 เคร่ือง Electroporator ท่ีใชสําหรับการทํา mutagenesis (a)  แทงพลาสติกท่ีมี cuvette ซึ่งมีสวนผสมของ

เซลลแขวนลอยแบคทีเรียสายพันธุ RS 83 และผลิตภัณฑ EZ-Tn5TM<KAN> Tnp TransposomeTM เสียบตรงชอง

ดานซาย (b) และการเสียบแทงพลาสติกเขาไปในแทนชาตทกอนกดปลอยกระแสไฟ(c) 

 

 

 

 

 

a 

c

b
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ผลการศึกษา 

 Transformants ที่ผานการทํา electroporation มีจํานวนทั้งสิ้น 1,406 clones เจริญบนอาหาร

แข็ง TSA ซึ่งมีสวนผสมของ kanamycin อยางไรก็ตามเม่ือยายเชื้อแตละ transformant มาเลี้ยงบน

อาหารแข็ง CAS แลวพบวามีเพียง 4 clones ที่ไมมีรัศมีสีสมลอมรอบโคโลนี (รูปที่ 17)  เม่ือยายโคโลนี

ที่ไมมีรัศมีสีสมมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง CAS รวมกับเชื้อสายพันธุ RS 83 ชนิด wildtype พบอีกเชนกันวา 

transformant ที่กลายพันธุนั้นมีเพียงสีเหลืองจางๆ ลอมรอบโคโลนีเพียงเล็กนอยเทาน้ัน ซึ่งแตกตางจาก

เชื้อสายพันธุ wild type ที่ปรากฏรัศมีสีสมลอมรอบโคโลนีเปนบริเวณกวางอยางชัดเจน ดังแสดงในรูปที่ 

18  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 17 โคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ RS83 ภายหลังการทํา electroporation ท่ีเจริญบนอาหารแข็ง TSA ซึ่งมี

สวนผสมของ kanamycin (50 μg/ml) [รูปซาย] และ transformants ท่ียายจาก TSA <KAN> มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 

CAS โดยมีโคโลนีของ clone ท่ีแทบไมปรากฏรัศมีสีสมลอมรอบอยูตรงดานลางของจานอาหาร [รูปขวา; บริเวณลูกศร

ชี้] 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 18 การสรางสารซิเดอรโรฟอร (รัศมีสีสมลอมรอบ
โคโลนี) ของเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ชนิด 
wildtype (สองแถวบน) ภายหลังการเล้ียงบนอาหาร
แข็ง CAS นาน 4 วัน เปรียบเทียบกับเชื้อชนิดกลาย
พันธุ (สองแถวลาง) แทบไมสรางสารซิเดอรโรฟอร
ลอมรอบโคโลนี 
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แมวา clones อ่ืนๆ ที่เหลือของเช้ือสายพันธุ RS83 ซึ่งผานการทํา electroporation แลวยัง

สามารถผลิตสารซิเดอรโรฟอรบนอาหารแข็ง CAS ก็ตาม อาจสัณนิษฐานไดวาผลิตภัณฑ EN-

Tn5TM<KAN> Tnp TransposomeTM ไปแทรกตรงตําแหนงยีนของเชื้อสายพันธุ RS83 ที่ไมมีผลตอการ

ผลิตสารซิเดอรโรฟอร  ดังนั้นโคโลนีของเชื้อชนิดกลายพันธุที่มีเพียงสีเหลืองจางๆ ลอมรอบโคโลนีเพียง

เล็กนอยอาจมีลําดับยีนของผลิตภัณฑ EN-Tn5TM<KAN> Tnp TransposomeTM แทรกตรงตําแหนงยีน

ของเชื้อสายพันธุ RS83 ที่มีผลกระทบตอการผลิตสารซิเดอรโรฟอร 

เก็บเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RS83 ที่กลายพันธุไวในตูแชเข็งความเย็นยิ่งยวดอุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียส เพ่ือพิสูจนตําแหนงยีนของเชื้อที่มีผลตอการยับยั้งการสรางสรารซิเดอรโรฟอรตอไป  

 

1.1.2  การศึกษาตําแหนงยีนของเช้ือสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุซึ่งมีผลกระทบตอการผลิตสารซิ

เดอรโรฟอร 

1.1.2.1  การเลี้ยงเชื้อและการสกัด genomic DNA (gDNA) ของเชื้อ RS83 ชนิดกลายพันธุ 

ยายเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RS 83 ที่กลายพันธุซึ่งเก็บไวใน -80 องศาเซลเซียส มาเลี้ยงบนอา

หาแข็ง TSA และอาหารเหลว TSB ที่มีสวนผสมของ kanamycin (50μg/ml) บมเชื้อที่เลี้ยงบนอาหาร

แข็งในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสนาน 24 ชั่วโมง  บมเชื้อที่เลี้ยงในอาหารเหลวใน incubating 

orbital shaker 230V (VWR International, LLC, PA, USA) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 130 

รอบตอนาที นาน 24 ชั่วโมง ตรวจวัดความขุนเซลลแขวนลอยแบคทีเรียใหไดประมาณ OD=1.00-1.20  

โดยวัดในเครื่อง spectrophotometer ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (รูปที่ 19) สกัด gDNA ของเชื้อที่

เลี้ยงทั้งบนอาหารแข็ง และอาหารเหลวโดยใชวิธี CTAB standard operating procedure ของ DOE 

Joint Genome Institute (US Departmental of Energy, Office of Science) ทําการตรวจสอบ gDNA 

ดวยการ run electrophoresis บนเจล 0.8% agarose ที่ 72Volt นาน 3 ชั่วโมง ใน 1xTAE buffer ใช 

1kb DNA ladder (Blue/Orange loading dye; Promega, USA) เปน Marker เปรียบเทียบตําแหนงของ

การเคลื่อนที่ของ gDNA (รูปที่ 20)  
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รูปท่ี 19 ความขุนของเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย E. asburiae สายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุท่ีผานการเล้ียงเชื้อใน

อาหารเหลว TSB นาน 24 ชั่วโมง โดยมีความขุน OD600 =1.028 (ขวา) เปรียบเทียบกับอาหารเล้ียงเชื้อ TSB อยาง

เดียว (ซาย) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 20 การ run electrophoresis ของ gDNA บนเจล 0.8% agarose ท่ี 72V ใน 1x TAE buffer 

 

 1.2.2.2  Inverse polymerase chain reaction (IPCR) 

สิ่งจําเปนที่สําคัญของวิธีการน้ีคือการเลือก restriction enzyme ที่ตัดบอยคร้ังเพ่ือใหไดชิ้นสวน 

gDNA ที่มีขนาดเล็กทําใหงายตอการ amplify ในปฏิกิริยาการทํา polymerase chain reaction (PCR) 

ในขั้นตอนตอไป เอ็นไซมที่ใชในการทดลองนี้คือ Restriction enzyme ชนิด Pvu I (Invitrogen, USA) ที่

ตัดเพียงตําแหนงเดียวตรงลําดับเบสที่ 569 ของ EZ-Tn5TM <KAN> Transposon ซึ่งแทรกใน genomic 

DNA ของเชื้อ RS83 (รูปที่ 21)  
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รูปท่ี 21 ไดอะแกรมแสดง EZ-Tn5TM <KAN> Transposon ท่ีมีลําดับเบสท้ังหมด 1221 เบส และแสดงตําแหนงท่ี 

restriction enzymes ตางๆ ท่ีสามารถตัดบริเวณ kanamycin resistant gene (KANR)ได  

 

1.2.2.2.1 การตัดชิ้นสวน gDNA 

ปเปต gDNA ปริมาตร 4 ไมโครลิตรใสลงในหลอดปนเหวี่ยงที่ฆาเชื้อแลวขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

เติม Restriction Enzyme Reaction Mix (Invitrogen, USA) ที่ประกอบดวยเอ็นไซม Pvu I ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร  10x buffer K ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  0.1%BSA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และนํ้ากลั่นที่ฆา

เชื้อแลว ปริมาตร 12.0 ไมโครลิตร  บมปฏิกิริยาในอางเก็บความรอนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

ขามคืน  จากนั้นยายไปบมในอางเก็บความรอนที่อุณหภูมิ 75-80 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เพ่ือ

หยุดการทํางานของเอ็นไซม Pvu I  ตรวจสอบผลการตัดชิ้นสวนของ gDNA โดยการ run 

electrophoresis บนเจล 0.8% agarose ที่ 200V ใน 1x sodium boric acid (SE) buffer นาน 1 ชั่วโมง 

หรือจนกระทั่ง DNA เคลื่อนมาประมาณ 2/3 ของเจล  ยอมเจลดวย ethidium bromide นาน 20 นาที 

ลางเจลดวยน้ํากลั่นสองคร้ังนาน 10 นาที สองดูแถบ DNA ภายใตแสง UV ในเครื่องอานเจล 

(AlphaImager® HP Imaging System; USA) (รูปที่ 22)  
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รูปท่ี 22  เครื่องอานแถบ DNA AlphaImager® HP Imaging System (ซาย) และ คอมพิวเตอรท่ีเชื่อมตอเพ่ือดูแถบ 

DNA ท่ีปรากฏบนจอภาพภายหลังการฉายแสง UV ในเครื่องอานเจล 

 

1.2.2.2.2 การเชื่อมตอ digested gDNA 

ตกตะกอน digested gDNA โดยปเปต digested gDNA ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงในหลอดปน

เหวี่ยงที่ฆาเชื้อแลวขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมนํ้ากลั่นสองคร้ังที่ฆาเชื้อแลวปริมาตร 15 ไมโครลิตร  3M 

sodium acetate buffer (pH 5.2) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ absolute ethanol ที่เย็นปริมาตร 70 

ไมโครลิตร กลับหลอดปนเหวี่ยงขึ้นลงเพื่อคนสารใหเขากัน จากน้ันแชหลอดปนเหวี่ยงในตูแช -20 องศา

เซลเซียสนาน 1 ชั่วโมง  ปนเหวี่ยงสารท่ีความเร็วรอบ 18,000g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 

นาที เทสวนน้ําใสออกใหเหลือแตตะกอน gDNA เติม 70% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวคนให

กระจายเปนเนื้อเดียวกัน ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 rpm อุณหภูมิหอง นาน 2 นาที เทสวนน้ําใสออก

อยางระมัดระวัง ปลอยให digested DNA แหงสนิท โดยใช air dry หรือ vaccum  จากน้ันเติมนํ้ากลั่น

สองครั้งที่ฆาเชื้อแลว หรือ TE buffer ปริมาตร 15-20μl  
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เชื่อม digested gDNA  ใหกลายเปนวงกลมดวยเอ็นไซม T4 DNA ligase (Invitrogen, USA) 

โดยการปเปต digested gDNA ปริมาตร 16 ไมโครลิตรใสในหลอด PCR ที่ฆาเชื้อแลว ตามดวย T4 

ligase bufffer (10x) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ T4 ligase enzyme ปริมาตร 2 ไมโครลิตร โดยมี

ปริมาตรรวมของปฏิกิริยาทั้งสิ้น 20 ไมโครลิตร บมปฏิกิริยาในเครื่อง PCR (รูปที่ 23) อุณหภูมิ 16 องศา

เซลเซียสขามคืน  จากน้ันแชหลอด PCR ที่บมปฏิกิริยาขามคืนในอางเก็บความรอนที่อุณหภูมิ 75 องศา

เซลเซียส นาน 20 นาทีเพ่ือหยุดการทํางานของเอ็นไซม T4 ligase (หากยังไมดําเนินการทันทีใหเก็บไว

ใน -20 องศาเซลเซียสเพื่อดําเนินการตอไป)   

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 23 บมปฏกิิริยา ligation ของ digested gDNA ในเครื่อง PCR ท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 

 

 1.2.2.2.3  การทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของ IPCR  

นํา digested gDNA ที่ผานการเชื่อมตอโดย T4 DNA ligase enzyme ไปเตรียมปฏิกิริยากับ 

primers ที่จะใชในการผลิต IPCR product ซึ่งกระบวนการนี้จะใช primers 4 ชนิด ประกอบดวย 

KAN-2 FP-1 Forward Primer-1 (ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC)  

KAN-2 RP-1 Reverse Primer (GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG)  

PVU-LEFT (GAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGA)  

PVU-RIGHT (GAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGA)  
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สําหรับการ amplify ลําดับ Tz-flanking ทั้งสองดาน ดังแสดงในรูปที่ 24 

 

 

 

 

รูปท่ี 24 แสดงองคประกอบของ Tz transposon-like ของ transposome ท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ ประกอบดวย 

kanamycin resistance gene (KANR) ท่ีมี mosaic ends (ME) อยูท่ีปลายทั้งสองขางของ Tn5 transposon และ 

primers ตางๆ ท่ีใชสําหรับการทํา IPCR 

 

 เตรียมปฏิกิรยิากอนที่จะนําไปใสในเครื่องควบคุมปฏิกิริยาอัตโนมัติ Polymerase Chain 

Reactor (PCR) เพ่ือใหสราง IPCR product จํานวน 2 products คือ Left-product และ Right product  

โดยมีปฏิกิริยาดังตอไปน้ี 

Reaction สําหรับผลิต IPCR left product   Reaction สําหรับผลิต IPCR right product  

Sterile water   9μl   Sterile water   9μl 

Go-Green PCR mix  12μl   Go-Green PCR mix  12μl 

KAN-2 RP-1 primer (10μM) 1.25μl   KAN-2 FP-1 primer (10μM) 1.25μl 

PVU-LEFT primer (10μM) 1.25μl   PVU-RIGHT primer (10μM) 1.25μl 

Ligated gDNA   1μl   Ligated gDNA   1μl 

  Total  25μl     Total  25μl 

หมายเหตุ: Go-Green PCR mix  และ primers ท้ังส่ีชนิด เปนผลิตภัณฑของบริษัท Invitrogen, USA   

จากน้ันนําปฏิกิริยาทั้งสองไปทําปฏิกิริยาในเครื่อง PCR (Bio-Rad, USA; รูปที่ 25) โดยตั้ง

โปรแกรมเปน Gradient PCR ในแตละขั้นตอนของปฏิกิริยาดังนี้  

Cycle 1 (1X) Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสนาน 4 นาที  

Cycle 2: (35X) Amplification ประกอบดวย  

KanR 

Pvu I 

PVU-
LEFT 

PVU-
RIGHT 

RP-1 FP-1 

ME ME 
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Denature ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 

  Anneal ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

  Extension ทีอุ่ณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 

 Cycle 3: (1x) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 25 เครื่องควบคุมปฏิกิริยาอัตโนมัติ (Polymerase Chain Reaction machine) ท่ีใชในการทดลองคร้ังนี้ 

 

1.2.2.3  การตรวจสอบ IPCR product และวิเคราะหยีนที่เก่ียวของกับการลดการผลิตสารซิ-

เดอรโรฟอร 

นํา IPCR product ที่ไดไปตรวจสอบโดยการ run electrophoresis บนเจล 0.8% agarose ใน 

1xTBE buffer ที่ 100V เปนเวลานาน 1 ชั่วโมง 25 นาที โดยใช 1kb DNA ladder (Blue/Orange 

loading dye; Promega, WI, USA) เปน marker เพ่ือใชเปนตัวชี้ตําแหนงนํ้าหนักโมเลกุลของ IPCR 

product ที่ได เม่ือพิสูจนวาได IPCR product ภายหลังการ run agarose gel แลวทําการ clean IPCR 

product ที่เหลือจากการ run electrophoresis ดวย E.Z.N.A. Cycle-Pure Kits (Omega Bio-tek, GA, 

USA) วัดความเขมขนของ IPCR product ดวยเคร่ือง NanoDrop 1000 Spectrophotometer UV-VIS 
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Protein Nucleic รุน V3.7 (Thermo Fisher Scientific Inc, DE, USA) ความยาวคลื่น 260 nm  ดัง

แสดงในรูปที่ 26  กอนสงไปsequence ลําดับ DNA ของ IPCR product ที่ Genomics and 

Sequencing Laboratory, Department of Biological Sciences, Auburn University, Alabama, USA 

โดยวิเคราะหดวยเครื่อง ABI 3100 Genetic Analyzer  นําขอมูลที่ไดไปประมวลผลขอมูลดวยโปรแกรม 

Chromas Pro version 1.5 (Technelysium Pty Ltd, MN, USA) จากน้ันสงขอมูลไปเปรียบเทียบกับ

ลําดับ DNA กับฐานขอมูล public translated DNA sequence ของ National Center for Biotechnology 

Information (USA) โดยใชฐานขอมูลของ Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 26 เครื่อง NanoDrop 1000 Spectrophotometer UV-VIS Protein Nucleic ท่ีใชวัดความเขมขนของ IPCR 

product กอนสงไปตรวจสอบลําดับ DNA ของ IPCR product 

 

ผลการศึกษา 

 ภายหลังการ run electrophoresis พบวา gDNA ซึ่งสกัดจากเชื้อสายพันธุ RS83 ที่เลี้ยงใน

อาหารเหลว TSB มีปริมาณมากกวา gDNA ที่สกัดจากเช้ือที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ดังแสดงในรูปที่ 

27  ดังน้ัน gDNA ของเชื้อสายพันธุ RS83 ที่เลี้ยงในอาหารเหลวจึงถูกนําไปใชในขั้นตอนของการตัด

ชิ้นสวนของ gDNA ตรงตําแหนง kanamycin gene ลําดับเบสที่ 569 ดวย restriction enzyme Pvu I  
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และพบวาเอ็นไซม Pvu I สามารถตัดชิ้นสวน gDNA ของเชื้อสายพันธุ RS83 เปนชิ้นเล็กๆ ไดอยางมี

ประสิทธิภาพ โดยมีลักษณะเปนปนลงมาตามชองที่ load gDNA ในขณะที่ gDNA ของเชื้อที่ไมผานการ

ตัดดวยเอ็นไซมยังมีลักษณะเปนแถบเดียวอยูดานบนเนื่องจากมีโมเลกุลขนาดใหญจึงเคลื่อนที่ชา (รูปที่ 

28) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 27 Genomic DNA (gDNA) ของเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุภายหลังการ run 

electrophoresis บนเจล 0.8% agarose (M=1kb DNA ladder; Lane 1=gDNA ท่ีสกัดออกมาจากเชื้อซ่ึงเล้ียงบน

อาหารแข็ง TSA; Lane 2=gDNA ท่ีสกัดออกจากเชื้อซ่ึงเล้ียงในอาหารเหลว TSB; Lane 3-6=gDNA ของเชื้อแบคทีเรีย

แกรมลบท่ีนํามาเปรียบเทียบกับสายพันธุ RS83) 

  

M      1       2      3      4     5      6
gDNA 
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รูปท่ี 28  Digested gDNA ของเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุมีลักษณะเปนปนลงมาภายหลังตัด

ดวยเอ็นไซม Pvu I (Lane 1) ในขณะที่ gDNA ซึ่งไมผานการตัดดวยเอ็นไซม Pvu I มีลักษณะเปนแถบเดียวอยูดานบน 

(Lane 2) โดยมี 1kb DNA ladder เปน marker (M) เปรียบเทียบ 

 

เม่ือนํา Digested gDNA ที่ผานการเชื่อมดวยเอ็นไซม T4 ligase ไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ-

เลสเสร็จส้ินแลว และตรวจสอบโดย electrophoresis พบวา IPCR left product ที่เกิดจากการทํา

ปฏิกิริยาระหวาง ligated gDNA template ฝงซาย กับ RP-1 primer  PVU-LEFT primer และ Taq 

DNA polymerase เกิดเปนแถบเดียวที่มีความเขมของแถบชัดเจนมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 1.3kbp 

ทั้งน้ีอาจเปนเพราะชิ้นสวน ligated gDNA template ฝงซายมีขนาดที่พอเหมาะทําให primer ทั้งสอง

เกาะจับและทําปฏิกิริยาไดดีสงผลใหเกิดการสราง product ในปริมาณที่มาก ในขณะที่ IPRC right 

product  ซึ่งเกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวาง ligated gDNA template ฝงขวา กับ FP-1 primer  PVU-

RIGHT และ Taq DNA polymerase เกิดแถบเล็กๆ ที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวา 250bp อาจเปนเพราะ

ชิ้นสวนของ template มีขนาดที่เล็กเกินไปสงผลใหเกิด product ที่มีโมเลกุลต่ํา ดังแสดงในรูปที่ 29 

  

 

M     1      2    
gDNA 

Digested gDNA 
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รูปท่ี 29 แสดงผลการ run electrophoresis ของ IPCR products บน 0.8% agarose gel ท่ียอมดวย gel-red nucleic 

acid (M =1kb DNA ladder; Lane 1 และ 2 = IPCR product 1ท่ีผานการเพ่ิมจํานวนลําดับเบสปลายดานซายของ 

transposon insertion โดยใช KAN-2 RP-1 primer และ PVU-LEFT primer; Lane 3 และ 4 = IPCR product 2 ท่ี

ผานการเพ่ิมจํานวนลําดับเบสปลายดานขวาของ transposon insertion โดยใช KAN-2 FP-1 primer และ PVU-RIGHT 

primer)  

 

ภายหลังการนํา IPCR left product ปริมาตรที่เหลือจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสไป

ผานการ clean ดวย Cycle-Pure Kits แลวพบวามีความเขมขนของ DNA ประมาณ 60.4 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร ซี่งเปนความเขมขนที่มากพอสําหรับการสงไป sequence ลําดับ DNA  ซึ่งผลโครมาโตแกรม

ของ IPCR left product  มีลักษณะที่ดีไมมีการปนเปอนจากส่ิงอ่ืน  ดังแสดงในรูปที่ 30 และ 31  จากน้ัน

รวมลําดับเบสของ IPCR-product ที่ไดจากการทําปฏิกิริยาของ primer ทั้งสอง (รูปที่ 32) กอนสงขอมูล

ไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับเบส DNA โดยใชฐานขอมูลของ BLAST ซึ่งพบวาลําดับเบสของ 

PCR product มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีนที่เก่ียวของกับการสรางเอ็นไซม Glycerol-3-

phosphate dehydrogenase (NAD (P)+) ของเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ LF7a ประมาณ 

 

M       1       2        3        4
10.0 kbp 

2.0 kbp 
1.5 kbp 

1.00 kbp 
0.75 kbp 

0.50 kbp 

0.25 kbp 
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98% ดังแสดงในรูปที่ 33 และ 34  ซึ่งเอ็นไซมดังกลาวเกี่ยวของกับการสรางไขมันบริเวณ cytoplasmic 

membrane ของแบคทีเรีย  

แมวาผลิตภัณฑ EZ-Tn5TM <KAN> Transposon ไมไดแทรกตรงตําแหนงยีนที่เก่ียวกับการ

ผลิตสารซิเดอรโรฟอรของเชื้อสายพันธุ RS83 ก็ตาม ผลการกลายพันธุของเชื้อ E. asburiae สายพันธุ 

83 ที่เกิดตรงยีน Glycerol-3-phosphate dehydrogenase (NAD (P)+) อาจมีผลตอการควบคุม

กระบวนการสงผานสาร enterobactin ออกมาจากเซลลตรงบริเวณ inner membrane ของเชื้อแบคทีเรีย

ซึ่งถูกควบคุมโดย enterobactin transport system และอาจสงผลใหเกิดการปลดปลอยปริมาณสาร 

enterobactin ออกมานอยกวาเชื้อชนิด wild type  
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รูปท่ี 30 แสดงโครมาโตแกรมลําดับเบสของ IPCR left product ท่ี amplify โดย PVU-LEFT primer 
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รูปท่ี 31 แสดงโครมาโตแกรมลําดับเบสของ IPCR right product ท่ี amplify โดย KAN-2 RP-1 primer 
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>RS83 

CATCGATGATGGTTGAGATGTGTATAAGAGACAGGAGTAGCGTTGCGTGGTAGAAACTGGC

CAGCATAGGCTCACAGTCGGCCAGCGCCCGGGCTTCGGCTTTAATGTTGTTCCAGACGATA

TCCAGTTCTTCACACGGCATTGCTAACTCCAGACGATAGTATAATGACCAGCCAGTTCTGCG

CTGGCTGGGTCATTCAGGTGACAACGGTTCCGACTAGTTACTGCTGCGCTCGTCCTTGCGC

GCACGACCTAATAAGGTCAATGCTGCCTCGCGCGCATTTTTTCCGCAATACAATACCTGATA

AATTTCCTCGGTTATTGGCATTTCGACACCGAAACGGTGCGCCAACTCGCGGACTTCTTTGG

TATTGCGGTAGCCTTCAACCACCTGACCAATCTTCTCCTGCGCGTCTTTCACATCGCTGCCC

TGTCCGAGCATCATGCCAAAGCGGCGGTTACGAGACTGGTTGTCGGTACAGGTCAGCAcCA

GGTCGCCCAGGCCAGcCATCCCCATtAAAGGTGgCCGGATCCGCACCCAGCGCTTCGCCCA

GGCGGGACATTTCGGTCAGCCCTCGGGTGATCAGCGCCGTACGGGCGTTGGCACCAAAAc

CCTATGCCGTCGGACATCCCGGCGCCAATCGCAATCACATTCTTCACCGCCCCACCCAGCT

GCACGCCGATtAAAATCGGGGTTGCTGTAGACGCGgAAGCTCTTGCCGCAGTGCAGCAATTG

CTGGAGATCGTCGGAGAAgGGCCTGGTCGGTTGAGGCCAGCGAAATCGCCGTCGGCAGGC

CAGCGGCCAGCTCTTTGGCAAAGGTCGGGCCGGAGATGACCGCCAGCGGGATCGCATCAC

CCAGCGCTTCGCGGGCAACGTCCTGCAGCAGGCGTCCGGTTTCGGCTTCCAGTCCTTTTGT

CGCCCAGACAATGCGCGCATCCGGGCGCATCAGCGGCTTAATCTGATGCAGCACGTCGCC

AAAGACATGGCTCGGAACCACAATCAGAATGTTGCGGCTGGCCGCCAGCGCGGTCGCAAG

GTCACTTTCAAGGTGCAGGGAGTCAGGGAACGGAACGTCCGGGAGAAACGCGACGTTGCA

ACGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACT

GCCAGCGCATCAACAA 

รูปท่ี 32 แสดงลําดับเบสท้ังหมดของ IPCR product ท่ีไดจากการทําปฏิกิริยาของ KAN-2 RP-1 primer และ PVU-

LEFT primer
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รูปท่ี 33  แสดงกราฟฟคของลําดับเบส IPCR product ท่ีเหมือนกับลําดับเบสในฐานขอมูล BLAST 
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รูปท่ี 34 ผลการประมวลลําดับเบสของ IPCR product ท่ีมีผลใกลเคียงกับยีน Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 

ของเชื้อตางๆท่ีอยูในฐานขอมูล BLAST 
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1.2.3 การสกัด และวิเคราะหสารซิเดอรโรฟอรที่ผลิตออกมาจากเชื้อสายพันธุ wildtype และ mutant 

1.2.3.1  การสกัดสารซิเดอรโรฟอร  

ยายเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type และชนิดกลายพันธุจากตูแชแข็งความเย็นยิ่งยวด (-80 

องศาเซลเซียส) เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ที่ไมผสม kanamycin (สําหรับชนิด wild type) และอาหารแข็ง 

TSA ที่ผสม kanamycin ความเขมขน 50μg/ml (สําหรับชนิดกลายพันธุ)  บมเชื้อในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากน้ันเตรียมเชื้อเร่ิมตนโดยการเขี่ยเชื้อ 1 โคโลนีของเชื้อที่เจริญ

บนอาหารแข็ง TSA  มาเล้ียงในอาหารเหลว Luria-Bertani (LB; Becton Dickinson, Sparks, 

Maryland, USA) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่บรรจุอยูในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร (อาหารเหลว 

LB ที่ใชเลี้ยงเชื้อชนิดที่กลายพันธุมีสวนผสมของ kanamycin 50μg/ml) บมเชื้อในเครื่องเขยาควบคุม

อุณหภูมิ (Environmental-Shaker Incubator ES-20; BIOSAN, Riga, Latvia) ความเร็ว 200 รอบตอ

นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ดูดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียจากอาหารเหลว LB 

ของเชื้อชนิด wild type และชนิดกลายพันธุ ชนิดละ 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารเหลว the second 

basal (BM2) ปริมาตร 200 มิลลิลิตรที่บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 1,000 มิลลิลิตร (อาหาร BM2 

ประกอบดวย 0.03M glucose, 0.04M K2HPO4, 0.022M KH2PO4, 0.007M (NH4)2SO4 ที่มีสวนผสม

ของ 0.5mM MgSO4 ซึ่งเปนอาหารที่มีเหล็กนอย เติม 0.2 mM Shikimic acid (Merck;), 1mM 

methionine, 1μg/ml thiamine hydrochloride และ 50μM FeSO4 7H2O ลงในอาหารเหลว BM2 

ภายหลังการฆาเชื้อแลว (ปรับวิธีการจากกรรมวิธีของ Poole et al; 1990, Journal of Bacteriology, 

172(12): 6991-6996) สําหรับอาหาร BM2 ที่ใชเลี้ยงเชื้อชนิดกลายพันธุมีสวนผสมของ kanamycin 

ความเขมขน 50μg/ml  บมเชื้อในตูควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส จนกระทั่งเชื้อเจริญเขาสูระยะปลายของ log phase (ปรับวิธีการจาก Costa and Loper; 

1994, Molecular Plant Microbe Interaction, 7(4):440-448) 

ปนเหวี่ยงเซลลแขวนลอยแบคทีเรียดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูง ควบคุมอุณหภูมิได

(SORVALL Biofuge Stratos, Kendro Laboratory Products, Germany) ความเร็วรอบ 15,000g นาน 
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15 นาที  เก็บสวนนํ้าใสเพ่ือนํามาปรับคา pH ดวย 10N HCl ใหได 2.5 (ดัดแปลงจากกรรมวิธีของ 

Furrer et al., 2002, Molecular Microbiology, 44(5), 1225-1234) สกัดสารออกจากสวนน้ําใสจํานวน 2 

คร้ังดวย ethyl acetate โดยใชปริมาตรระหวางสวนน้ําใส และ ethyl acetate ในอัตราสวน 1:1 (รูปที่ 35) 

นําสวน ethyl acetate มากลั่นระเหยโดยใชเคร่ืองกลั่นสารระเหยแบบหมุน (BÜCHI Rotavapor model 

R200, BÜCHI Labortechnik GmbH, Deutschland, Germany) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเพื่อกลั่น 

ethyl acetate ออกมาจากสารสกัด จนกระท่ังเหลือเพียงสารสกัดหยาบท่ีเปนคราบสีน้ําตาลติดบริเวณ

ดานลางของ evaporator flask (รูปที่ 36)  ละลายคราบสีน้ําตาลออกจากบริเวณดานลางของ 

evaporator flask ดวย absolute methanol (HPLC grade) ใสในขวดสีชาขนาดเล็ก และหากไม

วิเคราะหสารทันทีใหเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อรอการวิเคราะหดวยวิธี High 

Performance Liquid Chromatography ตอไป 

1.2.3.2 การวิเคราะหชนิดของสารซิเดอรโรฟอร 

เจือจางสารสกัดหยาบที่ผานการเลี้ยงเชื้อชนิด wild type ประมาณ 2,000 เทา และชนิดกลาย

พันธุประมาณ 500 เทา กอนฉีดสารสกัดหยาบแตละชนิดปริมาตร 30 ไมโครลิตรเขาไปในเครื่อง High 

Liquid Performance Chromatography (HPLC; รุน Shimadzu CLASS-VP V6.14 SP1, Tokyo, 

Japan) โดยผาน VertiSepTM Silica-Based IRS C18 HPLC column (3.9X300 mm, 10μm, Vertical 

Chromatography Co., Ltd, Thailand) สารสกัดหยาบในตัวอยางจะถูกแยกออกมาโดยการนําพาของ 

solvent A (methanol ที่มีสวนผสมของ 0.1% formic acid) และ solvent B (acetonitrile) ที่มีอัตราการ

ไหล 2 มิลลิลิตรตอนาที ใช fluorescence detector ที่ความยาวคลื่นกระตุนที่ 281 นาโนเมตร 

(excitation) และ ความยาวคลื่นที่ปลดปลอย (emission) 340 นาโนเมตร เปนตัวตรวจวิเคราะหสาร 

enterobactin  (ดัดแปลงวิธีการจาก Fiedler et al., 2001, FEMS Microbiology Letters 196: 147-151) 

ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง 

เจือจางสารมาตรฐาน enterobactin (รูปที่ 26) ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/100 ไมโครลิตร ที่ผลิต

โดย Escherichia coli (Sigma-Aldrich; USA) ประมาณ 100 เทากอนฉีดเขาเครื่อง HPLC เพ่ือใชเปน 
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positive control เปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบที่สกัดจากเชื้อ wild type และ mutant ของสายพันธุ 

RS83 

หมายเหตุ: เคร่ืองแกวทุกชิ้นที่ใชทําการทดลองตองลางดวยสารละลาย 5% dichromate-sulfuric acid  

ลางดวยนํ้ารอน 1 คร้ัง และน้ํา deionized 1 คร้ัง 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 35 แสดงข้ันตอนการสกัด enterobactin ออกมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อ a) เริ่มจากการเทอาหารที่ปนเหวี่ยง

แบคทีเรียออกไปและปรับ pH แลวลงในกรวยแยกสาร b) เท ethyl acetate ตามลงไปในอัตราสวน 1:1 c) เขยากรวย

แยกสารเพื่อใหสวนผสมรวมตัวกัน d) การแยกชั้นของ ethyl acetate ออกมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อภายหลังการต้ังท้ิงไว

บน stand   

 

a b 

c 

d 
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รูปท่ี 36  การกล่ันระเหย Ethyl acetate ออกจาก evaporator flask ไปยัง receiving flask  (ภาพซาย) และสารสกัด

หยาบปรากฏคราบน้ําตาลบริเวณดานลางของ evaporator flask ภายหลังการกล่ันระเหย ethyl acetate เสร็จส้ินแลว 

(ภาพขวา) 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 37 โครงสรางโมเลกุลของสารซิเดอรโรฟอรชนิด enterobactin 

ผลการศึกษา 

 พบวาโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน enterobactin ปรากฏ peak เดนจํานวน peak เดียวตรง

ตําแหนง retention time ที่ 1.276 มีพ้ืนที่ใตกราฟเฉลี่ยประมาณ 1,876,413 คิดเปน 78.68% ของพื้นที่

ใตกราฟทั้งหมด  สําหรับสารสกัดหยาบจากอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อชนิด wild type ปรากฏ peak ที่

เดนอยูในตําแหนง retention time ที่ 1.355 มีพ้ืนที่ใตกราฟเฉลี่ย 4,004,860 คิดเปน 94.04% ของพื้นที่

ใตกราฟทั้งหมด  สวนสารสกัดหยาบจากอาหารท่ีผานการเลี้ยงเช้ือชนิดกลายพันธุปรากฏ peak ตรง

ตําแหนง retention time เชนเดียวกับชนิด wild type โดยมีพ้ืนที่ใตกราฟเฉลี่ย 2,578,051 คิดเปน 

90.47% ของพ้ืนที่ใตกราฟทั้งหมด 

evaporator 
flask 

receiving 
flask 

a b
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แมวาโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน enterobactin และโครมาโตแกรมของสารสกัดหยาบจาก

อาหารท่ีผานการเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิดไมตรงกันทีเดียวนัก เม่ือผสมสารมาตรฐาน enterobactin กับสาร

สกัดหยาบจากอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อชนิด wild type ในอัตราสวน 1:2 และฉีดเขาไปในเครื่อง HPLC 

กลับพบวามีโครมาโตแกรมปรากฏเดนเพียง peak เดียว ตรงตําแหนง retention time ที่ 1.347 (รูปที่ 

38)  ซึ่งสวนสูงของโครมาโตแกรมที่เพ่ิมขึ้นมาตรง retention time ดังกลาวนาจะเปนปริมาณของสาร

มาตรฐาน enterobactin  ดังน้ันจึงอาจสรุปไดวาสารสกัดหยาบจากอาหารที่ผานการเล้ียงเช้ือชนิด wild 

type และชนิดกลายพันธุนาจะเปน enterobatin   

เม่ือคํานวณพ้ืนที่ใตกราฟรวมกับความเขมขนที่เจือจางของสาร enterobactin ที่ปลดปลอย

ออกมาจากเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type และชนิดกลายพันธุ เปรียบเทียบกับพ้ืนที่ใตกราฟของ

สารมาตรฐานบริสุทธิ์ enterobactin เพ่ือคํานวณความเขมขนเริ่มตนของสาร enterobactin ที่เชื้อทั้งสอง

ชนิดปลดปลอยออกมายังอาหารเล้ียงเชื้อแลว พบวาเชื้อชนิด wild type ปลดปลอย enterobactin 

ออกมาประมาณ 12.805 มิลลิกรัม ในขณะที่เชื้อชนิดกลายพันธุปลดปลอยออกมาเพียง 2.06 มิลลิกรัม 

ซึ่งนอยกวาชนิด wild type ประมาณ 83.90% จากผลการทดลองนี้ชี้ใหเห็นถึงความสอดคลองกับการ

ปลดปลอยสาร enterobactin ของเชื้อทั้งสองชนิดบนอาหารแข็ง CAS ที่ปรากฏในรูปที่ 17 ขางตน 
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รูปท่ี 38 การวิเคราะห HPLC ของ enterobactin ท่ีปลดปลอยออกมาจากเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 a) โครมา

โตแกรมของสารมาตรฐานบริสุทธิ์ enterobactin ท่ีผลิตโดย Escherichia coli (Sigma-Aldrich) b) โครมาโตแกรมสาร

สกัดหยาบจากอาหารที่ผานการเล้ียงเชื้อชนิด wildtype c) โครมาโตแกรมสารสกัดจากอาหารท่ีผานการเล้ียงเชื้อชนิด 

mutant d) โครมาโตแกรมของสวนผสมระหวางสารสกัดจากอาหารท่ีผานการเล้ียงเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type 

และสารมาตรฐานบริสุทธิ์ enterobactin  

  

a 

b 

c 

d 
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1.2.4 การทดสอบความสามารถของเชื้อชนิด wild type และ ชนิดกลายพันธุในการกระตุนพืช

ตานทานโรคในสภาพเรือนทดลอง 

ทําการทดสอบในเรือนทดลองกับพืชสองชนิดคือพริกชี้ฟา และมะเขือเทศ โดยแยกการทดสอบ

พืชทั้งสองชนิดออกจากกัน  แตละพืชมีรูปแบบการทดลองคือ Randomized complete block design 

ประกอบดวย 3 กรรมวิธีคือ กรรมวิธีควบคุม  กรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type 

และกรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ แตละกรรมวิธีมี 10 ซ้ํา โดยที่หนวยการ

ทดลอง หรือ ซ้ําคือกระถางพลาสติกที่บรรจุตนพืช 1 ตน 

ยายเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type (ผลิตสารซิเดอรโรฟอร) และ ชนิดกลายพันธุ(ลดการ

ผลิตสารซิเดอรโรฟอร 80%) จากตูแชแข็งความเย็นยิ่งยวดอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เลี้ยงบนอาหาร

แข็ง TSA บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนาน 24 ชั่วโมง จากน้ันยายเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว 

Tryptic soy broth (TSB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร บมเชื้อ

ในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Environmental-Shaker Incubator ES-20; BIOSAN, Riga, Latvia) 

ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ทั้งอาหารแข็งและอาหาร

เหลวที่ใชเลี้ยงเชื้อชนิด mutant มีสวนผสมของ kanamycin ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

ปนเหวี่ยงเซลลแขวนลอยแบคทีเรียดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูง (SORVALL Biofuge Stratos, 

Kendro Laboratory Products, Germany) ความเร็วรอบ 10,000g อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสนาน 10 

นาที  เทสวนน้ําใสออกลางเซลลแบคทีเรียดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 2 คร้ัง จากน้ันเติมนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อ

แลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร (ความเขมขนของเชื้อแบคทีเรีย 108 เซลล/มิลลิลิตร)  

แชเมล็ดพริกชี้ฟาพันธุหนุมขาว และมะเขือเทศพันธุลูกทอ (บริษัทเจียไต  ประเทศไทย) ใน

สารละลาย 2% NaOCl นาน 5 นาทีเพ่ือฆาเชื้อบริเวณผิวเมล็ด  ลางเมล็ดดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 2 

คร้ัง ผึ่งเมล็ดใหแหงกอนแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยแบคทีเรียชนิด wild type และชนิดกลายพันธุ นาน 

60 นาที จากน้ันปลูกเมล็ดในถาดเพาะกลาพลาสติกชนิด polystylene ที่บรรจุ soilless peat ที่ฆาเชื้อ

แลวในเรือนทดลอง สวนกรรมวิธีควบคุมนั้นแชเมล็ดในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวกอนปลูกลงในถาดเพาะกลา
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พลาสติก ยายตนกลาอายุ 10 วันปลูกในกระถางพลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 4 นิ้วที่บรรจุ soilless 

peat ที่ฆาเชื้อแลว  เม่ือตนพืชอายุ 1 เดือน ราดเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียชนิด wild type และชนิด

กลายพันธุ (108 เซลลตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรตอกระถาง สําหรับกรรมวิธีควบคุมราดนํ้ากลั่น

ที่ฆาเชื้อแลวปริมาตร 50 มิลลิลิตรตอกระถาง  อีก 14 วันตอมาปลูกเชื้อรา Sclerotium rolfsii สาเหตุโรค

เห่ียวเหลือง (Southern blight disease) ที่เจริญบนอาหารแข็ง Potato dextrose agar (PDA) นาน 5 

วันกับตนพืชทุกกรรมวิธีโดยตัดชิ้นวุนเปนสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาด 10 ตารางมิลลิเมตร วางบนผิวของ 

soilless peat โดยใหชิ้นวุนชิดลําตนดานลางของพริกชี้ฟา และมะเขือเทศ พรอมปกเข็มหมุดตรงกลาง

วุนเพ่ือปองกันไมใหวุนออกหางลําตนพืช สังเกตและบันทึกจํานวนตนพืชที่ติดเชื้อและแสดงอาการโรค

ทุกวันจนกระทั่งตนพืชในกรรมวิธีควบคุมทุกตนแสดงอาการติดเชื้อ  

นําขอมูลที่ไดไปวิเคราะหคาความแตกตางทางสถิติโดยใช Analysis of Variance (ANOVA) 

แยกความแตกตางของคาเฉลี่ยจํานวนตนพืชที่ติดเชื้อของแตละกรรมวิธีโดยใช Fisher’s protected 

least significant difference (LSD) ที่ P0.05 และที่ P≤0.01 ภายหลังการเสร็จส้ินการทดลองแรกทํา

การทดสอบกับพืชทั้งสองชนิดซํ้าอีกคร้ัง 

 

ผลการศึกษา 

โรคเห่ียวเหลืองของพริกชี้ฟา 

 ภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคใหกับพริกชี้ฟาเพียง 24 ชั่วโมง พบวาเน้ือเยื่อลําตนดานลาง

ของพริกชี้ฟาที่ออนแอตอการเขาทําลายของเชื้อรา S. rolfsii ในกรรมวิธีควบคุมและกรรมวิธีที่ใสเชื้อสาย

พันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ สวนใหญแสดงอาการฉ่ํานํ้าสีน้ําตาลของเนื้อเยื่อพืชที่อยูถัดบริเวณเนื้อเยื่อ

พืชซึ่งสัมผัสกับเชื้อสาเหตุโรค ในขณะที่ตนพริกที่ตานทานตอเชื้อโรคในกรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสาย

พันธุ RS83 ชนิด wild type แสดงอาการตายเพียงจุดตายขนาดเล็กที่มีลักษณะแหงของเน้ือเยื่อพืช

บริเวณที่สัมผัสกับเชื้อเทาน้ัน และอาการดังกลาวพัฒนาอาการตายของเนื้อเยื่อเปนไปอยางชาๆ ดัง

แสดงในรูปที่ 39 และ 40 
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หกวันภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคพบวา เน้ือเยื่อลําตนของพืชซ่ึงออนแอตอการเขาทําลาย

ของเชื้อราแสดงอาการสีน้ําตาลซีดลุกลามขึ้นไปยังดานบนของลําตน อีกทั้งเกิดอาการยุบตัวของเนื้อเยื่อ

คอดเขาไปยังเนื้อเยื่อลําเลียงของลําตนพืช  ใบเริ่มเปลี่ยนเปนสีเหลือง มีอาการเห่ียว และเนื้อเยื่อตาย

จากบริเวณปลายใบเขามายังลําตน รวมถึงการหลุดรวงใบลางของตนพืชในระยะเวลาตอมา  อยางไรก็

ตามตนพืชที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild-type สวนใหญแสดงการตานทานโรคโดยมี

พัฒนาการของโรคเกิดขึ้นอยางชาๆ 

 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 39 อาการฉํ่าน้ํารวมกับการปรากฏเน้ือเยื่อสีน้ําตาล (ลูกศรชี้) บริเวณดานลางของลําตนพริกชี้ฟาท่ีอยูถัดจาก

บริเวณท่ีสัมผัสกับเชื้อรา Sclerotium rolfsii สาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองของตนพริกกรรมวิธีควบคุม (a) และกรรมวิธีท่ีใส

เชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ (b)  ในขณะท่ีตนพริกกรรมวิธีท่ีใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type แสดง

อาการตายของเนื้อเยื่อบริเวณท่ีสัมผัสกับเชื้อสาเหตุโรคเทานั้นภายหลังการปลูกเชื้อ 24 ชั่วโมง (c) 

  

b

  

a cb
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รูปท่ี 40 แสดงการลุกลามของเนื้อเย่ือสีน้ําตาลบริเวณท่ีอยูเหนือจุดซึ่งสัมผัสกับเชื้อโรค (ลูกศรชี้)ของพริกท่ีออนแอตอ

เชื้อสาเหตุโรคในกรรมวิธีควบคุม (a) และกรรมวิธีท่ีใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ (b) เปรียบเทียบกับตนพริก

ท่ีตานทานตอเชื้อโรคในกรรมวิธีท่ีใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type (c) ท่ียังแสดงอาการตายของเนื้อเยื่อตรง

บริเวณท่ีสัมผัสกับเชื้อโรคภายหลังการปลูกเชื้อ 48 ชั่วโมง 

 

เม่ือบันทึกผลจํานวนตนพริกที่ติดเชื้อภายหลังการปลูกเชื้อราโรคพืชนาน 11 วันพบวา พืชใน

กรรมวิธีควบคุมและกรรมวิธีที่ใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ แสดงอาการเห่ียวเหลืองทุกตน

หรือคิดเปน 100% ของการติดเชื้อ ในขณะที่ตนพืชกรรมวิธีที่ใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type 

แสดงอาการติดเชื้อเพียง 55% และแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมและ

กรรมวิธีที่ใสเชื้อชนิดกลายพันธุ (รูปที่ 51 และตารางที่ 4)  นอกจากนี้ตนพืชที่ตานทานในกรรมวิธีที่

กระตุนดวยเชื้อชนิด wild-type ยังใหผลการตานทานหรือมีการเจริญเติบโตที่เปนปกติแมเวลาจะผาน 2 

สัปดาหก็ตาม 

 

 

a cb
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รูปท่ี 51 ศักยภาพของเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ชนิด wild type ในการกระตุนพริกชี้ฟาตานทานโรคเหี่ยว

เหลืองที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อ S. rolfsii ภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรค 11 วัน เปรียบเทียบกับพริกชี้ฟาใน

กรรมวิธีควบคุม และกรรมวิธีท่ีใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
control RS83 wild type RS83 mutant 
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ตารางท่ี 4 ผลของเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ชนิด wild type และชนิดกลายพันธุ ท่ีมีตอการยับยั้งการเกิดโรค

เหี่ยวเหลืองซึ่งเกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา Sclerotium rolfsii กับพริกชี้ฟา และมะเขือเทศในสภาพเรือนทดลองu 

 

กรรมวิธี คาเฉลี่ยจํานวนตนพริกชี้ฟาv 

ท่ีแสดงอาการติดเชื้อ 

คาเฉลี่ยจํานวนตนมะเขือเทศw

 ท่ีแสดงอาการติดเชื้อ 

Control               10.0ay                10.0a 

RS83 ชนิด wild type                 5.5b                 4.5b 

RS83 ชนิดกลายพันธุ               10.0a               10.0a 

LSD0.05                1.76                 1.76 
 

uรูปแบบการทดลองของพริกช้ีฟา และมะเขือเทศคือ Randomized complete block design แตละการทดลองประกอบดวย 3 กรรมวิธีคือ

กรรมวิธีควบคุมที่ไมใสเชื้อแบคทีเรีย กรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ชนิด wild type  และกรรมวิธีที่กระตุนดวย

เชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ แตละกรรมวิธีมี 10 ซํ้า โดยท่ีซํ้าคือ 1 ตนของพริกช้ีฟาที่ปลูกในกระถาง  ตัวเลขที่แสดงในตารางเปน

คาเฉลี่ยจากผลการทดลองสองครั้ง 
vบันทึกผลจํานวนตนพริกที่ติดเชื้อ 11 วันภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรค S. rolfsii  
wบันทึกผลจํานวนตนมะเขือเทศที่ติดเชื้อ 6 วันภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรค S. rolfsii  

xตัวเลขที่มีตัวอักษรกํากับตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ P≤0.05 โดยใชการทดสอบ Least significant difference (LSD) 

 

โรคเห่ียวเหลืองของมะเขือเทศ 

 พัฒนาการเกิดโรคเห่ียวเหลืองกับมะเขือเทศมีทิศทางเชนเดียวกันกับพัฒนาการเกิดโรคของ

พริกชี้ฟาแตเกิดขึ้นเร็วกวา  ใบลางบางสวนของตนมะเขือเทศในกรรมวิธีควบคุมและกรรมวิธีที่ใสเชื้อ

สายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ ซึ่งออนแอตอการเขาทําลายของเชื้อโรคเริ่มเปลี่ยนเปนสีเหลือง แสดง

อาการเห่ียว และปรากฏอาการตายของเนื้อเยื่อจากบริเวณปลายใบเขามายังลําตนภายหลังการปลูกเชื้อ

นาน 3 วัน (รูปที่ 52) นอกจากน้ีเน้ือเยื่อของลําตนดานลางที่สัมผัสกับเชื้อสาเหตุโรคแสดงอาการยุบตัว

เปนแผลลึกเขาไปยังเนื้อเยื่อลําเลียงอีกทั้งมีการขยายของเน้ือเยื่อที่ตายขึ้นไปยังดานบนของลําตน  

ในขณะที่ตนมะเขือเทศซึ่งตานทานตอการเขาทําลายของเชื้อโรคในกรรมวิธีใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด 
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wild-type ปรากฏเพียงอาการตายของเน้ือเยื่อบริเวณชั้น cortex ของลําตนเทาน้ัน และพืชมีการ

เจริญเติบโตเปนปกติ (รูปที่ 53) 

 ภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคใหกับมะเขือเทศนาน 6 วัน พบวาตนมะเขือเทศในกรรมวิธีที่ใส

เชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild-type ติดเชื้อโรคเห่ียวเหลืองเพียง 45% ของจํานวนตนทั้งหมด ในขณะที่

ตนมะเขือเทศกรรมวิธีควบคุมและกรรมวิธีที่ใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ แสดงอาการติดเชื้อ 

100% หรือทุกตน (ตารางที่ 4 และ รูปที่ 54)  นอกจากน้ีตนพืชที่ตานทานตอโรคเห่ียวเหลืองในกรรมวิธี

ที่ใสเชื้อชนิด wild-type ยังมีการเจริญเปนปกติแมวาจะตรวจเช็คการติดเชื้อของตนพืชอีก 2 สัปดาห

ตอมา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 52  แสดงศักยภาพของมะเขือเทศในกรรมวิธีท่ีกระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type ในการตานทาน

โรคเหี่ยวเหลือง (ตนกลาง) ท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเชื้อ S. rolfsii ภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคใหกับพืชนาน 3 

วัน เปรียบเทียบกับตนมะเขือเทศในกรรมวิธีควบคุม (ตนซาย) และมะเขือเทศในกรรมวิธีท่ีใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด 

mutant (ตนขวา) ท่ีออนแอตอโรคโดยการแสดงอาการเหี่ยวของใบบริเวณดานลางและดานบนของลําตน 
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รูปท่ี 53  แสดงอาการยุบตัวและการคอดของเนื้อเยื่อบริเวณลําตนดานลางของมะเขือเทศในกรรวิธีควบคุม (a) และ

มะเขือเทศในกรรมวิธีท่ีใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ mutant (b) ภายหลังการปลูกเชื้อ S. rolfsii นาน 3 วัน 

เปรียบเทียบกับการเกิดอาการตายของเนื้อเย่ือเพียงเล็กนอยของตนมะเขือเทศท่ีกระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด 

wild-type (c) ปรากฏตามลูกศรช้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 54 ศักยภาพของเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 ชนิด wild type ในการกระตุนมะเขือเทศตานทาน

โรคเหี่ยวเหลืองท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเชื้อ Sclerotium rolfsii ภายหลังการปลูกเชื้อโรค 6 วัน เปรียบเทียบกับ

พริกชี้ฟาในกรรมวิธีควบคุม และกรรมวิธีท่ีใสเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด mutant  

 

 

  

a cb

 

Control RS83 wild type RS83 mutant 
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1.3  ศึกษาความเก่ียวของของกรดซาลิไซลิก (salicylic acid; SA) ของเชื้อสายพันธุ RS83  

ยายเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 ชนิด wild type และเชื้อ Bacillus 

megaterium สายพันธุ RS91 (โดยท่ีสายพันธุ RS91 เคยมีรายงานวาเปนเชื้อที่สามารถกระตุนพริก

ตานทานตอโรคเห่ียวเขียว โรคเหี่ยวเหลือง และโรคแอนแทรคโนส) จากตูแชแข็งความเย็นยิ่งยวด

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA และบมเชื้อในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง แบงการทดลองออกเปน 2 การทดลอง  

การทดลองแรก: ยายเชื้อแตละชนิดจากอาหารแข็ง TSA เลี้ยงในอาหารเหลว Casamino acid 

(Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA) ความเขมขน 1% และ 2% ปริมาตรความเขมขนละ 200 

มิลลิลิตรที่บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร บมเชื้อในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 

200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ในที่มืดนาน 48 ชั่วโมง  

การทดลองที่สอง: ยายเชื้อแตละชนิดจากอาหารแข็ง TSA เลี้ยงในอาหารเหลว Casamino acid 

ความเขมขน 1% และ 2% ในปริมาตรเชนเดียวกันกับการทดลองแรกที่บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 

500 มิลลิลิตร แตบมเชื้อที่อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที ในที่มืดนาน 48 

ชั่วโมง 

นําอาหารที่ผานการเลี้ยงเช้ือในการทดลองแรก และการทดลองที่สองมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

2,800g (SORVALL Biofuge Stratos, Kendro Laboratory Products, Germany) นาน 20 นาที 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นําสวนน้ําใสไปปรับ pH ดวย 10N HCl ใหไดประมาณ 2.0  สกัด SA 

ออกมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช ethyl acetate ปริมาตรเทากับอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยสกัด 2 คร้ัง  กรอง

ชั้น ethyl acetate ผานกระดาษกรองเบอร 1 Whatmann (Germany) นําสวนที่กรองมาทําการกลั่น

ระเหยโดยใชเคร่ืองกลั่นสารระเหยแบบหมุน ตั้งอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียสเพ่ือกลั่น ethyl acetate 

ออกมาบางสวนโดยกลั่นใหเหลือ 1 ใน 3 สวนของปริมาตรทั้งหมด ทําใหมีความเขมขนของ SA ใน

สารละลายมากขึ้น (ดัดแปลงกรรมวิธีของ Shanmugam and Narayanasamy, 2009, The Internet 

Journal of Microbiology 2009 : Volume 6 Number 1) 
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วัดปริมาณ SA ดวยวิธี Qualitative โดยดูดสารสกัดหยาบที่เขมขนปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ 

2M FeCl3 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ น้ํากลั่นปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ทิ้งไว 20 นาที กอน

นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 527 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer รุน 

DR/4000U (Hach Company, Loveland, Colorado) เปรียบเทียบกับกราฟความเขมขนของสาร

มาตรฐาน SA  ใชสารสกัดจากอาหารเหลว Casamino acid ทั้งสองความเขมขนที่ไมผานการเลี้ยงเชื้อ

เปนกรรมวิธีควบคุม ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 2 คร้ัง 

ผลการศึกษา 

โดยทั่วไป SA จะทําปฏิกิริยากับ 2M FeCl3 แลวกลายเปนสารเชิงซอนสีมวงระหวางเหล็ก และ 

SA ในสารละลาย (รูปที่ 55)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 55 a) แสดงการเกิดสารประกอบเชิงซอนระหวาง 2M FeCl3 และ สารมาตรฐาน salicylic acid (SA)  ท่ีเพ่ิมขึ้น

ตามความเขมขนของ SA ภายหลังการทําปฏิกิริยานาน 20 นาทีเปรียบเทียบกับหลอดควบคุมท่ีไมมี SA (หลอด

ซายมือสุด) b) สีของสารละลายที่ปรากฏดานลางภายหลังการทําฏิกิริยากอนท่ีจะนําไปวัดคาการดูดกลืนของแสงความ

ยาวคล่ืน 527 นาโนเมตร ภายในเคร่ือง spectrophotometer 

a 

b

control SA 30μg SA 70μg 

ช้ัน ethyl acetate 

ช้ันที่สารทํา
ปฏิกิริยา 
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จากผลการศึกษาพบวาเชื้อแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุผลิต SA ในปริมาณที่แตกตางกัน โดยท่ี

เชื้อสายพันธุ RS91 ผลิต SA มากกวาเชื้อสายพันธุ RS83  ซึ่งเชื้อทั้งสองสายพันธุมีการตอบสนองตอ

ปจจัยทางดานอุณหภูมิ และความเขมขนของอาหารตางกัน (ตารางที่ 2) 

โดยทั่วไปพบวาเชื้อทั้งสองสายพันธุเม่ือเลี้ยงเช้ือในอาหาร 2% CAS ผลิต SA ในปริมาณที่

มากกวา ถาพิจารณาปจจัยของอุณหภูมิที่มีผลตอการผลิต SA แลวจะเห็นวาเชื้อสายพันธุ RS83 ผลิต 

SA มากกวาเล็กนอยเมื่อบมเชื้อที่อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส ของอาหาร CAS ทั้งสองความเขมขน  

ในขณะที่เชื้อสายพันธุ RS91 ผลิต SA ในอาหาร CAS ทั้งสองความเขมขนในปริมาณท่ีมากกวาเม่ือ

เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 เน่ืองจากเชื้อสายพันธุ RS83 ผลิต SA ในปริมาณที่นอยมาก ผูวิจัยคาดวา SA อาจไมใช

ตัวกําหนดของเชื้อสายพันธุ RS83 ที่เก่ียวของกับกระตุนพืชตานทานโรค ประกอบกับมีหลาย

ผลงานวิจัยไดรายงานไววา SA ที่ปลดปลอยจากเชื้อแบคทีเรียที่มีกลไกกระตุนพืชตานทานโรคนั้นไมได

เปนตัวกําหนดของเชื้อที่เก่ียวของกับการกระตุนพืชตานทานโรค (Pieterse et al. 1996, The Plant 

Cell, 8, 1225-1237; Audenaert et al. 2002, MPMI Vol. 15 (11), 1147–1156; Siddiqui and 

Shaukat, 2004, J. Phytopathology 152, 48–54) 
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ตารางที่ 5  ปจจัยของอุณหภูมิ และความเขมขนของอาหารเล้ียงเชื้อท่ีมีผลตอการผลิต salicylic acid ของเชื้อ 

Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83  และเชื้อ Bacillus megaterium สายพันธุ RS91 

 

ชนิดของแบคทีเรีย ปริมาณ salicylic acid (μg/ml)u 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส 

1% CASv 2% CAS 1% CAS 2% CAS 

สายพันธุ RS83   4.50   5.50   7.00   8.50 

สายพันธุ RS91 25.00 29.00 18.00 19.00 
 

uปริมาณ salicylic acid ของเชื้อแตละสายพันธุที่เลี้ยงในสภาวะตางๆ เปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลอง 2 คร้ัง ซ่ึงวัดคาจากเคร่ือง 

spectrophotometer ความยาวคลื่น 527 nm โดยเทียบกับกราฟความเขมขนมาตรฐานของ SA   
vCAS คืออาหารเหลว Bacto Casamino Acids 

 

1.4  ศึกษาความเก่ียวของของสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยจากเชื้อสายพันธุ RS83 

1.4.1 การศึกษาในสภาวะ in vitro bioassay system ภายในหองปฏิบัติการ 

โมเดลที่ใชทดสอบ pathogenesis system คือผักกาดหอม (Lactuca sativa) และเชื้อกอโรค 

เนาเละที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อ Pcc. รูปแบบการทดลองคือการสุมสมบูรณ ประกอบดวย 4 

กรรมวิธีคือกรรมวิธีควบคุม  กรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83  

กรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อ Bacillus cereus สายพันธุ RS87  และกรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อ Bacillus 

megaterium สายพันธุ RS91 แตละกรรมวิธีมี 3 ซ้ํา โดยที่ซ้ําของการทดลองคือจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

(ขนาด 90X15 มิลลิเมตร มีผนังก้ันตรงกลาง หรือเรียกวา I-plates; Hycon Plastic, China) ดานหนึ่ง

บรรจุอาหารแข็ง 50% MS ที่ใชเลี้ยงพืชทดสอบ อีกดานหน่ึงบรรจุอาหารแข็ง 50% MS ที่ใชเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรีย สวนกรรมวิธีควบคุมเปนเพียงอาหาร 50%MS ที่ไมมีการเลี้ยงแบคทีเรีย ทําการทดลองซ้ํา

อยางนอย 2 ครั้ง 
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แชเมล็ดผักกาดหอมในสารละลาย 1%NaOCl นาน 20 นาที เพ่ือฆาเชื้อบริเวณผิวเมล็ดพืช ลาง

เมล็ดพืชดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง บมเมล็ดบนกระดาษกรองที่ฆาเชื้อแลวที่อยูในจานอาหารเปลา

ในที่มืดนาน 3 คืน จากน้ันยายตนกลาผักกาดหอมมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 50%MS ที่บรรจุในจานอาหาร 

I plate ดานหนึ่ง โดยวางตนกลาพืชจํานวน 9 ตนตอจานอาหาร วางแผน disc ที่ฆาเชื้อแลว (เสนผาน

ศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร Schleicher & Schuell, Einbeck, Germany) ลงบนผิวอาหารแข็ง 50%MS อีก

ดานหนึ่งของจานอาหารที่อยูตรงกันขามกับตนพืช หยดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียสายพันธุ RS83  

RS87 หรือ RS91 (ความเขมขน 108 เซลล/มิลลิลิตร) ที่ผานการเลี้ยงในอาหารเหลว Tryptic soy broth 

(TSB; BD, MD, USA) นาน 24 ชั่วโมง ปริมาตร 30 ไมโครลิตร/disc  สวนกรรมวิธีควบคุมเปนเพียง

อาหาร 50%MS อีกดานหนึ่งของจานอาหาร I-plate พันขอบจานอาหารดวยพาราฟลมสองชั้น วางจาน

อาหารบนชั้นเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ ตั้งระบบการใหแสงฟลูออเรสเซนส ขนาด 18W กับพืชนาน 14 ชั่วโมง

และไมใหแสงกับพืชนาน 10 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 251 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50-60% 

เปนเวลานาน 5 วัน กอนปลูกเชื้อกอโรคเนาเละ (Pcc) ใหกับตนผักกาดหอมทุกตนในทุกกรรมวิธีภายใน

ตูปลอดเชื้อ ใช sterilize disposable syringe ขนาด 1 มิลลิลิตรที่มีเข็มตรงปลายแทงเปนบาดแผล

เล็กนอยบริเวณกึ่งกลางของลําตนพืชแตละตนที่อยูเหนืออาหาร 50%MS ประมาณ 10 มิลลิเมตร 

จากน้ันใชปลายเข็มแตะโคโลนีของเชื้อ Pcc เล็กนอยที่เจริญบนอาหารแข็ง TSA นาน 24 ชั่วโมงมาแตะ

ตรงตําแหนงบาดแผล  ปดฝาจานอาหารและพันขอบจานอาหารดวยพาราฟมลกอนยายไปวางบนชั้น

เลี้ยงตนพืช  สังเกตและบันทึกพัฒนาการเกิดโรคของพืชทุกวันภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรค

จนกระท่ังตนพืชในกรรมวิธีควบคุมแสดงอาการเนาเละทุกตน  นําขอมูลที่ไดไปวิเคราะหคาทางสถิติโดย

ใชการวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance) และเปรียบเทียบความแตกตางของแตละ

กรรมวิธี (follow-up test) ดวย least significant difference (LSD) ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95%  

ผลการศึกษา 

 ภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคใหกับพืชเปนเวลา 1 วัน พบวาตนผักกาดหอมในกรรมวิธีที่

กระตุนดวยเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RS83 และ RS87 ปรากฏอาการตายของเนื้อเยื่อตรงกลางบาดแผลที่
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ติดเชื้อประมาณ 50% สวนตนผักกาดหอมในกรรมวิธีที่ถูกกระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS91 แสดงอาการ

ตายของเนื้อเยื่อบริเวณกลางบาดแผลประมาณ 20% ในขณะที่ตนผักกาดหอมทุกตนในกรรมวิธีควบคุม

ยังคงมีกลุมแบคทีเรียเกาะติดตรงบริเวณที่ปลูกเชื้อ อีกทั้งเนื้อเยื่อที่อยูถัดจากบริเวณที่ติดเชื้อแสดง

อาการฉ่ํานํ้าเล็กนอย (รูปที่ 56) 
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รูปท่ี 56 ตนผักกาดหอมในกรรมวิธีควบคุมท่ีมีกลุมของแบคทีเรียกอโรคเนาเละปรากฏตรงบริเวณท่ีติดเชื้อตรงตําแหนง

ลูกศรชี้ (a) เปรียบเทียบกับตนผักกาดหอมในกรรมวิธีท่ีกระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ท่ีแสดงอาการตายของเนื้อเย่ือ

บริเวณที่ติดเชื้อ ปรากฏตามลูกศรชี้ (b) ภายหลังการปลูกเชื้อกอโรคเนาเละ Pcc ใหกับพืชนาน 1 วัน 

 

 พัฒนาการโรคเนาเละบนพืชผักกาดหอมในกรรมวิธีควบคุมเกิดขึ้นอยางรวดเร็ว โดยที่เน้ือเยื่อ

ฉ่ํานํ้าบริเวณลําตนที่อยูถัดจากบริเวณที่ติดเชื้อทั้งดานบนและดานลางของลําตนเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลช้ํา

ภายหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรคนาน 3 วัน อีกทั้งตนพืชมีลักษณะผอม-ยาว ในขณะที่พืชในกรรมวิธีที่กระตุน

ดวยเชื้อแบคทีเรียทุกสายพันธุยังมีการเจริญเปนปกติ ใบสีเขียวเขม ปรากฏเพียงอาการตายของเนื้อเยื่อ

บริเวณที่ติดเชื้อเทาน้ัน  

 อาการโรคเนาเละของพืชในกรรมวิธีควบคุมเริ่มปรากฏใหเห็นภายหลังปลูกเชื้อกอโรคใหกับพืช

นาน 5 วัน โดยท่ีพืชในกรรมวิธีควบคุมเกิดอาการโรคเนาเละประมาณ 50% ในขณะที่พืชในกรรมวิธีที่

กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ยังไมปรากฏโรคเนาเละ สวนพืชที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS87 และ

สายพันธุ RS91 เกิดโรคเนาเละ 4% และ 6% ตามลําดับ   

ตนผักกาดหอมในกรรมวิธีควบคุมแสดงอาการเนาเละทุกตนภายหลังการปลูกเชื้อกอโรคนาน 6 

วัน อยางไรก็ตนผักกาดหอมที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 มีพัฒนาการเกิดโรคเพียง 7% และ 11% 

ภายหลังการปลูกเชื้อกอโรคเนาเละใหกับพืชนาน 6 วัน และ 7 วันตามลําดับ สวนผักกาดหอมใน

กรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS87 เกิดโรคเนาเละประมาณ 16% และ 20% ภายหลังการปลูก

 

a b
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เชื้อกอโรคนาน 6 วันและ 7 วันตามลําดับ  สําหรับผักกาดหอมในกรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ 

RS91 เกิดโรคเนาเละประมาณ 25% ซึ่งผักกาดหอมทุกกรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อไรโซแบคทีเรียทุกสาย

พันธุเกิดโรคเนาเละนอยกวาอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธิควบคุม โดยที่เชื้อสายพันธุ 

RS83 กระตุนใหพืชตานทานโรคเนาเละมากที่สุด รองลงมาคือสายพันธุ RS87 และสายพันธุ RS91 

ตามลําดับ (ตารางที่ 6 และรูปที่ 57) 
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ตารางท่ี 6  ผลของสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อไรโซแบคทีเรียกระตุนผักกาดหอมตานทานโรคเนา

เละท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเชื้อ Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) ในสภาวะ in vitro 

bioassay system 

 

Treatmentw 

Numbers of symtomatic plants infected by Pccx 

5 days after challenge 6 days after challenge 7 days after challenge 

Nonbacterized control            4.83ay            9.00a          9.00a 

RS83            0.00b            0.66d          1.00c 

RS87            0.33b            1.50c          1.83b 

RS91            0.50b            2.33b          2.33b 

LSD0.05            0.53            0.69          0.54 
 

wแตละกรรมวิธีประกอบดวย 3 ซํ้า ซ่ึงซํ้าคือจานอาหาร I-plate ที่เลี้ยงตนผักกาดหอมจํานวน 9 ตนดานหน่ึงของจานอาหาร สวนอีกดาน

หน่ึงของจานอาหารหยดเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุปริมาตร 30 ไมโครลิตร/disc (108 เซลล/มล.) ที่วางบนอาหาร 

50%MS สําหรับกรรมวิธีควบคุมเปนอาหาร 50%MS (RS83=Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83; RS87=Bacillus cereus สายพันธุ 

RS87; RS91=Bacillus megaterium สายพันธุ RS91) 

xเปนคาเฉลี่ยของจํานวนตนผักกาดหอมที่แสดงอาการเนาเละจากผลการทดลองสองคร้ัง 
yตัวเลขที่มีตัวอักษรตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ P0.05 โดยใชการทดสอบ least significant difference (LSD) 
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รูปท่ี 57  ตนผักกาดหอมในกรรมวิธีควบคุมท่ีแสดงอาการเนาเละ (ซาย) เปรียบเทียบกับตนผักกาดหอมท่ีเปนปกติใน

กรรมวิธีท่ีกระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 (ขวา) ภายหลังการปลูกเชื้อกอโรคเนาเละ Pcc นาน 7 วัน 

 

1.4.2 กิจกรรมเอนไซมที่เก่ียวของกับการตานทานโรค 

รูปแบบการทดลองคือ Factorial Randomized Completely Design ประกอบดวย 5 กรรมวิธี

คือ กรรมวิธีควบคุมที่ไมปลูกเชื้อสาเหตุโรคพืช  กรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อสาเหตุโรคพืช  กรรมวิธีที่

กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 แลวปลูกเชื้อสาเหตุโรคพืช  กรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS87 

แลวปลูกเชื้อสาเหตุโรคพืช  และกรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS91 แลวปลูกเชื้อสาเหตุโรค     

แตละกรรมวิธีประกอบดวย 3 ซ้ํา โดยท่ีซ้ําของการทดลองคือจานอาหารเลี้ยงเชื้อ I-plates ดานหน่ึง

บรรจุอาหารแข็ง 50% MS ที่ใชเลี้ยงพืชทดสอบ อีกดานหนึ่งบรรจุอาหารแข็ง 50% MS ที่วางแผน 

sterilized disc เสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร แลวหยดเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย สําหรับกรรมวิธี

ควบคุมน้ันมีเพียงอาหาร 50%MS เทาน้ัน factor คือการเก็บตัวอยางพืชระยะเวลาตางกันคือ 0  24  48  

และ 72 ชั่วโมงภายหลังการปลูกเชื้อกอโรคเนาเละ Pcc ทําการทดลองเพื่อทดสอบกิจกรรมเอนไซม

อยางนอย 2 คร้ัง   
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แชเมล็ดผักกาดหอมในสารละลาย 1%NaOCl นาน 20 นาที ลางเมล็ดพืชดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อ

แลว 3 คร้ัง วางเมล็ดบนกระดาษเพาะเมล็ดที่ฆาเชื้อแลวบรรจุในจานอาหารเปลาและบมในที่มืดนาน 3 

คืน จากนั้นยายตนกลาผักกาดหอมมาเล้ียงบนอาหารแข็ง 50%MS ที่บรรจุในจานอาหาร I plate ดาน

หน่ึง โดยวางตนพืชจํานวน 9 ตนตอจานอาหาร วางแผน disc ที่ฆาเชื้อแลว (Schleicher & Schuell, 

Einbeck, Germany) ลงบนผิวอาหารแข็ง 50%MS อีกดานหนึ่งของจานอาหารที่อยูตรงกันขามกับตน

พืช หยดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียสายพันธุ RS83  RS87 หรือ RS91 (108 เซลล/มิลลิลิตร) ปริมาตร 

30 ไมโครลิตร/disc ที่ผานการเลี้ยงในอาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB; BD, MD, USA) นาน 24 

ชั่วโมง  สวนกรรมวิธีควบคุมเปนเพียงอาหาร 50%MS พันขอบจานอาหารดวยพาราฟลมสองชั้น วาง

จานอาหารบนชั้นเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ตั้งระบบการใหแสงฟลูออเรสเซนส ขนาด 18W กับพืชนาน 14 

ชั่วโมงและไมใหแสงกับพืชนาน 10 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 251 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50-

60% นาน 5 วันแลวปลูกเชื้อกอโรคเนาเละ Pcc กับตนผักกาดหอมทุกตนภายในตูปลอดเชื้อยกเวนตน

พืชในกรรมวิธีควบคุมที่ไมปลูกเชื้อสาเหตุโรค สําหรับวิธีการปลูกเชื้อสาเหตุโรคทําโดยใช sterilize 

disposable syringe ขนาด 1 มิลลิลิตรที่มีเข็มตรงปลายแทงเปนบาดแผลเล็กนอยบริเวณลําตนพืชแตละ

ตนที่อยูเหนืออาหาร 50%MS ประมาณ 10 มิลลิเมตร จากน้ันใชปลายเข็มแตะโคโลนีของเชื้อกอโรค 

Pcc เล็กนอยที่เจริญบนอาหารแข็ง TSA นาน 24 ชั่วโมงมาแตะตรงตําแหนงบาดแผล  ปดฝาจานอาหาร

และพันขอบจานอาหารดวยพาราฟมลกอนยายไปวางบนชั้นเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเหมือนเดิม 

เก็บตัวอยางพืชของแตละกรรมวิธีเปนระยะตามเวลาที่กําหนดไวขางตนโดยใชกรรไกรที่ฆาเชื้อ

แลวตัดเน้ือเยื่อใบพืชบริเวณที่ติดกับกานใบของแตละตนซ่ึงเปนเนื้อเยื่อปกติอยูเหนือตําแหนงที่ปลูกเชื้อ

สาเหตุโรค แตละคร้ังที่เก็บตัวอยางพืชนําเน้ือเยื่อของพืชในกรรมวิธีเดียวกันมารวมกันแลวสุมเลือก

เน้ือเยื่อพืชชั่งนํ้าหนักประมาณ 0.1 กรัมใสลงในหลอดปนเหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่ฆาเชื้อแลว กอน

นําไปแชเก็บในตูแชแข็ง อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเพื่อรอการวิเคราะหเอนไซมในวันตอไป  ทําการ

ทดลองซ้ําอยางนอย 2 คร้ัง 
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 1.4.2.1 การสกัดและวัดปริมาณโปรตีนของพืช 

 นําตัวอยางพืชที่เก็บไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสออกมาแลวเติมสารละลายแชเยน็ 

0.1M Tris-HCl buffer (pH 6.0) ที่มีสวนผสมของ 1% polyvinyl polypyrrolidone (Sigma-Aldrich, Inc, 

MO, USA) ในสัดสวน 1:10 เทาของน้ําหนักเน้ือเยื่อพืช บดเน้ือพืชใหละเอียดโดยใช sterile disposable 

polypolyrene pestle ความยาว 8.5 เซนติเมตร (Bel-Art Scienceware®, NJ, USA)  ปนเหวี่ยงเน้ือเยื่อ

ที่บดละเอียดแลวในเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง (SORVALL® Biofuge Stratos, Kendro Laboratory 

Products, Geramany) ที่ความเร็ว 12,000g นาน 20 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสวนน้ําใส

ดานบนใสลงในหลอดปนเหวี่ยงใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

เพ่ือรอการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตอไป 

 ตรวจวัดปริมาณโปรตีน และกิจกรรมของเอนไซม SOD และ PO โดยวิธี colorimetric assay 

ดวยเครื่อง DR/4000 Spectrophotometer (HACH Company, CO, USA) ซึ่งอัตราการเกิดปฏิกิริยา

เปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของเอนไซมหรือโปรตีนที่ใสลงไปในปฏิกิริยา ทํากราฟโปรตีน

มาตรฐานดวยวิธีการของ Bradford assay (1976) ใชสารมาตรฐาน Bovine serum almumin (Sigma-

Aldrich, Inc, MO, USA) ความเขมขนตางเพ่ือใชตรวจความเขมขนของโปรตีนที่สกัดออกมาเน้ือเยื่อพืช  

 1.4.2.2 การวัดกิจกรรมเอนไซม SOD  

 ทดสอบกิจกรรมเอนไซม SOD ในสารสกัดเอนไซมทั้งหมดโดยใชระบบ riboflavin/methionine 

ที่พัฒนาโดย Beauchamp and Fridovich (1971)  บรรจุสวนผสมของปฏิกิริยาปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร

ในหลอดแกวขนาด 3 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวย 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.8), 0.1 

mM EDTA, 13 mM methionine, 75 μM nitroblue tetrazolium, 2 μM riboflavin และเอ็นไซมที่อยูใน

สารสกัด ใส riboflavin เปนสวนผสมสุดทายกอนคนสารใหเขากันแลวเร่ิมปฏิกิริยาโดยนําไปฉายแสง

ภายใตหลอด fluorescent ขนาด 18 วัตต จํานวนสองหลอดเปนเวลานาน 10 นาที เทสวนผสมในหลอด

ลงใน cuvette ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลววัดกิจกรรมเอนไซม SOD ทั้งหมด ดวยเครื่อง 
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spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร โดยที่หน่ึงหนวยของกิจกรรมเอนไซม SOD คือ

ปริมาณที่ยับยั้ง photoreaction ของ nitro-blue tetrazolium ได 50% ภายใตสภาวะของการทดสอบ 

 1.4.2.3  การวัดกิจกรรมเอนไซม PO 

 ทดสอบกิจกรรมเอนไซม PO ในสารสกัดเอนไซมโดยดัดแปลงวิธีการทดสอบจาก 

Hammerschimdt และคณะ (1982) ใช guaiacol เปน hydrogen donor ทําปฏิกิริยาสวนผสมปริมาตร

รวม 1 มิลลิลิตรใน cuvette ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประกอบดวย 0.25%(v/v) guaiacol ใน 0.01M sodium 

phosphate buffer (pH 6.0) สารสกัดเอนไซม และ 0.1M H2O2  ใสสารสกัดเอนไซมสุดทายเพ่ือเปนตัว

เริ่มปฏิกิริยา บันทึกการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงทุกๆ 30 วินาที ที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร 

นาน 2 นาที  กิจกรรมของเอนไซมแสดงการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืนแสงตอนาทีของปริมาณ

โปรตีนทดสอบ 1 มิลลิกรัม  สารเคมีที่ใชทดสอบทุกชนิดซ้ือจากบริษัท Sigma-Aldrich, Inc. 

 1.4.2.4 การวิเคราะหคาทางสถิติ 

 วิเคราะหขอมูลทั้งหมดโดยใช analysis of variance (ANOVA) และใช Fisher’s protected 

least significant difference (LSD) test ความเชื่อม่ัน 95% ของโปรแกรม SAS (SAS Institute, Gary, 

NC, USA) เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกรรมวิธีทดสอบ 

 

ผลการศึกษา 

 กิจกรรมเอนไซม SOD: กอนปลูกเชื้อสาเหตุกอโรคเนาเละใหกับพืช พบวาผักกาดหอมใน

กรรมวิธีที่กระตุนดวยสารอินทรียระเหยซึ่งปลดปลอยออกมาจากเชื้อแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุมี

กิจกรรมของเอนไซม SOD มากกวาอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม โดยที่พืชใน

กรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS83 มีกิจกรรมเอนไซม SOD ทั้งหมดมากที่สุด รองลงมาคือ

กรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS87 และ RS91 ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกิจกรรมเอ็นไซม 

SOD ของพืชที่กระตุนดวยเชื้อแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุ พบวาพืชในกรรมวิธีที่กระตุนดวยสายพันธุ 
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RS83 มีกิจกรรมของเอนไซมมากกวาและแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับพืชในกรรมวิธีที่

กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS87 และ RS91 (ตารางที่ 7) 

 ภายหลังการปลูกเชื้อกอโรคเนาเละใหกับพืช 1 วัน พบวากิจกรรมเอนไซม SOD ของพืชใน

กรรมวิธีที่กระตุนดวยเช้ือสายพันธุ RS83 เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วและมากกวาอยางมีนัยสําคัญประมาณ 

40% เม่ือเปรียบเทียบกับพืชในกรรมวิธีควบคุม  แมวาพืชในกรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS87 

และ RS91 มีกิจกรรมเอนไซม SOD มากกวาในกรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อสาเหตุโรคก็ตาม แตไมมี

ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  เม่ือติดตามกิจกรรมเอนไซม SOD ของพืชทุกกรรมวิธีภายหลัง

การปลูกเชื้อสาเหตุโรคในอีก 2 วันตอมา พบวากิจกรรมเอนไซม SOD ทั้งหมดในกรรมวิธีที่กระตุนดวย

เชื้อแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุยังคงเพ่ิมขึ้นอยางตอเนื่อง อีกทั้งกิจกรรมของเอนไซมดังกลาวมีมากกวา

และแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อสาเหตุโรค โดยที่กรรมวิธีที่

กระตุนดวยเชื้อไรโซแบคทีเรียสายพันธุ RS83 มีกิจกรรมของเอนไซมมากที่สุด รองลงมาคือพืชที่กระตุน

ดวยสายพันธุ RS87 และ RS91 ตามลําดับ  สวนกรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อสาเหตุโรคนั้นมีกิจกรรม

เอนไซม SOD ทั้งหมดเพิ่มขึ้นถึงวันที่ 2 ของการปลูกเชื้อกอโรค แตกิจกรรมดังกลาวลดลงในวันที่สาม

ของการติดเชื้อ  สําหรับกรรมวิธีควบคุมที่ไมไดปลูกเชื้อสาเหตุโรคมีกิจกรรมเอนไซม SOD ในธรรมชาติ

จํานวนเล็กนอยตลอดระยะการเก็บตัวอยางพืช (ตารางที่ 7) 



78 
 

ตารางที่ 7 ผลของสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อไรโซแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ในการชักนํากิจกรรม

เอนไซม superoxide dismutase กอนและหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคเนาเละ Pectobacterium carotovorum subsp. 

carotovorum (Pcc) ใหกับผักกาดหอม 

  

Treatmentw 

Total SOD activity/mg proteinx 

0DAC 1DAC 2DAC 3DAC 

Nonchallenged control    148.75cy     136.94c    153.92e    149.11d 

Challenged control    151.10c     220.22b    240.28d    212.28c 

E. asburiae strain RS83    242.50a     311.21a    342.30a    391.36a 

B. cereus strain RS87    189.17b     235.56b    299.39b    317.18b 

B. megaterium strain RS91    184.81b     251.80b    267.03c    300.89b 

LSD0.05     12.19       34.42     23.03     44.90 

 
wแตละกรรมวิธีประกอบดวย 3 ซํ้าโดยที่หน่ึงซํ้าคือจานอาหารบรรจุอาหารแข็ง 50%MS ที่มีตนผักกาดหอมจํานวน 9 ตน ปลูกเชื้อกอโรค

เนาเละ Pcc ใหกับพืชภายหลังยายตนกลาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 50%MS นาน 5 วัน 

xเปนคาเฉลี่ย total SOD activity จากผลการทดลองสองคร้ัง (0DAC=กอนปลูกเชื้อสาเหตุโรค; 1DAC=1วันภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค; 

2DAC=2วันภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค; 3DAC=3วันภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค) 

yตัวเลขที่มีตัวอักษรตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ P0.05 โดยใชการทดสอบ least significant difference (LSD) 

 

 กิจกรรมเอนไซม PO: กอนปลูกเชื้อสาเหตุโรคเนาเละใหกับพืชพบวากิจกรรมของเอนไซม PO 

ทั้งหมดในกรรมวิธีที่ถูกกระตุนดวยสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อไรโซแบคทีเรียทั้งสาม

สายพันธุมีมากกวาอยางมีนัยสําคัญประมาณเกือบ 60% เม่ือเปรียบเทียบกับพืชในกรรมวิธีควบคุม 

ภายหลังการปลูกเชื้อกอโรคเนาเละใหกับพืชพบวากิจกรรมเอนไซม PO ของพืชในกรรมวิธีที่กระตุนดวย

เชื้อสายพันธุ RS83 มีกิจกรรม PO ทั้งหมดเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วและมากที่สุดเม่ือเปรียบเทียบกับ

กรรมวิธีอ่ืนๆ ภายหลังการปลูกเชื้อ 1 วัน 2 วัน และ 3 วันตามลําดับ  ขณะที่กิจกรรมเอนไซมของพืชใน

กรรมวิธีที่กระตุนดวยเชื้อสายพันธุ RS87 และ RS91 ลดลงเล็กนอยภายหลังการปลูกเชื้อ 1 วัน และ

เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วภายหลังการปลูกเชื้อในอีกสองวันตอมา กิจกรรมเอนไซม PO ของพืชในกรรมวิธี
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ควบคุมที่ปลูกเชื้อสาเหตุโรคเนาเละเพิ่มขึ้นเล็กนอยภายหลังการปลูกเชื้อ 1 วัน และเพ่ิมมากขึ้น

ตามลําดับ อยางไรก็ตามกิจกรรมดังกลาวยังมีนอยกวาอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่

กระตุนดวยเชื้อไรโซแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุ  สําหรับพืชในกรรมวิธีควบคุมที่ไมปลูกเชื้อสาเหตุโรค

เนาเละนั้นมีกิจกรรมเอนไซม PO เล็กนอยและคอนขางคงที่ตลอดระยะการทดลอง (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 8 ผลของสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อไรโซแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ในการชักนํากิจกรรม

เอนไซม peroxidase กอนและหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคเนาเละ Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 

(Pcc) ใหกับผักกาดหอม 

  

Treatmentw 

Total PO activity/mg proteinx 

0DAC 1DAC 2DAC 3DAC 

Nonchallenged control    17.75by     16.05c    17.56c    18.06e 

Challenged control    19.18b     20.48c    28.32b    51.05d 

E. asburiae strain RS83    30.05a     35.57a    47.01a    125.00a 

B. cereus strain RS87    29.18a     28.42b    44.77a    103.42b 

B. megaterium strain RS91    29.38a     26.65b    44.06a     73.76c 

LSD0.05     5.59       5.10     7.15     10.26 

 
wแตละกรรมวิธีประกอบดวย 3 ซํ้าโดยที่หน่ึงซํ้าคือจานอาหารบรรจุอาหารแข็ง 50%MS ที่มีตนผักกาดหอมจํานวน 9 ตน ปลูกเชื้อกอโรค

เนาเละ Pcc ใหกับพืชภายหลังยายตนกลาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 50%MS นาน 5 วัน 

xเปนคาเฉลี่ย total PO activity จากผลการทดลองสองคร้ัง (0DAC=กอนปลูกเชื้อสาเหตุโรค; 1DAC=1วันภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค; 

2DAC=2วันภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค; 3DAC=3วันภายหลังการปลูกเชื้อกอโรค) 

yตัวเลขที่มีตัวอักษรตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ P0.05 โดยใชการทดสอบ least significant difference (LSD) 
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วัตถุประสงคที่ 2: เพ่ือคนหากลไกที่เก่ียวของกับการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชซ่ึงถูกกระตุนดวย

สายพันธุ RS83 

2.1  ศึกษาความสามารถของเชื้อสายพันธุ RS83 ในการผลิต indole-3-acetic acid (IAA) 

2.1.1 วัดปริมาณ IAA ดวยปฏิกิริยาทางชีวเคมี 

วิเคราะหการผลิต IAA ของเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 ตามกรรมวิธีของ 

Gordon และ Weber (1951) โดยใช ferric chloride-perchloric acid reagent (FeCl3-HClO4) เปนตัวทํา

ปฏิกิริยาซ่ึงวิธีการน้ีสามารถวัดปริมาณของ IAA ที่ผลิตจากแบคทีเรียซึ่งเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี

องคประกอบของ L-tryptophan  บันทึกสีที่เกิดขึ้นภายในเครื่อง UV-spectrophotometer ที่ความยาว

คลื่น 530 nm 

การศึกษาครั้งนี้ใชแบคทีเรียชนิด Bacillus cereus สายพันธุ RS87 เปนเชื้ออางอิงเน่ืองจากสาย

พันธุดังกลาวมีรายงานวาสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดหลากหลายชนิด และสามารถผลิต 

IAA ได (Jetiyanon et al., Canadian Journal of Microbiology; 2008)  

เลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย E. asburiae สายพันธุ RS83 และ เชื้อแบคทีเรีย B. cereus สายพันธุ 

RS87 ในขวดแกวรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเหลว Nutrient Broth-M26 ปริมาตร 30 

มิลลิลิตร บมเชื้อใน Environmental-Shaker Incubator ES-20 (BIOSAN, Riga, Latvia) อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลานาน 24 ชั่วโมง จากน้ันยายเชื้อไปเลี้ยงในขวดแกว

รูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเหลว Minimal salt ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ตามกรรมวิธีของ 

Frankenberger and Poth (1988) อีก 48 ชั่วโมง  ปนเหวี่ยงเซลลแขวนลอยแบคทีเรียที่ความเร็ว 

12,000g อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพ่ือตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย ปเปตสวนนํ้าใส

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดแกวขนาด 20 มิลลิเมตร X 150 มิลลิเมตร ที่บรรจุสารละลาย FeCl3-

HClO4 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (Gordon and Weber, 1951) เขยาสารใหเปนเนื้อเดียวกันโดยใช Vortex 

mixture ทิ้งไว 25 นาที กอนเทสารลงใน cuvette ขนาด 4.5 มิลลิลิตร และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 530 
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นาโนเมตร ในเครื่อง UV-spectrophotometer  นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับกราฟของสารมาตรฐาน 

IAA บริสุทธิ์ 98% (Sigma-Aldrich, USA)  ทําการทดสอบอยางนอย 3 ซ้ํา  

ผลการศึกษา 

 การปรากฏสีชมพูในสารละลายภายหลังการทําปฏิกิริยาของสารแสดงวามีสาร IAA ใน

สารละลาย ซึ่งปริมาณ IAA เปนสัดสวนแปรผันตรงกับความเขมของสีชมพูที่ปรากฏ ผลการทดลอง

แสดงใหเห็นวา E. asburiae สายพันธุ RS83 ผลิต IAA ประมาณ 68.29 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร ในขณะ

ที่เชื้อ B. cereus สายพันธุ RS87 ผลิต IAA ประมาณ 29.43 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร ซึ่งเชื้อสายพันธุ 

RS83 ผลิต IAA มากกวาเชื้อสายพันธุ RS87 ประมาณ 2.3 เทา (ตารางที่ 9 และรูปที่ 58) 

 

ตารางที่ 9  การผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) โดยเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 และเชื้อ Bacillus 

cereus สายพันธุ RS87  

 

ชนิดของแบคทีเรีย ปริมาณ IAA ท่ีผลิต* (mol ml-1) 

Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 

Bacillus cereus สายพันธุ RS87 

  68.29 

  29.43  

  

*ปริมาณ IAA ที่ผลิตจากเช้ือแบคทีเรียแตละสายพันธุซ่ึงคาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ยของ 3 ซํ้า และตัวเลขท่ีปรากฏในตารางเปน

คาเฉลีย่การผลิต IAA ของแตละสายพันธุ 
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รูปท่ี 58 แสดงผลของปฏิกิริยาระหวาง ferric chloride-perchloric acid reagent (FeCl3-HClO4) กับสาร IAA มาตรฐาน

ท่ีความเขมขนตางๆ (รูปซาย) และสาร reagent กับ IAA ท่ีปลดปลอยออกมาจากเชื้อแบคทีเรีย E. asburiae สายพันธุ 

RS83 เปรียบเทียบกับสารละลายควบคุมท่ีไมมี IAA (รูปขวา) 

 

2.1.2  วิเคราะหสาร IAA ดวยวธิี HPLC 

ยายเชื้อสายพันธุ RS83 จากตูแชแข็งความเย็นยิ่งยวดอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเลี้ยงบน

อาหาร TSA บมเชื้อในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากน้ันยายแตละเชื้อเลี้ยง

ในอาหารเหลว modified NB-M26 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร 

บมเชื้อในเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  จากน้ัน

ดูดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียสายพันธุ RS83ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสลงในอาหารเหลว minimal salt 

medium (MS) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่มีสวนผสมของ 5 mM L-tryptophan ตามกรรมวิธีของ 

Frankenberger and Poth (1988) บมเชื้อในเครื่องเขยา ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียสนาน 48 ชั่วโมง  

 ปนเหวี่ยงเซลลแขวนลอยแบคทีเรียที่ความเร็ว 12,000g อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 5 

นาที และเก็บสวนน้ําใสเพ่ือนํามาปรับคา pH เปน 2.8 ดวย 1N  HCl (ดัดแปลงจากกรรมวิธีของ Tien et 

al 1979, Applied and Environmental Microbiology, 1016-1024) กอนสกัดสารออกจากสวนน้ําใสดวย 

1.3 μg 13.0 μg 26.0 μg 39.0 μg 52.0 μg
control RS83 



84 
 

ethyl acetate โดยใชปริมาตรระหวางสวนน้ําใส และ ethyl acetate ในอัตราสวน 1:3 สวน นําสวนของ 

ethyl acetate มากลั่นระเหยโดยใชเคร่ืองกลั่นสารระเหยแบบหมุน (BÜCHI Rotavapor model R200, 

BÜCHI Labortechnik GmbH, Deutschland, Germany) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเพื่อกลั่น ethyl 

acetate ออกมาจากสารสกัดหยาบ จนกระทั่งเหลือเพียงสารสกัดหยาบท่ีเปนคราบสีน้ําตาลติดบริเวณ

ดานลางของ evaporator flask  ละลายคราบสีน้ําตาลออกดวย  Absolute Methanol (HPLC grade, Lab 

Scan) ปเปตสารละลายใสในขวดสีชาขนาดเล็ก และหากไมวิเคราะหสารทันทีใหเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียสเพ่ือรอการวิเคราะหดวยวิธี High  Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

ตอไป   

กรองสารสกัดหยาบผานเยื่อกรองขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร และเจือจางสารสกัดหยาบจากเช้ือ

สายพันธุ RS83 ประมาณ 20 เทา กอนฉีดสารตัวอยางที่สกัดปริมาตร 30 ไมโครลิตรเขาไปในเครื่อง 

HPLC เพ่ือวิเคราะห IAA (Shimadzu CLASS-VP V6.14 SP1, Tokyo, Japan) โดยผาน  VertiSepTM 

Silica-Based IRS C18 HPLC column (3.9X300 mm, 10μm, Vertical Chromatography Co., Ltd, 

Thailand) สารสกัดหยาบในตัวอยางจะถูกแยกออกมาโดยการนําพาของ solvent A (น้ํา: 

acetonitrite:acetic acid ในอัตราสวน 84:15:1; ปริมาตร/ปริมาตร) อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตอนาที 

และควบคุมความดัน 40%  สําหรับ solvent B (30% methanol ในนํ้า) มีอัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตอ

นาที และควบคุมความดันที่ 60% ดัดแปลงกรรมวิธีจาก Tien et al. (1979; Environmental 

Microbiology; page 1016-1024) ตรวจวิเคราะหสาร IAA โดยใช UV detector ที่ความยาวคลื่น 254 นา

โนเมตร  ใชสาร IAA มาตรฐานบริสุทธิ์มากกวา 98% ความเขมขน 1.3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (Sigma-

Aldrich Co., USA) ที่เจือจาง 10 เทา กอนฉีดเขาเครื่อง HPLC เปนตัวเปรียบเทียบ 

ผลการศึกษา 

 พบวาสารมาตรฐาน IAA ปรากฏ peak เดนขึ้นมาเพียง peak เดียวที่ตําแหนง retention time 

18.272 นาที โดยมีพ้ืนที่ใตกราฟคือ 2,385,405 คิดเปน 97.40% ของพื้นที่ทั้งหมด สวนสารสกัดหยาบ

จากเชื้อสายพันธุ RS83 ปรากฏ peak จํานวนมาก อยางไรก็ตามมี peak ที่ตรงกับสารมาตรฐาน IAA ที่



85 
 

ตําแหนง retention time 18.276 นาที มีพื้นที่ใตกราฟ 634,414 คิดเปน 30% ของพื้นที่ทั้งหมด (รูปที่ 

59) เม่ือคํานวณคา IAA ของสารสกัดหยาบจากเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ RS83 โดยคํานวณยอนกลับไป

ยังความเขมขนเดิมกอนการเจือจาง และเปรียบเทียบกับคามาตรฐาน IAA ที่ทราบความเขมขนเริ่มตน

แลว พบวาเชื้อสายพันธุ RS83 ผลิต IAA ปริมาณ 118.44 ไมโครโมล/มิลลิลิตร ซึ่งเครื่อง HPLC มีความ

ไว (sensitive) ในการตรวจวัดปริมาณ IAA ดีกวาเคร่ือง Spectrophotometer ถึง 1.7 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 59 การวิเคราะห HPLC ของ indole-3-acetic acid (IAA) ท่ีปลดปลอยออกมาจากเชื้อ E. asburiae สายพันธุ 

RS83 และ B. cereus สายพันธุ RS87 a) โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานบริสุทธิ์ IAA (Sigma-Aldrich) b) โครมาโต

แกรมสารสกัดหยาบจากอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83  

 

2.2  ศึกษาความสามารถของเชื้อสายพันธุ RS83 ในการผลิตกรดอินทรียยอยสลายฟอสเฟต 

2.2.1 ตรวจสอบกรดอินทรียดวยวิธี qualitative method 

ทดสอบศักยภาพของเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ในการยอยสลายฟอสเฟต ในอาหาร

เหลว National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium ที่มีสวนผสมของ 

bromophenol blue (NBRIP-BPB) ตามกรรมวิธีของ Mehta and Nautiyal (2001)  ใชแบคทีเรียชนิด 

a 

b 
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Bacillus cereus สายพันธุ RS87 เปนเชื้ออางอิงเน่ืองจากสายพันธุดังกลาวมีรายงานวาสามารถผลิต

กรดอินทรียยอยสลายฟอสเฟตได (Jetiyanon and Plianbangchang, Canadian Journal of 

Microbiology; 2010) นอกจากนี้ยังใชเชื้อ Bacillus megaterium สายพันธุ RS91 เปนเชื้ออางอิง

เนื่องจากเชื้อสายพันธุดังกลาวสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดหลายสายพันธุ (กัญชลี และ

คณะ 2551) 

เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83  สายพันธุ RS87 และสายพันธุ RS91 ในขวดแกวรูปชมพูขนาด 50 

มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB: Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA) 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตร บมเชื้อใน Environmental-Shaker Incubator ES-20 (BIOSAN, Riga, Latvia)  

ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 1 วัน  ยายเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุ

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ความเขมขนของเชื้อประมาณ 108 cfu/ml) จากอาหาร TSB ลงในหลอดแกวที่

ฆาเชื้อแลว ขนาด 20 มิลลิเมตร X 150 มิลลิเมตร ซึ่งบรรจุอาหารเหลว NBRIP-BPB ปริมาตร 5 มล. 

(ประกอบดวย glucose 10 กรัม; Ca3(PO4)2 5 กรัม; MgCl26H2O 5 กรัม; MgSO47H2O 0.25 กรัม; 

KCl 0.2 กรัม; (NH4)2SO4 0.1 กรัม และ bromophenol blue 0.025 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร; 

ปรับ pH ของอาหารใหไดประมาณ 7.0 กอนนําไปฆาเชื้อ) บมเชื้อใน Environmental-Shaker Incubator 

ES-20 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 180 รอบตอนาที  ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงและคา pH 

ในอาหาร NBRIP-BPB ที่มีและไมมีเชื้อแบคทีเรีย ทุกวันจนกระทั่งถึงวันที่ 5 ของการบมเชื้อ  ทําการ

ลองซ้ําอยางนอย 2 คร้ัง 

2.2.1.1 วัดคาการดูดกลืนแสงในอาหาร NBRIP-BPB 

ปนเหวี่ยงอาหาร NBRIP-BPB ที่ผานการเลี้ยงแบคทีเรีย และกรรมวิธีควบคุมในเครื่องปน

เหวี่ยง (SORVALL Biofuge Stratos, Kendro Laboratory Products, Germany) ความเร็ว 10,000g 

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  ดูดสารละลายดานบนปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสใน cuvette 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงในเครื่อง UV-spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร  หากสี bromophenol blue ในอาหารเหลวจางลงจะเปนตัวบงชี้ถึงการยอยสลายฟอสเฟตที่
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เกิดจากการกระทําของเชื้อแบคทีเรียซ่ึงปลดปลอยกรดอินทรียออกมา กรดอินทรียดังกลาวจะเปลี่ยนสี 

bromophenol blue ใหจางลง วัดอยางนอย 3 ซ้ําตอกรรมวิธี 

2.2.1.2 วัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในอาหาร NBRIP-BPB 

 นําหลอดแกวที่บรรจุอาหารเหลว NBRIP-BPB ซึ่งเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุ และ

กรรมวิธีควบคุมที่ไมมีเชื้อแบคทีเรีย ของแตละวันมาเขยาใหเขากันโดยใช vortex mixture (Genie2®, 

USA) ปนเหวี่ยงเซลลแขวนลอยแบคทีเรียดวยความเร็ว 10,000g อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 

นาที วัดคาความเปนกรด-ดางของสวนน้ําใสที่อยูดานบนดวยเครื่อง Sartorius Docu-pHMeter 

(Göettingen, Germany) วัด 3 ซ้ําของแตละกรรมวิธี 

ผลการศึกษา 

 จากผลการทดลองพบวาภายหลังการเลี้ยงเชื้อเบคทีเรียทั้งสามสายพันธุในอาหารเหลว NBRIP-

BPB พบวาสีของอาหารที่เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุจางลงอยางตอเนื่องภายหลังการเลี้ยงเชื้อ 

โดยในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อน้ันเม่ือนําอาหารไปปนเหวี่ยงและวัดคาการดูดกลืนแสงในกรรมวิธีที่ใส

เชื้อสายพันธุ RS83  เชื้อสายพันธุ RS87 และเชื้อสายพันธุ RS91 พบวาลดลงประมาณ 0.154  0.121 

และ 0.219 ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับคาการดูดกลืนแสงในอาหารกรรมวิธีควบคุมที่ไมใสเชื้อ อีกทั้ง

คาการดูดกลืนแสงของอาหารในกรรมวิธีควบคุมลดลงเพียงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับวันแรกกอนการ

บมเชื้อ (ตารางที่ 10 และ รูปที่ 60 รูปซายมือ)  

สําหรับคา pH ในอาหารเหลว NBRIP-BPB ที่ใสเชื้อสายพันธุ RS83  สายพันธุ RS87 และสาย

พันธุ RS91 นั้นพบวามีคา pH ลดลงเหลือ 3.27  4.39  และ 4.67 ตามลําดับภายหลังการเลี้ยงเชื้อใน

อาหารนาน 5 วัน สวนคา pH ในหลอดของกรรมวิธีควบคุมที่ไมใสเชื้อแบคทีเรียมีคา pH =6.47  (ตาราง

ที่ 10) ซึ่งในสภาพความเปนกรดมากขึ้นน้ีเปนตัวชี้วัดไดวาเชื้อแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุมีศักยภาพใน

ผลิตกรดอินทรียมายอยสลายฟอสเฟตได โดยสังเกตเห็นการยอยสลายบางสวนของฟอสเฟตที่ไมละลาย

น้ํา (Ca3(PO4)2 อยูบริเวณกนหลอดที่เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย (รูปที่ 60; รูปขวามือ) 
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ตารางท่ี 10  คาการดูดกลืนแสงและ pH ของอาหารเหลว National Botanical Research Institute’s phosphate 

growth medium ท่ีมีสวนผสมของ bromophenol blue (NBRI-BPB) ภายหลังการเล้ียงเชื้อ E. asburiae สายพันธุ 

RS83  เชื้อ B. cereus สายพันธุ RS87 และเชื้อ B. megaterium สายพันธุ RS91 นาน 5 วัน 

 

กรรมวิธี คาการดูดกลืนแสงท่ี 600 nm คา pH 

กรรมวิธีควบคุมท่ีไมใสเชื้อ 0.863 6.47 

กรรมวิธีท่ีใสเชื้อสายพันธุ RS83 0.713 3.27 

กรรมวิธีท่ีใสเชื้อสายพันธุ RS87 0.746 4.39 

กรรมวิธีท่ีใสเชื้อสายพันธุ RS91 0.648 4.67 
 

yคาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ยของการทดลอง 2 คร้ังโดยท่ีแตละคร้ังมีการทดสอบ 3 ซํ้าตอกรรมวิธี 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 60 สีของอาหารเหลว NBRI-BPB ท่ีเปล่ียนไปภายหลังการเลี้ยงเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83  เชื้อ B. 

cereus สายพันธุ RS87 และเชื้อ B. megaterium สายพันธุ RS91 นาน 5 วัน (รูปซาย) และการยอยสลายของ

ฟอสเฟตบริเวณกนหลอดท่ีเล้ียงเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 เปรียบเทียบกับอาหารในหลอดกรรมวิธีควบคุมท่ีไม

ใสเชื้อ (รูปขวา) 

 

 

 

control RS83 
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2.2.2  วิเคราะหชนิดของกรดอินทรียที่ยอยสลายฟอสเฟตดวยเครื่อง HPLC 

เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83 ในอาหารเหลว Luria broth (LB; Becton and Dickinson Company, 

USA) ที่บรรจุในขวดแกวรูปชมพูปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 

200 รอบตอนาที นาน 24 ชั่วโมง  ลางเซลลแบคทีเรียดวย 10mM potassium phosphate buffer (pH 

7.5) อยางนอยสองครั้ง และทําเปนเซลลแขวนลอยแบคทีเรียอีกคร้ังโดยเติมบัฟเฟอรชนิดเดิมลงไป

เพ่ือใหไดความเขมขนของเชื้อเทากับความเขมขนที่เลี้ยงไวในอาหารเหลว LB  ปเปตเซลลแขวนลอย

แบคทีเรียปริมาตร 5 มิลลิลิตรเลี้ยงในอาหารเหลว GSM (ประกอบดวย glucose 10 กรัม/ลิตร; 

(NH4)2SO4 2 กรัม/ลิตร; MgCl26H2O 0.3 กรัม/ลิตร; MnCl24H2O 1 มิลลิกรัม/ลิตร; FeSO47H2O 6 

มิลลิกรัม/ลิตร; NaMoO4 6 มิลลิกรัม/ลิตร; Thiamine 20 ไมโครลิตร/ลิตร และ Tricalcium phosphate 

20 มิลลิกรัม/ลิตร; ดัดแปลงจาก Safura et al., 1995 Journal of Biotecnology V.84, 155-161) 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อในตูบมเชื้อ อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที นาน 24 ชั่วโมง  ปนเหวี่ยงเซลลแขวนลอยแบคทีเรียใน

เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็ว 10,000g อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน10 นาที  กรองสวนน้ําใสผาน 

minisart syringe filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร (Sartorius Biotech, GmbH, Goettingen, Geramany) 

กอนนําไปวิเคราะหชนิดของกรดอินทรียดวยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC; Shimadzu CLASS-VP, model V6.14 SP1, Japan) โดยฉีดสวนที่กรองแลวปริมาตร 30 

ไมโครลิตรผานเฟสอยูกับที่ชนิด VertiSepTM IRS C18 HPLC column (3.9x300 มิลลิเมตร, ขนาด

อนุภาค 10 ไมโครเมตร; Vertical Chromatography Co., Ltd, Thailand) วิเคราะหชนิดของกรดอินทรีย

ดวย UV detector ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร  เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ที่ใชสําหรับชะหรือ

แยกตัวอยางผานเฟสอยูกับที่ (column) คือสารละลายที่ประกอบดวย 50mM sodium phosphate และ 

5mM tetra-butyl-ammonium hydrogen sulfate (pH 6.5)  รวมกับ 5% acetonitrite ใชอัตราการไหล 

0.25 มิลลิลิตร/นาที นาน 50 นาที (ดัดแปลงจากกรรมวิธีของ Song และคณะ; Brazilian Journal of 

Microbiology, 2008) ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 2 คร้ัง 
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ใชกรดอินทรียชนิด gluconic acid (50% solution in water; Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) ความเขมขน 1,240mg/1mL ปริมาตร 30 ไมโครลิตร หรือ 37.2 มิลลิกรัม เปนสารมาตรฐาน

เพ่ือใชเปรียบเทียบกับสารที่เชื้อสายพันธุ RS83 ปลดปลอยออกมายังอาหาร GSM  

ผลการศึกษา 

 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานกรดอินทรียชนิด gluconic acid ที่ฉีดเขาไปยัง column ปรากฏ 

peak ที่เดนขึ้นมาเพียง peak เดียว ตรงตําแหนง retention time ประมาณ 13.502 นาที โดยมีพ้ืนที่ใต

กราฟประมาณ 2,130,411 คิดเปน 55% ของพื้นที่ใตกราฟทั้งหมด ซึ่งสอดคลองกับสารมาตรฐานที่ใชที่

มี 50% gluconic acid in water สวนโครมาโตแกรมของอาหารที่กรองแลวซึ่งผานการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย

สายพันธุ RS83 ปรากฏหลาย peaks แตมี peak ที่เดนและสูงที่สุดตรงตําแหนง retention time 

ประมาณ 13.501 นาที โดยที่มีพ้ืนที่ใตกราฟ 479,125 คิดเปน 46% ของพื้นที่ใตกราฟทั้งหมด อีกทั้ง

เปนตําแหนงเดียวกันกับสารมาตรฐาน gluconic acid (รูปที่ 61) เม่ือคํานวณปริมาณของสาร gluconic 

acid ของสารสกัดหยาบเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานท่ีทราบความเขมขนแลว พบวาเชื้อสายพันธุ 

RS83 ปลดปลอยสาร gluconic acid ปริมาณ 278.87 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาเชื้อสายพันธุ RS83 สามารถผลิตกรดอินทรียชนิด gluconic 

acid และกรดอินทรียดังกลาวนาจะมีความเก่ียวของกับการยอยสลายฟอสเฟตที่ตรึงอยูในดินใหอยูในรูป

ที่พืชสามารถเอาไปใชประโยชนตอการเจริญเติบโตได 
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รูปท่ี 61 การวิเคราะห HPLC ของ gluconic acid ท่ีปลดปลอยออกมาจากเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 a) โครมา

โตแกรมของสารมาตรฐาน 50% gluconic acid in water ;Merck, Germany  b) โครมาโตแกรมอาหารที่ผานการเล้ียง

เชื้อสายพันธุ RS83 

 

2.3  ศึกษาความสามารถของเชื้อสายพันธุ RS83 ในการผลิตกรดจิบเบอเรลลิก 

ใช Gas-Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS) ตรวจสอบฮอรโมนจิบเบอเรลลิน

ชนิด GA3  ที่อาจปลดปลอยออกมาจากเชื้อสายพันธุ RS83  ซึ่งในชวงแรกทํากราฟมาตรฐาน 

(Calibration curve) ของ GA3  โดยชั่งสาร GA3 บริสุทธิ์จํานวน  5  10 และ 15 นาโนกรัม จากน้ันทํา

อนุพันธุ GA3 โดยละลายใน pyridine ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ N,O -Bis(trimethylsilyl) 

trifluoroacetamide (BSTFA) ที่มีสวนผสมของ 1% Trimethylchlorosilane (TMCS) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร บมใน water bath อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลานาน 30 นาที  กอนทําการวิเคราะห

สาร GA3 ดวยเครื่อง GC-MS  (รูปที่ 62) ตามขั้นตอนของ Zuo และคณะ (J. Agric. Food Chem. 

2002, 50, pp.3789-3794) ทําการทดสอบ 3 ซ้ําตอความเขมขนของสารบริสุทธิ์ GA3  

  

a 

b 
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รูปท่ี 62  การบมสาร GA3 บริสุทธิ์ท่ีทําปฏิกิริยากับ pyridine และ BSTFA ท่ีมีสวนผสมของ 1% TMCS ใน water 

bath ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที (รูปซาย) กอนนําไปวิเคราะหสารในเครื่อง GC-MS (รูปขวา) 

 

เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83 และเชื้อสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชจํานวน 4 ชนิด คือเชื้อ 

Bacillus mycoides สายพันธุ RS8  เชื้อ B. cereus สายพันธุ RS87 และเชื้อ B. megaterium สายพันธุ 

RS91 (กัญชลี และศักด์ิชัย 2551, รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ สกว. ฝายเกษตร) ในอาหารเหลว GY 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่บรรจุในขวดแกวรูปชมพู บมเชื้อใน Environmental-Shaker Incubator ES-20  

ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง ตามกรรมวิธีของ Joo และคณะ 

(Biotechnology Letters 2004, 26: pp. 487–491) ปนเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลลของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ

ตางๆ ออกจากอาหารเหลวโดยใชเคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็ว 12,000g นาน 10 นาที  ปรับความเปนกรด-

ดางของสวนน้ําใสโดยใช 10N HCl ใหไดคา pH=2.50 กอนนําไปสกัดแยก GA3 โดยใชบิวทานอล

ปริมาตร 100 มิลลิลิตรสกัดสาร GA3 ออกมาจากอาหารเหลว 3 คร้ัง นําสวนบิวทานอลมาทําการกลั่น

ระเหยโดยใชเคร่ืองกลั่นสารระเหยแบบหมุน (Rotary Evaporator) รุน R210 ยี่หอ Buchi ประเทศ

เยอรมันนี เก็บสารที่สกัดไดใสในขวดแกว vial สีชา เปาใหสารสกัดแหงโดยใชไอไนโตรเจนเหลวเพื่อให

น้ําระเหยออกไปจากสารที่สกัดได กอนทําอนุพันธกับสาร pyridine และ BSTFA+1%TMCS  ตาม

กรรมวิธีที่กลาวไวขางตน แลววิเคราะหหาสาร GA3 ดวยเครื่อง GC-MS ตอไป  สําหรับกรรมวิธีควบคุม

ที่ใชเปรียบเทียบนั้นทําโดยเติมสารบริสุทธิ์ GA3 จํานวน 20 นาโนกรัมลงในอาหารเหลว GY ที่
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ปราศจากเชื้อแบคทีเรียแลวดําเนินการสกัด GA3 ออกจากอาหารเหลว GY เชนเดียวกันกับอาหารที่

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ทําการทดลอง 2 ซ้ําตอเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุเพ่ือดูศักยภาพของเช้ือในการ

สรางกรดจิบเบอเรลลิก   

ผลการศึกษา 

การเกิดอนุพันธของ GA3 ภายหลังการเติมสาร pyridine และ BSTFA+1%TMCS เกิดขึ้นโดยที่ 

pyridine จะชวยคลายโครงสรางของ GA3 ทําใหกลุม hydroxyl คลายตัวออกมาเพ่ือที่กลุมของ Si ของ

สาร BSTFA สามารถเขาไปแทนที่ (รูปที่ 63) และทําใหสาร GA3 มี Boiling point ลดลง ซึ่งจะเปน

ประโยชนตอการนําสารไปวิเคราะหที่เคร่ือง GC-MS  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 63 แสดงการเกิดอนุพันธุของสาร GA3 ภายหลังทําปฏิกิริยากับสาร pyridine และ BSTFA+1%TMCS 

 

ผลการสรางกราฟมาตรฐานพบวาความเขมขนของสารบริสุทธิ์ GA3 แปรผันตรงกับ peak area 

และ peak height ที่ตรวจวิเคราะหไดดวยเครื่อง GC-MS โดยแสดงคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธคือ 

0.9854 และ 0.974 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 64 และ 65 แสดงใหเห็นวาอนุพันธของสารบริสุทธิ์ GA3 

หลังทําปฏิกิริยากับสาร BSTFA+1%TMCS สามารถยืนยันวิธีการวิเคราะห GA3 ดวย GC-MS ได 
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C19H22O6 
Exact Mass:346.14 

Mol. Wt.:346.37 

C28H46O6Si3 
Exact Mass:562.26 

Mol. Wt:562.92 



94 
 

 

 
รูปท่ี 64 แสดง peak area ของสารบริสุทธิ์ GA3 ท่ีความเขมขนตางๆ ภายหลังการวิเคราะหดวยเคร่ือง GC-MS 

 

 

รูปท่ี 65 แสดง peak height ของสารบริสุทธิ์ GA3 ท่ีความเขมขนตางๆ ภายหลังการวิเคราะหดวยเคร่ือง GC-MS 

 

ผลการวิเคราะหสารบริสุทธิ์ GA3 ดวยเครื่อง GC-MS พบวาตําแหนง retention time ของสาร

อยูที่24.78 นาที (รูปที่ 66) ซึ่งเปนตําแหนงที่ใกลเคียงกันกับสารบริสุทธที่ทําในกราฟมาตรฐาน จึง

ชี้ใหเห็นวาสารบิวทานอลสามารถสกัด GA3 ออกมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อได 
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รูปท่ี 66  โครมาโตแกรมแสดงการปรากฏของ GA3 ท่ีสกัดออกมาจากอาหารเหลว GY ซึ่งมีสวนผสมของสารบริสุทธิ์ 

GA3 ปริมาณ 20 นาโนกรัมในตําแหนง retention time ประมาณ 24.78 นาที ภายหลังการวิเคราะหดวย GC-MS 

 

 ภายหลังเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้งสี่สายพันธุคือ RS8  RS83  RS87 และ RS91 ในอาหารเหลว 

GY เปนเวลานาน 72 ชั่วโมง พบวา pH ของอาหารเหลวเปลี่ยนเปนดางออนประมาณ 8.88  8.49  8.66 

และ 8.53 ตามลําดับ  แสดงวาแบคทีเรียทั้งสี่สายพันธุปลดปลอยสารท่ีมีองคประกอบของเอมีน (-NH2) 

ออกมาทําให pH สูงขึ้น เม่ือปรับ pH ของอาหารเหลวลดลงเหลือ 2.5 พบวาอาหารเหลวที่เลี้ยงเชื้อสาย

พันธุ RS8  RS87 และ RS91 มีลักษณะขุน โดยที่อาหารเหลวท่ีเลี้ยงเชื้อ RS87 มีความขุนของอาหาร

มากที่สุด ในขณะที่อาหารเหลวที่เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83 ยังมีลักษณะใส (รูปที่ 67)  
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รูปท่ี 67  ลักษณะความขุน-ใสของอาหารเหลว GY ท่ีเล้ียงเชื้อแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ภายหลังการปรับ pH ใหเหลือ 

2.5 ดวย 10N HCl  

 

 ภายหลังการกลั่นระเหยดวยเครื่องกลั่นสารระเหยแบบหมุน และปลอยใหสารสกัดหยาบแหงติด

กนขวด vial แลวพบวาสารสกัดหยาบท่ีสกัดออกมาจากอาหารเหลวที่ผานการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสาย

พันธุ RS8  RS87  และ RS91 มีสีน้ําตาลเขม ในขณะที่สารสกัดหยาบที่สกัดออกมาจากอาหารที่ผาน

การเลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83 มีสีน้ําตาลออน (รูปที่ 68)  สารสกัดหยาบภายหลังการสกัดอาหารเหลว 

GY ที่ผานการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS8  สายพันธุ RS83  สายพันธุ RS87 และ สายพันธุ RS91 เม่ือ

ปลอยใหแหงสนิทแลวมีน้ําหนัก 165.2 มิลลิกรัม  118.1 มิลลิกรัม  108.4 มิลลิกรัม และ 115.2 มิลลิกรัม 

ตามลําดับ  
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รูปท่ี 68 สีของสารสกัดหยาบแหงท่ีสกัดจากอาหาร GY ซึ่งผานการเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย 4 สายพันธุคือ a) เชื้อ B. 

mycoides สายพันธุ RS8 b) เชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 c) เชื้อ Bacillus cereus สายพันธุ RS87 

และ d) เชื้อ Bacillus megaterium สายพันธุ RS91 

 

 เม่ือวิเคราะหสารดวย GC-MS พบวาโครมาโตแกรมของสารสกัดหยาบท่ีผานการเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียทั้งสี่สายพันธุมีลักษณะแตกตางกัน ดังแสดงในรูปที่ 69  นําโครมาโตแกรมของสารสกัดหยาบ

ที่ผานการที่ผานการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้งสี่สายพันธุมาเปรียบเทียบกับโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน 

GA3 จะสังเกตเห็นวาสารสกัดหยาบที่ผานการเลี้ยงเชื้อทั้งสี่สายพันธุมี peak จํานวนมากที่อาจกลาวได

วาแบคทีเรียแตละชนิดอาจปลดปลอยสารหลายชนิดออกมาชวงระยะเวลาของการเลี้ยงเชื้อในอาหาร

เหลว GY ทําใหยากตอการพิจารณา peak ของสารสกัดหยาบตรงตําแหนง retention time ของสาร

มาตรฐาน GA3 (รูปที่ 70)  แตเม่ือปรับ baseline และขยายการเปรียบเทียบโครมาโตแกรมของสารสกัด

หยาบ และสารมาตรฐาน GA3 กลับพบวาสารสกัดที่แยกไดจากอาหารเหลวที่ผานการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ 

RS83 มี peak ที่เกิดขึ้นตรงตําแหนง retention time ของสาร GA3 มาตรฐานเทาน้ัน สวนโครมาโต   

แกรมของเชื้ออ่ืนๆ ปรากฏ peak ใกลกับ retention time ของสารมาตรฐาน GA3 ซึ่งอาจเปนสารชนิด

อ่ืนที่มีโครงสรางหรือองคประกอบคลายหรือใกลเคียงกับ GA3 ดังแสดงในรูปที่ 71  เม่ือวิเคราะหปริมาณ

สารสกัดหยาบที่ผานการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83 เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน GA3 ความเขมขน 10  

 

a b 

c d 
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20  และ 30 นาโนกรัมน้ันพบวาเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 สามารถผลิต GA3 ไดประมาณ 20 

นาโนกรัม (รูปที่ 72) 
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รูปท่ี 69 โครมาโตแกรมของสารสกัดหยาบที่สกัดจากอาหารเหลว GY ซึ่งผานการเล้ียงเชื้อ Bacillus mycoides สาย

พันธุ RS8  เชื้อ Enterobacter asburia สายพันธุ RS83  เชื้อ Bacillus cereus สายพันธุ RS87 และ เชื้อ Bacillus 

megaterium สายพันธุ RS91 
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รูปท่ี 70 เปรียบเทียบโครมาโตแกรมของสารมาตาฐาน GA3 (20 นาโนกรัม) และสารสกัดหยาบท่ีสกัดออกมาจาก

อาหารเหลว GY ซึ่งผานการเล้ียงเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RS8  RS83  RS87 และ RS91  

 

 
รูปท่ี 71  รูปขยายการเปรียบเทียบโครมาโตแกรมตรงตําแหนง retention time ของสารบริสุทธิ์ GA3 ภายหลังการปรับ 

baseline ระหวางสารมาตรฐาน GA3 และสารสกัดจากอาหารเหลว GY ซึ่งผานการเล้ียงเชื้อท้ังส่ีสายพันธุ 
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รูปท่ี 72  เปรียบเทียบปริมาณ GA3 ของสารสกัดหยาบที่ผานการเล้ียงเชื้อสายพันธุ RS83 ซึ่งปรากฏ peak ตรง

ตําแหนง retention time 24.78 นาทีเชนเดียวกับสารมาตรฐาน GA3 ความเขมขนระดับตางๆ  

 

2.4  ศึกษาความสามารถของเชื้อสายพันธุ RS83 ในการผลิตสารอินทรียระเหย (volatile organic 

compound) 

2.4.1 ทดสอบ in vitro bioassay system ภายใตหองปฏิบัติการ  

พืชทดสอบคือผักกาดหอม (Lactuca sativa L.) สายพันธุเพชรงาม (บริษัทเจียไต จํากัด) จัดอยู

ในวงศ Asteraceae หรือ Compositae อาหารที่ใชเลี้ยงตนพืช และเชื้อแบคทีเรียคือ 50% Murashige 

and Skoog, modified Basal Medium with GAMBORG vitamins (PhytoTechnology Laboratories®, 

KS, USA) หรือ 50%MS  ขอดีของการใชอาหาร 50%MS เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียคือ เชื้อจํากัดการ

เจริญเติบโตเฉพาะบริเวณที่หยดเชื้อลงบนอาหาร ไมเจริญเติบโตแผขยายเปนรัศมีกวางเหมือนอาหาร 

rich media อาหารแข็ง 50% MS (ประกอบดวย 2.2 กรัม MS, 15 กรัม sucrose และ วุน 12 กรัม ตอ

ปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH=5.7 กอนฆาเชื้อ)  

รูปแบบการทดลองคือ Completely Randomized Design การทดลองประกอบดวย 4 กรรมวิธี

คือ กรรมวิธีควบคุมที่ปราศจากการใสเชื้อแบคทีเรีย  กรรมวิธีที่ใสเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ 

Comparison of various GA3 concentrations with  
crude extracted from strain RS83
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RS83  กรรมวิธีที่ใสเชื้อแบคทีเรีย Bacillus cereus สายพันธุ RS87 และกรรมวิธีที่ใสเชื้อแบคทีเรีย 

Bacillus megaterium สายพันธุ RS91 แตละกรรมวิธีมี 3 ซ้ํา โดยที่ซ้ําของการทดลองคือจานอาหาร

เลี้ยงเชื้อ (90X15 มิลลิเมตร มีผนังก้ันตรงกลาง หรือ I-plates; Hycon Plastic, China) ดานหน่ึงบรรจุ

อาหารแข็ง 50% MS ที่ใชเลี้ยงพืชทดสอบ อีกดานหน่ึงบรรจุอาหารแข็ง 50% MS ที่วางแผน disc เสน

ผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร แลวหยดเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย สําหรับกรรมวิธีควบคุมน้ันมีเพียงอาหาร 

50%MS เทาน้ัน  ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 2 คร้ัง 

แชเมล็ดผักกาดหอมในสารละลาย 1%NaOCl นาน 20 นาที ลางเมล็ดพืชดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อ

แลว 3 คร้ัง วางเมล็ดบนกระดาษกรองที่ฆาเชื้อแลวที่อยูในจานอาหารเปลา บมเมล็ดในที่มืดนาน 3 คืน 

จากนั้นยายตนกลาผักกาดหอมมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 50%MS ที่บรรจุในจานอาหาร I plate ดานหน่ึง 

โดยวางตนพืชจํานวน 9 ตนตอจานอาหาร วางแผน disc ที่ฆาเชื้อแลว (Schleicher & Schuell, 

Einbeck, Germany) ลงบนผิวอาหารแข็ง 50%MS อีกดานหนึ่งของจานอาหารที่อยูตรงกันขามกับตน

พืช หยดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียสายพันธุ RS83  RS87 หรือ RS91 (ความเขมขน 108 เซลล/

มิลลิลิตร) ที่ผานการเลี้ยงในอาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB; BD, MD, USA) นาน 24 ชั่วโมง 

ปริมาตร 30 ไมโครลิตรตอแผน disc  สวนกรรมวิธีควบคุมเปนเพียงอาหาร 50%MS อีกดานหนึ่งของ

จานอาหาร I-plate พันขอบจานอาหารดวยพาราฟลมสองชั้น วางจานอาหารบนชั้นเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 

ตั้งระบบการใหแสงฟลูออเรสเซนส ขนาด 18W กับพืชนาน 14 ชั่วโมงและไมใหแสงกับพืชนาน 10 

ชั่วโมงตอวัน ความชื้นสัมพัทธ 50-60% ที่อุณหภูมิ 251 องศาเซลเซียส  สังเกตการเจริญเติบโตของ

พืชทุกวัน บันทึกความกวางใบเลี้ยงคูทุกตนของแตละกรรมวิธีหลังการเลี้ยงตนกลาในอาหาร 50% MS 

รวมกับเชื้อนาน 5 วัน  เมื่อเลี้ยงตนพืชในอาหารแข็งรวมกับแบคทีเรียนาน 10 วันดึงตนพืชผักกาดหอม

แตละตนจากแตละกรรมวิธีอยางระมัดระวังออกมาจากอาหารแข็ง 50% MS  ลางวุนที่ติดบริเวณรากพืช

โดยนํ้าสะอาด บันทึกความสูงของตนพืช  ความยาวราก และจํานวนรากแขนงของแตละตนในแตละ

กรรมวิธี นําขอมูลที่ไดไปวิเคราะหคาทางสถิติโดยใชการวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of 



103 
 

variance) จากน้ันเปรียบเทียบความแตกตางของแตละกรรมวิธี (follow-up test) ดวย least significant 

difference (LSD) ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95%  

ผลการศึกษา 

 เชื้อแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุปรากฏโคโลนีใสเปนรัศมีลอมรอบแผน disc ประมาณ 2 

มิลลิเมตรภายหลังหยดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียแตละสายพันธุบนแผน disc นาน 24 ชั่วโมง  อยางไรก็

ตามเม่ือเวลาผานไปเช้ือทุกสายพันธุไมมีการเจริญเติบโตแผขยายเปนรัศมีกวางออกไปจากเดิม หากแต

ปรากฏเพียงความขุนของโคโลนีเพ่ิมขึ้นเล็กนอย (รูปที่ 73)  เม่ือสังเกตการเจริญเติบโตของผักกาดหอม

ของแตละกรรมวิธีภายหลังการยายตนพืชมาเลี้ยงรวมกับเชื้อแบคทีเรียในจานอาหารเดียวกันนาน 5 วัน 

พบวาใบเลี้ยงคูของผักกาดหอมในกรรมวิธีที่เลี้ยงรวมกับเชื้อแบคทีเรียทุกสายพันธุมีขนาดความกวาง

เฉลี่ยมากกวาอยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับขนาดใบเลี้ยงคูของตนพืชในกรรมวิธี

ควบคุม ซึ่งใบเลี้ยงคูในกรรมวิธีที่ใสเชื้อสายพันธุ RS83 ฝงตรงกันขามของตนพืชมีขนาดความกวาง

เฉลี่ยมากที่สุด รองลงไปคือกรรมวิธีที่ใสเชื้อสายพันธุ RS87  และสายพันธุ RS91 ตามลําดับ (รูปที่ 74 

และตารางที่ 11)  

 

 

 

 

รูปท่ี 73 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแตละสายพันธุท่ีเจริญบนอาหาร 50%MS ปรากฏลอมรอบแผน disc ภายหลังการเล้ียง

เชื้อรวมกับตนผักกาดหอมนาน 5 วัน 
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รูปท่ี 74 ผลของสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อ Entertobacter asburiae สายพันธุ RS83 เริ่มมีผลตอ

การสงเสริมการเจริญเติบโตของผักกาดหอมภายหลังการเล้ียงเชื้อรวมกับพืชในจานเดียวกันนาน 5 วัน 

 

ตารางท่ี 11  สารอินทรียระเหยซึ่งปลดปลอยออกมาจากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุตางๆ มีผลตอขนาดความกวางใบเล้ียง

คูของตนกลาผักกาดหอมภายหลังเล้ียงเชื้อรวมกับตนพืชในจานอาหารเดียวกันนาน 5 วัน 

 

 

 

 

 

 

 
xเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทําการทดลองสองคร้ัง โดยวัดความกวางของใบเลี้ยงคูตรงก่ึงกลางใบของพืชทุกตนในแตละกรรมวิธี ซ่ึงแตละ

กรรมวิธีมี 3 ซํ้า 
wตัวเลขที่มีตัวอักษรตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ P0.05 โดยใชการทดสอบ least significant difference (LSD) 

 

ภายหลังการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียรวมกับตนพืชนาน 10 วัน พบวาตนผักกาดหอมทุกกรรมวิธี

ปรากฏใบจริงจํานวน 2 ใบ  ซึ่งโดยทั่วไปพบวาตนผักกาดหอมในกรรมวิธีที่เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียฝงตรงกัน

กรรมวิธี คาเฉลี่ยความกวางของใบเลี้ยงคู 
(มิลลิเมตร)x 

กรรมวิธีควบคุม 4.07cw 

Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 5.14a 

Bacillus cereus สายพันธุ RS87 4.74b 

Bacillus megaterium สายพันธุ RS91 4.44b 

LSD0.05   0.32 

control RS83 
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ขามกับตนพืชมีการเจริญเติบโตที่ดีกวา สังเกตจากการเจริญของตนพืชที่แออัดกันในจานอาหาร (รูปที่ 

75) เม่ือดึงรากพืชแตละตนของทุกกรรมวิธีออกมาจากอาหาร 50%MS เพ่ือวัดความยาวราก ความสูง

ของตนพืช และจํานวนรากแขนงที่แตกออกมาจากรากแรก พบวาโดยทั่วไปเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ 

RS83 ปลดปลอยสารอินทรียระเหยกระตุนพืชใหมีความยาวของราก ความสูงของตนพืช และจํานวน

รากแขนงมากที่สุด รองลงมาคือกรรมวิธีที่เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS91 กรรมวิธีที่เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS87 

และกรรมวิธีควบคุมตามลําดับ  เม่ือพิจารณาความแตกตางทางสถิติพบวาเชื้อแบคทีเรียทุกสายพันธุ

สงเสริมพืชมีความยาวราก และความสูงของตนพืชแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบ

กับตนพืชในกรรมวิธีควบคุม แตมีเพียงเช้ือสายพันธุ RS83 เทาน้ันที่สงเสริมใหพืชปรากฏจํานวนราก

แขนงมากกวาอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกรรมควบคุม (ตารางที่ 12 และรูปที่ 76)  
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ตารางท่ี 12 ผลของสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ท่ีมีตอการเจริญเติบโตของ

ผักกาดหอมภายหลังการเล้ียงเชื้อบนอาหาร 50%MS รวมกับตนพืชนาน 10 วัน 

 
กรรมวิธี 

ความยาวเฉลี่ย 
ของราก 

(เซนติเมตร)u 

ความสูงเฉลี่ย 
ของตนพืช 

(เซนติเมตร)v 

จํานวนราก
แขนงเฉลี่ยตอ

ตนw 
กรรมวิธีควบคุม 2.95cx 3.33c 4.59b 

Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 3.88a 4.67a 7.11a 

Bacillus cereus สายพันธุ RS87 3.35b 4.20b 5.33b 

Bacillus megaterium สายพันธุ RS91 3.52ab 4.57a 5.51b 

LSD0.05 0.38 0.33 1.10 
uเปนคาเฉลี่ยจากการทดลองสองคร้ัง แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า โดยท่ีแตละซํ้ามี 9 ตน ความยาวรากวัดจากโคนตนพืชแตละตนลงมาปลายสุด
ของรากแรก  
vเปนคาเฉลี่ยจากการทดลองสองคร้ัง แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า โดยท่ีแตละซํ้ามี 9 ตน ความสูงของลําตนวัดจากโคนตนพืชแตละตนข้ึนไปยัง
ปลายสุดของใบจริงแรก 
wเปนคาเฉลี่ยจากการทดลองสองคร้ัง แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า โดยท่ีแตละซํ้ามี 9 ตน นับจํานวนรากแขนงที่แตกออกจากรากแรกของแตละ
ตน 
xตัวเลขที่มีตัวอักษรตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ P0.05 โดยใชการทดสอบ least significant difference (LSD) 

  

รูปท่ี 75  การเจริญเติบโตของตนผักกาดหอมในแตละ
กรรมวิธีภายหลังการเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย E. asburiae 
สายพันธุ RS83  เชื้อแบคทีเรีย B. cereus สายพันธุ 
RS87 และเชื้อ B. megaterium สายพันธุ RS91 บน
อาหารแข็ง 50% MS (จานอาหารดานขวา) รวมกับตน
พืชนาน 10 วันเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (จาน
อาหารดานซาย) 
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รูปท่ี 76 ลักษณะของผักกาดหอมในกรรมวิธีท่ีเล้ียงเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 บนอาหาร 50% MS รวมกับตน

พืชนาน 10 วัน (ขวา) เปรียบเทียบกับพืชในกรรมวิธีควบคุม (ซาย) 

 

2.4.2  วิเคราะหสารระเหยอินทรียดวยเครื่อง Gas Chromatography (GC) 

2.4.2.1 การเลี้ยงเชื้อและการสกัดสารอินทรียระเหย 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens สายพันธุ IN937a เปนเชื้อที่เคยมีรายงานวา

ปลดปลอยสารอินทรียระเหยสองชนิดคือ 3-hydroxy-2-butanone และ 2,3-butanediol ที่มีผลตอการ

สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช Arabidopsis sp. (Ryu et al.,2003, PNAS 100(8): 4927-4932) เชื้อ

แบคทีเรียทดสอบในครั้งน้ีคือ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 และ Bacillus cereus สายพันธุ 

RS87 บนอาหารแข็ง Tryptic soy agar (TSA; Becton, Dickinson and Company, USA) บมเชื้อที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ใชหวงพลาสติกที่ฆาเชื้อแลวขูดโคโลนีของเชื้อแตละสาย

พันธุประมาณครึ่งหวงลงในแตละหลอดปนเหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่ฆาเชื้อแลวซ่ึงบรรจุน้ํากลั่นที่ฆา

เชื้อแลวปริมาตร 1 มิลลิลิตร คนใหแบคทีเรียกระจายสมํ่าเสมอโดยใช vortex mixture (Genie 2, Fisher 

Scientific, USA) ดูดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียแตละสายพันธุปริมาตร 100 ไมโครลิตรหยดลงบนผิว

อาหารแข็ง TSA ที่บรรจุในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ เกลี่ยใหทั่วผิวอาหาร จากน้ันยายจานอาหารของ

 



108 
 

แบคทีเรียแตละสายพันธุใสลงในโถแกว (pyrex quality) ดานลางที่อบฆาเชื้อแลว (อุณหภูมิ 500 องศา

เซลเซียส นาน 30 นาที) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 15 เซนติเมตร สูง 5 เซนติเมตร  นําฝาจานอาหาร

ออก ครอบฝาโถแกวดานบน (รูปที่ 77)  พันพาราฟลมรอบขอบโถแกวดานลางและดานบนรวมทั้งชอง

ปลอยลมเขา inlet และปลอยลมออก outlet ของโถแกวเพื่อใหเกิดเปนระบบปดและเกิดการสะสมสาร

ระเหยอินทรียภายในโถแกว  สําหรับกรรมวิธีควบคุมใสเพียงจานอาหารที่บรรจุอาหารแข็ง TSA ลงในโถ

แกว บมโถแกวทั้งหมดในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง (รูปที่ 78) ทําการทดลอง

เชนเดียวกับที่ไดกลาวไวขางตนอีกคร้ังแตเลี้ยงเชื้อบนอาหาร 50% MS แทน  

 นําโถแกวของแตละกรรมวิธีไปตอเขากับอุปกรณ Olfactometer system (Analytical Research 

Systems, Gainesville, FL) จากน้ันปลอยลมจากเคร่ือง Olfactometer ที่มีทอแกวบรรจุ charcoal-

filtered เพ่ือปลอยอากาศบริสุทธิ์เขาสูบริเวณ inlet ของแตละโถแกวโดยมีสําลีที่ฆาเชื้อแลวอุดตรง

บริเวณ inlet อีกคร้ัง ปลอยลมเขาสูโถแกวแตละโถในอัตราที่คงที่คือ 500 มิลลิลิตร/นาที จากน้ันลมจะ

พัดผานสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมาจากแบคทีเรียขึ้นไปจับกับ adsorbent trap ที่อยูดานบน

ของโถแกวซ่ึงบรรจุ 50 มิลลิกรัม SuperQ (Alltech Associates, Deerfield, IL, USA)  ดังแสดงในรูปที่ 

79  ปลอยลมเขาสูโถแกวอยางตอเน่ืองเปนนาน 24 ชั่วโมง จากน้ันทําการสกัดสารอินทรียระเหยจาก 

filter ที่อยูใน SuperQ adsorbent trap ของแตละกรรมวิธีโดยใช methylene chloride (Fisher, USA) 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอกรรมวิธี (รูปที่ 80) นําสารที่สกัดใสหลอดแกวขนาด 1 มิลลิลิตรและเก็บไว

ในตูแชเย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการวิเคราะหดวยเคร่ือง Gas Chromatography ตอไป 

(ดัดแปลงจาก Ngumbi et al. J Chem Ecol (2009) 35:1009–1020) 
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รูปท่ี 77 โถแกวท่ีบรรจุจานอาหารเลี้ยงเชื้อดานใน พันดวยพาราฟมลบริเวณขอบฝาดานบนและดานลาง รวมท้ัง

บริเวณ inlet และ outlet ของโถแกวเพ่ือใหเปนระบบปด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 78 บมเชื้อแบคทีเรียของแตละกรรมวิธีในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนาน 48 ชั่วโมง 

  

 

outlet

inlet
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รูปท่ี 79 แสดงการปลอยลมจากเครื่อง Olfactometer system ผาน charcoal-filtered เขาไปยังโถแกวของแตละ

กรรมวิธี โดยมี SuperQ adsorbent trap เชื่อมอยูดานบนของแตละโถแกวเพ่ือจับสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมา

จากแบคทีเรียในแตละสายพันธุ (a)  และลักษณะของ adsorbent trap ท่ีติดอยูดานบนโถแกว (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 80 การสกัดสารอินทรียระเหยออกมาจาก SuperQ adsorbent trap โดยใช methylene chloride 

50 mg SuperQ

a 

b
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2.4.2.2  การวิเคราะหสารสกัดอินทรียระเหย 

ฉีดสารสกัดอินทรียระเหยของแตละกรรมวิธีปริมาตร 20 ไมโครลิตรเขาไปในเคร่ืองวิเคราะห 

Gas Chromatography (Shimadzu GC-17A, Japan) ดังแสดงในรูปที่ 81 ประกอบดวย flame 

ionization detector (FID) และขนาดของ GC capillary column คือ Rtx-1MS, 0.25 mm I.D., 0.25μm 

film thickness (Restek, Bellefonte, PA, USA)  ปลอยแกซ helium ในอัตรา 1 มิลลิลิตรตอนาทีเพ่ือ

เปนตัวพาสารผาน capillary column ตั้งโปรแกรม GC oven ตามลําดับดังน้ี ฉีดที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสนาน 2 นาที เพ่ิมอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสทุกๆ นาที 

จนถึง 200 องศาเซลเซียสเปนเวลา 40 นาที (รูปที่ 82) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 81 เครื่อง Gas Chromatography (GC) ท่ีใชสําหรับวิเคราะหสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อ

แบคทีเรีย (a) และการฉีดสารสกัดเขาสูเครื่อง GC บริเวณตําแหนงฉีดสารท่ีอยูดานบนของเครื่อง (b) 

  

ตําแหนงฉีดสารสกัด 

a 

b
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รูปท่ี 82 ลักษณะ peak ของกรรมวิธีท่ีปรากฏบนจอภาพภายหลังการฉีดสารสกัดอินทรียระเหยผานเขาไปยังเครื่อง 

GC นาน 40 นาที 

 

ผลการทดลอง 

 จากผลการศึกษาพบวา เม่ือฉีด methylene chloride เพียงอยางเดียวเขาไปในเครื่อง GC พบวา 

peak ของสารดังกลาวปรากฏขึ้นเวลาประมาณ 1.30 นาทีภายหลังการฉีด และไมปรากกฏ peak ใดๆ 

อีกเลยตลอดระยะเวลาของการ run เคร่ือง GC  สารอินทรียระเหยในกรรมวิธีควบคุมคืออาหาร TSA 

เพียงอยางเดียวปรากฏ peak จํานวนมาก อยางไรก็ตาม จํานวน peak ของสารอินทรียระเหยใน

กรรมวิธีที่เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุซึ่งเจริญบนอาหาร TSA มีมากกวากรรมวิธีควบคุม เม่ือ

เปรียบเทียบระยะ peak ของสารอินทรียระเหย ตามเวลาตางๆ ที่ปรากฏในกรรมวิธีที่เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย

กับกรรมวิธีที่มีเพียงอาหาร TSA อยางเดียว พบวาเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RS83 สายพันธุ RS87 และ

สายพันธุ IN937a ปลดปลอยสารอินทรียระเหยที่แตกตางและไมปรากกฏในอาหาร TSA ซึ่งไมผานการ

เลี้ยงเชื้อ จํานวน 17 peaks  12 peaks และ 18 peaks ตามลําดับ (รูปที่ 83) ดังแสดงตามลูกศรท่ี

ปรากฏอยูดานบนของ peaks นอกจากน้ียังพบอีกวาเชื้อทั้งสามสายพันธุปลดปลอยสารอินทรียระเหย

เหมือนกันจํานวน 4 peaks ตรงตําแหนงที่มีสัญลักษณดาวปรากฏบนลูกศรสีแดงเม่ือเปรียบเทียบ
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ระหวางเชื้อสายพันธุ RS83 และ IN937a ซึ่งเปน positive control พบวามีจํานวน peaks ของ

สารอินทรียระเหยที่เหมือนกันถึง 7 peaks ดวยกัน 
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รูปที่ 83 แสดงโครมาโตแกรมของสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อแบคทีเรีย Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 Bacillus sp. สายพันธุ RS87 และ 
Bacillus amyloliquefaciens สายพันธุ IN937a เปรียบเทียบกับอาหาร tryptic soy agar (TSA) ที่ไมผานการเลี้ยงเชื้อ และตัวทําละลาย methylene chloride ที่ใชสกัด
สารอินทรียระเหยออกมาจาก SuperQ trap (ลูกศรสีแดงหรือเขียวแสดงตําแหนง peak ของสารอินทรียระเหยที่ปรากฏเฉพาะกรรมวิธีที่เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย; ดาวที่ปรากฏ
เหนือตําแหนงลูกศรสแีดงแสดงถึงตําแหนง peak ของสารอินทรียระเหยที่ปรากฏทั้งแบคทีเรยีสามสายพันธุ) 

600.0 s 1200.0 s 1800.0 s 2400.0 s

 2 mV

 -2 mV

 4 mV

 -4 mV

Sig5-2
Sig5-D

600.0 s 1200.0 s 1800.0 s 2400.0 s

 2 mV

 -2 mV

 4 mV

 -4 mV

Sig4-2
Sig4-D

600.0 s 1200.0 s 1800.0 s 2400.0 s

 2 mV

 -2 mV

 4 mV

 -4 mV

Sig3-2
Sig3-D

600.0 s 1200.0 s 1800.0 s 2400.0 s

 2 mV

 -2 mV

 4 mV

 -4 mV

Sig2-2
Sig2-D

600.0 s 1200.0 s 1800.0 s 2400.0 s

 2 mV

 -2 mV

 4 mV

 -4 mV

Sig1-2
Sig1-D

Methylene chloride

TSA medium 

RS83

RS87

IN937a 
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รูปที่ 84 แสดงโครมาโตแกรมของสารอินทรียระเหยที่ปลดปลอยออกมาจากเชื้อแบคทีเรีย Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 Bacillus sp. สายพันธุ RS87 และ 
Bacillus amyloliquefaciens สายพันธุ IN937a เปรียบเทียบกับอาหาร 50% MS ที่ไมผานการเลี้ยงเชื้อ (ลูกศรสีแดงหรือเขียวแสดงตําแหนง peak ของสารอินทรียระเหยที่
ปรากเฉพาะกรรมวิธีที่เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย; ดาวที่ปรากฏเหนือตําแหนงลูกศรสีแดงหรือเขียวแสดงถึงตําแหนง peak ของสารอินทรียระเหยที่ปรากฏในแบคทีเรียสามสาย
พันธุ 

600.0 s 1200.0 s 1800.0 s 2400.0 s

 4 mV

 -4 mV

 8 mV

 -8 mV

Sig1-2
Sig1-D

600.0 s 1200.0 s 1800.0 s 2400.0 s

 4 mV

 -4 mV
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 -8 mV
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Sig2-D

600.0 s 1200.0 s 1800.0 s 2400.0 s

 4 mV

 -4 mV

 8 mV

 -8 mV

Sig3-2
Sig3-D

600.0 s 1200.0 s 1800.0 s 2400.0 s

 4 mV

 -4 mV
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 -8 mV
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MS medium

RS83

RS87

IN937a
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สําหรับสารอินทรียระเหยท่ีปลดปลอยออกมาจากเชื้อแบคทีเรียซ่ึงเจริญบนอาหาร 50%MS นั้นกลับ

พบวามีจํานวน peak ท่ีปรากฏนอยกวาเม่ือเปรียบเทียบกับสารอินทรียระเหยของเชื้อที่เลี้ยงบนอาหาร TSA 

ทั้งนี้อาจเปนเพราะอาหาร MS เปนอาหารที่ไมมีสารอาหารมากเชนเดียวกับอาหาร TSA สงผลใหเช้ือ

แบคทีเรียทั้งสามสายพันธุมีการเจริญเติบโตไมดีนัก  โดยท่ีเชื้อสายพันธุ IN937a มีการเจริญเติบโตดีที่สุด 

รองลงมาคือเชื้อสายพันธุ RS83 และ RS87 ตามลําดับ 

จากการเปรียบเทียบจํานวน peaks ของสารอินทรียระเหยระหวางอาหารท่ีเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียและ

อาหาร 50%MS อยางเดียวพบวาเชื้อสายพันธุ RS83  สายพันธุ RS87 และสายพันธุ IN937a ปลดปลอย

สารอินทรียระเหยที่แตกตางและไมปรากฏในอาหาร 50%MS เพียงอยางเดียวจํานวน 6  4  และ 7 peaks 

ตามลําดับ โดยมีสารอินทรียระเหยจํานวน 3 peaks ปรากฏเหมือนกันระหวางเชื้อแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุ 

ดังแสดงตรงตําแหนงดาวท่ีปรากฏบนลูกศรสีแดง (รูปท่ี 84) 

 เม่ือเปรียบเทียบตําแหนง peak สารอินทรียระเหยของเชื้อแบคทีเรียที่ปลดปลอยออกมาจากอาหาร

เลี้ยงเชื้อทั้ง TSA และ 50%MS แลวพบวาเช้ือสายพันธุ RS83 ปลดปลอยสารอินทรียระเหยที่เหมือนกัน

จํานวนเพียงหนึ่ง peak โดยท่ีอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA มีความสูงของ peak มากกวาอาหาร 50%MS ดังแสดง

ในรูป 83 และ 84 ท่ีมีลูกศรสีเขียวชี้ไปยังตําแหนงของ peak ดังกลาว เชนเดียวกับเชื้อสายพันธุ IN937a ซึ่ง

ปรากฏสารอินทรียระเหยจํานวน 1 peak ท่ีเหมือนกันท้ังสองอาหารเลี้ยงเช้ือ แตปรากฏในตําแหนงที่ตางกับ

เชื้อสายพันธุ RS 83   

 เนื่องจากการศึกษาขางตนท่ีทดสอบศักยภาพของเชื้อแบคทีเรียที่มีตอการสงเสริมการเจริญเติบโต

ของตนผักกาดหอมท่ีเลี้ยงเช้ือบนอาหารแข็ง 50%MS ผูวิจัยคาดวา peak บางสวนของสารอินทรียระเหยที่

เชื้อปลดปลอยออกมาแตไมปรากฏในอาหาร 50%MS เพียงอยางเดียว นาจะเปนสารท่ีเกี่ยวของกับการ

สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช ซึ่งจําเปนตองวิเคราะหชนิดของสารเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานที่เคยมี

รายงานวาสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชตอไป 
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2.5  ศึกษาความสามารถของเชื้อสายพนัธุ RS83 ในการตรึงไนโตรเจน 

การตรึงไนโตรเจนในอากาศของจุลินทรียท่ีเปนประโยชนตอพืชสวนใหญมีรายงานศึกษากับเชื้อ

แบคทีเรียที่มีความสัมพันธกับพืชในลักษณะของ symbiosis โดยที่เชื้อจุลินทรียอาศัยอยูภายในเซลลของ

รากพืช เชน Rhizobium sp.  Bradyrhizobium sp. เปนตน นอกจากน้ีมีรายงานเกี่ยวกับเชื้อไรโซแบคทีเรีย

หลายจีนัสที่หากินอิสระในดินบริเวณรอบๆ รากพืช เชน Azotobacter sp.  Azospirillum sp. Enterobacter 

cloacae เปนตน สามารถตรึงไนโตรเจนในอากาศมาเปนประโยชนตอการเจริญเติบโตของพืช  การศึกษา

ความสามารถของเชื้อไรโซแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนในอากาศทําไดโดยใชอาหารเลี้ยงเช้ือที่

ปราศจากไนโตรเจนซึ่งมีลกัษณะท้ังกึ่งแข็งก่ึงเหลว และอาหารแข็ง   

ผูวิจัยเลือกใชอาหาร JNFb ชนิดก่ึงแข็งก่ึงเหลว และ JNFb ชนิดแข็ง เพ่ือศึกษาความสามารถของ

เชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ในการสราง pellicle (ชั้นบางๆ ที่เปนกลุมของเช้ือ) ปรากฏในอาหารกึ่ง

แข็งก่ึงเหลว หากยาย pellicle มาเล้ียงบนอาหาร JNFb ชนิดแข็ง และเชื้อสามารถเจริญบนอาหารแข็งได

เปนการชี้ใหเห็นถึงศักยภาพของเชื้อในการตรึงไนโตรเจนในอากาศ 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. asburiae สายพันธุ RS83  เชื้อ Bacillus cereus สายพันธุ RS87 และเชื้อ 

Bacillus megaterium สายพันธุ RS91 บนอาหาร Tryptic Soy Agar (Becton, Dickinson and Company, 

USA) บมเชื้อในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง ใชหวงพลาสติกท่ีฆาเชื้อแลวเขี่ยเชื้อ

แบคทีเรียแตละชนิดในปริมาณเล็กนอย จากนั้นแทงลงไปตรงกลางประมาณกึ่งกลางของอาหารกึ่งแข็งกึ่ง

เหลว JNFb ปริมาตร 5 มิลลิลิตรในหลอดแกวขนาด 15 มิลลิลิตร X 150 มิลลิลิตร ปนหวงพลาสติกเพื่อให

เชื้อกระจายในอาหารอยางสมํ่าเสมอ บมเชื้อในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สังเกตการเกิดชั้นบางๆ 

สีขาวท่ีเรียกวา “pellicle” ซึ่งเปนกลุมของแบคทีเรียมาเกาะรวมกันใกลบริเวณผิวอาหาร (ดัดแปลงจาก 

Olivares, F.L et al. 1996, Biology and Fertility of Soils. 21(3): 197-200)  จากนั้นยายเชื้อบริเวณ 

pellicle ไปเลี้ยงบนอาหารแข็ง JNFb สังเกตการเจริญของเช้ือบนอาหารทุกวันเปนเวลานาน 7 วัน (จาก 
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Baldani et al., 1986, Int. J. System. Bacteriol. 36:86-93) บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงทุกวัน ทําการ

ทดลองซ้ํา 2 คร้ัง โดยที่แตละกรรมวิธีมี 3 ซ้ํา 

ผลการศึกษา 

 ภายหลังการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารกึ่งแข็งก่ึงเหลวชนิด JNFb ประมาณ 24 ชั่วโมงพบวาเกิด 

pellicle ชัดเจนใกลผิวอาหารที่เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RS87 และสายพันธุ RS91 พบการเปลี่ยนแปลง

ของสีจากเดิมสีเหลืองนวลเปนสีฟาจางบริเวณผิวอาหารที่เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83 รวมกับการเกิด pellicle 

บางๆ ซ่ึงสีของอาหารในกรรมวิธีที่เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83 เร่ิมเปลี่ยนเปนสีฟาเขมขึ้นจากดานบนลงมา

ดานลางของหลอดแกวในอีก 3-4 วันตอมาพรอมกับการปรากฏ pellicle จางๆ บริเวณใกลผิวอาหาร  สวน

กรรมวิธีที่เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS87 นั้นปรากฏ pellicle ชัดเจนมากขึ้นเม่ือเวลาผานไปแตสีอาหารไม

เปลี่ยนแปลง สําหรับกรรมวิธีท่ีเลี้ยงเช้ือสายพันธุ RS91 พบวาสีของอาหารเริ่มเปลี่ยนเปนสีฟาแกมเขียว

จากผิวอาหารแผลงมาดานลางของหลอดแกวมากข้ึนแตสีจางกวาอาหารที่เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83 

ประกอบกับการเกิด pellicle ที่ชัดเจนขึ้น (รูปท่ี 85)  การเปลี่ยนแปลงสีของ bromothymol blue ซ่ึงเดิมเปน

สีเหลืองในอาหารกึ่งแข็งก่ึงเหลว JNFb ไปเปนสีฟาหรือฟาอมเขียวในกรรมวิธีท่ีผานการเลี้ยงเช้ือสายพันธุ 

RS83 และ RS91 ตามลําดับนั้นอาจเปนเพราะเชื้อท้ังสองผลิตสารที่มีความเปนเบสเม่ือเลี้ยงในอาหารกึ่ง

แข็งก่ึงเหลว JNFb ทําใหสีของ bromothymol blue เปลี่ยนเปนสีฟาหรือฟาอมเขียวดังผลการทดลองที่

ปรากฏ 
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รูปท่ี 85 ลักษณะ pellicle (บริเวณลูกศรช้ี) ปรากฏในอาหารก่ึงแข็งกึ่งเหลว JNFb และการเปล่ียนสีของอาหารที่เลี้ยงเช้ือ

แบคทีเรียสายพันธุตางๆ นาน 4 วัน {a=อาหารท่ีไมไดเล้ียงเช้ือ; b=อาหารท่ีผานการเล้ียงเช้ือสายพันธุ RS83; c=อาหารที่

ผานการเล้ียงเชื้อสายพันธุ RS87; d=อาหารท่ีผานการเลี้ยงเช้ือสายพันธุ RS91} 

 

 เม้ือยายเช้ือบริเวณท่ีปรากฏ pellicle ของเชื้อทั้งสามสายพันธุในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว JNFb มา

เลี้ยงบนอาหารแข็ง JNFb แลวพบวาเชื้อทั้งสามสายพันธุสามารถเจริญเติบโตไดอยางเปนปกติ (รูปท่ี 76) 

แสดงใหเห็นเปนขอมูลเบ้ืองตนวาเชื้อแบคทีเรียท้ังสามสายพันธุสามารถตรึงไนโตรเจนในอากาศได  การ

พิสูจนวาเชื้อทั้งสามสายพันธุตรึงไนโตรเจนในอากาศไดหรือไมนั้น สามารถทําการทดสอบ nitrogenase 

activity ของเชื้อโดยการตรวจ acetylene reduction ดวยวิธี Gaschromatography-Mass Spectrometry 

(GC-MS) ในการศึกษาตอไป  

 

 

 

 

รูปท่ี 86 การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83  Bacillus cereus สายพันธุ RS87 

และ Bacillus megaterium สายพันธุ RS91 ภายหลังการยาย pellicle ของเชื้อแตละสายพันธุท่ีปรากฏในอาหารกึ่งแข็งกึ่ง

เหลว JNFb มาเล้ียงบนอาหารแข็ง JNFb นาน 7 วัน  

 

c db 

 

a 

 

RS83 RS87
RS91 
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2.6  ศึกษาความเกี่ยวของของสารซิเดอรโรฟอรท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของพชื 

แบงการทดลองออกเปน 2 การทดลองโดยทดสอบซ้ําอยางนอยสองคร้ังดังนี้ การทดลองแรกเปน

การทดสอบการสงเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อสายพันธุ RS83 ที่มีตอแตงกวาในระยะตนกลา สวนการ

ทดลองที่สองเปนการทดสอบการสงเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อสายพันธุ RS83 กับตนแตงกวาในระยะ

เจริญ  โดยที่แตละการทดลองประกอบดวย 3 กรรมวิธีคือ กรรมวิธีควบคุมควบคุม  กรรมวิธีท่ี treat ดวย

เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RS83 ชนิด wild-type (ผลิตสารซิเดอรโรฟอร) และกรรมวิธีที่ treat ดวยเช้ือ

แบคทีเรียสายพันธุชนิดกลายพันธุ (ลดการผลิตสารซิเดอรโรฟอร 80%) 

เชื้อสายพันธุ RS83 มีศักยภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตใหกับพืชหลายชนิด เชน มะเขือเทศ  

พริกชี้ฟา  ผักกาดหอม และ แตงกวา เปนตน (กัญชลี เจติยานนท 2546 รายงานวิจัยฉบับสมบูรณมูลนิธิ

โทเรเพ่ือการสงเสริมวิทยาศาสตรประเทศไทย) ผูวิจัยเลือกพืชแตงกวาเปนพืชทดสอบในคร้ังน้ีเนื่องจากเปน

พืชที่เจริญเติบโตรวดเร็วในระยะเวลาสั้น 

2.6.1 ทดสอบการสงเสริมการเจริญเติบโตของแตงกวาในระยะตนกลา 

เลี้ยงเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild type และชนิดกลายพันธุ ในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 100 

มิลลิลิตรท่ีบรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร บมเชื้อในตู incubator shaker ความเร็ว 200 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  ปนเหวียงเซลลแขวนลอยแบคทีเรียในเครื่องปน

เหวี่ยงความเร็วสูง ความเร็ว 10,000g อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทสวนน้ําใสออก แลวลาง

เซลลดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวสองครั้งกอนทําเปนเซลลแขวนลอยอีกครั้งดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวสองครั้ง 

ปรับความเขมขนของเช้ือใหได 108 เซลล/มิลลิลิตร  ทําการทดสอบในสภาพเรือนทดลอง 

แชเมล็ดแตงกวาพันธุหยกขาว (Lionseeds CO., LTD, Thailand) ในเซลลแขวนลอยแบคทีเรียสาย

พันธุ RS83 ชนิด wild-type และชนิดกลายพันธุนาน 60 นาทีกอนปลูกเมล็ดในถาดเพาะกลาที่บรรจุ 

soilless peat ท่ีฆาเชื้อแลวในเรือนทดลอง สวนกรรมวิธีควบคุมแชเมล็ดในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวกอนปลูก
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เมล็ดลงในถาดเพาะกลา  หยอดเมล็ดแตงกวาของแตละกรรมวิธี 30 หลุมๆละ 1 เมล็ด สุมเก็บตัวอยางตน

กลาแตงกวาจํานวน 24 ตนตอกรรมวิธีภายหลังปลูกเมล็ดนาน 5 วัน ดึงตนกลาออกมาจากแตละหลุมอยาง

ระมัดระวัง ลางรากโดยผานนํ้าไหลเพื่อกําจัด soilless peat ท่ีติดมากับราก  บันทึกผลความสูงของตน 

ความยาวราก และความกวางของใบเลี้ยงคู  สําหรับการวัดความยาวของรากนั้นวัดตั้งแตบริเวณที่รากงอก

ออกมาจากเมล็ดจนถึงปลายสุดของรากหลัก  สวนความกวางของใบเลี้ยงแตงกวาวัดตรงตําแหนงท่ีอยูกลาง

ใบ  นําขอมูลท่ีไดไปวิเคราะหคาความแตกตางทางสถิติโดยใช Analysis of Variance (ANOVA) แยกความ

แตกตางของคาเฉลี่ยความสูงของลําตน และคาเฉลี่ยความยาวของราก และคาเฉลี่ยความกวางของใบเลี้ยงคู

ของแตละกรรมวิธีโดยใช Fisher’s protected least significant difference (LSD) ท่ี P0.05  

 

ผลการศึกษา 

 ตนกลาแตงกวาในกรรมวิธีท่ี treat ดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild-type กอนปลูกมีความสูง 

และความกวางของใบเลี้ยงมากกวาอยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับตนกลาในกรรมวิธี

ควบคุม และตนกลากรรมวิธีท่ี treat ดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ (ตารางที่ 13) โดยทั่วไปพบวา

ตนกลาในกรรมวิธีที่ treat ดวยเชื้อแบคทีเรียชนิดกลายพันธุมีการเจริญเติบโตใกลเคียงกับตนกลาแตงกวา

ในกรรมวิธีควบคุม  แตงกวาในกรรมวิธีท่ี treat ดวยเชื้อชนิด wild-type มีความยาวของรากมากที่สุด รองลง

ไปคือแตงกวาในกรรมวิธีที่ treat ดวยเช้ือชนิดกลายพันธุ และแตงกวาในกรรมวิธีควบคุมตามลําดับ  มีเพียง

แตงกวาในกรรมวิธีที่ treat ดวยเชื้อชนิด wild-type เทาน้ันที่มีความยาวของรากมากกวาอยางมีนัยสําคัญ 

(P≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (รูปท่ี 87 และตารางท่ี 13)  
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ตารางที่ 13 ผลของเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 ชนิด wild-type และชนิดกลายพันธุท่ีมีตอการ

เจริญเติบโตของแตงกวาในระยะตนกลาภายหลังการปลูก 5 วันu 

 
Treatmentv 

Mean Plant Height 
(cm) 

Mean Root Length 
(cm) 

Mean Cotyledon Width 
(mm) 

Nonbacterized control   7.88bw  8.67b  16.36b 
Wild-type RS83   9.19a 10.36a  18.79a 
Mutant RS83   7.60b   9.17ab   16.38b 
LSD0.05   0.55   1.66    1.22 

 

uการทดลองประกอบดวย 3 กรรมวิธี คือกรรมวิธีควบคุมที่ไมใสเช้ือ กรรมวิธีที่ใสเช้ือสายพันธุ RS83 ชนิด wild-type และกรรมวิธีที่ใสเชื้อสาย

พันธุชนิดกลายพันธุ โดยที่คาในตารางเปนคาเฉลี่ยจากการทดลองสองครั้งที่ทําแยกกัน 

vแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย (108 เซลล/มิลลิลิตร) นาน 60 นาที กอนปลูกลงในถาดเพาะกลาที่บรรจุ soilless peat ที่ฆาเชื้อแลว เมล็ด

ในกรรมวิธีควบคุมแชในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อ 

wตัวอักษรที่แตกตางกันหลังตัวเลขแสดงใหเห็นถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) โดยการทดสอบดวย Least significant difference 
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รูปท่ี 87 ผลของเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ชนิด wild-type (RS83 sid+) ท่ีมีตอการสงเสริมการเจริญเติบโตของราก

ตนกลาแตงกวาภายหลังการปลูกใน soilless peat นาน 5 วัน เปรียบเทียบกับแตงกวาในกรรมวิธีควบคุม (control) และ

กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ (RS83 sid-) 

 
2.6.2 ทดสอบการสงเสริมการเจริญเติบโตของแตงกวาในระยะเจริญ 

รูปแบบการทดลองคือ Randomized complete block (RCB) ประกอบดวย 3 กรรมวิธีคือ กรรมวิธี

ควบคุม  กรรมวิธีท่ี treat ดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิด wild-type และกรรมวิธีท่ี treat ดวยเชื้อสายพันธุ 

RS83 ชนิดกลายพันธุ แตละกรรมวิธีมี 4 ซํ้า โดยที่ซํ้าคือแตงกวา 1 ตน/กระถางพลาสติก ทําการทดสอบใน

สภาพเรือนทดลอง 

แชเมล็ดแตงกวาในเซลลแขวนลอยแบคทีเรียสายพันธุ RS83 ชนิด wild-type และกลายพันธุ (108 

เซลล/มิลลิลิตร) นาน 60 นาทีกอนปลูกเมล็ดในถาดเพาะกลาท่ีบรรจุ soilless peat ที่ฆาเชื้อแลวในเรือน

ทดลอง สวนกรรมวิธีควบคุมแชเมล็ดในนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลว หยอดเมล็ด 10 หลุมๆละ 1 เมล็ดตอกรรมวิธี   
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ยายตนกลาแตงกวาอายุ 3 วันภายหลังปลูกในถาดเพาะกลา ลงในกระถางพลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 

4 น้ิว ที่บรรจุ soilless peat t ที่ฆาเชื้อแลว อุณหภูมิเฉลี่ยตอนกลางวัน และตอนกลางคืนในเรือนทดลองคือ 

33 และ 27 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ความชื้นสัมพัทธในเรือนทดลองคือ 80-85% 

ราดเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ RS83 ชนิด wild-type และชนิดกลายพันธุปริมาตร 

50 มิลลิลติรตอกระถาง (108 เซลล/มิลลิลติร) ภายหลังยายตนกลาจากถาดเพาะกลาลงในกระถางพลาสติก

นาน 4 วัน  สวนกรรมวธิีควบคุมราดน้ําเปลาทีฆ่าเชื้อแลวปริมาตร 50 มิลลิลติรตอกระถาง บันทึกความสูง

ของของตนแตงกวา  จํานวนใบจริง และพื้นท่ีใบภายหลังการราดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียนาน 14 วัน  

สําหรับการวัดพ้ืนที่ใบนั้นทําโดยเด็ดใบจริงที่สองของแตละตนในแตละกรรมวธิี มาแสกนในเคร่ืองแสกนย่ีหอ 

Epson รุน Perfection 1270 (CA, USA) จากน้ันนําขอมูลที่แสกนไดไปคํานวณพ้ืนที่ใบกบัโปรแกรม 

ASSESS Image Analysis Software for Plant Disease Quantification version 1 (Lamari 2002, APS 

Press, Minnesota, USA).  

 

ผลการศึกษา 

ภายหลังการราดเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียใหกับแตงกวานาน 14 วัน แตงกวาในกรรมวิธีที่ 

treat ดวยเชื้อชนิด wild-type มีความสูงมากท่ีสุด และมากกวาอยางมีนัยสําคัญประมาณ 22% และ 31% 

เม่ือเปรียบเทียบกับแตงกวาในกรรมวิธีที่ treat ดวยเชื้อชนิดกลายพันธุ และกรรมวิธีควบคุมตามลําดับ   

นอกจากน้ียงัพบอีกวาแตงกวาในกรรมวิธีท่ี treat ดวยเชื้อชนิด wild-type มีจํานวนใบจริง และขนาดพื้นที่ใบ

จริงที่สองมากกวาอยางมีนัยสําคัญประมาณ 30% และ 33% เม่ือเปรียบเทียบกับแตงกวาในกรรมวิธีที่ treat 

ดวยเช้ือชนิดกลายพันธุ และกรรมวิธีควบคุมตามลําดับ (รูปที่ 88 และตารางที่ 14) 



125 
 

โดยทั่วไปพบวาแตงกวาในกรรมวิธีท่ี treat ดวยเชื้อสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุมีความสูงของ

ลําตน จํานวนใบจริง และขนาดพื้นที่ใบจริงที่สองมากกวาแตงกวาในกรรมวิธีควบคุมเล็กนอยแตไมแตกตาง

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
รูปท่ี 88 ลักษณะของตนแตงกวาในกรรมวิธีท่ี treat ดวยเชื้อ E. asburiae สายพันธุ RS83 ชนิด wild-type (RS83 sid+) 

เปรียบเทียบกับแตงกวาในกรรมวิธีท่ี treat ดวยเช้ือสายพันธุ RS83 ชนิดกลายพันธุ (RS83 sid-) และแตงกวาในกรรมวิธี

ควบคุม (control) ภายหลังการราดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียใหกับพืชนาน 14 วัน 
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ตารางที่ 14 ผลของเชื้อ Enterobacter asburiae สายพันธุ RS83 ชนิด wild-type และชนิดกลายพันธุท่ีมีตอการ

เจริญเติบโตของแตงกวาภายหลังการราดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียใหกับพืช 14 วันu 

Treatmentv Mean plant height
(cm) 

Mean number of true 
leaves per plant 

Mean second leaf 
area (cm2)w 

Nonbacterized control     39.37bx         5.75b        81.02b 

Wild-type RS83     57.00a        6.75a     114.12a 

Mutant RS83     44.62b        6.12b       84.67b 

LSD0.05      6.12         0.55        10.95 

 

uรูปแบบการทดลองคือ Randomized complete block ประกอบดวย 4 ซ้ําตอกรรมวิธี ในการทดลองประกอบดวย 3 กรรมวิธีคือ กรรมวิธี

ควบคุมที่ไมใสเช้ือ กรรมวิธีที่ treat ดวยเชื้อชนิด wild-type และกรรมวิธีที่ treat ดวยเชื้อชนิดกลายพันธุ  คาในตารางเปนคาเฉลี่ยจากการ

ทดลองสองครั้ง 
vแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย (108 เซลล/มิลลิลิตร) นาน 60 นาที กอนปลูกลงในถาดเพาะกลาที่บรรจุ soilless peat ที่ฆาเชื้อแลว เมล็ด

ในกรรมวิธีควบคุมแชในนํ้ากลั่นที่ฆาเช้ือ ราดเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย (108 เซลล/มิลลิลิตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรตอกระถางภายหลังยายตน

กลาลงกระถางนาน 4 วัน สวนกรรมวิธีควบคุมราดดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 
wวัดพื้นที่ใบจรงิที่สองโดยการแสกนใบกอนนําไปคํานวณพื้นที่ใบดวยโปรแกรม ASSESS: Image Analysis Software for Plant Disease 

Quantification version 1.0 (Lamari, L. 2002, APS Press) 

xตัวอักษรที่แตกตางกันหลังตัวเลขแสดงใหเห็นถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) โดยการทดสอบดวย Least significant difference 
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Output ที่ไดจากโครงการวิจัย 
 

ตีพิมพผลงานวิจัยลงในวารสารระดับนานาชาติ Impac factor 1.917 จํานวน 1 เร่ือง  
Jetiyanon, K and Plianbangchang, P. 2013. Lipopolysaccharide of Enterobacter asburiae strain 

RS83: A Bacterial Determinant for Induction of Early Defensive Enzymes in Lactuca sativa 
Against Soft Rot Disease. Biological Control. 67: 301-307.  

 

นําเสนอผลงานวิจัยแบบโปสเตอรจํานวน 1 เรื่อง ณ งานประชุมวชิาการเมธีวิจัยรุนใหม  พบ เมธิวิจัยอาวุโส 
สกว ป พ.ศ. 2555  
Enterobactin Released from Enterobacter asburiae Strain RS83 Involved with Induced Disease 

Resistance and Plant Growth Promotion.  
 
นําเสนอผลงานวิจัยแบบบรรยายจํานวน 1 เรื่อง ณ งานประชุมวชิาการเมธีวิจัยรุนใหม  พบ เมธิวิจัยอาวุโส 
สกว ป พ.ศ. 2556  
Lipopolysaccharide of Enterobacter asburiae strain RS83: A Bacterial Determinant for Induction of 

Early Defensive Enzymes in Lactuca sativa Against Soft Rot Disease. 
 
ไดรับโลรางวลั  
“อาจารยท่ีมีผลงานตีพิมพในวารสารท่ีมีคา Impact factor สูงสุด ประจําป 2556 จากคณะเกษตรศาสตรฯ 

มหาวิทยาลัยนเรศวร จ.พิษณุโลก (วันที่ 31 ตุลาคม 2556) 
 
Manuscript สาํหรับเตรียมสงไปลงตีพิมพในวารระดับนานาชาติตอไป จํานวน 1 เร่ือง 
Bacterial Deteriminants of Enterobacter asburiae strain RS83 for Plant Growth Enhancement 
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Abstract ของ Manuscript ท่ีจะสงไปลงตีพิมพในวารสารตางประเทศ 
 

Bacterial Determinants of Enterobacter asburiae strain RS83 for Plant Growth 
Enhancement 

 
Jetiyanon, K. 

 
Faculty of Agriculture, Natural Resources and Environment, Naresuan University, Muang, Phitsanulok 65000 

 

Abstract 
 

Enterobacter asburiae strain RS83 was isolated from rhizosphere of cassava in 

Phitsanulok province having the capability to promote growth and yield of various vegetable 

crops. The objective of this study was to investigate possible bacterial determinants of strain 

RS83 involving with plant growth enhancement. Different methods such as particular media, 

biochemical methods and high performance liquid chromatography were used to analyze specific 

bacterial determinants relevant to plant growth promotion. Results demonstrated that several 

bacterial determinants of strain RS83 implicating for plant growth improvement were detected. 

These included indole-3 acetic acid (IAA), siderophore (enterobactin type) production, gluconic 

acid relating to phosphate solubilization, and the presence of pellicles in nitrogen free medium 

correlating with nitrogen fixation. In conclusion, the strain RS83 seemed to provide 

combinations of several determinants mentioned above for plant growth enhancement. Detailed 

of each bacterial determinant will be discussed. 

 

Keywords: Enterobacter asburiae strain RS83, bacterial determinants, plant growth 

enhancement 
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