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สัญญาเลขท่ี RDG5750035 
โครงการยอยท่ี 2 “การประเมินเชื้อแบคทีเรียท่ีครอบครองบริเวณรากและภายในออย  

         เพ่ือการควบคุมแบบชีววิธีและปองกันโรคใบขาวออย” 

รายงานฉบับสมบูรณ 
 

สวนท่ี 1. รายละเอียดเกี่ยวกับโครงการวิจัย 
ช่ือเรื่อง    (ภาษาไทย)     การประเมินเชื้อแบคทีเรียท่ีครอบครองบริเวณรากและภายในออย  
                               เพ่ือการควบคุมแบบชีววิธีและปองกันโรคใบขาวออย  
     (ภาษาอังกฤษ) Assessment of sugarcane root colonizing and endophytic  
                                bacteria for biocontrol and prevention of sugarcane white  
                                leaf disease 

        ช่ือผูวิจัย   นางสาวชลิดา เล็กสมบูรณ 
 หนวยงานท่ีสังกัด  ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

   อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 73140 
หมายเลขโทรศัพท/โทรสาร 034-351890/034-351890 E-mail agrchl@ku.ac.th 
ไดรับอนุมัติงบประมาณ ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2557 
งบประมาณท่ีไดรับ 396,000 บาท ระยะเวลาทําการวิจัย 12 เดือน 
เริ่มทําการวิจัยเม่ือ  เดือนสิงหาคม 2557 ถึง เดือนกรกฎาคม 2558 
รายงานความกาวหนาครั้งท่ี 3 ในชวงตั้งแตวันท่ี 1 กุมภาพันธ ถึงวันท่ี 31 กรกฎาคม 2558 

 
สวนท่ี 2 รายละเอียดเกี่ยวกับผลงานความกาวหนาของการวิจัย 
 2.1 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย  

 2.1.1 เพ่ือแยกแบคทีเรียออย ท่ีเปนแบคทีเรียครอบครองบริเวณรากและภายในออย  

 2.1.2 เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของแบคทีเรียออยในการสงเสริมการเจริญของพืช และ 

              การผลิตสารกลุมท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งหรือทําลายเชื้อไฟโตพลาสมา 

 2.1.3 ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียออยในการสรางความตานทานโรคใบขาว 

              ใหกับออย 
2.2 Gantt Chart เปรียบเทียบกิจกรรมท่ีเสนอในขอเสนอโครงการ และกิจกรรมท่ีทําจริง 
 

วัตถุประสงค กิจกรรม ชวงระยะเวลา
ตามแผน 

ชวงระยะเวลา 
ท่ีทําจริง 

ขอช้ีแจง 

1. เพ่ือแยก 
แบคทีเรียออย  
ท่ีเปนแบคทีเรีย
ครอบครอง 
บริเวณรากและ
ภายในออย 

1.1 เก็บดินและตนออย 
จากแหลงปลูกออย 
ภาคกลาง ภาคเหนือ และ
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
1.2 แยกแบคทีเรียจากดิน
และตนออย 

ส.ค.57-ก.ค.58 
 
 
 
ส.ค.57-ก.ค.58 

ส.ค.57-ก.ค.58 
 
 
 
ส.ค.57-ก.ค.58 
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2. ประเมิน
ประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียออยใน
การสงเสริมการ
เจริญของพืช 
ในระดับ 
หองปฏิบัติการ 

2.1 ทดสอบคุณสมบัติของ
แบคทีเรียออย ดังนี้ 
- การผลิต IAA  
(indole 3-acetic acid)  
- การละลายโพแทสเซียม  
และฟอสเฟต 
- การตรึงไนโตรเจน 

ก.ย.57-ก.ค.58 ก.ย.57-ก.ค.58  

3. ประเมิน 
ประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียออยใน
การผลิตสารท่ี
สามารถยับยั้ง
หรือทําลายเชื้อ 
ไฟโตพลาสมา 
ในระดับ 
หองปฏิบัติการ 

3.1 คัดเลือกเชื้อท่ีจะใชเปน
เชื้อทดสอบการผลิตสาร
ปฏิชีวนะในกลุมท่ีออกฤทธิ์
ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน 
เชน tetracycline 
3.2 ทดสอบคุณสมบัติ 
แบคทีเรียออยในการสราง
สารท่ีสามารถยับยั้ง 
หรือทําลายเชื้อไฟโตพลาสมา 

ก.ย.57-ก.ค.58 ก.ย.57-ก.ค.58  

 
2.3 ตารางเปรียบเทียบ Output ท่ีเสนอในขอเสนอโครงการและท่ีไดจริงในรายงานครั้งกอนหนานี้  
สรุปงานกอนหนานี้ (6 เดือน) 

Output ในกรณีลาชา (ผลสําเร็จไมถึง 
100% ใหระบุสาเหตุและการแกไข

ท่ีทานดําเนินการ 
กิจกรรมในขอเสนอโครงการ ผลสําเร็จ 

(%) 
ไดตัวอยางดินและตนออยจาก 11 จังหวัด  
     รวมแลวจํานวน 220 ตัวอยาง  
     ( 6 เดือนท่ี 1 = 120 ตัวอยาง 
       6 เดือนท่ี 2 = 100 ตัวอยาง)   

100% 
(6 เดือน 

เก็บได 130 
ตัวอยาง) 

- 

ไดแบคทีเรียจากดินและตนออย 
     ไมนอยกวา 660 ไอโซเลท 
      ( 6 เดือนท่ี 1 ไมนอยกวา 360 ไอโซเลท 
        6 เดือนท่ี 2  ไมนอยกวา 300 ไอโซเลท)   

100% 
(6 เดือน 

แยกได 629 
ไอโซเลท) 

- 

    ความกาวหนาในงวดนี้ (12 เดือน) 
Output ในกรณีลาชา (ผลสําเร็จไมถึง 

100% ใหระบุสาเหตุและการแกไข
ท่ีทานดําเนินการ 

กิจกรรมในขอเสนอโครงการ ผลสําเร็จ 
(%) 

1.   ไดตัวอยางดินและตนออยจาก 11 จังหวัด  
     รวมแลวจํานวน 220 ตัวอยาง       

100 
 

- 

ไดแบคทีเรียจากดินและตนออย 
     ไมนอยกวา 660 ไอโซเลต  

100 - 
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ทดสอบและรวบรวมแบคทีเรียท่ีมี 
     คุณสมบัติสงเสริมการเจริญของพืช  
     ไมนอยกวา 15 ไอโซเลต  

100 - 

ทดสอบและรวบรวมแบคทีเรียท่ีมี 
     คุณสมบัติผลิตสารในกลุมท่ีมีฤทธิ์  
     ยับยั้งหรือทําลายเชื้อไฟโตพลาสมา   
     ไมนอยกวา 2 ไอโซเลต 

100 - 

      
2.4 ระบุรายละเอียดท่ีไดแกไขปรับปรุงตามขอเสนอแนะของผูประเมิน (ถามี)  
...............-......................................................................................................................................... 
2.5 งบประมาณท่ีไดจายไปแลวนับตั้งแตเริ่มทําการวิจัยเปนเงินท้ังสิ้น 355,500 บาท  

หมวดงบประมาณ งบประมาณ (งวดท่ี 1) 
งบประมาณท่ีไดรับ (บาท) งบประมาณท่ีไดจาย (บาท) 

หมวดคาตอบแทน 9,000 9,000.00 
หมวดคาจาง 0 0 
หมวดคาใชสอย 170,200 121,710.00 
หมวดคาวัสดุ 41,300 49,578.40 

รวมท้ังสิ้น 220,500 180,288.40 
เงินคงเหลือ 220,500 – 180,288.4 = 40,211.6 บาท (ขอกันไปใชรวมงวดท่ี 2) 

หมวดงบประมาณ งบประมาณ (งวดท่ี 2) 
งบประมาณท่ีไดรับ (บาท) งบประมาณท่ีไดจาย (บาท) 

หมวดคาตอบแทน 4500 4,500.00 
หมวดคาจาง 0 0 
หมวดคาใชสอย 78,200 131,234.00 
หมวดคาวัสดุ 52,300 39,477.60 

รวมท้ังสิ้น 135,000 - 
ยอดยกมาจากงวดท่ี 1 40,211.60 - 

รวมท้ังสิ้น 175,211.60 175,211.60 
 
2.6 งานตามแผนโครงการวิจัยท่ีจะทําตอไป - 
2.7 คําชี้แจงเก่ียวกับปญหา/อุปสรรค และวิธีการแกไข -  
 
ขอคิดเห็นและขอเสนอแนะอ่ืนๆ ตอ สกว. - 
 
    (ลงนาม) ..................................................................... 
       (รองศาสตราจารยชลิดา เล็กสมบูรณ) 
            หัวหนาโครงการวิจัย    
           วันท่ี 30  กันยายน 2558 
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รายละเอียดของผลการดําเนินงาน 
 

 
สารบัญเรื่อง 

 

 หนา 
  
สารบัญเรื่อง 4 
สารบัญตาราง 5 
สารบัญภาพ 6 
บทสรุปผูบริหาร 7 
บทคัดยอ 8 
ABSTRACT 9 
บทนํา 9 
วัตถุประสงค 10 
การตรวจเอกสาร 11 
อุปกรณและวิธีการ 12 
ผลและวิจารณ 14 
เอกสารอางอิง 23 
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สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี 
 

 หนา 

1 จํานวนตัวอยาง และจํานวนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดิน บริเวณรากออยและตนออย
จากพ้ืนท่ีปลูกออยจังหวัดตางๆ 
 

17 

2 จํานวนแบคทีเรียจากดินบริเวณรากออย และตนออยในพ้ืนท่ีปลูกออยจังหวัด
ตางๆ ท่ีสามารถเจริญบนอาหารทดสอบการตรึงไนโตรเจน (N) การละลาย
ฟอสเฟต (P) และโพแทสเซียม (K)  
 

18 

3 เปอรเซ็นตการพบแบคทีเรียจากดินบริเวณรากออย และตนออยในพ้ืนท่ีปลูกออย
จังหวัดตางๆ ท่ีสามารถเจริญบนอาหารทดสอบการตรึงไนโตรเจน (N) การละลาย
ฟอสเฟต (P) และโพแทสเซียม (K)   
 

20 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี 
 

 หนา 

1 ลักษณะของตนออยและดินบริเวณรากออย ในพ้ืนท่ีปลูกออยท่ีเก็บตัวอยาง 7 
จังหวัด 
 

15 

2 ลักษณะของตนออย (ก) และดินบริเวณรากออย จากพ้ืนท่ีปลูกออยภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ พบดิน 2 ลักษณะ (ข และ ค)  
 

15 

3 ลักษณะของตนออย จากพ้ืนท่ีปลูกออยจังหวัดลพบุรี เขตอําเภอโคกสําโรง (ก 
และ ข) อําเภอชัยบาดาล (ค และ ง) และ อําเภอทาหลวง (จ และ ฉ) 
 

16 

4 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการสงเสริมการเจริญของพืชในระดับ
หองปฏิบัติการบนอาหารทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจน (ข) การ
ละลายฟอสเฟต (ค) และโพแทสเซียม (ง) เม่ือเทียบกับการเจริญของเชื้อในชุด
ควบคุมบนอาหาร nutrient glucose agar (ก) 
 

21 

5 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการผลิต indole 3-acetic acid (IAA)  
โดยเกิดสีชมพู เม่ือเติมสารทดสอบ 
 

21 

6 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียจากดินและตนออยในการผลิตสารท่ีมี
คุณสมบัติในการยับยั้ง หรือทําลายเชื้อไฟโตพลาสมาในระดับหองปฏิบัติการโดย
ใชเชื้อทดสอบท่ีไวตอสารเตตราซัยคลิน ดวยวิธี paper disc agar diffusion  
 

22 
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การประเมินเช้ือแบคทีเรียท่ีครอบครองบริเวณรากและภายในออย 
เพ่ือการควบคุมแบบชีววิธีและปองกันโรคใบขาวออย 

Assessment of sugarcane root colonizing and endophytic bacteria for biocontrol 
and prevention of sugarcane white leaf disease 

 
3ชลิดา เล็กสมบูรณ สุภาพร กลิ่นคง และ เรวัต เลิศฤทัยโยธิน 

Chalida Leksomboon, Supaporn Klinkong and Rewat Lertsrutaiyotin 
 

บทสรุปผูบริหาร 
โรคใบขาวออยจัดวาเปนโรคท่ีสําคัญอันดับหนึ่งของออย เนื่องจากระบาดทําความเสียหายมาก  

และกวางขวาง โรคใบขาวสามารถเกิดข้ึนไดกับทุกระยะการเจริญเติบโตของออย ซ่ึงการควบคุมโรควิธีท่ีดี
ท่ีสุดไดแกการใชพันธุตานทานโรค อยางไรก็ตามแมวาจะมีความพยายามในการปรับปรุงพันธุออย แตยังไม
มีรายงานถึงความสําเร็จ   ดังนั้น การสรางความตานทานใหกับพืช จึงเปนอีกแนวทางหนึ่งท่ีมีศักยภาพในการ
นํามาใช การใชแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีมีความสัมพันธกับพืชตามธรรมชาติ โดยแบคทีเรียเหลานี้อาศัย
ครอบครองอยูบริเวณรากพืช หรือภายในตนพืช และสามารถสงเสริมการเจริญของพืช ผลิตสารท่ีมีฤทธิ์
ยับยั้งหรือทําลายเชื้อโรค  กระตุนใหพืชผลิตสารท่ียับยั้งหรือทําลายเชื้อโรค การใชแบคทีเรียในการสราง
ความตานทานใหกับพืชเปนวิธีการท่ียั่งยืนตั้งแตการเพาะปลูกจนเก็บเก่ียว และเปนมิตรกับ สิ่งแวดลอม 
งานวิจัยนี้ มีวัตถุประสงคเพ่ือคัดเลือกและตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรียท่ีอยูภายในตนออยและ
บริเวณรากออยท่ีสามารถสงเสริมการเจริญของพืช เพ่ือใชในการควบคุมโรคใบขาวออย  โดยเก็บตัวอยาง
ในพ้ืนท่ีปลูกออยท่ีสําคัญ รวม 11 จังหวัด ไดแก จังหวัดลพบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม ราชบุรี กาญจนบุรี 
นครสวรรค กําแพงเพชร นครราชสีมา อุดร ขอนแกน และบุรีรัมย รวมท้ังหมด 220 ตัวอยาง แยกไดเชื้อ
แบคทีเรียภายในออย จํานวน 401 ไอโซเลท และแบคทีเรียท่ีครอบครองบริเวณรากออย เปนจํานวน 558 
ไอโซเลท รวมแยกไดเชื้อแบคทีเรียออย 959 ไอโซเลท โดยเปนเชื้อแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการตรึง
ไนโตรเจน มีคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟต และมีคุณสมบัติในการละลายโพแทสเซียม จํานวน 503, 480 
และ 230 ไอโซเลท ตามลําดับ เม่ือนําแบคทีเรียไอโซเลทท่ีแสดงผลเปนบวกมาทดสอบพบวา 43 ไอโซเลต 
สามารถผลิตฮอรโมนพืช IAA และเม่ือทําการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตสารปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน ดวยวิธี 
paper disc agar diffusion โดยใชเชื้อท่ีไวตอสารเตตราซัยคลินเปนเชื้อทดสอบแทนเชื้อไฟโตพลาสมาซ่ึง
ไมสามารถเพาะเลี้ยงได จากแบคทีเรียท้ังหมด 959 ไอโซเลท พบวามีเพียง 18 ไอโซเลต ท่ีแยกจากดิน
บริเวณรากพืช แสดงการเปนปฏิปกษตอเชื้อทดสอบสายพันธุท่ีไวตอสารเตตราซัยคลิน และไมมีแบคทีเรีย
จากตนท่ีแสดงการยับยั้งเชื้อทดสอบ เม่ือนําแบคทีเรีย 12 ไอโซเลต ไปตรวจสอบการผลิตสารเตตราซัยคลิน
โดยวิธี high performance liquid chromatography พบวาแบคทีเรียท้ัง 12 ไอโซเลต ไมสามารถผลิต
สารเตตราซัยคลิน จึงไดคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีเหมือนแบคทีเรีย Bacillus subtilis ทํา
การตรวจสอบการสรางสาร surfactin ซ่ึงเปนสารท่ีผลิตโดยแบคทีเรีย B. subtilis และเปนชีวภัณฑลด
แรงตึงผิวท่ีสามารถยับยั้งเชื้อไฟโตพลาสมา จากการตรวจสอบ เบื้องตนกับแบคทีเรียจํานวน 25 ไอโซเลท 
โดยใชเทคนิค drop-collapse พบวามีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต ท่ีสามารถผลิตสาร  surfactin ท้ังนี้ จะตอง
นําไอโซเลตท่ีแสดงศักยภาพไปทดสอบตอกับออย เพ่ือทราบประสิทธิภาพในการนําไปใชควบคุมโรคใบ
ขาวของออยตอไป 
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บทคัดยอ 

 โรคใบขาวออยเกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา ( Candidatus Phytoplasma) เปนโรคออยท่ีมี

ความสําคัญมากท่ีสุดในประเทศไทย และยังคงเปนปญหากับผูปลูกออยโดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

ของไทย งานวิจัยนี้ มีวัตถุประสงคเพ่ือคัดเลือก และตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรียบริเวณรากท่ี

สามารถสงเสริมการเจริญของพืช และแบคทีเรียภายในพืชเพ่ือใชในการควบคุมโรคใบขาวออย โดยทําการ

แยกแบคทีเรียไดจํานวน 558 และ 401 จากดินบริเวณราก และจากตนออยใน 11 จังหวัด ไดแก ลพบุรี 

สุพรรณบุรี นครปฐม ราชบุรี กาญจนบุรี นครสวรรค  กําแพงเพชร นครราชสีมา อุดรธานี ขอนแกน และ

ชัยภูมิ นําแบคทีเรียทุกไอโซเลตทดสอบความสามารถในการผลิตสาร ปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน และการ

สงเสริมการเจริญของพืช จากแบคทีเรียท่ีแยกไดท้ังหมด 959 ไอโซเลต พบวา 503 ไอโซเลต สามารถ

เจริญบนอาหารท่ีไมมีไนโตรเจนได แบคทีเรียจํานวน 480 และ 230 ไอโซเลต สามารถละลายฟอสเฟต 

และโพแทสเซียม เม่ือนําแบคทีเรียไอโซเลทท่ีแสดงผลเปนบวกมาทดสอบพบวา 43 ไอโซเลต สามารถผลิต

ฮอรโมนพืช IAA ในการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตสารปฏิชีวนะใชวิธี paper disc agar diffusion พบวามี

เพียง 18 ไอโซเลตท่ีแยกจากดินบริเวณรากพืช แสดงการเปนปฏิปกษตอเชื้อทดสอบสายพันธุท่ีไวตอสาร

เตตราซัยคลิน และไมมีแบคทีเรียจากตนท่ีแสดงการยับยั้งเชื้อทดสอบ เม่ือนําแบคทีเรีย  12 ไอโซเลต ไป

ตรวจสอบการผลิตสารเตตราซัยคลินโดยวิธี high performance liquid chromatography พบวา

แบคทีเรียท้ัง 12 ไอโซเลต ไมสามารถผลิตสารเตตราซัยคลิน จึงไดคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีมีลักษณะ

โคโลนีเหมือนแบคทีเรีย Bacillus subtilis ทําการตรวจสอบการสรางสาร surfactin ซ่ึงเปนสารท่ีผลิต

โดยแบคทีเรีย B. subtilis เปนชีวภัณฑลดแรงตึงผิวท่ีสามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรียรวมท้ังเชื้อไฟโตพลาสมา 

จากการตรวจสอบโดยใชเทคนิค drop-collapse พบวามีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต ท่ีสามารถผลิตสาร  

surfactin อยางไรก็ตาม จะตองนําไอโซเลตท่ีแสดงศักยภาพไปทดสอบตอกับพืชเพ่ือทราบประสิทธิภาพ

ในการนําไปใชควบคุมโรคใบขาวออย 

คําสําคัญ: โรคใบขาวออย แบคทีเรียบริเวณรากท่ีสามารถสงเสริมการเจริญของพืช แบคทีเรียภายในพืช  
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ABSTRACT 
 Sugarcane white leaf (SCWL) disease caused by plant pathogenic phytoplasma 
(Candidatus Phytoplasma) consider to be the most important disease of sugarcane in 
Thailand and continue to be severe problems to sugarcane grower, especially in 
northeastern Thailand. The objective of this research was to screen and determine the 
ability of plant growth promoting rhizobacteria and endophytic bacteria to control SCWL 
disease. The 558 and 401 bacteria were isolated from rhizospheric soil and sugarcane 
stalks in eleven provinces of Thailand, Lop Buri, Suphan Buri, Nakhon Pathom, 
Ratchaburi, Kanchanaburi, Nakhon Sawan, Kamphaeng Phet, Nakhon Ratchasima, Udon 
Thani, Khon Kaen and Chaiyaphum. All isolates were screened for the ability to produce 
tetracyclines and growth promoting activity in vitro. A total of 959 isolates, 503 isolates 
were able to grow on nitrogen free medium. The 480 and 230 isolates indicated as 
solubilizer of phosphorus and potassium, respectively. Forty three of which positively 
isolates exhibited phytohormone (IAA) synthesis. To screen for in vitro antibiotic activity, 
the tested bacteria (tetracyclines sensitive strain) were conducted by paper disc agar 
diffusion. Only eighteen rhizospheric bacterial isolates showed in vitro antagonism against 
the tetracyclines sensitive strain, whereas none of stalk endophytes isolated inhibited 
growth of the tester. Among these, twelve isolates were determined tetracyclines 
production by high performance liquid chromatography. The result revealed that all 
twelve isolates could not produce tetracyclines. Furthermore, 25 isolates of Bacillus 
subtilis-like colony were used to screen the surfactin production. Surfactin is produced 
by B. subtilis and known as one of the most powerful biosurfactants with antimicrobial 
properties, including anti-phytoplasma activity.  The surfactin production assays was 
performed by drop-collapse method. The results showed that three isolates could 
produce surfactin. However, potential isolates needs further test in vivo to uncover their 
efficacy as effective bacteria to control SCWL disease.    
Keywords: sugarcane white leaf disease, plant growth promoting rhizobacteria,   
               endophytic bacteria 
 

บทนํา 
ออยเปนพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย พ้ืนท่ีปลูก สวนใหญอยูในเขตภาคเหนือ ภาคกลางและ

ตะวันออกเฉียงเหนือ โดยมีพ้ืนท่ีปลูกมากท่ีสุดอยูในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ขอมูลจากสํานักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร พบวาในป 2555 มีเนื้อท่ีเก็บเก่ียวท้ังประเทศประมาณ 8 ลานไร ผลผลิตมากกวา 95 
ลานตัน ( http://www.oae.go.th/) ประเทศไทยมีการสงออกน้ําตาลดิบคิดเปนมูลคา 20,000-30,000 
ลานบาทตอป ปจจุบันการผลิตออยนอกจากใชเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมน้ําตาล ยังมีการนําไปใชผลิต
เอทานอลเพ่ือใชเปนพลังงานทดแทน การเพ่ิมผลผลิตโดยไมเพ่ิมพ้ืนท่ีปลูก ทําไดโดยการจัดการระบบการ
ปลูกและการใชพันธุออยท่ีใหผลผลิตสูง ปญหาดานโรคท่ีเกิดกับออยเปนปญหาสําคัญในการผลิต  
เนื่องจากออยมีโรคมากกวา 30 โรค (ธนาคร และคณะ, 2526) โรคหลายชนิดมีความสําคัญและทําให

http://www.oae.go.th/
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สูญเสียผลผลิต ดังนั้น จะตองเฝาระวังการระบาดของโรคประเภทนี้ โรคใบขาวออยจัดวาเปนโรคท่ีสําคัญ
อันดับหนึ่งของออย เนื่องจากระบาดทําความเสียหายมาก  และกวางขวาง โดยเฉพาะในพ้ืนท่ีปลูกทางภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ยากท่ีจะทําการปองกันกําจัด หลังจากท่ีพบโรคนี้ 1 ป (พ.ศ.  2499)  มีรายงานวาท่ี
จังหวัดลําปางมีโรคใบขาวระบาดทําความเสียหาย 500 ไร อีก 6-7 ปตอมา (พ.ศ. 2505-2506) ระบาด
เพ่ิมข้ึนเปน 10 เทา  ในปจจุบันความเสียหายเพ่ิมข้ึน  โดยในป 2554 มีพ้ืนท่ีโรคระบาดกวา 100,000 ไร 
ผลผลิตเสียหายกวา 1700 ลานบาท โรคใบขาวสามารถเกิดข้ึนไดกับทุกระยะการเจริญเติบโตของออย 
โดยอาการจะปรากฏใหเห็นไดชัดเจนในระยะกลา ออยแตกกอฝอยมีหนอเล็ก ๆ ท่ีมีใบสีขาวจํานวนมาก 
คลายกอหญา หนอไมเจริญเปนลํา หากอาการโรครุนแรงออยจะแหงตายท้ังกอในท่ีสุด หาก หนอออยในกอ
เจริญเปนลําได ลําออยท่ีไดจะไมสมบูรณ อาจมีใบขาวท่ีปลายยอด หรือมีหนอขาวเล็ก ๆ งอกจากตาขางของลํา 
บางครั้งอาการของโรคจะมีลักษณะแฝง พบเสมอในออยปลูกปแรก โดยออยเปนโรคเจริญเติบโตเปนลํา 
และมีใบสีเขียวคลายออยปกติ มีเพียงหนอขาวเล็ก ๆ ท่ีโคนกอ แตอาการโรคจะปรากฏใหเห็นไดชัดเจนใน
ออยตอในระยะเวลาตอมา รวมท้ังแหลงระบาดท่ีสําคัญของโรค เม่ือนําออยท่ีมีอาการแฝงคลายออยปกติ
ดังกลาวไปปลูกตอก็จะทําใหโรคระบาดตอไปไดอยางกวางขวาง อาการของโรคปรากฏท้ังบนออยปลูก และออยตอ
บางครั้งพบวาออยเปนโรคตั้งแตเริ่มปลูก (http://oldweb.ocsb.go.th/udon/Udon12/03/03.08.htm) 
โรคใบขาวของออยแพรระบาดโดยมีเชื้อติดไปกับทอนพันธุออย นอกจาก นี้ ยังมีแมลงเปนพาหะ ไดแก
เพลี้ยจั๊กจั่น 2 ชนิด คือ  Epitetix hiroglyphicus หรือ Matsumuratettix hiroglyphicus และ 
Cicadulina bipunctella เปนแมลงพาหะ ท่ีถายทอดเชื้อจากกอออยท่ีเปนโรคไปยังกอออยปกติ โดยพบ
จํานวนมากในชวงฤดฝูน แนวทางการควบคุมโรคใบขาวออย ไดแก การควบคุมแมลงพาหะ การใชทอน
พันธุปลอดโรค และการใชพันธุตานทานโรค ซ่ึงการควบคุมโรควิธีท่ีดีท่ีสุดไดแกการใชพันธุตานทานโรค 
อยางไรก็ตามแมวาจะมีความพยายามในการปรับปรุงพันธุออย แตยังไมมีรายงานถึงความสําเร็จ ในการ
ปลูกออยโดยใชทอนพันธุทําใหเกิดโรคระบาดอยางตอเนื่อง  และพบวาพันธุออยสะอาดท่ีปลอดจากโรค  
ใบขาวนั้นหาไดยากในแปลงปลูกออย   จึงมีการวิจัยใชวิธีการผลิตพันธุออยปลอดเชื้อโดยการ เพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อของยอดออน แตเม่ือนําไปปลูกก็ประสบปญหาการเกิดโรคในภายหลัง เนื่องจากมีแมลงพาหะ ท่ี
ถายทอดเชื้อ ดังนั้น การสรางความตานทานใหกับพืช จึงเปนอีกแนวทางหนึ่งท่ีมีศักยภาพในการนํามาใช 
โดยวิธีการสรางความตานทานใหกับพืชท่ีมีรายงานไวนั้น มีหลายวิธี เชน การใชสารเคมีในการกระตุน ให
พืชสรางความตานทาน การเพ่ิมธาตุอาหารบางชนิดใหแกพืช และอีกวิธีการหนึ่งท่ีมีศักยภาพในการ
นําไปใช ไดแก การใชแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีมีความสัมพันธกับพืชตามธรรมชาติ โดยแบคทีเรียเหลานี้
อาศัยครอบครองอยูบริเวณรากพืช หรือภายในตนพืช และสามารถสงเสริมการเจริญของพืช ผลิตสารท่ีมี
ฤทธิ์ยับยั้งหรือทําลายเชื้อโรค  กระตุนใหพืชผลิตสารท่ียับยั้งหรือทําลายเชื้อโรค การใชแบคทีเรียในการ
สรางความตานทานใหกับพืชเปนวิธีการท่ียั่งยืนตั้งแตการเพาะปลูกจนเก็บเก่ียว และเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม 
ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงทําการแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถนํามาใชควบคุมและปองกันโรคใบขาวออย  
โดยการประเมินประสิทธิภาพของแบคทีเรียท่ีแยกไดในดานการสงเสริมการเจริญของพืช การควบคุมโรค 
และการสรางความตานทานใหกับออย 

วัตถุประสงค 

1. เพ่ือแยกแบคทีเรียออย ท่ีเปนแบคทีเรียครอบครองบริเวณรากและภายในออย  

2. เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของแบคทีเรียออยในการสงเสริมการเจริญของพืช และ การผลิตสาร

กลุมท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งหรือทําลายเชื้อไฟโตพลาสมา 

3. ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียออยในการสรางความตานทานโรคใบขาวใหกับออย 

http://oldweb.ocsb.go.th/udon/Udon12/03/03.08.htm
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การตรวจเอกสาร 
คุณลักษณะของแบคทีเรียท่ีอยูอาศัยกับพืช และเปนประโยชนในระบบการผลิตพืชมีมากมาย เชน 

การผลิตสารปฏิชีวนะ หรือสารท่ีสามารถยับยั้งหรือทําลายเชื้อโรค การผลิตสารท่ีเปนประโยชนตอการ
เจริญเติบโตของพืช เชน ออกซิน และ siderophore การเปลี่ยนรูปสารหรือธาตุอาหารใหพืชสามารถ
นําไปใชในการเจริญเติบโต  แบคทีเรียท่ีมีการนํามาใชประโยชนในการปลูกพืชและเปนท่ีรูจักกันดี ไดแก 
ไรโซเบียมซ่ึงชวยตรึงไนโตรเจนใหแกพืชตระกูลถ่ัว ขอจํากัดของเชื้อแบคทีเรียพวก Rhizobia ไดแก ความ
เฉพาะเจาะจงกับชนิดของพืชอาศัย เชื้อแบคทีเรียอีกกลุมท่ีเปนประโยชนและมีศักยภาพในการนําไปใช 
ไดแก แบคทีเรียท่ีครอบครองบริเวณรากพืช (root colonizing bacteria) ซ่ึงมีหลายประเภท ท่ีมี
การศึกษากันมาก ไดแก แบคทีเรีย PGPR (plant growth- promoting rhizobacteria) โดยแบคทีเรีย 
PGPR เปนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากบริเวณเขตรากพืช พบวาแบคทีเรียกลุมนี้สามารถชักนําใหพืชตานทานโรค 
หรือทําใหเกิด ISR (Induced systemic resistance)  เนื่องจากแบคทีเรีย PGPR มีคุณสมบัติท่ีเปน
ประโยชนหลายดาน นักโรคพืชจึงทําการศึกษาวิจัยเพ่ือนํามาใชในการชักนําพืชใหตานทานโรค ซ่ึงเปนท่ี
ทราบกันดีวา การจัดการโรคพืชท่ีดีท่ีสุดคือการใชพืชท่ีตานทานโรค ขอดีของแบคทีเรีย PGPR คือ เปนเชื้อ
ท่ีไมมีความเฉพาะเจาะจงตอพืชอาศัย และสามารถชักนําใหพืชตานทานโรคไดอยางกวางขวาง ท้ังโรคท่ี
เกิดจากเชื้อสาเหตุหลายๆชนิด เชน  โรคท่ีเกิดจากเชื้อรา (Wei และคณะ,1991; Liu และคณะ, 1995a; 
Vidhyasekaran และ Muthamilan, 1999; Berg และคณะ, 2001; Pal และคณะ, 2001; Srivastava 
และคณะ, 2001; Viswanathan และ Samiyappan, 2002; Walker และคณะ, 2002; Zhang และ
คณะ, 2002) แบคทีเรีย(Alstrom, 1991; Liu และคณะ, 1995b; Wei และคณะ,1996; Park และ 
Kloepper, 2000) ไวรัส (Maurhofer และคณะ, 1994; Raupach และคณะ, 1996; Murphy และคณะ, 
2000) และไสเดือนฝอย(Siddiqui และ Mahmood, 1999) การศึกษากลไกท่ี PGPRs สามารถชักนํา
ความตานทานโรคในพืชตางๆ โดยเฉพาะกับ PGPR พวก Pseudomonas fluorescens พบวา เกิดจาก
การสะสมสาร phenolic compounds การเพ่ิมข้ึนของกิจกรรมของเอนไซม phenylalanine ammonia 
lyase (PAL) และ PR-proteins  

นอกจากนี้ ยังพบแบคทีเรียกลุมอ่ืนๆท่ีไมไดอยูบริเวณเขตรากพืช ท่ีสามารถชักนําใหพืชตานทาน
โรคและนํามาใชในการควบคุมโรค โดย Bashan และ Holguin (1998) เสนอใหใชคําวา PGPB (plant 
growth promoting bacteria) และ biocontrol-PGPB (biocontrol plant growth-promoting 
bacteria) ซ่ึงแบคทีเรียในกลุมนี้มีการศึกษากันมากกับพวกแบคทีเรียท่ีอยูภายในพืช (endophytic 
bacteria) การศึกษา endophytic bacteria โดย Hollis (1951) พบวามีแบคทีเรียท่ีอยูภายในพืชและ
ไมไดทําใหพืชเปนโรค มีการศึกษา endophytic bacteria ในพืชชนิดตางๆมากมาย ไดแก พืชไรตางๆ 
เชน พืชอาหารสัตว clover (Philipson and Blair, 1957) และ alfalfa (Gagne et al., 1987) พืชไร
อุตสาหกรรม เชน sugar beet (Jacobs et al., 1985), ฝาย (Misaghi and Donndelinger, 1990) 
พืชผัก เชน Brassica spp. (Agarwhal and Shende, 1987), มะเขือเทศ (van Peer et al., 1990)  
และไมผล เชน cherry trees (Cameron, 1970), สม (Gardner et al.,1982), pear trees (Whitesides 
and Spotts, 1991), องุน (Bell et al., 1995) การศึกษา endophytic bacteria ไดรับความสนใจมาก
ข้ึนเม่ือพบวา แบคทีเรียพวก  endophytic bacteria สามารถสงเสริมการเจริญของพืชและกระตุนกลไก
ความตานทานในพืช (Hallmann, 2001)   
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การศึกษา PGPR ในออยโดย Villegas (2001) ไดทําการแยกและจําแนกเชื้อแบคทีเรียท่ีสงเสริม
การเจริญเติบโตของออย และศึกษากลไกการสงเสริมการเจริญของออยโดยการติดตามเชื้อดวยวิธีการติด
ฉลากดวยยีน gusA พบวา Pseudomonas fluorescens ไอโซเลท LV7 ซ่ึงสามารถสงเสริมใหความสูง 
น้ําหนักมวลรวมของยอดและราก และความยาวรากเพ่ิมข้ึน โดยเชื้อครอบครองอยูบริเวณเนื้อเยื่อรากออย   
Viswanathan and Samiyappan (2002) ทําการแยกเชื้อแบคทีเรียกลุม fluorescent pseudomonads 
จากบริเวณเขตรากออย พบวา PGPR ท่ีแยกไดและนํามาทดสอบสามารถชักนําใหออยตานทานโรคเนาแดง 
โดยทําใหการเกิดโรคลดลง และเห็นผลชัดเจนในออยพันธุออนแอโรค  

ในประเทศไทยไดมีการคัดเลือกไรโซแบคทีเรียจากออย ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินบริเวณราก
ออยและศึกษาการนําไปใชควบคุมโรคเหี่ยวเนาแดงของออย (วรางคณา และคณะ , 2549) และเม่ือทําการ
ทดสอบในสภาพแปลงทดลอง พบวา ไรโซแบคทีเรีย Bacillus sp. สายพันธุ E7-17 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีแยก
ไดจากดินบริเวณรากออย สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของออยไดดี (ชลิดา และ นัฐพร , 2550) และ
แสดงการเปนปฏิปกษตอเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเนาแดง โดยเม่ือทําการแชทอนพันธุท่ีติดเชื้ออยางรุนแรงใน
เซลลแขวนลอยของแบคทีเรียสายพันธุ E7-17 พบวา สามารถควบคุมโรคไดดี (อัจฉราวรรณ และคณะ , 
2553)  

การคัดเลือกไรโซแบคทีเรียเพ่ือสงเสริมการเจริญของออยจากแหลงปลูกออย 24 จังหวัด และ
คัดเลือกเชื้อโดยการตรวจสอบ nifH gene ในการผลิตเอนไซมไนโตรจิเนส (nitrogenase) ซ่ึงทําหนาท่ี
ริดิวสไดไนโตรเจนเปนแอมโมเนียใหพืชนําไปใชในการเจริญ พบวาตรวจพบยีนดังกลาว 21.81% จากเชื้อ
ท่ีแยกไดท้ังหมด 1,336 ไอโซเลต และเม่ือคัดเลือกเชื้อ 100 ไอโซเลต นําไปตรวจสอบตอบนอาหาร
ทดสอบ พบวา มีเชื้อ 79 และ 49 ไอโซเลต ท่ีแสดงลักษณะการผลิตสาร siderophore และการละลาย
ฟอสเฟต (พจณา และคณะ, 2555)  

การศึกษาการสงเสริมการเจริญเติบโตของออยดวยแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในสภาพเรือนทดลอง
โดยการเก็บตัวอยางดินบริเวณรากออยจาก 22 แปลง ใน 3 อําเภอ 3 จังหวัด ไดแก อ. แกงสนามนาง จังหวัด
นครราชสีมา อ. กุมภวาป จ.อุดรธานี และ อ. เมืองขอนแกน จ.ขอนแกน แยกไดแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
จํานวน 19 ไอโซเลต และพบวามี 4 ไอโซเลต ท่ีมีกิจกรรมละลายฟอสเฟตสูง เม่ือนําไปทดสอบการสงเสริม
การเจริญเติบโตของออยในสภาพเรือนทดลอง พบวา การปลูกเชื้อแบคทีเรียรวมกับการใสปุยหินฟอสเฟต ทํา
ใหออยมีการเจริญเติบโตในทุกดานและมีการสะสมธาตุฟอสฟอรัสในลําตนสูงกวาออยชุดควบคุม (ไตรธานี 
และคณะ, 2555) 

การศึกษาแบคทีเรียท่ีอยูอาศัยกับพืชกับโรคท่ีเกิดจากไฟโตพลาสมา มีรายงานในองุน โดยพบวา  
endophytic bacteria ลดการเกิดโรคเหลือง (grapevine yellows) ขององุน และทําใหองุนมีอาการดีข้ึน 
(Bulgari et al., 2010) 

 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
1. เก็บตัวอยาง และแยกแบคทีเรียออย   

แยกเชื้อแบคทีเรียท่ีครอบครองบริเวณรากออย เก็บตัวอยางดินบริเวณรากออยในพ้ืนท่ีปลูกออย
ภาคกลาง ภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยเก็บในจังหวัดท่ีมีพ้ืนท่ีปลูกออยมากกวา 500,000 ไร 
และจังหวัดใกลเคียง รวม 11 จังหวัด ไดแก จังหวัดลพบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม ราชบุรี กาญจนบุรี 
นครสวรรค กําแพงเพชร นครราชสีมา อุดร ขอนแกน และชัยภูมิ โดยเก็บจังหวัดละ  10 พ้ืนท่ี สุมเก็บ
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ตัวอยางดิน 5 จุดตอพ้ืนท่ี แยกเชื้อแบคทีเรียจากดินบริเวณรากออย ดวยวิธ ี soil dilution plate 
method โดยใชอาหาร Nutrient Glucose Agar (NGA) สําหรับแยกแบคทีเรียท่ัวไป บมเลี้ยงเชื้อท่ี
อุณหภูมิหองนาน 48-72 ชั่วโมง จากนั้นคัดเลือกโคโลนีท่ีแตกตางกัน ยายเชื้อลงอาหารใหมทําซํ้า 2-3 ครั้ง 
เพ่ือใหไดเชื้อบริสุทธิ์ เก็บรักษาเชื้อในตูเย็นท่ีอุณหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส  

การแยกเชื้อแบคทีเรียภายในออยหรือแบคทีเรียเอนโดไฟตจากตัวอยางออย โดย เก็บตัวอยางตนออย
ในพ้ืนท่ีปลูกท่ีสําคัญเชนเดียวกับตัวอยางดิน การเก็บตนออย เก็บแปลงละ 3 ตน โดยตัดตัวอยาง 3 ตน
รวมกันกอนแยกเชื้อและนับเปน 1 ตัวอยาง ฆาเชื้อท่ีผิวดวยแอลกอฮอล 5 นาที จากนั้นใชมีดท่ีลนไฟฆา
เชื้อแลว ปาดเปลือกออก แลวใช cork borer ท่ีฆาเชื้อแลวเจาะในลําออยจากสวนโคน กลาง และปลาย
ลําออย นําชิ้นออยท่ีเจาะไดใสลงในน้ําท่ีนึ่งฆาเชื้อแลว บดชิ้นออยดวยแทงแกวปลอดเชื้อ จากนั้น ทําการ
แยกเชื้อโดยวิธีการ spread plate บนอาหาร NGA บมเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิหองนาน 48-72 ชั่วโมง 
คัดเลือกโคโลนีท่ีแตกตางกัน ยายเชื้อลงอาหารใหมทําซํ้า 2-3 ครั้ง เพ่ือใหไดเชื้อบริสุทธิ์ เก็บรักษาเชื้อใน
ตูเย็นท่ีอุณหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส เชนเดียวกับเชื้อท่ีแยกไดจากดิน 
 
2. ประเมินประสิทธิภาพของแบคทีเรียออยในการสงเสริมการเจริญของพืช ในระดับหองปฏิบัติการ 
 นําแบคทีเรียออยท่ีแยกไดมาประเมินประสิทธิภาพเพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติตางๆ ดังนี้  

- การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการตรึงไนโตรเจน 
ทดสอบการตรึงไนโตรเจนบนอาหารแข็ง N-free malate medium (Nfb) โดยวิธี point 

inoculation บมเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิหองนาน 5 และ 7 วัน เชื้อท่ีสามารถเจริญไดบนอาหารแสดงถึง
ความสามารถของแบคทีเรียในการตรึงไนโตรเจนจากอากาศ  

- การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟต  
ทดสอบเชื้อแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟต โดยเลี้ยง เชื้อแบคทีเรียบนอาหารแข็ง 

Pikovskaya’s medium (PVK) โดยวิธี point inoculation บมเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิหองนาน 7 วัน บันทึก
ผลการเกิดบริเวณใสรอบโคโลนีเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 

- การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการละลายโพแทสเซียม 
ทดสอบเชื้อแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการละลายโพแทสเซียม โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหารแข็ง 

Aleksandrov agar medium โดยวิธี point inoculation บมเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิหองนาน 3 วัน บันทึก
ผลการเกิดบริเวณใสรอบโคโลนีเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 

 - การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิต indole 3-acetic acid (IAA) 
ศึกษาการผลิต  indole 3-acetic acid (IAA) จากเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ท่ีคัดแยก  โดยเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียในอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บมเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา  24 ชั่วโมง จากนั้นดูดเชื้อแบคทีเรียปริมาตร  80 ไมโครลิตร  ใสในอาหารทดสอบ
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ท่ีอยูในไมโครเพลท จากนั้นบมเชื้อบนเครื่องเขยาในท่ีมืด นาน 24 ชั่วโมง ตรวจ
ผลโดยเติม Salkowski , s reagent ปริมาตร  800 ไมโครลิตร  ตรวจสอบสีชมพูท่ีเกิดข้ึนแสดงถึง
ความสามารถในการสราง IAA  

 
3. ประเมินประสิทธิภาพของแบคทีเรียออยในการผลิตสารท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งหรือทําลายเชื้อ  
ไฟโตพลาสมาในระดับหองปฏิบัติการ  
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นําแบคทีเรียออยท่ีแยกไดมาประเมินการสรางสารยับยั้งหรือทําลายเชื้อไฟโตพลาสมาในระดับ
หองปฏิบัติการ โดยวิธี paper disc agar diffusion โดยใชแบคทีเรียท่ีไวตอสาร tetracycline เปนเชื้อ
ตรวจสอบแทนเชื้อไฟโตพลาสมาซ่ึงไมสามารถเพาะเลี้ยงได โดยในข้ันแรกทําการคัดเลือกเชื้อทดสอบท่ีถูก
ยับยั้งไดโดยสาร tetracycline แตไมถูกยับยั้งโดยสารปฏิชีวนะชนิดอ่ืนท่ีมีฤทธิ์ทําลายผนังเซลล จากนั้น 
คัดเลือกเชื้อท่ีใหผลในการยับยั้งเชื้อตรวจสอบได นําไปตรวจสอบการผลิตสาร  tetracycline โดยเทคนิค 
high performance liquid chromatography (HPLC)  

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

1. เก็บตัวอยาง และแยกแบคทีเรียออย    
  เก็บตัวอยางดินบริเวณรากออยในพ้ืนท่ีปลูกออยภาคกลาง และภาคเหนือ รวม 7 จังหวัด ไดแก 

จังหวัดสุพรรณบุรี นครปฐม ราชบุรี กาญจนบุรี ลพบุรี นครสวรรค กําแพงแพชร (ภาพท่ี 1) และไดรับ
ความอนุเคราะหจากคุณทวีป ศรีวงษ โรงงานน้ําตาลวังขนาย ในการเก็บตัวอยางจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
รวม 4 จังหวัด ไดแก จังหวัดขอนแกน อุดรธานี นครราชสีมา และชัยภูมิ (ภาพท่ี 2) รวมตัวอยางท้ังหมด 
11 จังหวัด จังหวัดละ 10 แปลง ไดตัวอยางดิน 110 ตัวอยาง และตัวอยางพืช 110 ตัวอยาง รวม
ตัวอยางท้ังหมด 220 ตัวอยาง ในการเก็บตัวอยางดิน สุมเก็บตัวอยางดิน 5 จุดตอพ้ืนท่ี แตละจุดเก็บดิน
พรอมรากออยประมาณ 200 กรัม รวมเปน 1 กิโลกรัมตอตัวอยางตอพ้ืนท่ี และเก็บตัวอยางตนออยใน
พ้ืนท่ีเดียวกับตัวอยางดิน โดยเลือกเก็บลําออยท่ีสมบูรณ 3 ลําตอพ้ืนท่ี  แยก แบคทีเรียภายในลําออย
หรือแบคทีเรีย เอนโดไฟตจากตัวอยางออย จากตัวอยางรวม 11 จังหวัด จังหวัดละ 10 แปลง ไดตัวอยาง
ดินและตนออยรวม 220 ตัวอยาง แยกไดเชื้อแบคทีเรียท่ีครอบครองบริเวณรากออย จํานวน 558 ไอโซเลต 
และแยกไดเชื้อแบคทีเรียภายในออย จํานวน 401 ไอโซเลต รวมแยกไดเชื้อแบคทีเรียออย 959 ไอโซเลต 
(ตารางท่ี 1) โดยตัวอยางจากท้ัง 11 จังหวัด ตรวจพบเชื้อจากดินบริเวณรากออยมากกวาเชื้อภายในลําออย 
ยกเวนจังหวัดลพบุรี ท่ีพบเชื้อในลําออยมากกวาในดิน และพบเชื้อแบคทีเรียจากดินบริเวณรากออยใน
พ้ืนท่ีจังหวัดนครปฐมมากท่ีสุด เปนจํานวน 81 ไอโซเลต รองลงไปไดแก จังหวัดสุพรรณบุรี จํานวน 72 ไอโซเลต 
สวนจังหวัดลพบุรี พบเชื้อจากดินนอยท่ีสุด จํานวน 24 ไอโซเลต อยางไรก็ตาม เม่ือแยกเชื้อแบคทีเรีย
ภายในออย พบเชื้อในลําออยจากนครปฐม เปนจํานวนนอยเพียง 26 ไอโซเลต ซ่ึงจังหวัดท่ีพบเชื้อใน
ลําออยนอยท่ีสุด ไดแก กาญจนบุรี จํานวน 25 ไอโซเลต สวนจังหวัดท่ีพบเชื้อในลําออยมากท่ีสุด ไดแก 
จังหวัดสุพรรณบุรี จํานวน 64 ไอโซเลต ดังนั้น จังหวัดท่ีแยกไดเชื้อรวมมากท่ีสุดคือ สุพรรณบุรี ในการเก็บ
ตัวอยางจากจังหวัดสุพรรณบุรีในครั้งนี้ เปนตัวแทนท่ีเก็บจากอําเภอสองพ่ีนอง และดานชาง   
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    ภาพท่ี 1 ลักษณะของตนออยและดินบริเวณรากออย ในพ้ืนท่ีปลูกออยท่ีเก็บตัวอยาง 7 จังหวัด 
    
 

                           
 
    ภาพท่ี 2 ลักษณะของตนออย (ก) และดินบริเวณรากออย จากพ้ืนท่ีปลูกออยภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
                พบดิน 2 ลักษณะ (ข และ ค)  

อ. กําแพงแสน จ. นครปฐม อ. โพธาราม จ. ราชบุรี อ. ทามะกา จ. กาญจนบุรี อ. ดานชาง จ. สุพรรณบุรี 

อ. สองพ่ีนอง จ. สุพรรณบุรี อ. ตากฟา จ. นครสวรรค อ. เมือง จ. กําแพงเพชร อ. โคกสําโรง จ. ลพบุรี 

ข ค 

ก 
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  การเก็บตัวอยางพบวาในแตละพ้ืนท่ีมีความแตกตางกันโดยเฉพาะในพ้ืนท่ีตางภูมิภาคกัน ท้ังใน
ดานลักษณะของดิน และพันธุออย รวมท้ังอายุออยท่ีแตกตางกันดวย โดยการเก็บตัวอยางจากลพบุรีเปน
แหลงสุดทายในการวิจัยนี้ ในเดือนมีนาคม 2558 ซ่ึงอยูในระยะเก็บเก่ียวออย และเปนชวงท่ีแหงแลงมาก 
(ภาพท่ี 3) จึงนาจะเปนสาเหตุท่ีทําใหเชื้อท่ีแยกไดจากดินมีปริมาณนอยท่ีสุด อยางไรก็ตามแมสภาพดินแหง 
และใบออยแหง แตภายในลําออยไมแหง จึงพบวาเชื้อแบคทีเรียในลําออยมีปริมาณมาก  

 
 

 

                             
 
    ภาพท่ี 3 ลักษณะของตนออย จากพ้ืนท่ีปลูกออยจังหวัดลพบุรี เขตอําเภอโคกสําโรง (ก และ ข)  
                อําเภอชัยบาดาล (ค และ ง) และ อําเภอทาหลวง (จ และ ฉ) 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 
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ตารางท่ี 1 จํานวนตัวอยาง และจํานวนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดิน บริเวณรากออยและตนออยจากพ้ืนท่ี
ปลูกออยจังหวัดตางๆ 
 

จังหวัด จํานวนแปลง ดิน ตนออย 
จํานวน
ตัวอยาง 

จํานวนแบคทีเรีย 
(ไอโซเลต) 

จํานวน
ตัวอยาง 

จํานวนแบคทีเรีย 
(ไอโซเลต) 

สุพรรณบุรี 10 10 72 10 64 
นครปฐม 10 10 81 10 26 
ราชบุรี 10 10 48 10 38 
กาญจนบุรี 10 10 41 10 25 
ขอนแกน 10 10 58 10 42 
อุดรธานี 10 10 57 10 32 
นครราชสีมา 10 10 31 10 28 
ชัยภูมิ 10 10 43 10 32 
นครสวรรค 10 10 58 10 42 
กําแพงเพชร 10 10 45 10 32 
ลพบุรี 10 10 24 10 40 

รวม 110 110 558 10 401 
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2. ประเมินประสิทธิภาพของแบคทีเรียออยในการสงเสริมการเจริญของพืช ในระดับหองปฏิบัติการ 

  เม่ือนําแบคทีเรียออยท่ีแยกไดมาประเมินประสิทธิภาพเพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการ
สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช โดยการทดสอบบนอาหารในหองปฏิบัติการ (ภาพท่ี 4)  พบเชื้อแบคทีเรีย
ท่ีมีคุณสมบัติในการตรึงไนโตรเจน ละลายฟอสเฟต และโพแทสเซียม จํานวน 503, 480 และ 230 ไอโซเลต 
ตามลําดับ (ตารางท่ี 2) โดยพบวา ท้ังแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินและภายในออย แสดงคุณสมบัติในการตรึง
ไนโตรเจนไดมากท่ีสุด รองลงไปไดแกคุณสมบัติการละลายฟอสเฟต และการละลายโพแทสเซียม 
ตามลําดับ และเม่ือเปรียบเทียบระหวางเชื้อท่ีแยกไดจากดินและภายในออย พบวา เชื้อท่ีแยกไดจากลําออย 
มีคุณสมบัติในการสงเสริมการเจริญของพืชจากการทดสอบท้ัง 3 ลักษณะ มากกวาเชื้อท่ีแยกไดจากดิน โดย
เปอรเซ็นตเชื้อจากภายในออยท่ีมีคุณสมบัติในการตรึงไนโตรเจน การละลายฟอสเฟต  และโพแทสเซียม  
เทากับ 58.36, 57.11 และ 33.17 สวนเชื้อท่ีแยกไดจากดินมีเปอรเซ็นต เทากับ 48.21, 44.98 และ 
17.38 ตามลําดับ (ตารางท่ี 2) 

 
ตารางท่ี 2 จํานวนแบคทีเรียจากดินบริเวณรากออย และตนออยในพ้ืนท่ีปลูกออยจังหวัดตางๆ  ท่ีสามารถ
เจริญบนอาหารทดสอบการตรึงไนโตรเจน (N) การละลายฟอสเฟต (P) และโพแทสเซียม (K)  
 

จังหวัด แบคทีเรียจากดิน แบคทีเรียจากตนออย 
N P K N P K 

สุพรรณบุรี 45 30 16 47 38 34 
นครปฐม 27 27 5 15 12 2 
ราชบุรี 30 21 6 29 16 4 
กาญจนบุรี 15 23 6 4 14 8 
ขอนแกน 23 25 0 18 23 10 
อุดรธานี 10 31 7 24 19 16 
นครราชสีมา 21 22 15 21 18 8 
ชัยภูมิ 35 25 14 22 22 8 
นครสวรรค 31 16 8 24 27 17 
กําแพงเพชร 30 21 19 18 18 12 
ลพบุรี 2 10 1 12 22 14 
จํานวนรวม 269 251 97 234 229 133 

% 48.21 44.98 17.38 58.36 57.11 33.17 
 
%  = จํานวนแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญบนอาหารทดสอบแตละชนิด X 100 
                จํานวนไอโซเลตเชื้อท่ีแยกไดท้ังหมดจาก 220 ตัวอยาง 
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  จากจํานวนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินในแตละจังหวัด พบวาเปอรเซ็นตการพบแบคทีเรียจากดิน
บริเวณรากออยท่ีสามารถเจริญบนอาหารทดสอบการตรึงไนโตรเจนมีมากกวาลักษณะอ่ืนๆ ยกเวนจาก
จังหวัดกาญจนบุรี ขอนแกน อุดรธานี และนครราชสีมา (ตารางท่ี 3) โดยเฉพาะจากอุดรธานี พบวาเชื้อท่ี
สามารถละลายฟอสเฟตมีปริมาณมากกวาเชื้อท่ีสามารถตรึงไนโตรเจน และเม่ือเปรียบเทียบกับทุกจังหวัด 
พบวาจากอุดรธานีมีจํานวนไอโซเลตท่ีสามารถละลายฟอสเฟตมากท่ีสุด อยางไรก็ตามในการวิจัยครั้งนี้
ไมไดมีการตรวจสอบปริมาณธาตุอาหารและความอุดมสมบูรณของดิน ท้ังนี้ ไตรธานี และคณะ ( 2555) ทํา
การแยกเชื้อแบคทีเรียจาก 3 จังหวัดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ไดแก ขอนแกน อุดรธานี และ
นครราชสีมา รวม 22 แปลง แยกไดแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟต 19 ไอโซเลต และพบวาแบคทีเรีย
ท่ีสามารถละลายฟอสเฟตท่ีแยกไดจากดินในแปลงท่ีมีปริมาณฟอสฟอรัสสูง จะมีความสามารถในการยอย
สลายฟอสเฟตไดมากกวาแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินท่ีมีปริมาณฟอสฟอรัสต่ํา และพบวากิจกรรมการ
ละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟตไมข้ึนกับความอุดมสมบูรณของดิน  

  จากการวิจัยนี้ เม่ือทดสอบ คุณสมบัติการตรึงไนโตรเจน การละลายฟอสเฟต  และโพแทสเซียม  
พบวา เชื้อบางไอโซเลตมีคุณสมบัติมากกวา 1 ลักษณะ เลือก แบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการตรึงไนโตรเจน 
การละลายฟอสเฟต หรือโพแทสเซียม นํามาทดสอบความสามารถในการผลิต indole 3-acetic acid 
(IAA) (ภาพท่ี 5) ผลการทดสอบพบวา แบคทีเรียท่ีสามารถผลิต IAA มีจํานวน 43 ไอโซเลต  
 การทดสอบ คุณสมบัติการตรึงไนโตรเจน การละลายฟอสเฟต  และโพแทสเซียมของเชื้อท่ีแยกจาก
ลําออยในแตละจังหวัด พบวาเปอรเซ็นตการพบแบคทีเรียภายใน ออยท่ีสามารถเจริญบนอาหารทดสอบ
การตรึงไนโตรเจนมีมากกวาลักษณะอ่ืนๆ เชนเดียวกับเชื้อท่ีแยกจากดิน ยกเวนจากจังหวัดกาญจนบุรี 
ขอนแกน นครสวรรค และลพบุรี (ตารางท่ี 3) โดยพบวาเชื้อท่ีสามารถละลายฟอสเฟตมีปริมาณมากกวา
เชื้อท่ีสามารถตรึงไนโตรเจน จากการทดสอบคุณสมบัติการตรึงไนโตรเจนของเชื้อท่ีแยกไดท้ังหมดจากดิน
และตนออย 11 จังหวัด รวม 220 ตัวอยาง โดยการตรวจสอบความสามารถของเชื้อในการเจริญบนอาหาร
ท่ีไมมีแหลงไนโตรเจน พบเชื้อท่ีสามารถเจริญไดเปนจํานวน 503 ไอโซเลต จากเชื้อท้ังหมด 959 ไอโซเลต 
หรือเทากับ 52.45 % อยางไรก็ตามจากการศึกษาของ พจณา และคณะ ( 2555) ท่ีทําการแยกเชื้อจากดิน
ในแหลงปลูกออย 24 จังหวัด โดยใชอาหารท่ีไมมีแหลงไนโตรเจน พบวาแยกไดเชื้อท้ังหมด 1,336 ไอโซเลต 
เม่ือตรวจสอบ nifH gene พบวาตรวจพบยีนดังกลาวจากเชื้อ 292 ไอโซเลต หรือพบ 21.81 % ดังนั้น 
การคัดเลือกเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน และสามารถสงเสริมการเจริญของออยไดนั้น ควร
ทําการทดสอบกับออยเปนสําคัญ  
 การตรวจสอบเชื้อท่ีสามารถละลายโพแทสเซียม พบวา แบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินจากจังหวัด
นครราชสีมา กําแพงเพชร และชัยภูมิ มีเปอรเซ็นตเชื้อท่ีแสดงคุณสมบัติ ละลายโพแทสเซียมมากกวาจาก
แหลงอ่ืน โดยพบวาไมมีเชื้อท่ีแยกจากดินจังหวัดขอนแกนท่ีสามารถละลายโพแทสเซียม แสดงวาการพบเชื้อ
ท่ีสามารถละลายโพแทสเซียมไมมีความสัมพันธกับลักษณะของดิน เนื่องจากตัวอยางดินจากนครราชสีมา 
และขอนแกน มีลักษณะของดินเหมือนกันคือเปนดินรวนปนทราย และแบคทีเรียท่ีแยกไดจากลําออยจาก
จังหวัดสุพรรณบุรี มีเปอรเซ็นตเชื้อท่ีแสดงคุณสมบัติ ละลายโพแทสเซียมมากกวาจากแหลงอ่ืน สวนเชื้อท่ี
แยกจากลําออยจากจังหวัดนครปฐมมีเชื้อท่ีสามารถละลายโพแทสเซียมไดนอยท่ีสุด แสดงวาการพบเชื้อ ท่ี
สามารถละลายโพแทสเซียมไมมีความสัมพันธกับพันธุออย เนื่องจากในพ้ืนท่ีปลูกออยจังหวัดสุพรรณบุรี และ
นครปฐม ปลูกออยพันธุ LK92-11 เชนเดียวกัน 
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ตารางท่ี 3 เปอรเซ็นตการพบแบคทีเรียจากดินบริเวณรากออย และตนออยในพ้ืนท่ีปลูกออยจังหวัดตางๆ  
ท่ีสามารถเจริญบนอาหารทดสอบการตรึงไนโตรเจน (N) การละลายฟอสเฟต (P) และโพแทสเซียม (K)   
 

จังหวัด แบคทีเรียจากดิน แบคทีเรียจากตนออย 
N P K N P K 

รวม % รวม % รวม % รวม % รวม % รวม % 
สุพรรณบุรี 45 62.5 30 41.7 16 22.2 47 73.4 38 59.4 34 53.1 
นครปฐม 27 33.3 27 33.3 5 6.2 15 57.7 12 46.2 2 7.7 
ราชบุรี 30 62.5 21 43.8 6 12.5 29 76.3 16 42.1 4 10.5 
กาญจนบุรี 15 36.6 23 56.1 6 14.6 4 16.0 14 56.0 8 32.0 
ขอนแกน 23 39.7 25 43.1 0 0 18 42.9 23 54.8 10 23.8 
อุดรธานี 10 17.5 31 54.4 7 12.3 24 75.0 19 59.4 16 50.0 
นครราชสีมา 21 67.7 22 71.0 15 48.4 21 75.0 18 64.3 8 28.6 
ชัยภูมิ 35 81.4 25 58.1 14 32.6 22 68.8 22 68.8 8 25.0 
นครสวรรค 31 53.4 16 27.6 8 13.8 24 57.1 27 64.3 17 40.5 
กําแพงเพชร 30 66.7 21 46.7 19 42.2 18 56.3 18 56.3 12 37.5 
ลพบุรี 2 8.3 10 4.2 1 4.2 12 30.0 22 55.0 14 35.0 
 
%  = จํานวนแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญบนอาหารทดสอบแตละชนิดในแตละจังหวัด X 100 
                 จํานวนไอโซเลตเชื้อท้ังหมดท่ีสามารถเจริญบนอาหารทดสอบแตละชนิด  
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ภาพท่ี 4 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการสงเสริมการเจริญของพืชในระดับหองปฏิบัติการ  
บนอาหารทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจน (ข) การละลายฟอสเฟต (ค) และโพแทสเซียม (ง)  
เม่ือเทียบกับการเจริญของเชื้อในชุดควบคุมบนอาหาร nutrient glucose agar (ก) 
 
 
 

                            
 
          ภาพท่ี 5 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการผลิต indole 3-acetic acid (IAA)  
                      โดยเกิดสีชมพู เม่ือเติมสารทดสอบ 
 

ก ข 

ค ง 
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3. ประเมินประสิทธิภาพของแบคทีเรียออยในการผลิตสารท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งหรือทําลายเชื้อ  
ไฟโตพลาสมาในระดับหองปฏิบัติการ  
 นําเชื้อท่ีทําการคัดเลือกไดวาเปนเชื้อแบคทีเรียท่ีไวตอสาร tetracycline มาใชในการคัดเลือกเชื้อ
จากตัวอยางท้ังหมด โดยทดสอบดวยวิธี paper disc agar diffusion และใชอาหาร NGA พบวาแบคทีเรีย
ท่ีกอใหเกิดบริเวณใสรอบแผนกลม (ภาพท่ี 6) มีจํานวน 18 ไอโซเลต คัดเลือกเชื้อท่ีมีลักษณะแตกตางกัน
จํานวน 12 ไอโซเลต เลี้ยงในอาหาร nutrient glucose broth โดยวางบนเครื่องเขยา บมเชื้อท่ีอุณหภูมิหอง 
(ประมาณ 30 องศาเซลเซียส) เปนเวลานาน 48 ชั่วโมง จากนั้น นําเขาเครื่องปนเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล
แบคทีเรียออกจากอาหาร แลวนําสงวิเคราะหตรวจหาสาร tetracycline โดยใชเทคนิค HPLC ผลการ
วิเคราะหพบวา ตรวจไมพบสาร  tetracycline ในทุกตัวอยาง แสดงวาเชื้อทดสอบท้ัง 12 ไอโซเลต ไม
สามารถผลิตสาร tetracycline 
 เนื่องจากมีสารหลายชนิดท่ีสามารถยับยั้งเชื้อไฟโตพลาสมา ในการทดลองนี้ จึงทําการตรวจสอบ
ความสามารถของเชื้อในการผลิตสาร surfactin โดยใชเทคนิค drop-collapse และเนื่องจากสาร 
surfactin ท่ีมีผลตอตานเชื้อไฟโตพลาสมานั้น มีรายงานการสรางโดยแบคทีเรีย Bacillus subtilis ในการ
ทดลองนี้ จึงนําเชื้อท่ีมีลักษณะโคโลนีคลายเชื้อ  B. subtilis จํานวน 25 ไอโซเลต ทดสอบการสรางสาร 
surfactin ผลจากการทดสอบพบวา มีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต ท่ีแสดงผลเปนบวก อยางไรก็ตาม จะตองทํา
การตรวจสอบตอไป โดยการตรวจสอบยีน sfp ท่ีควบคุมการสรางสาร surfactin ในแบคทีเรีย และทําการ
แยกสารบริสุทธิ์เพ่ือนําไปวิเคราะห เพ่ือคัดเลือกไอโซเลตท่ีดีท่ีสุดท่ีสามารถผลิตสาร  surfactin และใชใน
ทดสอบการยับยั้งเชื้อไฟโตพลาสมาท่ีเปนสาเหตุโรคใบขาวของออยตอไป   
 
 

                         
 
 ภาพท่ี 6 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียจากดินและตนออยในการผลิตสารท่ีมีคุณสมบัติในการ  
            ยับยั้ง หรือทําลายเชื้อไฟโตพลาสมาในระดับหองปฏิบัติการ โดยใชเชื้อทดสอบท่ีไวตอสาร 
            เตตราซัยคลิน ดวยวิธี paper disc agar diffusion  
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