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บทคดัย่อ 

เชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตจาํนวน 91 ไอโซเลตที�แยกไดจ้ากดินสวนลาํไยถกูนาํมาศกึษา

การผลิตกรดอินโดลอะซิติก (Indol-3-acitic acid; IAA)  พบว่ามี 45 ไอโซเลต สามารถผลิต IAA ได้

ในอาหาร Tryptic soy broth ที�เติม tryptophan ที�สภาวะตั�งไว ้ในจาํนวนนี�มี 5 ไอโซเลต ที�สามารถ

ผลิต IAA ไดป้ริมาณสูง (>10 g/mL) ซึ�งจากการจาํแนกดว้ยการหาลาํดบัเบสยนี 16SrRNA  พบว่า

อยูใ่นจีนสั Pseudomonas sp. และ Micrococcus sp. ยิ�งไปกว่านั�นจากการศึกษา พบว่า ความเขม้ขน้

ของ tryptophan และ pH มีผลต่อการผลิต IAA ของเชื�อแบคทีเรีย อยา่งมีนยัสาํคญั โดย 

Pseudomonas ผลิต IAA ไดสู้งสุดที� pH 7 ในขณะที� Micrococcus sp. ผลิตไดสู้งที� pH9 และในการ

เพาะเลี�ยงที�มีการเขยา่ ส่งผลใหเ้ชื�อแบคทีเรียส่วนใหญ่ผลิต IAA ไดม้ากกว่าสภาวะตั�งไวถ้ึง 100% 

 คาํสาํคญั: แบคทีเรียสลายคลอเรต, สารออกฤทธิ� ทางชีวภาพ, ฤทธิ� ตา้นจุลินทรีย,์ ออกซิน, การละลายฟอสเฟต 
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Abstract 

A total of 91 isolates was investigated for indole-3-acetic acid (IAA) production in chlorate-

degrading bacteria from longan plantation soils. The forty five bacterial isolates produced IAA in 

tryptic soy broth containing L-tryptophan at static condition. Among these, only 5 isolates 

producing high amount of IAA (>10 µg/mL of IAA) were identified as Pseudomonas sp. and 

Micrococcus sp. using 16S rRNA base sequencing technique. Further investigation was revealed 

that concentration of tryptophan and pH influenced the IAA production significantly. In this 

study, maximum IAA production of Pseudomonas sp. was observed at pH7 (13.6-31.4 µg/mL), 

whereas Micrococcus sp. showed that highest IAA production (17.5 µg/mL) at pH9. Furthermore, 

in condition of shaking flake gave higher concentration of IAA that in static condition with 100 

%. 

Keywords: Chlorate reducing bacteria, bioactive compound, antagonistic activity, auxin, phosphate solubilizing 

 



คาํนํา 

ลาํไยเป็นที�สาํคญัอยา่งหนึ�งในภาคเหนือ โดยสามารถส่งออกเป็นสินคา้เกษตรในรูปลาํไย

สด ลาํไยกระป๋อง ลาํไยแช่แข็งและลาํไย ทาํรายไดจ้ากการส่งออกปีละไม่ตํ�ากว่า 5,000 ลา้นบาท 

ปัญหาหนึ�งที�เกษตรกรผูป้ลกูลาํไยมกัเผชิญในอดีต คือการออกดอกไม่สมํ�าเสมอของตน้ลาํไย 

เนื�องจากการออกดอกติดผลขึ�นอยูก่บัความหนาวเยน็ จึงไดม้ีการนาํสารโพแทสเซียมคลอเรต

สามารถกระตุน้ใหล้าํไยออกดอกนอกฤดูได ้ ถึงแมว้่าจะมีรายงานว่าไม่มีอนุมลูคลอเรตตกคา้งในผล

ลาํไยสุก และมีความปลอดภยัในการบริโภคก็ตาม แต่ในขณะเดียวกนัสารโพแทสเซียมคลอเรต

สามารถที�จะใชใ้นการเหนี�ยวนาํใหเ้ชื�อราใหเ้กิดการกลายพนัธุใ์นระดบัหอ้งปฏิบติัการ และมี

รายงานการศึกษาผลของการเติมคลอเรตต่อลาํไยในการทดลองระดบักระถางโดยดูผลต่อ 

arbuscular mycorrhizal fungi การดูดซึมฟอสฟอรัส และชีวมวลของพืช พบว่าการเพิ�มปริมาณของ

คลอเรตมีผลในการลดจาํนวนเชื�อรา mycorrhiza ดงักล่าว อีกทั�งยงัลดอตัราการดดูซึมฟอสฟอรัส 

และชีวมวลดว้ย (Li et al., 2008) ดงันั�นการใชค้ลอเรตจึงอาจส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศของ

จุลินทรีย ์ ซึ�งศรีกาญจนา และคณะ ไดรั้บทุนสนบัสนุนจากคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ ประจาํปี

งบประมาณ 2554 ในเรื�อง “การสลายคลอเรตโดยแบคทีเรียรีดิวส์คลอเรตที�แยกไดจ้ากดินและกาก

ตะกอนนํ� าเสีย” เพื�อศึกษาหาผลกระทบของการใชค้ลอเรตต่อนิเวศวิทยาของจุลินทรียใ์นดิน และ

เอนไซมที์�เกี�ยวขอ้งกบัวฏัจกัรของสาร ซึ�งแสดงถึงความสมบูรณ์ของดิน นอกจากนี� ยงั ทาํการแยก 

และจาํแนกเชื�อ chlorate reducing bacteria จากแปลงปลกูลาํไย และกากตะกอนนํ� าเสียจากโรงงาน

อุตสาหกรรม เพื�อเป็นแนวทางการใชป้ระโยชน์ร่วมกบัการใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรตในการ

กระตุน้การออกดอกนอกฤดูของลาํไย (อยูร่ะหว่างดาํเนินการวิจยั) 

จากงานวิจยัดงักล่าวขา้งตน้ output สาํคญัที�ได ้ หลงัจากดาํเนินงานแลว้เสร็จมามากกว่า 50 

เปอร์เซ็นต ์ คือเชื�อแบคทีเรียในกลุ่มของ chlorate reducing bacteria จาํนวนหนึ�งที�แยกได ้ ซึ�งผูว้ิจยั

ตอ้งการที�จะนาํมาใชใ้หเ้กิดประโยชน์สูงสุดในงานทางดา้นการเกษตร โดยมองจากมุมมองปัญหา

ที�ว่าสิ�งที�เกษตรกรตอ้งการในการผลิตผลไมคื้อ ตอ้งการไดผ้ลผลิตที�มีปริมาณมาก และไดร้าคาสูง 

ซึ�งทั�งสองประเด็นนี� จะไดม้าก็ต่อเมื�อเกษตรกรสามารถผลิตผลไมน้อกฤดูกาลได ้ ผลิตโดยไม่ขึ�นกบั

ดินฟ้าอากาศ ตน้ไมต้อ้งเจริญเติบโตไดดี้ และไม่มีโรคพืชมาเบียดเบียน ซึ�งสาํหรับลาํไยแลว้

หลงัจากที�เกษตรกรสามารถทาํใหล้าํไยออกดอกนอกฤดกูาลไดแ้ลว้ ปัญหาที�ยงัคงมีอยูคื่อมีรายงาน



4 
 

การเกิดโรคบางอยา่งมากขึ�นเช่น Phytophthora foliage blight และ fruit rot ซึ�งมีสาเหตุมาจากเชื�อรา 

Phytophthora และโรค Witches’ broom ที�มีสาเหตุมาจาก Phytoplasma นอกจากนี� ยงัมีเชื�อราก่อ

โรคอื�นๆ ที�พบทั�งในช่วงก่อนเก็บ และหลงัเก็บเกี�ยวผลผผลิตซึ�งอาจก่อใหเ้กิดความเสียหายไดเ้ช่น 

Colletotrichum sp., Pestalotiosis sp., Cladosporium sp., Fusarium sp. และ Aspergillus niger 

(Coates et al., 1999) โดยการควบคุมปัญหาโรคเหล่านี� โดยส่วนใหญ่เกษตรกรจะใชส้ารเคมีในการ

กาํจดัซึ�งอาจส่งผลในทางลบต่อสุขภาพทั�งต่อผูบ้ริโภค และตวัเกษตรกรผูใ้ช ้ ดงันั�นการควบคุมโดย

ชีววิธีจึงไดรั้บความสนใจและมีผูศ้กึษากนัเพิ�มขึ�น เช่น การใชเ้ชื�อราเอนโดไฟตเ์พื�อควบคุมโรคใบ

จุดดาํลาํไย (วนัพร และพิภพ, 2552) แต่ยงัมีรายงานการศกึษาการใชแ้บคทีเรียเพื�อควบคุมโรคลาํไย

ค่อนขา้งนอ้ย หรือไม่มีเลย โดยเฉพาะแบคทีเรียในกลุ่มของ chlorate reducing bacteria ซึ�งจากการ

วิจยัพบว่า chlorate reducing bacteria ส่วนหนึ�งเป็นเชื�อแบคทีเรียในจีนสั Pseudomonas ซึ�งเป็นเชื�อ

แบคทีเรียที�มีรายงานการยบัย ั�งเชื�อก่อโรคพืชได ้ (Cozoria, 2006) ซึ�งกลไกการยบัย ั�งเชื�อก่อโรคพืช

ส่วนหนึ�งมาจากการสร้างสารปฏิชีวนะของเชื�อแบคทีเรีย ในขณะเดียวกนัเชื�อ Pseudomonas นี� ยงัมี

รายงานการผลิตฮอร์โมนพืชในกลุ่มของออกซิน (Kang et al., 2006) ซึ�ง ชรัสนนัท ์ (2548) ได้

รายงานไวว้่าฮอร์โมนพืชมีผลต่อการเจริญเติบโตของผลลาํไย ซึ�งทั�งสารปฏิชีวนะ และฮอร์โมนพืช

นี� เป็นสารออกฤทธิ� ทางชีวภาพที�สาํคญัที�สามารถนาํมาประยกุตใ์ชท้างการเกษตรได ้ นอกจากนี� เชื�อ

ดงักล่าวยงัมขีอ้มลูว่าสามารถละลายฟอสเฟตอนินทรียใ์หอ้ยูใ่นรูปที�เป็นประโยชน์สาํหรับการ

เจริญเติบโตของพืช (Rodríguez and Fraga, 1999) 

จากขอ้มลูดงักล่าวขา้งตน้จะเห็นไดว้่าเชื�อดงักล่าวมีศกัยภาพทั�งในการควบคุมโรค และ

ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ซึ�งเป็นคุณลกัษณะที�เหมาะสมที�จะนาํไปใชใ้นทางการเกษตรได ้จึง

เป็นที�น่าสนใจว่าเชื�อ chlorate reducing bacteria อื�นๆ ที�มีอยูม่ีคุณสมบติัดงักล่าวหรือไม่ ดงันั�น

โครงการศึกษาครั� งนี� จึงเป็นการศกึษาเพื�อเป็นการใชป้ระโยชน์จากเชื�อ chlorate reducing bacteria 

ในทางการเกษตร เพื�อเป็นทางเลือกที�จะไม่ตอ้งใชส้ารเคมี เป็นพื�นฐานในการนาํไปสู่การพฒันาให้

อยูใ่นรูปแบบที�เหมาะสมสาํหรับการใชง้าน และเตรียมความพร้อมพร้อมสู่การทาํการผลิตลาํไยดว้ย

วิถีของเกษตรอินทรีย ์ รวมถึงเป็นการใชป้ระโยชนจ์ากทรัพยากรจุลินทรียที์�มีอยูใ่หไ้ดป้ระโยชน์

สูงสุด 
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วตัถุประสงค์ของงานวจิยั 

1. เพื�อทดสอบความสามารถของเชื�อ chlorate reducing bacteria ในการยบัย ั�งเชื�อจุลินทรีย์

ก่อโรคในลาํไย 

2 เพื�อทดสอบความสามารถของเชื�อ chlorate reducing bacteria ในการผลิตฮอร์โมนพืช  

3 เพื�อทดสอบความสามารถของเชื�อ chlorate reducing bacteria ในการละลายฟอสเฟต 

4 เพื�อศึกษาปัจจยับางประการที�มึผลต่อฤทธิ� ตา้นเชื�อจุลินทรียก่์อโรค การผลิตฮอร์โมนพืช 

และความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

 

 

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

1. ไดเ้ชื�อแบคทีเรียรีดิวสค์ลอเรต และทราบชนิดของแบคทีเรียรีดิวซค์ลอเรตในตวัอยา่งดินสวน

ลาํไย  

2. ทราบถึงผลกระทบของคลอเรตต่อนิเวศวิทยาของจุลินทรียใ์นดิน 

3. นาํความรู้ที�ไดไ้ปใชว้างแผนการใชค้ลอเรตร่วมกบัการใชแ้บคทีเรียรีดิวซค์ลอเรตในการกระตุน้

การออกดอกนอกฤดขูองลาํไยไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

4. สามารถนาํความรู้ที�ไดใ้ชล้ดความขดัแยง้ และสร้างความเชื�อมั�นใหแ้ก่ผูบ้ริโภคที�ตระหนกัถึง

ความสาํคญัของสิ�งแวดลอ้ม 

 



การตรวจเอกสาร 

 

1. ข้อมูลพื�นฐานของลาํไย และผลติลาํไย 

ลาํไย เป็นพืชที�อยูใ่นตระกลู Sapindaceae ชื�อวิทยาศาสตร์ไดแ้ก่ Euphoria longana 

Camb. Eu phoria longa Strend. Nephelium longana Camb. และ Dimocarpus longan Lour. เป็นไม้

ผลกึ�งเมืองร้อนมีถิ�นกาํเนิดในประเทศจีนตอนใตท้างแถบอนิเดียตอนใต ้และประเทศไทยตอนบน 

ปัจจุบนัมกีารกระจายการปลกูไปสู่ทวีปออสเตรเลีย อเมริกาเหนือ และเอเชียใต ้(พาวินและคณะ, 

2547)  

ลาํไยจดัเป็นไมผ้ลเศรษฐกิจสาํคญัในการสร้างสภาวะเศรษฐกิจใหแ้ก่เกษตรกร 

โดยเฉพาะเกษตรกรในจงัหวดัภาคเหนือของประเทศไทย เช่น จงัหวดัเชียงใหม่ และลาํพนู โดยมี

รายไดจ้ากการส่งออกไม่ต ํ�ากว่า 5,000 ลา้นบาทต่อปี รัฐบาลจึงมีนโยบายในการส่งเสริม สนบัสนุน

การปลกูและผลิตลาํไย โดยกาํหนดใหล้าํไยเป็นผลไมย้อดเยี�ยม 1 ใน 4 ชนิดที�ตอ้งผลกัดนัให้

เกษตรกรขยายการปลกูและการผลิตใหเ้พิ�มมากขึ�น (พงษศ์กัดิ� และคณะ, 2542) 

ในปี พ.ศ.2554 ไดม้ีรายงานการขยายการเพาะปลกูลาํไยในประเทศไทยไปทั�งสิ�น 27 

จงัหวดั ครอบคลุมพื�นที�ในภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง รวมเนื�อที�การ

เพาะปลกูทั�งสิ�น 966,589 ไร่ (สาํนกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2555) ซึ�งโดยปกติในการออกของ

ลาํไยจะตอ้งอาศยัความหนาวเยน็ ดงันั�นจึงมกีารใชว้ิธีการบงัคบัใหล้าํไยออกดอกฤดูกนัเป็นอยา่ง

มาก จากรายงานการผลิตของ สุภาภรณ์ และคณะ (2553) ในพื�นที� 3 จงัหวดั คือ เชียงใหม่ ลาํพนู 

และจนัทบุรี มีการบงัคบัใหอ้อกดอกนอกฤดูถึง 60.9%  

การผลิตลาํไยนอกฤดูเพื�อเป็นการแกปั้ญหาการผลผลิตลน้ตลาดและการขาดแคลน

แรงงานในการเก็บเกี�ยวผลผลิตรวมทั�งสภาพอากาศที�แปรปรวนมีผลต่อการออกดอกติดผลของ

ลาํไย วิธีการที�เกษตรกรนาํมาใชใ้นการบงัคบัใหล้าํไยออกดอกที�เกษตรกรใชม้ากที�สุด คือ การใช้

สารโพแทสเซียมคลอเรต (พาวินและคณะ, 2547)  

การใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรตในการกระตุน้ใหล้าํไยออกดอกเพื�อการผลิตลาํไยจะใช้

การพ่นทางใบ และการฉีดเขา้ตน้ลาํไย ซึ�งการใชป้ริมาณที�ใหผ้ลจะขึ�นอยูก่บัความเขม้ขน้ของสารที�

ใช ้นอกจากนี�  ยงัขึ�นอยูก่บัฤดกูาล รวมทั�งอายขุองใบ แต่วธีิการที�ทาํไดง่้ายคือการผสมนํ� าราดบนดิน

บริเวณใตท้รงพุ่ม หรือการหว่านสารนี�บริเวณใตท้รงพุ่มแลว้รดนํ� าตาม โดยปริมาณสาร
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โพแทสเซียมคลอเรตที�จะใหก้บัตน้ลาํไยจะขึ�นอยูก่บัพนัธุข์องลาํไย และขนาดทรงพุ่มของลาํไย 

โดยความเขม้ขน้ของโพแทสเซียมคลอเรตที�ใชอ้ยูที่� 10-900 กรัมต่อตน้ ซึ�งเป็นแนวทางเท่านั�น 

จะตอ้งมีการปรับเปลี�ยนใหเ้หมาะสมกบัพื�นที�เพาะปลกูดว้ย (นพดลและคณะ, 2543; พาวินและ

คณะ, 2547; Manochai et al., 2005) 

2. สารโพแทสเซียมคลอเรต 

สารโพแทสเซียมคลอเรต (potassium chlorate; KClO3) คือสารเคมีที�มีลกัษณะเป็น

ของแข็ง สีขาว ละลายนํ� าได ้เมื�ออยู่ในรูปผลึกของสารบริสุทธิ� จะไม่มีสี มีสมบติัเป็นสาร

ออกซิไดซ์ (oxidizing agent) ที�รุนแรง โดยสามารถให้ออกซิเจนในปริมาณที�มาก และรวดเร็ว

กว่าสารตวัอื�น สารนี� แตกตวัไดง่้ายเมื�อถกูแรงกระแทก แรงเสียดสี หรือถูกความร้อน ถูกนาํมาใช้

อย่างกวา้งขวางทั�งในทาง อุตสาหกรรมกระดาษ และการฟอกยอ้ม (Germgard et al., 1981) การ

ผลิตวตัถุระเบิด ใชเ้ป็นสารฆ่าเชื�อ รวมถึงในทางการเกษตรซึ�งนาํมาใชเ้ป็นสารเร่งการออกดอก

ของตน้ลาํไย   

3. ผลกระทบของสารประกอบคลอเรตต่อสิ�งมชีีวติ 

เนื�องจากมีการใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรตการอยา่งแพร่หลายในพื�นที�เพาะปลกูลาํไย

ทาํใหม้ีผูว้ิจยัถึงผลกระทบของสารนี� ต่อสิ�งมีชีวิตอื�นไวเ้ช่น  

มีการรายงานว่าการมีปริมาณคลอเรตตกคา้งในดินมากเกินไป สามารถทาํลายระบบ

นิเวศของดิน และส่งผลต่อการเจริญของพืชได ้อยา่งเช่น ขา้ว (Borges et al., 2004) 

กนกวรรณ (2446) รายงานถึงผลของโพแทสเซียมคลอเรตต่อเชื�อราอาบสัคูลาร์ ไมคอร์

ไรซา ซึ�งเป็นเชื�อราที�เป็นประโยชน์ต่อพืช ไวว้่า สารโพแทสเซียมคลอเรตมีผลต่อปริมาณสปอร์ของ

เชื�อรา Glomus pustulatum และทาํใหค้วามสามารถในการเขา้อยูอ่าศยัในรากพืชลดลง 

ปริศนา (2547)ไดท้าํการศึกษาผลกระทบของสารโพแทสเซียมคลอเรตที�มีต่อเชื�อรา 

Fusarium ในสวนลาํไย พบว่า เชื�อราขนิดนี� ที�แยกไดจ้ากสวนลาํไยที�มีการใชส้ารโพแทสเซียมคลอ

เรตมีการกลายพนัธุเ์กิดขึ�น 

Li et al. (2008) ไดร้ายงานถึงปริมาณคลอเรตในดินที�สูง ไดแ้ก่ 200-400 มิลลิกรัม/

กิโลกรัม สามารถยบัย ั�งการ colonize ของเชื�อรา arbuscular mycorrhiza อีกทั�งยงัสามารถยบัย ั�งการ
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การดดูซึมฟอสฟอรัส และการเจริญเติบโตของพืชที�ทดสอบ 3 ชนิดคือ bermudagrass, bahiagrass 

และเมลด็ลาํไยดว้ย 

นั�นคือคลอเรตที�ตกคา้งในดินเมื�อส่งผลกระทบต่อสิ�งมีชีวิตอื�น หมายถึงส่งผลต่อ

คุณภาพดิน (soil quality) ดว้ย 

4. แบคทีเรียรีดิวส์คลอเรต (Chlorate reducing bacteria) 

แบคทีเรียรีดิวสค์ลอเรต (chlorate reducing bacteria; CRB) คือ แบคทีเรียที�สามารถใช ้

chlorate (ClO3
-) เป็นตวัรับอิเลคตรอนในกระบวนการหายใจ โดยแบคทีเรียจะสามารถรีดิวส์ 

chlorate ไปเป็น chlorite โดยเอนไซม ์chlorate reductase ในขั�นแรก จากนั�นในขั�นที� 2 chlorite 

จะแตกตวัเป็น chloride และ ออกซิเจน โดยมี chlorite dismutase เป็นตวัเร่ง (Oltmann et al., 

1976 และ Rikken et al., 1996) โดยปฏิกิริยานี� จะเกิดขึ�นบริเวณ periplasm ดงัแสดงในภาพที� 

โดยทั�วไปแบคทีเรียที�สามารถรีดิวส์ chlorate ไดจ้ะอยู่ในกลุ่มของ facultative anaerobe (Logan, 

1998) นอกจากนี�  denitrifying bacteria บางกลุ่มยงัสามารถรีดิวส์ chlorate ไดอ้ีกดว้ย (Oltmann 

et al., 1976) ตวัอยา่งของแบคทีเรียที�มกีารรายงานวา่สามารถรีดิวส์คลอเรต ไดแ้ก่ Vibrio 

dechloraticans, Acinetobacter thermotoleranticus (Ginkel et al., 1995) และ Ideonella 

dechloratans (Thorell et al., 2003) ซึ�งแยกไดจ้ากกากตะกอนนํ� าเสียจากระบบบาํบดันํ� าเสีย 

นอกจากนี�  Steinberg et al. (2005) ไดศ้ึกษาความแตกต่างในการรีดิวส์ chlorate ของ Pseudomonas 

sp. กบัการรีดิวส์ perchlorate ของ Azospira sp. พบว่ามีความแตกต่างกนัของเอนไซม ์chlorate และ 

perchlorate reductase ภายใตส้ภาวะที�มีออกซิเจน 
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ภาพที� 1 ปฏิกิริยาการรีดิวส์คลอเรต (Oltmann et al., 1976 และ Rikken et al., 1996) 

 

. โรคของลาํไยที�มสีาเหตุมาจากเชื�อรา  

4.1 โรคใบจุดของลาํไย (Black spot of longan leaf) 

เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อรา Collectotrichum sp. 

พบระบาดตามสวนลาํไยทั�วไป โดยเฉพาะอย่างยิ�งช่วงที�มีฝนตกสภาพอากาศชื�น หาก

ระบาดรุนแรงเป็นผลทาํใหใ้บสูญเสียพื�นที�การสงัเคราะห์แสง สภาพตน้ทรุดโทรมผลผลิตตํ�า เชื�อรา

ที�แยกไดแ้จกแผลจุดดาํจากแหล่งต่างๆ สามารถตรวจพบเชื�อราหลายชนิด เช่น Collectotrichum sp., 

Pestalotiopsis sp., Helminthosporium sp., Phomopsis sp. และ Zygosporium sp. แต่พบว่าเชื�อรา 

Collectotrichum sp. เป็นเชื�อราที�แยกไดม้ากที�สุดจากอาการใบจุดดาํลาํไยที�เก็บมาจากแหล่งต่างๆ 

และไดพ้ิสูจน์ว่าเชื�อสาเหตุที�แทจ้ริงของโรคเกิดจากเชื�อรา Collectotrichum sp. ผลจากการกระตุน้

แผล (latent infection) ดว้ยสารละลายของสารเคมีกาํจดัวชัพืชพาราควอต เขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์

หลังจากบ่มไว้ 3 ว ัน มี เส้นใยสีขาว และกลุ่มสปอร์สีส้มของเชื�อรา Collectotrichum sp.  

  สาเหตุของโรคใบจุด : อาการแผลจุดดาํที�เกิดขึ�นบนใบจะปรากฏเฉพาะชุดของใบแก่

เท่านั�น ในขณะที�ใบอ่อนที�เพิ�งแตกออกใหม่จะไม่ปรากฏอาการของใบจุดเลย แต่อาจจะพบร่องรอย
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จุดเขม้ในเนื�อใบเมื�อส่องใบกบัแสงแดด เมื�อใบแก่เกิดอาการแผลจุดดาํแลว้ก็มีโอกาสที�จะถูกเชื�อรา

ชนิดอื�นเขา้ทาํลายซํ�าเติม จะเห็นไดจ้ากลกัษณะแผลบนใบของลาํไยแต่ละส่วนมีขนาดไม่แน่นอน

ขึ�นอยูก่บัจาํนวน และชนิดของเชื�อราที�เขา้ทาํลาย 

อาการที�ปรากฏบนใบแก่เริ� มแรกจะเป็นจุดสีนํ� าตาลอ่อน ต่อมาแผลจะเริ� มแห้งและ

เปลี�ยนเป็นสีนํ� าตาลเขม้หรือดาํและบางครั� งถา้สภาพอากาศมีความชื�นสัมพทัธ์สูงๆ อาจพบเส้นใย

หรือส่วนขยายพนัธุข์องเชื�อรา นอกจากนี� ใตใ้บบริเวณที�เป็นรอยแผลจุดดาํนี�มกัจะพบเส้นใยเป็นขุย

สีขาวเจริญอยู ่จากการตรวจสอบพบว่าเป็นเชื�อราอีกชนิดหนึ�งคือเชื�อ Zygosporium sp. ที�เขา้ทาํลาย

ในระยะหลงัจากที�เกิดอาการจุดดาํแลว้ ซึ�งเชื�อนี� เจริญอยู่บริเวณแผลจุดดาํในส่วนใตใ้บ สปอร์ของ

เชื�อราสามารถแพร่กระจายไปตามลม และละอองของนํ� าฝน ในสวนที�พบว่าโรคนี� ระบาดรุนแรงจะ

ทาํใหส้ภาพตน้ทรุดโทรม และให้ผลผลิตตํ�าเนื�องจากใบสูญเสียพื�นที�ในการสังเคราะห์แสง (กรม

วิชาการเกษตร, 2552) 

4.2 โรคยอดไหม ้ใบไหมข้องลาํไย (longan apical, leaf blight) 

 เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อราในกลุ่ม Mycelia sterilia ซึ�งจะระบาดรุนแรงในสภาพที�มีอากาศ

เริ�มหนาวเยน็ มีหมอกลงจดัในตอนเชา้ 

 จากการสาํรวจพื�นที�แหล่งปลูกลาํไยในเขตอาํเภอลี�  จงัหวดัลาํพูน พบลาํไยในพื�นที�แสดง

อาการยอดไหมท้ั�วทรงพุ่มของตน้โดยเฉพาะในช่วงเดือนพฤศจิกายนเป็นตน้ไป ซึ�งเขา้สู่ฤดูหนาว มี

หมอกลงจดัจะเป็นโรคนี�มีการระบาด สาํหรับตน้ที�มีอาการรุนแรง ใบจะไหมแ้หง้เป็นสีนํ� าตาลและ

หลุดร่วงจากขั�วไดง่้าย สามารถมองเห็นอาการยอดไหมร้อบทรงพุ่มของตน้จากระยะไกลไดช้ดัเจน 

ถา้หากสภาพอากาศมีความชื�นและเยน็ จะพบเสน้ใยสีขาวของเชื�อราเจริญตามกิ�งและกา้นใบ (กรม

วิชาการเกษตร, 2552) 

 

4.3 โรคจุดสนิม โรคจุดสาหร่าย (Algal leaf spot) 

 เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อรา Cephaleuros virescens 

 พบระบาดตามสวนลาํไยทั�วไป โดยเฉพาะบริเวณทรงพุ่มที�มีร่มเงา และความชื�นสูง 

โดยทั�วไปแลว้ไม่ทาํความเสียหายใหก้บัลาํไยเท่าใดนกั ถา้มีการระบาดรุนแรงจะทาํให้ลาํไยสูญเสีย

พื�นที�ใบในการสงัเคราะห์แสง ซึ�งจะมีผลต่อคุณภาพและผลผลิตของลาํไย 
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อาการใบจุดสนิมเป็นอาการที�พบบริเวณหน้าใบลาํไย มีอาการเป็นจุดสีนํ� าตาลแดงคลา้ย

สนิมเหลก็ อาการจะเกิดบริเวณใบเป็นจุดค่อนขา้งกลมขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5-1.0 เซนติเมตร 

โดยอาการเริ�มจากลกัษณะเป็นขุยสีเขียวคลา้ยขุยกาํมะหยี� และจะเปลี�ยนเป็นสีแดงคลา้ยสนิมเหล็ก

บางชนิดพบว่ามีสีเหลืองหรือ สีส้ม ลกัษณะของสาหร่ายที�พบบนใบ สามารถแบ่งการเจริญได ้2 

แบบ คือ  

1)เจริญเป็นกอหรือกระจุกของโคโลนีสีส้มอยู่ที�หลงัใบ (ผิวใบดา้นบน) แผลมีขนาด 2-4 

มิลลิเมตร 

2)เจริญด้านท้องใบ (ใต้ใบ) โดยมีแผลลกัษณะเนื�อเยื�อตายเป็นสีนํ� าตาลดํา (necrosis) 

บริเวณโดยรอบแผลมีลกัษณะฉํ�านํ� า แผลที�พบมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางตั�งแต่ 5 มิลลิเมตรขึ�นไป 

บางแผลอาจกวา้งถึง 1 เซนติเมตร 

นอกจากนี� ยงัพบว่าสามารถเกิดที�กิ�งไดอ้ีกดว้ย โดยทั�วไปโรคนี�มกัทาํใหบ้ริเวณใบที�เกิดจุด

สาหร่าย เนื�อเยื�อเปลี�ยนเป็นสีนํ� าตาล ถา้เป็นรุนแรงมากๆอาจทาํให้ใบแห้งและร่วง เป็นผลให้ตน้

ลาํไยทรุดโทรม  การแพร่ระบาดของโรคนี� เกิดไดทุ้กฤดู โดยเฉพาะในสภาพอากาศชื�นและค่อนขา้ง

เยน็มกัจะพบว่ามีการระบาดรุนแรง ทาํใหใ้บสูญเสียพื�นที�ในการสังเคราะห์แสง เนื�อเยื�อของพืชถูก

ทาํลายเป็นผลให้ใบแห้งและหลุดร่วงแต่พบว่าในสภาพอากาศที�แห้งแลง้บางครั� งโคโลนีของ

สาหร่ายนี� จะฝ่อและยบุตวัไปเอง (กรมวิชาการเกษตร, 2552) 

 

4.4 โรครานํ� าฝน โรคกิ�งอ่อนและใบไหม ้โรคผลเน่า 

เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อรา Phytophthora mirabilis Galido and Hohl 

ลกัษณะอาการ : กิ�งอ่อนหรือยอดอ่อน มีอาการไหมห้รือเน่าจากการเขา้ทาํลายของราสาเหตุ

ของโรค เมื�อกิ�งอ่อนถกูทาํลายจึงทาํใหใ้บอ่อนร่วง แลว้เกิดอาการช่อดอกไหม ้และผลเน่าตามมาใน

ภายหลงั กิ�งอ่อนและใบอ่อนที�เป็นโรคจะมีสีนํ� าตาลคลํ�า ในช่วงที�มีอากาศเยน็ ความชื�นสูงจะพบ

ราสีชมพขึู�นที�กิ�งอ่อน เสน้กลางใบอ่อนและผวิเปลือกผลที�เป็นโรค 

การแพร่ระบาด : ภายหลงัการตดัแต่งกิ�ง ตน้ลาํไยจะแตกใบอ่อนและยอดอ่อนทั�วทั�งทรง

พุ่ม หากช่วงเวลาดงักล่าวเป็นช่วงที�ยงัมีฝนตกชุก จะเกิดการแพร่กระจายของราสีขาวฟูขึ�นบนกิ�ง

อ่อน เสน้กลางใบ และผิวเปลือกผล ราสาเหตุสร้างสปอร์แรงเจียม (sporangium) เป็นจาํนวนมาก 

ซึ�งจะปลิวไปตามลม หรือติดไปกบันํ� าฝนและเขา้ทาํลายลาํไยตน้ใกลเ้คียง ภายในสปอร์แรงเจียมนี�  
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สามารถสร้างสปอร์ที�มีหาง (zoospore) ซึ�งว่ายนํ� าได ้เมื�อสปอร์ถูกปล่อยออกมาและเขา้ทาํลายผล

ลาํไยทาํใหเ้กิดอาการเน่าเสียหายอยา่งรุนแรง การระบาดของโรคเกิดมากในช่วงเวลาที�มีอากาศเยน็ 

ความชื�นสูง สาํหรับโรคผลเน่านั�น เกิดกบัผลลาํไยที�มีอายุก่อนเก็บเกี�ยวประมาณ 1 เดือน หากโรค

เกิดรุนแรงผลจะเน่าและร่วงทาํใหผ้ลผลิตเสียหาย (กรมวิชาการเกษตร, 2552) 

 

4.5 โรครากเน่าโคนโคนเน่าลาํไย 

 เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อรา Phytophthora palmivora (Butler) Butler 

 ลกัษณะอาการ : อาการปรากฏทางใบ ใบลาํไยมีสีเหลืองซีด เมื�อขดูดูบริเวณรากต่อโคนตน้ 

พบอาการเน่าบริเวณรอยต่อระหว่างรากและลาํต้นส่วนที�อยู่ใต้ระดับผิวดินมีสีนํ� าตาล รากไม่

สามารถดูดนํ� าและอาหารได ้ทาํใหล้าํไยยนืตน้ตาย 

 การแพร่ระบาด : ราเขา้ทาํลายทางราก ลุกลามสู่โคนตน้ ในสภาพดินที�มีการระบายนํ� าไม่ดี 

มีนํ� าขงั ดินมีความชื�นและแฉะอยู่ตลอดเวลา ในสภาพที�มีฝนตกชุกและอากาศมีความชื�นสูง เป็น

สภาพแวดลอ้มที�เหมาะกบัการเจริญของราสาเหตุโรค เชื�อจะสร้างเสน้ใยสีขาว พร้อมทั�งสร้างสปอร์

แรงเจียมภายในสร้างสปอร์จาํนวนมาก สปอร์จะติดไปกบัหยดนํ� าฝนที�กระเซ็น หรือไหลตามนํ� าฝน 

หรือแพร่ระบาดทางลม เชื�ออาจติดไปกบัดิน นํ� า และซากพืชส่วนที�เป็นโรค การใชกิ้�งตอนลาํไยจาก

แหล่งที�มีการระบาดของโรค เป็นการนาํเชื�อสาเหตุซึ�งอยู่ในดินติดมาดว้ย การใชส้ารโพแทสเซียม

คลอเรตเพื�อช่วยบงัคบัใหต้น้ลาํไยออกดอกติดผลนอกฤดู อาจทาํใหเ้กิดโรครากเน่าระบาดมากขึ�น 

(กรมวิชาการเกษตร, 2552) 

 

4.6 โรคราดาํของลาํไย (Sooty mold of longan) 

เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อรา Meliola euphoria ; Capnodium ramosum 

เชื�อราแพร่กระจายอยู่ในอากาศ ปลิวมาตกลงบนส่วนของพืชที�มีนํ� าหวานที�แมลงปากดูด

จาํพวก เพลี�ยแป้ง เพลี�ยหอย เพลี�ยจักจั�น และเพลี� ยอ่อน ขับถ่ายออกมา ทาํให้เหมาะสมต่อการ

เจริญเติบโตของเชื�อราชนิดนี�  เจริญเป็นคราบสีดาํขึ�นปกคลุมซึ�งเกิดขึ�นไดท้ั�งบริเวณใบ กิ�ง และช่อ

ดอก รวมทั� งผิวของผลเชื�อราไม่ได้ทาํลายพืชโดยตรง แต่ถา้ปรากฏบนใบจะไปลดอตัราการ

สังเคราะห์แสง หากเกิดที�ช่อดอกจะเคลือบส่วนเกสรทั�งหมด ไม่สามารถผสมเกสรได ้และดอก

หลุดร่วง เมื�อติดผลทาํใหผ้ลมีสีดาํไม่สวยงามราคาจาํหน่ายตก 



13 
 

การระบาดของเชื�อรานี�  เกิดจากการทาํลายของแมลงปากดูด ที�ดูดกินส่วนยอดอ่อนของ

ลาํไยแลว้ถ่ายนํ� าหวานออกมาปกคลุมส่วนต่างๆของลาํไย จากนั�นก็จะมีเชื�อราเจริญขึ�นบนยอด

นํ� าหวานเหล่านี�   รวมทั�งสามารถแพร่กระจายไปตามลมบนหลงัใบซึ�งไดรั้บแสงแดดโดยตรงเชื�อจะ

เจริญไดไ้ม่ดีจึงทาํใหเ้ห็นเป็นคราบดาํคลา้ยเขม่า หรือเป็นจุดดาํเล็กๆสามารถใชม้ือถูแลว้หลุดออก

ไดง่้าย ส่วนใตท้อ้งใบเชื�อจะเจริญฟู เห็นเป็นวงกลมกระจาย ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางของวงเชื�อรา

บางแห่งพบว่าเกิน 1 เซนติเมตร เมื�อตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ พบว่าเส้นใยของเชื�อราเจริญอยู่

เฉพาะบริเวณผวิแต่ไม่ลุกลามลึกเขา้ไปทาํลายเซลลพ์ืช บางครั� งจะพบแมลงปากดูดขนาดเลก็เป็นจุด

ขาวๆปะปนอยูก่บัเสน้ใยสีดาํของเชื�อราที�เจริญอยู่ตามส่วนต่างๆ เช่น ใบและผล (จริยา และคณะ, 

2545) 

 

5. วธิีการควบคุมโรค  

5.1 การควบคุมโรคใบจุดของลาํไย (Black spot of longan leaf) 

เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อรา Collectotrichum sp. 

แนวทางในการป้องกนักาํจดั :  

1)ตดัแต่งกิ�งและทรงพุ่มให้โปร่งหลงัเก็บผลและเก็บใบที�เป็นโรคไปเผาทาํลายเพื�อไม่ให้

เป็นแหล่งสะสมของเชื�อสาํหรับฤดูกาลต่อไป 

2)มีสารเคมีป้องกนักาํจดัเชื�อราหลายชนิดที�สามารถยบัย ั�งการแพร่ระบาดของโรคนี�  เช่น 

เบนโนมิล คาร์เบนดาซิม แคปแทน แมนโคเซบ คอปเปอร์ออกซี�คลอไรด์ และเมตาแลกซิล โดย

สามารถเลือกไดม้ากกว่า 1 ชนิดฉีดพ่นสลบักนัทุก 2 สปัดาห์ในช่วงฤดูฝน ควรหลีกเลี�ยงการฉีดพ่น

สารในระยะที�ลาํไยให้ผลผลิต โดยเฉพาะอย่างยิ�งสารคอปเปอร์ออกซี�คลอไรด์ เพราะจากการ

ทดสอบนาํผลลาํไยที�แช่สารคอปเปอร์ออกซี�คลอไรดแ์ลว้นาํไปรมดว้ยซลัเฟอร์ไดออกไซด์จะมีผล

ทาํใหล้าํไยมีเปลือกเปลี�ยนเป็นสีดาํคล ํ�า เนื�องจากผลของสารเคมีประเภทสารประกอบของทองแดง

หรือคอปเปอร์ตกคา้งที�เปลือกลาํไยจะทาํปฏิกิริยากบัซลัเฟอร์ไดออกไซด์ทาํให้เกิดเป็นคอปเปอร์

ซลัไฟด ์เป็นผลใหเ้กิดสีดาํขึ�นบริเวณเปลือกลาํไย 

 

5.2 การควบคุมโรคจุดสนิม โรคจุดสาหร่าย (Algal leaf spot) 
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 เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อรา Cephaleuros virescens 

แนวทางในการป้องกนักาํจดั : 

1) ฉีดพน่ดว้ยสารเคมี คอปเปอร์ออกซีคลอไรดใ์นอตัรา 50 กรัมต่อนํ� า 20 ลิตร 

2) กรณีที�มีโรคระบาด หรือขึ�นปกคลุมผวิใบหนาแน่น ให้ฉีดพ่นดว้ยไตรเฟนทินอะซีเตด 

อตัรา 40 กรัมต่อนํ� า 20 ลิตร พ่นใหท้ั�วทุก 25 วนั หรือ คาร์เบนดาซิม (เดอโรซาล) ผสมแมนโคเซบ 

(ลีลาเอม็) อตัราที�แนะนาํขา้งฉลาก อยา่งใดอยา่งหนึ�ง 

5.3 การควบคุมโรครานํ� าฝน โรคกิ�งอ่อนและใบไหม ้โรคผลเน่า 

เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อรา Phytophthora mirabilis Galido and Hohl 

แนวทางในการป้องกนักาํจดั : โดยการควบคุมโรคดว้ยวิธีผสมผสาน มีการจดัการดา้นเขต

กรรม ในรอบ 1 ปี หลงัเก็บผลผลิต ตดัแต่งกิ�งลาํไยใหโ้ปร่ง ไม่ให้เป็นแหล่งสะสมเชื�อ และตดัแต่ง

ช่อดอก ตดัแต่งช่อผล ไม่ให้มีช่อดอก ช่อผล มากเกินไป หรือช่อที�ไม่สมบูรณ์ แลว้พ่นด้วยสาร

ป้องกนักาํจดัโรคพืช สารเมทาแลกซิล 25เปอร์เซ็นต์WP อตัรา 20 กรัม/นํ� า 20 ลิตร ให้ทั�วทรงพุ่ม

ของตน้ลาํไย ทุกครั� งภายหลงัการตดัแต่งกิ�ง เก็บทาํลายใบอ่อน กิ�ง หรือผลที�เป็นโรค ดว้ยการฝัง 

หรือเผา  

 

5.4 การควบคุมโรครากเน่าโคนโคนเน่าลาํไย 

 เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อรา Phytophthora palmivora (Butler)Butler 

 แนวทางในการป้องกนักาํจดั : ตน้ลาํไยที�เริ�มเป็นโรค ใหใ้ชส้ารเมทาแลกซิล 25เปอร์เซ็นต์

WP ละลายนํ� าราดดินบริเวณโคนตน้ อาจช่วยใหร้อดพน้จากการตายได ้หากตน้ใดเป็นโรคแลว้ถอน

ทาํลาย แลว้ขุดดินบริเวณหลุมปลกูออก ตากแดดหลายๆครั� ง ระวงัอยา่ใหน้ํ� าท่วมขงับริเวณโคนตน้ 

โดยเฉพาะช่วงฤดูฝน (กรมวิชาการเกษตร, 2552) 

 

5.5 การควบคุมโรคราดาํของลาํไย (Sooty mold of longan) 

เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อรา Meliola euphoria ; Capnodium ramosum 

แนวทางในการป้องกนักาํจดั : 

1)ใชส้ารเคมีฆ่าแมลงฉีดพ่นกาํจดัพวกแมลงปากดูด ไดแ้ก่ เพอร์เมทริน ไซเพอร์เมทริน ไซ

ฟลทูริน เดลทาเมทริน และคาร์บาริล เป็นตน้ 
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2) โดยปกติคราบหรือแผน่ราดาํบางชนิดที�ปกคลุมส่วนพืชอาจจะหลุดร่วงไปเอง เมื�อเชื�อรา

ใชอ้าหารและความชื�นในบริเวณนั�นจนหมดก็จะค่อยๆแหง้และหลุดร่วง จึงไม่มีความจาํเป็นตอ้งใช้

สารเคมีป้องกนักาํจดัเชื�อรา ยกเวน้ในกรณีที�มีการระบาดรุนแรงอาจใชส้ารคอปเปอร์ออกซีคลอไรด์

แมนโคเซบ คาร์เบนดาซิม ฉีดพ่นซึ�งสามารถใชค้วบคู่กบัสารเคมีฆ่าแมลงได ้

3) สวนที�มีการตดัแต่ง ใหปุ๋้ยทั�งทางรากและทางใบจนพืชเจริญดี และหากมีการใชส้ารเคมี

กาํจดัแมลงอยา่งสมํ�าเสมอแลว้ จะพบเชื�อรานี� ระบาดนอ้ยหรือไม่พบเลย (จริยา และคณะ, 2545) 

 

5.6 การควบคุมโรคยอดไหม ้ใบไหมข้องลาํไย (longan apical, leaf blight) 

เชื�อสาเหตุ : เกิดจากเชื�อราในกลุ่ม Mycelia sterilia 

แนวทางในการป้องกนักาํจดั : พ่นสารกาํจดัเชื�อราเพื�อยบัย ั�งการแพร่ระบาดของโรคโดยใชเ้มตา

แลกซิล (metalaxyl) 25เปอร์เซ็นตW์P อตัรา 20 กรัมต่อนํ� า 20 ลิตร พ่นใหท้ั�วทั�งทรงพุม่ (พาวิน, 

2543) 

 

6. ออกซิน (Auxin)  

ออกซิน เป็นกลุ่มของฮอร์โมนพืชที�กระตุน้การเจริญเติบโต ทาํให้มีการแบ่งเซลลแ์ละยืด

ตวัของเซลล ์การขนส่งออกซินภายในพืชเป็นการขนส่งอยา่งมีทิศทาง ออกซินซึ�งในปัจจุบนัพบใน

พืชชั�นสูงทั�วๆ ไป และมีความสาํคญัต่อการเจริญเติบโตของพืช สงัเคราะห์ไดจ้ากส่วนเนื�อเยื�อเจริญ

ของลาํต้น ปลายราก ใบอ่อน ดอกและผล และพบมากที�บริเวณเนื�อเยื�อเจริญ โคลีออพไทด ์

(Coleoptile) และคพัภะ (embryo) รวมทั�งใบที�กาํลงัเจริญดว้ย (Arteca, 1996) 

สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth regulating chemicals : PGRC) ที�จดัอยู่

ในกลุ่มออกซิน  มีอยูห่ลายชนิดและเป็นที�รู้จกักนัดีสาํหรับเกษตรกรในประเทศไทย  สารออกซิน

ชนิดแรกที�คน้พบคือ indole-3-acetic acid (IAA) ซึ�งเป็นสารที�พืชสร้างขึ�นเอง โดยมีคุณสมบติัเป็น

สารเร่งการเจริญเติบโต มีผลกระตุ้นการขยายขนาดของเซลล ์ การยืดตวัของเซลล์ และยงัมีผล

กระตุน้การเกิดราก  รวมถึงมีคุณสมบติัในการส่งเสริมการเจริญเติบโตในส่วนต่าง ๆ ของพืชซึ� ง
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สามารถพิสูจน์ไดห้ลายวิธีกบัพืชทั�งตน้ (intact plant) รวมทั�งวิธีที�ตดัอวยัวะเฉพาะส่วนมาทดสอบ 

(excised part) (Ahmad et.al., 2006) 

เนื�องจากความสามารถในการควบคุมกระบวนการเจริญเติบโตของพืชดงักล่าวขา้งตน้ จึง

ทาํใหม้ีการสงัเคราะห์สารต่างๆ ที�มีคุณสมบติัคลา้ยออกซินเพื�อนาํไปใชป้ระโยชน์ทางการเกษตร  

สารสังเคราะห์เหล่านี� มีอยู่หลายชนิด แต่ที�นิยมใชก้นัทั�วไปมีอยู่เพียงไม่กี�ชนิด  ไดแ้ก่  NAA (1-

naphthylacetic acid), IBA 4-(indol-3-butyric acid), 2, 4-D (2, 4-dichlorophenoxy- acetic acid) 

และ 4-CPA (4-chlorophenoxyacetic acid) ( Arteca, 1996) 

6.1 ประเภทของออกซิน  

6.1.1 ออกซินธรรมชาติ (Natural auxins) คือ ออกซินที�พืชและจุลินทรียส์ามารถสร้างขึ�น

ไดโ้ดยอาศยัสารตั�งตน้ (precursor) คือ ทริปโตแฟน (tryptophan) เช่น Indole-3-acetic acid (IAA), 

Indole-3-butyric acid (IBA), 4-chloroindole-3-acetic acid (4-Cl-IAA) และ 2-phenylacetic acid 

(PAA) ซึ�งโครงสร้างแสดงดงัภาพที� 2 

 

ภาพที� 2 โครงสร้างออกซินธรรมชาติ (Natural auxins)  

6.1.2 ออกซินสังเคราะห์ (Synthetic auxins) เป็นสารประกอบที�ออกฤทธิ� ไดเ้ช่นเดียวกบั 

IAA แต่มีโครงสร้างทางเคมีที�แตกต่างกนัจากสังเคราะห์ขึ�นมา เช่น 2, 4-Dichorophenoxyacetic 

acid (2, 4-D), α-Naphthalene acetic acid (α-NAA), 2-Methoxy-3,6-dichlorobenzoic acid และ 4-

Amino-3,5,6-trichloropicolonic acid (TORDON หรือ PICORAM) ซึ�งโครงสร้างแสดงดงัภาพที� 3 
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ภาพที� 3 โครงสร้างออกซินสงัเคราะห์ (Synthetic auxins) 

6.2 ชีวสังเคราะห์ของออกซิน (Davies, 1995; Salisbury and Ross, 1992) 

ออกซินมีลกัษณะทางเคมีเป็นสาร indole-3-acetic acid หรือ เรียกย่อๆ ว่า IAA ซึ� งใน

ปัจจุบนัเชื�อว่าเป็นออกซินส่วนใหญ่ที�พบในพืชและในสภาพธรรมชาติ อยูใ่นรูป indole ทั�งสิ�น โดย

ที� IAA เป็นสารที�สาํคญัที�สุด นอกจากนั�นยงัพบในรูปของ indole-3-acetaldehyde (IAAld), indole-

3-pyruvic acid (IPyA) และ indole-3-acetonitrile (IAN) ซึ�งสารทั�ง 3 ชนิดนี� สามารถเปลี�ยนแปลง

เป็น IAA ได ้ 

การสังเคราะห์ออกซินนั�น มีกรดอะมิโน tryptophan เป็นสารตั�งต้น (Precursor) ซึ� ง 

tryptophan เป็นกรดอะมิโนที�มีโครงสร้างของ indole อยูโ่ดยในการสงัเคราะห์ IAA นั�นจะมี IAAld 

และ IPyA เป็นสารที�พบในระหว่างการสงัเคราะห์ ในพืชบางชนิด เช่น ขา้วโอ๊ต ยาสูบ มะเขือเทศ 

ทานตะวนั และขา้วบาร์เลย ์พบว่า tryptophan สามารถเปลี�ยนเป็น tryptamine ได้ในพืชตระกูล

กะหลํ�า tryptamine จากนั�นเปลี�ยนไปเป็น indole acetaldoxime แลว้เปลี�ยนไปเป็น IAN แลว้จึง

เปลี�ยนเป็น IAA 

การศึกษาเรื�องการสังเคราะห์ออกซินมกัศึกษาจากเนื�อเยื�อปลายรากหรือปลายยอด และ

พบว่า IAA นี�สงัเคราะห์ไดท้ั�งในส่วนไซโตซอล (cytosol) ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) และคลอ

โรพลาสต์ (chloroplast) ในการศึกษาในปัจจุบนัพบว่า phenylacetic acid หรือ PAA มีคุณสมบติั

ของออกซินดว้ย และสามารถสงัเคราะห์ไดจ้าก L-phenylalanine โดยพบในคลอโรพลาสต์ และไม

โตคอนเดรียของทานตะวนั  
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6.2.1 ชีวสังเคราะห์ของ Indole-3-Acetic Acid (IAA) ในพชื 

วิถีการสังเคราะห์ IAA เป็นที�ยอมรับกันโดยทั�วไปแลว้ว่า tryptophan เป็นสารตั�งต้น 

(precursor) สาํหรับการสังเคราะห์ IAA ดังแสดงในภาพที� 4 ซึ�งเกิดจากการรวบรวมงานวิจยัที�

เกี�ยวขอ้ง ไดแ้ก่  tryptophan สามารถเปลี�ยนรูปไปเป็น IAA ในรา และพบเอนไซมช์นิดหนึ� งใน

ระบบที�สามารถเปลี�ยนรูป tryptophan ไปเป็น IAA ในใบผกัโขม ต่อมานกัวิจยัจาํนวนมากไดแ้สดง

ใหเ้ห็นว่า tryptophan เป็นสารตั�งตน้ของ IAA ในพืชชั�นสูงดว้ย อยา่งไรก็ตามไดเ้กิดความสบัสนขึ�น

เมื�อมีนกัวิจยับางคนเสนอว่า ขั�นตอนของปฏิกิริยาเคมีนี� อาจไม่ถกูตอ้ง เนื�องจากมีการ ปนเปื� อนของ

แบคทีเรียสร้าง IAA ขึ�น (Lippert et al., 1966)  

 

ภาพที� 4 ชีววิถกีารสงัเคราะห์ indole-3-acetic acid (IAA) ในพืช (Mano and Nemoto, 2012) 
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ขั�นตอนที� 1 จะเป็นการเปลี�ยนรูป tryptophan ไปเป็น indole-3-pyruvic acid โดยเอนไซม ์

tryptophan transaminase จากนี� จะเกิดกระบวนการ decarboxylation โดยเอนไซม ์indolepyruvate 

decarboxylase ไปเป็น indole-3-acetaldehyde (IAAld) ซึ� งต่อมาจะเปลี�ยนรูปไปเป็น IAA โดย

เอนไซม ์indoleacetaldehyde dehydrogenase (ภาพที� 4) 

ขั�นตอนที�2 ซึ� งจะเกี�ยวข้องกับกระบวนการ decarboxylation ของ tryptophan ไปเป็น 

tryptamine โดยเอนไซม ์tryptophan decarboxylase จากนั�นเปลี�ยนรูปไปเป็น IAAld โดยเอนไซม ์

amine oxidase และในที�สุดเปลี�ยนไปเป็น IAA โดยเอนไซม ์IAAld dehydrogenase (ภาพที� 4) 

6.2.2 ชีวสังเคราะห์ของ  Indole-3-Acetic Acid (IAA) ในแบคทีเรีย  

Spaepen และ Vanderleyden (2011) ไดส้รุปไวว้่า 80 เปอร์เซ็นต์ ของแบคทีเรียที�แยกได้

จากรากพืชสามารถสงัเคราะห์ IAA ได ้สาํหรับสารตั�งตน้ในการสงัเคราะห์ IAA คือ tryptophan ดั�ง

นั�นการเพิ�ม tryptophan ลงในอาหารเลี�ยงเชื�อจึงส่งผลทาํใหเ้ชื�อแบคทีเรียมีความสามารถในการผลิต 

IAA ไดสู้งขึ�น 

ในการสังเคราะห์ tryptophan นั�นสารประกอบตั�งตน้คือ chorismate โดยถูกควบคุมโดย  

trp genes สงัเคราะห์จาก phosphoenolpyruvate และ erythrose 4-phosphate ในชีววิถี Shikimate ซึ�ง

เป็นชีววิถีทั�วไปในชีวสังเคราะห์ของ aromatic amino acid และ สารทุติยภูมิอีกหลายตัว และ

ขั�นตอนสุดทา้ยคือได ้trpytophan เป็นสารตั�งตน้ในวิถีการสงัเคราะห์ IAA ต่อไป ดว้ยวิถีที�แตกต่าง

กนั ดงัภาพที� 5 

วถิี Indole-3-Acetamide (IAM) วิถี IAM ประกอบดว้ยสองขั�นตอน ขั�นตอนแรก เอนไซม ์

tryptophan monoxygenase (สงัเคราะห์จากยนี iaaM) เปลี�ยน  tryptophan ไปเป็น IAM และขั�นตอน

ต่อมา IAM จะถูกไฮโดรไลซ์ไปเป็น IAA และ ammonia (NH3 ) ดว้ยเอนไซม ์IAM Hydrolase 

(สงัเคราะห์จากยนี iaaH) ซึ�งจากยนีที�สร้างเอนไซมท์ั�งสองนั�นเป็นลกัษณะของยนีที�อยูใ่นแบคทีเรีย

ก่อโรคในพืช เช่น Agrobacterium tumefacieng, Pseudomonas savastanoi, Pseudomonas syringae, 

Pantoea agglomerans และในแบคทีเรียตรึงไนโตเจน(nitrogen fixing bacteria) เช่น Rhizobium 

และ Bradyrhizobium sp. เป็นตน้ 
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วถิี Indole-3 pyruvate (IPA) วิถีการสงัเคราะห์ IPA ประกอบดว้ย 3 ขั�นตอน โดยขั�นตอน

แรก tryptophan จะถกูเปลี�ยนไปเป็น IPA ดว้ย เอนไซม ์aminotransferase ขั�นตอนที� 2 ปฏิกิริยาการ

ปลดปล่อยหมู่คาร์บอกซิลของ IPA โดยเอนไซม์ที�ทาํหน้าที� เร่งปฏิกิริยาคือ indole-3-pyruvate 

decarboxylase (สังเคราะห์จากยีน ipdC) ไปเป็น indole-3-acetaldehyde (IAAld) และขั�นตอน

สุดทา้ย IAAld เปลี�ยนไปเป็น IAA ดว้ยเอนไซม ์IAAld dehydrogenase   

IPA ส่วนใหญ่เป็นวิถีการสงัเคราะห์ออกซินในพืชแต่วิถี IPA แต่ก็ยงัพบในแบคทีเรียหลาย

กลุ่ม เช่น กลุ่มของแบคทีเรียก่อโรคในพืช เช่น P. agglomerans   กลุ่มแบคทีเรียที�มีประโยชน์ต่อ

พืช เช่น Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobiums, Enterobacter cloacae, Paenibacillus, 

Pseudomonas และ Rhizobium และยงัพบในกลุ่มของ Cyanobacteria เป็นตน้ 

วถิี tryptamine (TAM) ซึ�ง tryptophan จะเปลี�ยนเป็น tryptamine ดว้ยเอนไซม ์tryptophan 

decarboxylase และ tryptamine เปลี�ยนเป็น IAAld ดว้ยเอนไซม ์amino-oxidase พบ Bacillus cereus 

และ Azospirillum  

วิถี indol-3-acetonitrile (IAN) โดย IAN จะเปลี�ยนไปเป็น IAA โดยตรงด้วยเอนไซม ์

nitrilase พบใน A. tumefaciens และ ทางออ้มโดย IAN เปลี�ยนไปเป็น IAM ดว้ยเอนไซม ์nitrile 

hydratase  พบใน Agrobacterium และ Rhizobium spp.  

วิถี tryptophan side-chain oxidase (TSO) ในวิถีนี�  tryptophan จะถูกเปลี�ยนเป็น IAAld 

ดว้ยเอนไซม ์tryptophan side-chain oxidase แลว้ IAAld เปลี�ยนเป็น IAA ดว้ยเอนไซม ์IAAld 

dehydrogenase ซึ�งจะพบแต่ใน Pseudomonas fluorescens CHA0 
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ภาพที� 5 ชีววิถีสงัเคราะห์ Indole-3-Acetic acid (IAA) ในแบคทีเรีย ( Spaepen and Vaanderleyden, 

2010) 

วถิีที�เป็นอสิระต่อ tryptophan (Tryptophan-independent pathway) การสงัเคราะห์ IAA 

วิถีนี� จะพบในพืชที�เกิดการกลายพนัธุโ์ดยจะไม่ใช ้tryptophan เป็นสารตั�งตน้ในการสงัเคราะห์ IAA 

แต่การสงัเคราะห์ IAA เกิดจาก indole-3-glycerol phosphate หรือ indole แต่ในแบคทีเรียมีรายงาน

การพบใน Azospirillum brasilense แต่ไม่มีหลกัฐานทางพนัธุกรรมหรือชีวเคมี ที�ให้การสนับสนุน

วิถีนี� ชดัเจนดงัภาพที� 6 
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  ภาพที� 6 ชีววิถีที�เป็นอิสระต่อ tryptophan ทั�งในพืชและแบคทีเรีย (Bartel, 1997) 

 

6.3 การสลายตวัของ IAA 

ปริมาณของ  IAA ในพืชนั�นไม่เพียงแต่ขึ�นอยู่กบัอตัราการสังเคราะห์เท่านั�น แต่ยงัขึ�นอยู่

กบัอตัราการสลายตวั ซึ�งการสลายตวัของ IAA นั�น สามารถเกิดขึ�นไดห้ลายวิถี 
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6.3.1 โฟโตออกซิเดชนั (Photo-oxidation)    IAA ที�อยู่ในสภาพสารละลายจะสลายตวัได้

เมื�อไดรั้บแสง การเกิด photo-oxidation ของ IAA   จะถูกเร่งโดยการปรากฏของรงค์วตัถุตาม

ธรรมชาติ หรือที�สงัเคราะห์ได ้จึงอาจจะเป็นไปไดว้่าการที�รงควตัถุของพืชดูดซบัพลงังานจากแสง

แลว้ทาํให้เกิดการออกซิไดซ์ IAA ซึ� งรงค์วตัถุที�เกี�ยวขอ้ง คือ ไรโบฟลาวินและไวโอลาแซนธิน 

(Riboflavin และ Violaxanthin) สารที�เกิดขึ�นเมื�อ IAA สลายตวัโดยแสงคือ 3-methylene-2-oxindole   

และ Indoleacetaldehyd 

6.3.2 การออกซิไดซ์ IAA โดยเอนไซม ์(Enzymic Oxidation of IAA) พืชหลายชนิดมี

เอนไซมเ์รียกว่า IAA-oxidase ซึ�งจะเร่งปฏิกิริยาการสลาย IAA ไดค้าร์บอนไดออกไซด์ และเป็น

ปฏิกิริยาที�ใช้ออกซิเจน IAA-oxidase มี คุณสมบัติคล้ายเอนไซม์ประเภทเพอร์ออกซิเดส 

(peroxidase) และเป็นเอนไซมที์�ตอ้งการแมงกานีสเป็นโคแฟคเตอร์ กระบวนการออกซิไดซ์ โดย 

IAA-oxidase ยงัไม่เป็นที�เขา้ใจกนัมากนัก จากการทดลอง In vitro พบว่าผลิตภณัฑ์ที�ได ้คือ 3-

methylene-2-oxindole และถกูเมตาโบไลซต่์อไป เป็น 3-methyl-2-oxindole   

มีการทดลองหลายครั� งที�ยืนยนัว่า  IAA-oxidase จะเพิ�มขึ� นเมื�ออายุของพืชเพิ�มมากขึ� น    

นอกจากนั�นยงัมีความสัมพนัธ์แบบผกผนัระหว่างอตัราการเจริญเติบโตและปริมาณของ IAA-

oxidase ในเนื�อเยื�อของรากจะมี IAA ในปริมาณตํ�า แต่มี IAA-oxidase เป็นจาํนวนมาก 

6.3.3  รวมกบัสารชนิดอื�นในไซโตพลาสต ์หรือ เปลี�ยนเป็นอนุพนัธช์นิดอื�น 

6.4  การวดัปริมาณออกซิน 

           6.4.1  Bioassay คือ การวดัปริมาณออกซินโดยใชชิ้�นส่วนของพืช เช่น โคลีออพไทลข์อง

ขา้วโอ๊ตหรือพืชใบเลี� ยงเดี�ยวอื�นๆ แลว้วดัความโคง้ของยอดโดยการวางออกซินที�ต้องการวดั

ปริมาณลงบนส่วนของโคลีออพไทลซึ์�งตดัยอดออกแลว้   มุมที�โคง้จะบอกปริมาณของออกซินได้

โดยเปรียบเทียบจากเสน้มาตรฐาน (Standard Curve) 

            6.4.6 การวดัจากคุณสมบติัทางฟิสิกส์ คือ การวดัปริมาณของออกซินโดยใชก้ารดูดกลืน

แสงของ  IAA ซึ�งเมื�อมีความเขม้ขน้ต่างกนัจะดูดกลืนแสงไดต่้างกนั โดยใชค้วามยาวคลื�นแสงที� 



24 
 

280 nm หรือสกัดจนเป็นสารบริสุทธิ� แลว้จึงใช้เครื� อง Gas Chromatograph ร่วมกับ Mass 

Spectrometry ในการจาํแนกและหาปริมาณ 

6.4.7 การวดัโดยวิธีเคมี โดยให้ออกซินทาํปฏิกิริยากบั   Salkowski's Reagent (acidified 

ferric chloride) หรือใช้ Ehrllch's Reagent ซึ� งจะเกิดสีขึ� นมา จากนั�นวดัความเข้มของสีแลว้

เปรียบเทียบกบัเสน้มาตรฐาน 

6.4  บทบาทด้านการผลติฮอร์โมนพชืของแบคทีเรีย 

แบคทีเรียกลุ่มสนบัสนุนการเจริญทั�งพวกที�อาศยับริเวณรากพืช อาศยัอย่างอิสระอาศยัทั�ง

ในพืชและบนพืชมีความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชได ้(Tsavkelova et al., 2006) แบคทีเรีย

กลุ่มนี�มีปริมาณสูงถึงร้อยละ 80 ของแบคทีเรียทั�งหมดในดิน โดยฮอร์โมนพืชที�มีบทบาทสาํคญัใน

การควบคุมการเจริญและพฒันาการของพืชแบ่งออกไดเ้ป็น 5 กลุ่ม ไดแ้ก่ออกซิน จิบเบอเรลลิน ไซ

โทไคนิน เอทิลีน และกรดแอบไซซิก (Hayat et al., 2010) Indole-3-Acetic Acid (IAA) เป็น

ฮอร์โมนพืชกลุ่มออกซินมีบทบาทต่อการยดืยาวและการแบ่งเซลล ์รวมทั�งช่วยกระตุน้การเจริญและ

พฒันาการเกี�ยวกบักลไกการป้องกนัตนเองของพืช การกระตุน้การสร้าง IAA จากแบคทีเรีย ดว้ย

เอนไซม ์ACC deaminase จากพืช ดงัภาพที� 7 

จากจุลินทรียห์ลายชนิดสามารถผลิตออกซินได้ เช่นแบคทีเรียในสกุล Pseudomonas, 

Bacillus, Flavobacterium, Acetobacter, Klebsiella, Enterobacter และXanthomonas เป็นต้น

(Tsavkelova et al., 2006; Ahmad et al., 2008) ไซยาโนแบคทีเรียในสกุล Nostoc, Calothrix, 

Anabeana เป็นตน้ นอกจากแบคทีเรียแลว้ ยคูาริโอตทั�งยสีตแ์ละราหลายสกุล เช่น Saccharomyces, 

Fusarium, Rhizopus, Aspergillus และ Trichoderma เป็นต้น ก็มีความสามารถในการผลิต IAA 

เช่นกนั (Tsavkelova et al., 2006)   
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ภาพที� 7 กลไกการทาํงานร่วมกนัระหว่างพืชกบัแบคทีเรียที�ผลิต IAA และมีเอนไซม ์

ACCdeaminase (Glick et al., 2007) 

 

 



อุปกรณ์และวธิีการ 

 

1. อุปกรณ์ 

1.1 ตูป้ลอดเชื�อชนิด Bioharzard (Microflow, USA) 

1.2 ตูบ่้มควบคุมอุณหภูมิ (Binder, Germany) 

1.3 ตูอ้บลมร้อน (Binder, Germany) 

1.4 เครื�องฆ่าเชื�อความดนัไอ (Astell, England) 

1.5 เครื�องชั�ง 2 ตาํแหน่ง (Mettler-Toledo, Switzerland) 

1.6 เครื�องชั�ง 4 ตาํแหน่ง (Mettler-Toledo, Switzerland) 

1.7 กลอ้งจุลทรรศน์เลนส์ประกอบ  (Olympus, Japan) 

1.8 เครื�องปั�นเหวี�ยง Spectrafuge™ 7M Microcentrifuge (Labnet Hermle, USA) 

1.9 เครื�องวดัค่าการดูดกลืนแสง GENESYS™ 20 (Thermo Scientific, USA) 

1.10 PCR Mastercycler Personal  (Eppendorf, Canada) 

1.11 Electrophoresis  (Labnet, USA) 

1.12 Transluminator  (Bio-rad, USA) 

1.13 ชุดสกดัดีเอน็เอสาํเร็จรูป Genomic DNA Mini Kit  (Geneaid, Taiwan) 

1.14 ชุดทาํ PCR Product ให้บริสุทธิ� สาํเร็จรูป GEL/PCR DNA 

Fragments Extraction Kit  

(RBC Bioscience, Taiwan) 

1.15 อุปกรณ์อื�นๆ ไดแ้ก่ 

- จานอาหารเลี�ยงเชื�อ 

- หลอดทดลอง 

- บีกเกอร์ 

- ปิเปต 

- กระบอกตวง 

- ขวดใส่อาหารเลี�ยงเชื�อ 

- กระดาษกรอง เบอร์ 1, 42 

- เครื�องวดัพีเอช 

- ห่วงถ่ายเชื�อ 

- เข็มเขี�ยเชื�อ 
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- ปากคีบ 

- สไลด ์

- Microcentrifuge tube 

- PCR reaction tube 

- Micropipette 

 

2. สารเคม ี

 สารเคมี บริษทั 

2.1 Glacial acetic acid Merck, Germany 

2.2 Ammonium dihydrogen phosphate J.T. baker, USA 

2.3 Ammonium sulfate Merck, Germany 

2.4 Boric acid Merck, Germany 

2.5 Carboxymethyl cellulose (CMC) Union Science, Thailand 

2.6 Calcium chloride Merck, Germany 

2.7 Citric acid BDH, England 

2.8 Cobalt chloride UNIVAR, Australia 

2.9 Copper sulfate J.T. baker, USA 

2.10 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) J.T. baker, USA 

2.11 Ferric ammonium sulphate UNIVAR, Australia 

2.12 Ferrous sulphate J.T. baker, USA 

2.13 Folin-Ciocalteu reagent Merck, Germany 

2.14 Glucose monohydrate Merck, Germany 

2.15 Hydrochloric acid UNIVAR, Australia 

2.16 Indigo carmine Sigma, USA 

2.17 Magnesium sulphate UNIVAR, Australia 

2.18 Maleic acid QRec, New Zealand 

2.19 Manganese chloride UNIVAR, Australia 

2.20 Methanol  LAB-SCAN 

2.21 p-nitrophenyl Fluka, Japan 

2.22 p-nitrophenyl phosphate di sodium salt Sigma, Austria 
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2.23 Phenol  Fisher Scientific, UK 

2.24 Potassium chlorate Merck, Germany 

2.25 Potassium chloride EMSURE, Germany 

2.26 Potassium cyanide J.T. baker, USA 

2.27 Potassium ferrocyanide Fisher Scientific, UK 

2.28 di-potassium hydrogen phosphate BDH, England 

2.29 Potassium sodium tartrate CARLO ERBA REAGENTI 

2.30 Sodium acetate Merck, Germany 

2.31 Sodium carbonate Fisher Chemicals, UK 

2.32 Sodium dihydrogen phosphate Merck, Germany 

2.33 Sodium dodecyl sulphate Fisher Chemicals, UK 

2.34 Disodium hydrogen phosphate Fisher Chemicals, UK 

2.35 Sodium hydroxide LABSCAN 

2.36 Sodium hypochlorite Union Science, Thailand 

2.37 Disodium molybdate J.T. baker, USA 

2.38 Sodium nitroprusside Merck, Germany 

2.39 Sulfuric acid LABSCAN 

2.40 Trichloroacetic acid Merck, Germany 

2.41 Triphenyl formazan Sigma, Japan 

2.42 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride Merck, Germany 

2.43 Tris (hydroxyl methyl) amino methane Vivantis, USA 

2.44 Tyrosine Fluka Biochemike, Switzerland 

2.45 Urea  CODEX CARLOERBA 

2.46 Zinc sulphate J.T. baker, USA 

2.47 สารเคมีที�ใชใ้นการยอ้มแกรม (Bio-Medical Laboratory, ประเทศไทย) 

2.48 สารละลาย/สารเคมี ที�ใชใ้นการสกดัดีเอน็เอ (Geneaid, Taiwan) 

2.49 สารเคมี สาํหรับการเพิ�มปริมาณดีเอน็เอ  

 - PCR Master Mix 

- 16S rDNA primer คือ 27F และ 1522R 

(Fermentas, USA) 

(Operon, Germany) 

2.50 สารเคมีที�ใชใ้นการทาํ electrophoresis  
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 - Loading dye  

- GeneRuler ™100 bp Plus DNA Ladder  

- สารละลาย Gel star  

- Agarose gel  

( Fermentas, USA) 

( Fermentas, USA) 

(Lonza, Switzerland) 

Vivantis, USA 

2.51 สารเคมีที�ใชใ้นการทาํ PCR purification (BC Bioscience, Taiwan) 

3. อาหารเลี�ยงเชื�อจุลนิทรีย์ (ภาคผนวด ข) 

3.1. mineral salts medium (Ginkel et al., 1995)  

3.2 nutrient broth (Criterion, Hardy Diagnostic, USA) 

3.3 nutrient agar (Criterion, Hardy Diagnostic, USA) 

3.4 Starch casein agar 

3.5 Streptomycin rose Bengal agar  

 

4. วธิีการทดลอง 

4.1 การสาํรวจและเก็บตวัอยา่งดินจากสวนลาํไย 

เก็บตวัอยา่งดินจากสวนลาํไยในพื�นที� จ.เชียงใหม่ โดยเป็นสวนที�มีการใชส้ารคลอเรต

เพื�อเร่งการออกดอกนอกฤดูกาลของลาํไย  

4.2 คดัแยก chlorate reducing bacteria จากดินในสวนลาํไย 

นาํตวัอยา่งดินมาผา่นขั�นตอน enrichment โดยการดดัแปลงวิธีของ Ginkel et al. (1995) 

และแยกเชื�อโดยการทาํ serial dilution ใน agar tube และบน agar plate (Bruce et al., 1999) นาํเชื�อ

แบคทีเรียที�เจริญขึ�นมาไปทาํใหบ้ริสุทธิ�  และเก็บไวศ้ึกษาในขั�นตอนต่อไป 

4.3 การทดสอบการสลายคลอเรต โดยแบคทีเรียรีดิวส์ในระดบัหลอดทดลอง 

4.3.1 นาํเชื�อแบคทีเรียรีดิวส์ที�บริสุทธิ� ที�แยกไดจ้ากดิน มาเพาะเลี�ยงในอาหารเหลวที�มีความ

เขม้ขน้ของโพแทสเซียมคลอเรต 200 มิลลิกรัม/ลิตร และมีค่าพีเอชของอาหารที�แตกต่างกนัคือ 5, 7 

และ 8 นาน 24 ชั�วโมง นาํนํ� าเลี�ยงเชื�อไปวิเคราะห์ปริมาณคลอเรต 
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4.3.2 นาํเชื�อแบคทีเรียรีดิวส์ที�บริสุทธิ� ที�แยกไดจ้ากดิน มาเพาะเลี�ยงในอาหารเหลวที�มีความ

เขม้ขน้ของโพแทสเซียมคลอเรต 200 มิลลิกรัม/ลิตร และนํ� าตาลกลโูคส 200 มิลลิกรัม/ลิตร โดยมี

ค่าพีเอชของอาหารเท่ากบั 7 นาน 24 ชั�วโมง นาํนํ� าเลี�ยงเชื�อไปวิเคราะห์ปริมาณคลอเรต 

4.4 การจาํแนกชนิดของแบคทีเรียรีดิวส์คลอเรต 

นาํเชื�อแบคทีเรียที�มีประสิทธิภาพสูงในการสลายคลอเรต มาจาํแนกชนิดโดยใชคุ้ณสมบติั

ทางสรีรวิทยา และการใชเ้ทคนิคทางอณูชีววิทยา 

4.4.1  การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเบื�องตน้ 

นาํเชื�อแบคทีเรียบริสุทธิ� ที�ได้มาทาํการยอ้มสีแบบแกรม (Gram’s staining) เพื�อศึกษา

ลกัษณะสัณฐานวิทยา รูปร่าง และการติดสีแกรม ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ 

(Compound microscope) กาํลงัขยายของภาพ 1000 เท่า  

4.4.2 การจาํแนกชนิดเชื�อแบคทีเรีย โดยการหาลาํดบัเบส 16S rRNA  

1) การสกดัดีเอน็เอของเชื�อแบคทีเรีย  

นาํเชื�อบริสุทธิ� เพาะเลี�ยงในอาหารเหลวสูตร NB แลว้นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 24 ชั�วโมง จากนั�นแยกเซลลแ์บคทีเรียออกจากอาหาร NB โดยการนาํไปปั�นเหวี�ยง 10,000 

รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที เซลลแ์บคทีเรียจะตกตะกอนอยูที่�กน้ Microcentrifuge tube ทาํการสกดัดี

เอ็นเอของเชื�อแบคทีเรียดว้ยชุดสกดัดีเอ็นเอสาํเร็จรูป Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured 

Cell) (Geneaid, Taiwan) 

2) การเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค PCR (Polymerase chain reaction) และตรวจสอบ

ความบริสุทธิ� ของผลิตภณัฑ์ PCR (PCR product) ดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีส (agarose gel 

electrophoresis)   

นาํดีเอน็เอของเชื�อแบคทีเรียมาเพิ�มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR ดว้ยเครื�อง PCR Mastercycler 

Personal โดยใช้ primer คือ 27F (5'AGAGTTTGATCMTGG CTCAG-3') และ1522R (5'- 

AAGGAGGTGATCCRCCGCA -3') จากนั� นตรวจสอบ PCR product ด้วย agarose gel 

electrophoresis โดยนําเจลไปส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตด้วยเครื� อง Dark readerทําให้

สงัเกตเห็นแถบของดีเอน็เอปรากฏขึ�น จากนั�นนาํ PCR product ของชิ�นส่วน 16S rDNA ที�ไดม้าทาํ

ใหบ้ริสุทธิ�  ดว้ยชุด GEL/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ดีเอ็นเอ

บรรจุอยูภ่ายใน Microcentrifuge tubeและนาํไปเก็บไวที้� -20 องศาเซลเซียส  
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3) การจาํแนกชนิดของเชื�อแบคทีเรีย โดยการหาลาํดบัเบสในส่วนของยนี 16S rRNA  

นาํ PCR product ที�ทาํใหบ้ริสุทธิ� แลว้วิเคราะห์หาลาํดบัเบสในส่วนของยนี 16S rRNA โดย

ในการวจิยัครั� งนี� ไดจ้ดัส่งไปหาลาํดบัเบสที�บริษทั First BASE Laboratories ณ ประเทศมาเลเซีย 

แลว้นาํลาํดบัเบสที�ไดไ้ปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลู โดยใชโ้ปรแกรม BLAST ของ The National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov) เพื�อระบุสายพนัธุ์

ของเชื�อแบคทีเรีย 

 

4.5 ทดสอบความสามารถการเป็นจุลินทรียป์ฏิปักษข์องเชื�อ chlorate reducing bacteria ต่อ

ของเชื�อจุลินทรียก่์อโรคลาํไย  

4.5.1 การแยกเชื�อสาเหตุโรคและบ่งชนิด 

 เก็บตวัอยา่งลาํไยที�เป็นโรคจากแหล่งปลกูในพื�นที�อาํเภอสนัทราย ดว้ยวิธีการเลี�ยงเนื�อเยื�อที�

เป็นโรคโดยตดัเนื�อเยื�อบริเวณคาบเกี�ยวเนื�อเยื�อปกติและเนื�อเยื�อเป็นโรคให้เป็นชิ�นสี� เหลี�ยมขนาด

ประมาณ 3x3 มิลลิเมตร ใชป้ากคีบนาํไปวางบนผิวหน้า Potato Dextrose Agar (PDA) plate ที�ผสม

ยาปฏิชีวนะ บ่มที�อุณหภูมิห้อง จนมีเส้นใยของเชื�อราปรากฏบนจานอาหาร แลว้ใช้เข็มเขี�ยตัด

อาหารวุน้บริเวณปลายเส้นใยไปเลี�ยงบน PDA plate ใหม่ที�เตรียมไว ้บ่มที�อุณหภูมิห้องจนเชื�อรา

ออกเสน้ใยใหม่อีกครั� งจนไดเ้ชื�อบริสุทธิ� ตามวิธี Hyphal tip isolation เก็บบริเวณปลายสุดของเส้น

ใยมาเก็บเป็น stock culture บน PDA slant 

4.5.2 การคดัเลือกแบคทีเรียที�แยกมาจากบริเวณผวิใบลาํไยและผลลาํไย ในการยบัย ั�งเชื�อรา 

ก่อโรคในลาํไย โดยใชว้ิธีการทดสอบแบบ Dual culture (Mostapha, 2004) 

 เพาะเลี�ยงเชื�อราบนอาหาร PDA แลว้เจาะดว้ย cork borer ที�มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 

เซนติเมตร นาํมาวางบนจานอาหาร PDA แลว้นาํแบคทีเรียที�ตอ้งการทดสอบมาขีดเป็นเส้นขนาน

กบัเชื�อราดา้นตรงขา้ม บ่มที�อุณหภูมิหอ้งประมาณ 2 วนั วดัความยาวรัศมีของโคโลนีเชื�อรา เทียบ

กับเชื�อราที� เจริญบนจานอาหารที�ไม่ปลูกเชื�อแบคทีเรียทดสอบ (control) จากนั�นนํามาหาค่า

เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั�งการเจริญของเสน้ใยตามกรรมวิธีของ Mostapha (2004) 
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4.6 ทดสอบความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชโดยเฉพาะออกซินของ chlorate reducing 

bacteria  

4.6.1 การทดสอบการผลิต  Indole-3-adetic acid (IAA) จากแบคทีเรียสลายคลอเรต  

1) นาํเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเลตทั�ง 91 ไอโซเลต คดัแยกจากดินสวนลาํไยที�ได ้มาเพาะเลี�ยงใน

อาหาร Tryptone Soy Broth (TSB)  

2) นาํไปบ่มไวที้�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสองศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั�วโมง  

3) จากนั�นนาํมา Streak ลงบนอาหาร Tryptone Soy Agar (TSA) นาํไปบ่มไวที้�อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียสองศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั�วโมง 

4) นํามาเพาะเลี� ยงเชื�อในอาหารเอียง TSA นําไปบ่มไวที้�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสองศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั�วโมง  

5) นาํเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตที�อยูใ่นอาหารเอียง TSA  ม า เ ลี� ย ง ใ น อ า ห า ร  Nutrent 

broth (NB) และ Trypton soy broth (TSB) ที�เติม tryptophan 200 mg/ml บ่มไวที้�อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียสองศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง 

6) นาํไปวิเคราะห์ปริมาณ IAA ตามวิธีมาตรฐาน (Ahmad et al, 2008)  ในภาคผนวก ข 

4.6.2 การทดสอบผลของความเขม้ขน้ tryptophan ต่อการผลิต IAA  

1) คดัเลือกเชื�อแบคทีเรียที�ผลิต IAA ไดสู้ง 30% แรกและนาํมาเพาะเลี�ยงในอาหาร TSB ที�

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลาประมาณ 24-72 ชั�วโมง  

2) ปรับปริมาตรเชื�อแบคทีเรียให้มีความขุ่น เท่ากบั McFarland No. 0.5  (ภาคผนวก ค) 

(1.5x108 cell/ml)โดยใช ้0.85% NaCl  

3) ถ่ายเชื�อแบคทีเรียปริมาตร 0.2 ml ลงในอาหารเลี�ยงเชื�อ TSB ที�มีปริมาณ tryptophan 

ความเขม้ขน้ 0, 200, 400 และ 600 mg/ml   

เปอร์เซ็นตย์บัย ั�ง = 
( Control growth - Fungal growth ) 

X 100 
Fungal growth 
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4) นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมง  

5)  นาํไปวิเคราะห์ปริมาณ IAA ในภาคผนวก ง 

4.6.3 ผลของ pH ต่อการผลิต IAA  

1) เตรียมเชื�อแบคทีเรียเช่นเดียวกบัที�ทดสอบผลของความเขม้ขน้ของ tryptophan ต่อการ

ผลิต IAA ของเชื�อแบคทีเรีย 

2) ถ่ายเชื�อปริมาตร 0.2 ml ใส่ลงในอาหาร TSB ที�มีปริมาณ tryptophan 200 mg/ml ที�มี 

pH ต่างๆ คือ 5, 6, 7, 8 และ 9 นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมง 

3)วิเคราะห์ปริมาณ IAA ในภาคผนวก ง 

4.6.4 ผลของการใหอ้ากาศโดยการเขยา่ต่อการผลิต IAA  

1) เตรียมสารละลายเชื�อแบคทีเรียตามวิธีการในขอ้ 3  

2) ถ่ายสารละลายเชื�อแบคทีเรีย 4 ml ลงในอาหาร TSB ซึ�งเติม tryptophan เท่ากบั 200 

mg/ml ปริมาตร 100 ml เก็บตวัอยา่งที�ระยะเวลา 1, 2, 3, 5 และ 7 วนั 

3) วิเคราะห์ปริมาณ IAA ในภาคผนวก ง 

4.7 ทดสอบความสามารถของเชื�อ chlorate reducing bacteria ในการละลายฟอสเฟต 

4.7.1 ทดสอบความสามารถของเชื�อ chlorate reducing bacteria ในการละลายฟอสเฟต

เบื�องตน้บนอาหารแข็ง Pikovskaya (PVK) medium และ National Botanical Research Institute’s 

(NBRI) phosphate growth medium โดยวิธีการ point inoculation (Nautiyal, 1999)  

4.7.2 จากนั�นนาํมาทดสอบโดยละเอียดในเชิงปริมาณในอาหารเหลวตามวิธีการของ 

Pandey et al. (2006) โดยเพาะเลี�ยงเชื�อ chlorate reducing bacteria ในอาหารเหลวปริมาตร 100 

มิลลิลิตร เก็บตวัอยา่งทุก 3 วนั นาน 15 วนั โดยนาํไปวิเคราะห์ปริมาณฟอสเฟต (พชัรี, 2550) 

4.8 การศกึษาปัจจยับางประการที�มีผลต่อฤทธิ� ยบัย ั�งเชื�อจุลินทรียก่์อโรคในลาํไย การผลิต

ฮอร์โมนพืช และความสามารถในการละลายฟอสเฟตของเชื�อ chlorate reducing bacteria 
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4.9 ปัจจยัในการออกฤทธิ� ยบัย ั�งเชื�อจุลินทรียก่์อโรคในลาํไย 

ตรวจสอบการผลิตเอนไซม ์ chitinase โดยนาํเชื�อ chlorate reducing bacteria ที�มีฤทธิ�

ยบัย ั�งเชื�อจุลินทรียก่์อโรคในลาํไย มาตรวจสอบการผลิตเอนไซม ์ chitinase บนอาหารแข็งโดยวิธี

ของ Cherni et al. (1995) 
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ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 

1. ผลการคดัแยกเชื�อราก่อโรคในลาํไย จากตวัอย่างลาํไย 

 ผลการแยกเชื�อราสาเหตุโรคของลาํไย ตามวิธี Hyphal tip isolation ลงในอาหาร Potato 

Dextrose Agar (PDA) ในพื�นที�อาํเภอสันทราย จงัหวดัเชียงใหม่ ที�แสดงอาการโรคที�มีสาเหตุจาก

เชื�อรา 2 ลกัษณะคือจุดสีดาํ และจุดสีสม้ที�ใบ (ภาพที� 1) ไดเ้ชื�อราจาํนวนทั�งสิ�นจาํนวน 10 ไอโซเลต 

โดยให้เชื�อรารหัส L4.4B, L5.3B, L5.2A และรหัส L4.1B และตวัแทนของเชื�อราทั�งหมด จาก

ลกัษณะโคโลนีที�เหมือนกนัโดยแบ่งออกเป็น 4 ลกัษณะ คือ 1)โคโลนีสีเทา เสน้ใยไม่ฟแูละกระจาย 

ขอบโคโลนีเรียบ ใหเ้ชื�อรารหสั L4.1B เป็นตวัแทนของเชื�อรา 2) โคโลนีสีเทา เสน้ใยฟแูละกระจาย 

สปอร์สีดาํ ให้เชื�อรารหัส L4.4B เป็นตวัแทนของเชื�อรา 3)โคโลนีสีขาว เส้นใยมีลกัษณะฟูและ

กระจาย ใหเ้ชื�อรารหสั L5.2A เป็นตวัแทนของเชื�อราในลกัษณะนี�  4)โคโลนีสีขาว เส้นใยไม่ขึ�นฟู

และกระจาย ใหเ้ชื�อรารหสั L5.2B เป็นตวัแทนของเชื�อรา 3) และ 4) ดงัแสดงในตารางที� 4 จากการ

จาํแนกชนิดโดยอาศยัหลกัการของ Alexopoulos และคณะ (1996) และ วรวรรณและวิชชา (มปป.) 

พบว่า L4.1B เป็นเชื�อราที�ไม่มีการเปลี�ยนแปลงโครงสร้างของเสน้ใยไปเป็น asexual spores เรียกว่า

เป็น mycelia sterilia ในขณะที�  L4.4B, L5.2A และ L5.2B เป็นเชื�อราในจีนัส Meliola, 

Collectrichum และ Phomopsis ตามลาํดบั  

  
ก. ข. 

ภาพที� 8 ตวัอยา่งชิ�นส่วนใบพืชที�มีอาการของโรคที�เกิดจากเชื�อราที�ใชใ้นการแยกตวัอยา่งเชื�อบ (ก) 

ใบที�มีจุดสีดาํ (ข) ใบที�มีจุดสีสม้



ตารางที� 1 การจาํแนกเชื�อราที�แยกไดจ้ากตวัอยา่งใบลาํไยที�มีอาการของโรค 

ตวัอยา่งเชื�อรา ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์

L4.1B 

 
 

(400x) 

L4.4B 

 
 

(400x) 

L5.2A 

 
 

(400x) 

L5.2B 

 
 

(400x) 

2. การทดสอบฤทธิ�การยบัยั�งเชื�อราก่อโรคในลาํไย โดยใช้แบคทีเรียสลายคลอเรตโดยใช้วธิีการ Dual 

culture 
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 เมื�อนาํแบคทีเรียสลายคลอเรตจาํนวน 91 ไอโซเลต มาทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั�งการ

เจริญของเสน้ใยเชื�อรา บนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) หลงัจากเลี�ยงเชื�อร่วมกนัเป็นเวลา 3 

– 5 วนั พบว่าแบคทีเรียสลายคลอเรต สามารถยบัย ั�งการเจริญของเส้นใยเชื�อราก่อโรคลาํไยได ้

จาํนวน 11 ไปโซเลต และพบบริเวณใส (clear zone) ระหว่างโคโลนีของเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรต

และเชื�อราก่อโรคลาํไย (ภาพที�  2) โดยจะให้เปอร์เซ็นต์การยบัย ั�งเชื�อแตกต่างกันไป โดยเชื�อ

แบคทีเรียสลายคลอเรตที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของเชื�อรา mycelia sterilia L4.1B มีเพียง 1 ไอโซ

เลต คือ ไอโซเลต 1-2D โดยสามารถยบัย ั�งการเจริญได้ 25 เปอร์เซ็นต์ เมื�อเปรียบเทียบกับการ

ทดลองควบคุม  

 สาํหรับการทดสอบฤทธิ� ยบัย ั�งเชื�อรา Meliola L4.4B มีเชื�อแบคทีเรียที�สามารถยบัย ั�งได ้2 

ไอโซเลตคือ K7-1A.1.3 และ 7.2.1 โดยยบัย ั�งการเจริญของเชื�อราได ้28.3 และ 30.6 เปอร์เซ็นต ์

ตามลาํดบั (ตารางที� ) 

ตารางที� 2 ผลการทดลองการยบัย ั�งเชื�อรา รหสั L4.1B 

รหสัเชื�อแบคทีเรีย เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 

(มิลลิเมตร) 

ค่าการยบัย ั�ง 

(มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั�ง

เชื�อรา รหสั L4.1B 

control 53.72   

1-2D 40.29 10.12 25.00 

 

 

 

 

ตารางที� 3 เชื�อแบคทีเรียคลอเรตที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของเชื�อรา Meliola L4.4B 

รหสัเชื�อแบคทีเรีย เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 

(มิลลิเมตร) 

ค่าการยบัย ั�ง 

(มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั�ง

เชื�อ 

control 66.77   
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K7-1A.1.3 47.89 3.33 28.27 

7.2.1* 46.37 7.92 30.55 

 

ตารางที� 4 ผลการทดลองการยบัย ั�งเชื�อรา รหสั L5.2B 

เชื�อแบคทีเรีย เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 

(มิลลิเมตร) 

ค่าการยบัย ั�ง 

(มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั�ง

เชื�อ 

control 51.72   

10-2.2 37.52 5.67 27.45 

9.3B.1 39.66 6.65 23.32 

1-2D 36.62 11.93 29.19 

9-5E 35.52 5.77 31.31 

3-1A.1 35.81 4.30 30.76 

9-3-2 30.81 7.37 40.43 

9-2.1 36.22 3.46 29.97 

7.2.1* 30.20 8.29 41.60 

1-2A 34.33 6.78 33.61 

5.1.1 28.34 5.74 45.20 

C2-3.1 29.40 4.18 43.15 

1-1E.2.1 31.40 5.97 39.29 

K73.1.1 31.64 4.19 38.82 

 

สาํหรับการทดสอบกบัเชื�อรา Collectrichum L5.2A และ Phomopsis L5.2B ซึ�งเชื�อราในทั�ง 2 จีนสั

นี� เป็นสาเหตุของโรคใบจุดดาํ พบว่ามีเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตจาํนวน 17 ชนิดที�แสดงการยบัย ั�ง

การเจริญของเชื�อราดงักล่าว ไดใ้นช่วง 20.7-49.4 เปอร์เซ็นต ์(ตารางที� และ ) โดยมีเชื�อแบคทีเรีย

เพียง 6 ไอโซเลตที�มีฤทธิ� ยบัย ั�งการเจริญของเชื�อราไดท้ั�ง 2 ชนิด ไดแ้ก่  1-2A, 1-2D, 5.1.5, 9.3B.1, 

10-2.2 และ K7-1A.1.3 (ภาพที�) 
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ภาพที� 9 การยบัย ั�ง Collectrichum L5.2A และ Phomopsis L5.2B สาเหตุโรคใบจุดดาํของเชื�อ

แบคทีเรียสลายคลอเรต 

 

 

 

 

ตารางที� 5 ผลการทดลองการยบัย ั�งเชื�อรา รหสั L5.2A 

รหสัเชื�อแบคทีเรีย เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 

(มิลลิเมตร) 

ค่าการยบัย ั�ง 

(มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั�ง

เชื�อรา รหสั L5.2A 

control 54.20   

3-2D.1.2 38.54 6.49 28.89 

9-5.1 32.91 7.67 39.27 

9-3B.1 39.35 48.05 27.40 

1-2D 42.97 3.37 20.72 
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10-2.2 38.99 4.32 28.06 

5.1.1 38.84 2.31 28.34 

C7-1B.2 27.42 9.14 49.40 

1-2A 30.77 5.02 43.22 

K7-1A.1.3 37.04 6.21 31.66 

 

 

ภาพที� 10 แบคทีเรียสลายคลอเรตที�มีฤทธิ� ยบัย ั�งเชื�อราก่อโรคในลาํไย โดยใชโ้ดยใชว้ิธีการทดสอบ

แบบ Dual culture 

 

3. การจาํแนกชนิดของแบคทเีรียสลายคลอเรตที�สามารถยบัยั�งเชื�อราก่อโรคในลาํไย 

3.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของแบคทีเรีย 

 จากการจาํแนกชนิดของเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรต โดยการศึกษาลกัษณะพื�นฐานทาง

สรีรวิทยา พบว่าทั�ง 11 ไอโซเลตนี� เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน ดงัแสดงในตารางที� 

3.2 ผลการจาํแนกชนดิของเชื�อแบคทเีรียสลายคลอเรตด้วยเทคนิคทางอณูวทิยาด้วยวธิกีารหาลาํดับ

เบสของ 16S rRNA 

 เมื�อนาํเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของเชื�อราที�นาํมาทดสอบทั�ง 11 

ไอโซเลต ไปจาํแนกโดยเริ� มจากการสกดัดีเอ็นเอ ดว้ยชุดสาํเร็จรูป GEL/PCR DNA Fragments 
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Extraction Kit และนาํมาทาํปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction โดยใช ้Universal Primer 27F 

และ 1522R เป็น primer เมื�อนาํมา run gel – electrophoresis พบว่า เชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรต

ผลิตภณัฑเ์กิดขึ�นใหแ้ถบดีเอน็เอที�มีขนาด 1500 คู่เบส จากนั�นส่งผลิตภณัฑ์ที�ไดไ้ปหาลาํดบัเบสที�

บริษทั First BASE Laboratories ณ ประเทศมาเลเซีย 

 หลงัจากการจาํแนกชนิดของเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตโดยนาํลาํดบัเบสที�ไดไ้ปเทียบกบั

ฐานข้อมูลของ The National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) ดงัแสดงตวัอย่างการเปรียบเทียบลาํดบัเบสในภาพที� 3 พบว่า เชื�อ 

รหัส 9-5E, 7.2.1, 9-5.1, K7-1A.1.3 และเชื�อรหัส 10-2.2 มีความเหมือนกับ Bacillus 

amyloliquefaciens strain EGY-SCJ1 ที�มี GenBank Accession no. คือ KF576648.1 เท่ากบั 100% 

ในขณะที�เชื�อรหัส K5-3C มีความเหมือนกบั Pseudomonas mendocina strain B6-1ที�มี GenBank 

Accession no. คือ EU100399.1 เท่ากบั 100%  เชื�อรหัส 1-2D มีความเหมือนกบั Bacillus subtilis 

strain 2B ที�มี GenBank Accession no. คือ KF112078.1 เท่ากบั 100% เชื�อรหัส 10-5.1 มีความ

เหมือนกบั Pseudomonas sp. AKM-L5 ที�มี GenBank Accession no. คือ KF649130.1 เท่ากบั 100%

เชื�อรหัส 9-2.1    มีความเหมือนกบั Alcaligenaceae bacterium KAs3-R3 ที�มี GenBank Accession 

no. คือ JX110531.1 เท่ากบั 100% เชื�อรหัส 1-2A    มีความเหมือนกบั Staphylococcus epidermidis 

strain G0242 ที�มี GenBank Accession no. คือ KF575163.1 เท่ากบั 100% และสุดทา้ยเชื�อรหัส 

5.1.1 มีความเหมือนกับ Pseudomonas putida strain L39 ที�มี GenBank Accession no. คือ 

KF42930.1 เท่ากบั 100% (ตารางที� 11 ) ซึ�งเชื�อทั�ง 11 ไอโซเลตนี�แยกไดจ้ากดินและกากตะกอนนํ� า

เสีย 

ตารางที� 6 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียที�สามารถยบัย ั�งเชื�อราก่อโรคในลาํไย 

ไอโซ

เลต 
โคโลนีแบคทีเรีย เซลลแ์บคทีเรีย 

แกรม/

รูปร่าง 
ชนิดของเชื�อแบคทีเรีย 

K5-3C 

 

ลบ/

rods 

 

Pseudomonas mendocina 

strain B6-1 
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1-2D 

บวก/

ท่อน Bacillus subtilis 

 strain 2B 

10-5.1 
  ลบ/

rods 

Pseudomonas sp.  

AKM-L5 

9-5E 

บวก/

ท่อน Bacillus amyloliquefaciens  

strain EGY-SCJ1 

7.2.1 

บวก/

ท่อน Bacillus amyloliquefaciens 

strain EGY-SCJ1 

 

ตารางที� 6  (ต่อ) 

ไอโซ

เลต 
โคโลนีแบคทีเรีย เซลลแ์บคทีเรีย 

แกรม/

รูปร่าง 
ชนิดของเชื�อแบคทีเรีย 

9-2.1 

ลบ/

rods Pseudomonas putida  

strain L39 

1-2A 

บวก/

กลม 
Stapphylococcus 

9-5.1 

บวก/

ท่อน Bacillus amyloliquefaciens 

strain EGY-SCJ1 
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K7-

1A.1.3 

บวก/

ท่อน Bacillus amyloliquefaciens 

strain EGY-SCJ1 

5.1.1 
  ลบ/

rods 

Pseudomonas putida  

strain L39 

10-2.2 

 บวก/

ท่อน Bacillus amyloliquefaciens 

strain EGY-SCJ1 

  

 

ภาพที�  11  ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของเชื�อแบคทีเรีย ไอโซเลท K5-3C (ความยาว 320 คู่ เบส) 

เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล  NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดับนิวคลีโอไทด์ของเชื�อ

Pseudomonas mendocina strain B6-1 100% 
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ตารางที� 7 การจาํแนกชนิดของเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตดว้ยเทคนิคทางอณูชีววิทยา โดยการเทียบ

กบั National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

No. Isolate Length 

(bp) 
Nearest relative 

Malty 

(%) 

1 K5-3C 320 Pseudomonas mendocina strain B6-1 100 

2 1-2D 350 Bacillus subtilis strain 2B 100 

3 10-5.1 360 Pseudomonas sp. AKM-L5 100 

4 9-5E 250 Bacillus amyloliquefaciens strain EGY-SCJ1 100 

5 7.2.1 320 Pseudomonas mendocina strain B6-1 100 

6 9-2.1 280 Bacillus subtilis strain 2B 100 

7 1-2A 340 Pseudomonas sp. AKM-L5 100 

8 9-5.1 280 Bacillus amyloliquefaciens strain EGY-SCJ1 100 

9 K7-1A.1.3 310 Bacillus amyloliquefaciens strain EGY-SCJ1 100 

10 5.1.1 261 Pseudomonas putida strain L39 100 

11 10-2.2 330 Bacillus amyloliquefaciens strain EGY-SCJ1 100 

 

4. การทดสอบการผลติ Idole-3-acetic acid (IAA) จากแบคทีเรียสลายคลอเรต 
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 จากการนําแบคทีเรียที�มีความสามารถในการสลายคลอเลตจํานวน 91 ไอโซเลต              

(ศรีกาญจนา,2555) ซึ�งทั�งหมดนี�แยกไดจ้ากดินสวนลาํไยมาทดสอบความสามารถในการผลิต IAA 

โดยการเพาะเลี�ยงในอาหาร Tryptic soy broth (TSB) จนพบการเจริญของเชื�อ ก่อนนาํไปเลี�ยงใน 

Nutrient broth (NB) และ TSB ซึ�งเติม L-tryptophan ความเขม้ขน้ 200 mg/ml โดยใชป้ริมาณของ

เชื�อเริ�มตน้เท่ากบั 0.2 ml พบว่าในอาหาร NB มีเชื�อแบคทีเรียที�สามารถผลิต IAA ทั�งสิ�น 47 ไอโซ

เลต โดยปริมาณที�ผลิตไดเ้ท่ากับ 1.2 - 45.8 µg/ml   สาํหรับในอาหาร TSB นั�นมีเชื�อแบคทีเรีย

จาํนวน 63 ไอโซเลตที�พบการผลิต IAA โดยผลิตไดใ้นความเขม้ขน้ 1.1-57.6 µg/ml                                          

เมื�อนาํผลการทดลองใน 2 อาหารดงักล่าวขา้งตน้ คดัเลือกเชื�อแบคทีเรียที�มีความสามารถ

ในการผลิต IAA ไดสู้งจาํนวน 5 ไอโซเลต พบว่าเชื�อแบคทีเรียที�ผลิต IAA ไดสู้งในอาหาร NB ทั�งนี�

สืบเนื�องมาจาก NB ที�ใชใ้นครั� งนี� เป็นอาหารสาํเร็จรูปที�มีการเติม (LAB M Limited, UK) yeast 

extract จึงมีความสมบูรณ์มากกว่า NB ปกติ ที�มีส่วนประกอบเพียง beef extract และ peptone 

รวมทั�ง TSB ดว้ย  

ตารางที� 8 ปริมาณ IAA ในอาหาร Nutrient broth (NB) และ Tryptic soy broth (TSB)  

ไอโซเลต IAA(µg/ml) 

NB TSB 

10-2.1 32.2ab 32.4d 

6-3.1 35.7abc 28.3c 

9-4C.2 37.5ab 14.1b 

9-4D.1 43.6c 11.4a 

C9-24.2 45.8d 57.6e 

 

5. ผลของความเข้มข้น tryptophan ต่อการผลติ IAA ของเชื�อแบคทีเรียที�คดัเลอืก 

 หลงัจากคัดเลือกเชื�อได้ 5 ไอโซเลตแลว้ นํามาทดสอบการผลิต IAA ในอาหาร TSB 

เนื�องจาก NB เติม yeast extract มีราคาสูงกว่า นอกจากนี� ยงัมีการปรับปริมาณเชื�อเริ� มตน้ และ 



46 
 

ระยะเวลาเพาะเลี�ยงใหเ้ท่ากนั คือ เตรียมเชื�อเริ�มตน้ใหม้ีความขุ่นมาตรฐาน McFarland No. 0.5 และ

ใชป้ริมาณเชื�อเท่ากบั 0.2 ml  

 ในการทดลองที�ทดสอบความเขม้ขน้ของ tryptophan โดยใชค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 0, 200, 

400 และ 600 µg/ml บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยไม่เขยา่พบว่า ผลการทดลองดงัรูปที� 1 จะ

เห็นว่าเมื�อเพิ�มความเขม้ขน้ของ tryptophan เชื�อทั�ง 5 ไอโซเลต ผลิต IAA ไดม้ากขึ�นดว้ย คือ ส่วน

ใหญ่ในอาหาร TSB ที�เติม tryptophan 600 mg/ml จะได้ปริมาณ IAA สูงกว่าในอาหารที�เติม 

tryptophan 200 และ 400 mg/ml โดยไอโซเลต 10-2.1 ผลิตไดสู้งสุดที�ระยะเวลา 72 ชั�วโมง และ

แตกต่างจาก 24 และ 48 ชั�วโมงอย่างมีนัยสาํคญั ในขณะที� 6-3.1 ในอาหาร TSB ที�เติม tryptophan 

600 mg/ml ผลิตไดสู้งสุดเช่นกนัโดยระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมง อย่างไม่มีนัยสาํคญั ส่วนเชื�อ 

9-4C.2, 9-4D.1 และ C9-24.2 สามารถผลิต IAA ไดใ้นอาหาร TSB ที�เติม tryptophan 600 mg/ml 

เช่นกนั ที�ระยะเวลา 48 ชั�วโมง ดงัภาพที� 8 

 

6. ผลของ pH ต่อการผลติ IAA  

ในการทดสอบผลของ pH ในช่วง 5-9 ต่อการผลิต IAA ในอาหาร TSB ที�เติม tryptophan 

200 mg/ml พบว่ามีเชื�อแบคทีเรีย 3 ไอโซเลตคือ 10-2.1, 6-3.1 และ C9-24.2 ผลิต IAA ไดสู้งที� pH 7 

ในขณะที� 9-4C.2 ผลิตไดสู้งที� pH 8 และ 9-4D.1 ผลิตไดสู้งที� pH 9 แสดงดงัตารางที� 9-13 

จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตส่วนใหญ่สามารถผลิต IAA 

ไดสู้งในช่วงที�มี pH 7-9 ซึ�งเป็นช่วง pH ที�เชื�อมีการเจริญดี ดงันั�นจึงส่งผลทาํให้สามารถผลิต IAA 

ไดสู้งตามมา แต่ในช่วงที�มี pH เป็นกรดซึ�งเชื�อแบคทีเรียส่วนใหญ่ไม่สามารถเจริญไดจึ้งทาํให้ไม่มี

การผลิต IAA หรือ ผลิต IAA ไดน้อ้ย 
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ภ า พ ที�  1 2   ผ ล ข อ ง ค ว า ม เ ข้ม ข้ น 

tryptophan ต่อการผลิต IAA ของเชื�อ

แบคทีเรียสลายคลอเลต 5 ไอโซเลตคือ 

ก. 10-2.1, ข. 6-3.1,   ค. 9-4C.2,  ง. 9-

4D.1 และ จ. C9-24.2 แสดงความ

แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติตาม 

Multiple Range Test  (P<0.05) 

 

 

ตารางที� 9 ผลของ pH ต่อการผลิต IAA ของเชื�อไอโซเลต 10-2.1 

pH 
ปริมาณ IAA (g/ml) ที�ช่วงเวลาต่างๆ 

24 48 72 

5 5.6ab 4.5a 10.7cd 

6 9.2c 8.5bc 12.6def 

7 9.8cd 16.5ghi 17.9i 

8 13.1def 15.7fghi 14.2efg 

9 11.2cde 14.5efgh 17.7hi 
 

ตารางที� 10 ผลของ pH ต่อการผลิต IAA ของเชื�อไอโซเลต 6-3.1 

pH 
ปริมาณ IAA (g/ml) ที�ช่วงเวลาต่างๆ 

24 48 72 

5 0.0a 3.7b 0.0a 

6 11.2c 9.6c 25.0g 

7 17.3def 17.5ef 31.5h 

8 15.1de 8.3c 27.1g 

9 14.9de 14.6d 18.1f 
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ตารางที� 11 ผลของ pH ต่อการผลิต IAA ของเชื�อไอโซเลต 9-4C.2 

pH 
ปริมาณ IAA (g/ml) ที�ช่วงเวลาต่างๆ 

24 48 72 

5 7.3ab 5.7a 9.5cd 

6 6.9ab 10.7d 10.2d 

7 10.2d 11.3d 10.0cd 

8 11.2d 18.1f 15.8e 

9 8.1bc 10.4d 13.9e 

ตารางที� 12 ผลของ pH ต่อการผลิต IAA ของเชื�อไอโซเลต 9-4D.1 

pH 
ปริมาณ IAA (g/ml) ที�ช่วงเวลาต่างๆ 

24 48 72 

5 2.5b 0.5a 3.4bc 

6 4.4cd 6.2ef 6.1ef 

7 7.5fg 12.9j 8.9gh 

8 5.5de 9.0h 12.7j 

9 8.8gh 10.6i 17.5k 

 

ตารางที� 13 ผลของ pH ต่อการผลิต IAA ของเชื�อไอโซเลต C9-24.2 

pH 
ปริมาณ IAA (g/ml) ที�ช่วงเวลาต่างๆ 

24 ชั�วโมง 48 ชั�วโมง 72 ชั�วโมง 

5 9.0bcde 7.0abc 6.1a 

6 6.7ab 11.5fgh 10.9efg 

7 7.7abcd 14.7i 13.6hi 

8 8.2abcd 14.4i 13.4hi 

9 9.8defg 11.7gh 9.2cdef 
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7. ผลของออกซิเจนด้วยการเขย่าต่อการผลติ IAA  

การศึกษาผลของออกซิเจนดว้ยการเขย่าโดยเลี�ยงเชื�อทั�ง 5 ไอโซเลตในอาหาร TSB ที�มี 

tryptophan เขม้ขน้ 200 mg/ml เป็นระยะเวลา 1-7 วนั และ ศึกษาการเจริญของเชื�อแบคทีเรียที�มีการ

เพิ�มออกซิเจนโดยการเขยา่ กบัระยะการเจริญของเชื�อแบคทีเรีย ในการผลิต IAA ซึ�งจากการศึกษา

พบว่า 

เชื�อไอโซเลต 10-2.1 สามารถผลิต IAA ได้สูงในช่วงระยะการเจริญที�คงที�  (stationary 

phase) โดยในวนัที� 5 เชื�อไอโซเลต 10-2.1 สามารถผลิต IAA ไดเ้ท่ากบั 51.8 µg/ml และ และใน

วนัที� 7 สามารถผลิต IAA ไดสู้งถึง 94.7 µg/ml ซึ�งในช่วงที�มีการผลิต IAA ของเชื�อแบคทีเรียใน

วนัที� 7 นั�นพบว่าการเจริญของเชื�อลดลงเมื�อพิจารณาจากค่าความขุ่น ดงัแสดงในภาพที� 9 ก.  

เชื�อไอโซเลต 6-3.1 สามารถผลิต IAA เฉลี�ยไม่แตกต่างกนัมากนักในวนัที� 1-3 คือ 28.1-

44.4 µg/ml แลว้ในวนัที� 5 พบว่าสามารถผลิต IAA ไดเ้ท่ากบั 119.9 µg/ml และในวนัที� 7 สามารถ

ผลิต IAA ไดสู้งถึง144.4 µg/ml ซึ�งช่วงที�เชื�อไอโซเลต 6-3.1 ผลิต IAA ไดสู้งนั�นคือวนัที� 5-7 พบว่า

เชื�ออยูใ่นระยะการเจริญลดลงเช่นกนั ดงัแสดงในภาพที� 9 ข. 

เชื�อไอโซเลต 9-4C.2 ให้ปริมาณ IAA ไม่แตกต่างกนัในวนัที� 1 และ 2 คือ 15.9 และ 16.6 

µg/ml ตามลาํดบั และในวนัที� 3 พบว่าสามารถผลิต IAA ไดเ้ท่ากบั 43.7 µg/ml ซึ�งพบว่าเชื�อเขา้สู่

ระยะการเจริญคงที� และในวนั 5 และ 7 พบว่าเชื�อแบคทีเรียสามารถผลิต IAA ไดสู้งถึง 103.8 และ 

113.0 µg/ml ซึ�งใหค่้าเฉลี�ยที�ไม่ต่างกนั ในช่วงที�เชื�อมีการผลิต IAA ในปริมาณที�สูงนั�นอยู่ในระยะ

การเจริญของเชื�อที�คงที� เช่นกนั ดงัแสดงในภาพที� 9 ค. 

เชื�อไอโซเลต 9-4D.1 พบว่าเป็นเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตที�สามารถผลิต IAA ไดสู้งสุด

เมื�อเปรียบเทียบกบัเชื�อแบคทีเรียไอโซเลตอื�นๆทั�งหมดในงานวิจยั และจากการศึกษาของงานวิจยั

หลายเรื�องที�ผา่นมา ดงันั�นเชื�อไอโซเลต 9-4D.1 จึงเป็นเชื�อที�น่าสนใจที�จะศึกษาถึงกระบวนการผลิต 

วิถีการผลิต IAA หรือแมก้ระทั�งสภาวะที�เหมาะสมต่อการเจริญของเชื�อเพื�อให้ไดป้ริมาณ IAA 

สูงสุด เพื�อใช้ประโยชน์ทางการเกษตรต่อไป โดยในการทดลองนี� พบว่าเชื�อไอโซเลต 9-4D.1 

สามารถผลิต IAA ไดสู้งถึง 0.1 mg/ml ภายในระยะเวลา 1 วนั และมีแนวโน้มที�จะผลิต IAA สูงขึ�น
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เรื�อยๆ ซึ�งพบว่าสามารถผลิต IAA ไดสู้งถึง 2.3 mg/ml ภายในระยะเวลา 7 วนั เมื�อดูการเจริญพบว่า

เชื�อสามารถผลิต IAA ไดสู้งในช่วงการเจริญเริ�มลดลงดงัแสดงในภาพที� 9  ง. 

เชื�อไอโซเลต C9-24.2 สามารถผลิต IAA ไดสู้งเท่ากบั  62.4 µg/ml ในวนัที�  5 คือระยะ 

stationary ของการเจริญ และสามารถผลิต IAA ไดสู้งสุดเท่ากบั 69.7 µg/ml ในวนัที� 7 ซึ�งมีค่าไม่

แตกต่างกนัมากเมื�อเปรียบเทียบค่าเฉลี�ยดว้ยวิธีการทางสถิติ Multiple Range Taste ดงัแสดงในภาพ

ที� 9 จ. ซึ�งจากผลการทดลองทุกไอโซเลตแสดงใหเ้ห็นว่าเชื�อส่วนใหญ่จะผลิตออกซินในระยะที�ไม่

มีการเจริญ นั�นแสดงใหเ้ห็นว่า IAA ไม่ใชส้าระสาํคญัต่อการเจริญของเชื�อ ดงันั�นการเพิ�มออกซิเจน

โดยการเขยา่ซึ�งจะช่วยให้เชื�อมีการเจริญมากกว่าที�ตั�งทิ�งไวทุ้กไอโซเลตให้ปริมาณ IAA มากกว่า

อยา่งเห็นไดช้ดัเจน 

8. ผลการจาํแนกชนดิของแบคทเีรียสลายคลอเลตที�ผลติ IAA  

 จากการจาํแนกชนิดของเชื�อแบคทีเรียสลายผลิต IAA โดยการศึกษาลกัษณะพื�นฐานทาง

สรีรวิทยา พบว่าทั�ง 5 ไอโซเลตนี� เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน 4 ไอโซเลต และแกรมบวก รูป

กลม 1 ไอโซเลต ดงัแสดงในตารางที� 7 และเมื�อจาํแนกชนิดโดยการหาลาดบัเบสของยนี 16S rRNA 

เทียบความเหมือนกบัฐานข้อมูลลาดบัเบสใน GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLAST ของ The 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www. ncbi.nlm.nih.gov) พบว่า 

เชื�อไอโซเลต 10-2.1 และ C9-24.3 มีความคลา้ยกบั  Pseudomonas sp. JC5 ที�มี GenBank Accession 

No.คือ KF263569.1  100% ดังภาพที�  10 และ 14 , เชื� อไอโซเลต 6-3.1 มีความคล้ายกับ 

Pseudomonas sp. F15 ที�มี GenBank Accession No.คือ KF573430.1 100% ดงัภาพที� 11, เชื�อไอโซ

เลต 9-4C.1 มีความคลา้ยกบั Pseudomonas sp. I12B-00129 ที�มี GenBank Accession No.คือ 

KC589282.1  100% ดงัภาพที� 12 และเชื�อไอโซเลต 9-4D.1 มีความคลา้ยกับ Micrococcus sp. 

SubaUpMs28 ที�มี GenBank Accession No.คือ KF574795.1  100% ดงัภาพที� 13 
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ภาพที� 13 ผลของออกซิเจนดว้ยการเขย่า

(shaking) ต่อการผลิต IAA ของเชื�อทั�ง 5 

ไอโซเลตคือ ก.เชื�อไอโซเลต 10-2.1,  ข. 

เชื�อไอโซเลต 6-3.1,   ค. เชื�อไอโซเลต 9-

4C.2,  ง. เชื�อไอโซเลต 9-4D.1 และ จ.เชื�อ

ไอโซเลต C9-24.2 
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ตารางที� 14 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียที�ผลิต IAA 

ไอโซเลต โคโลนีแบคทีเรีย เซลลแ์บคทีเรีย (กาํลงัขยาย

1000 เท่า) 

แกรม/

รูปร่าง 

ชนิดของเชื�อแบคทีเรีย 

10-2.1 

 

ลบ/

rods 
Pseudomonas sp. JC5 

 

6-3.1 

 

ลบ/

rods 
Pseudomonas sp. 

F15  
 

9-4C.1 

  

ลบ/

rods 
Pseudomonas sp. I12B-

00129 

 

9-4D.1 

 

บวก/

cocci 
Micrococcus sp. 

SubaUpMs28  
 

C9-24.2 

 

ลบ/

rods 
Pseudomonas sp. JC5 
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ภาพที� 14 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื�อแบคทีเรียไอโซเลท 10-2.1(ความยาว 561 คู่เบส) เมื�อเทียบกบั

ฐานขอ้มลู NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื�อ Pseudomonas sp. JC5 

100% 
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ภาพที� 15 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื�อแบคทีเรียไอโซเลท 6-3.1 (ความยาว 531 คู่เบส) เมื�อเทียบกบั

ฐานขอ้มลู NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื�อ Pseudomonas sp. 

F15100% 
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ภาพที� 16 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื�อแบคทีเรียไอโซเลท 9-4C.2 (ความยาว 521 คู่เบส) เมื�อเทียบ

กบัฐานขอ้มลู NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื�อ Pseudomonas sp. I12B-

00129 100% 
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ภาพที� 17 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื�อแบคทีเรียไอโซเลท 9-4D.1 (ความยาว 481 คู่เบส) เมื�อเทียบ

กบัฐานขอ้มลู NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื�อ Micrococcus sp. 

SubaUpMs28 100% 
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ภาพที� 18 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื�อแบคทีเรียไอโซเลท C9-24.2 (ความยาว 411คู่เบส) เมื�อเทียบ

กบัฐานขอ้มลู NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื�อ Pseudomonas sp. 

JC5100% 

 

การคดัเลือกแบคทีเรียที�ผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) จากผลการทดลองพบว่าเชื�อ

แบคทีเรียสลายคลอเรตใหค้วามเขม้ขน้ของ IAA ในอาหาร Tryptic soy broth (TSB) และ Nutrient 

broth (NB) ที�แตกต่างกนัอาจจะสืบเนื�องมาจากแหล่งของคาร์บอนที�แตกต่างกนัเช่นในอาหาร NB 

มี Beef Extract ส่วน TSB ม ีdextrose เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ�งปริมาณสารอาหารที�เป็นแหล่งคาร์บอน

ที�เติมลงไปในอาหารแต่ละสูตรที�ไม่เท่ากนัก็อาจจะส่งผลต่อการเจริญ โดยมีรายงานของ Ahmad 

และคณะ(2008)  และ Oberhänsli และคณะ (1991) พบว่าเชื�อ Pseudomonas sp. สามารถสังเคราะห์ 

IAA ได ้และ Sahasrabudhe (2011) ยงัพบว่าแหล่งคาร์บอนที�เชื�อแบคทีเรียส่วนใหญ่ชอบและ

สามารถผลิต IAA ไดสู้งสุดคือ ใน mannitol และ พบว่าเชื�อ Rhizobium loti สามารถผลิต IAA 

สูงสุดใน lactose และในระยะเวลา 24 ชั�วโมงพบว่า Rhizobium leguminosarum สามารถผลิต IAA 

สูงสุดใน glucose ดั�งนั�นจึงสรุปไดว้่าแหล่งคาร์บอนและระยะเวลามีผลต่อการผลิต IAA  
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การศึกษาผลของความเขม้ขน้ของ tryptophan พบว่า การผลิต IAA ของเชื�อทั�ง 5 ไอโซเลต

พบว่าไอโซเลต 10-2.1 สามารถผลิต IAA ไดสู้งสุด และ พบว่ามีเชื�อ 1 ไอโซเลตทีความเขม้ขน้ของ 

tryptophan ไม่มีผลต่อการผลิต IAA ส่วนเชื�ออีก 4 ไอโซเลตนั�นสามารถผลิต IAA ไดสู้งสุดใน

อาหารที�มี tryptophan เท่ากบั 600 mg/ml ซึ�งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Gravel และ คณะ(2007) 

รายงานว่าเชื�อ Pseudomonas putida B สามารถผลิต IAA และสารประกอบ ไดถ้ึง 3.3 µg/ml โดยใช ้

tryptophan เป็นสารตั�งตน้ในการสังเคราะห์ และ ยงัพบอีกว่าถา้ให้ tryptamine เป็นสารตั�งตน้ใน

การสั�งเคราะห์ IAA เชื�อ Pseudomonas putida B ก็จะสามารถผลิต IAA ไดสู้งถึง 23.40 µg/ml ยงัมี

รายงาน การเพิ�ม tryptophan ลงไปในอาหาร 0.2-1.6 g/L จะส่งผลให้เชื� อ Azotobacter 

diazotrophicus L1 สามารถผลิต IAA สูงสุดในอาหารที�มี tryptophan 1.2 g/L (Nitaการศึกษาผลของ

ความเขม้ขน้ของ tryptophan พบว่า การผลิต IAA ของเชื�อทั�ง 5 ไอโซเลตพบว่าไอโซเลต 10-2.1 

สามารถผลิต IAA ไดสู้งสุด และ พบว่ามีเชื�อ 1 ไอโซเลตทีความเขม้ขน้ของ tryptophan ไม่มีผลต่อ

การผลิต IAA ส่วนเชื�ออีก 4 ไอโซเลตนั�นสามารถผลิต IAA ไดสู้งสุดในอาหารที�มี tryptophan 

เท่ากับ 600 mg/ml ซึ� งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Gravel และ คณะ(2007) รายงานว่าเชื� อ 

Pseudomonas putida B สามารถผลิต IAA และสารประกอบ ไดถ้ึง 3.3 µg/ml โดยใช ้tryptophan 

เป็นสารตั�งตน้ในการสงัเคราะห์ และ ยงัพบอีกว่าถา้ให ้tryptamine เป็นสารตั�งตน้ในการสังเคราะห์ 

IAA เชื�อ Pseudomonas putida B ก็จะสามารถผลิต IAA ไดสู้งถึง 23.40 µg/ml ยงัมีรายงาน การเพิ�ม 

tryptophan ลงไปในอาหาร 0.2-1.6 g/L จะส่งผลให้เชื�อ Azotobacter diazotrophicus L1 สามารถ

ผลิต IAA สูงสุดในอาหารที�มี tryptophan 1.2 g/L (Nita et al.,  2011) ยิ�งไปกว่านั�นเชื�อแบคทีเรียทั�ง 

5 ไอโซเลตสามารถผลิต IAA ไดสู้งมากเมื�อเปรียบเทียบกบังานวิจยัอื�นดงัที�กล่าวมาขา้งตน้ ดงันั�น

จากการศึกษาในขั�นตอนนี� ทาํให้ทราบว่าความเขม้ขน้ของ tryptophan มีผลต่อการผลิต IAA ซึ� ง

เป็นไปตามงานวิจยัของ Spaepen และคณะ(2011) ไดอ้ธิบายถึงวิถีการสงัเคราะห์ IAA ว่าแบคทีเรีย

ที�แยกได้จากรากพืชกว่า 80% สามารถผลิต IAA ได ้และยงับอกอีกว่าการสังเคราะห์ IAA ใช ้

tryptophan เป็นสารตั�งตน้ การเพิ�ม tryptophan ลงไปในอาหารทาํให้สามารถพล็อต IAA ไดสู้งขึ�น 

และยงัสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ พิมพธิ์ดาและคณะ (2550) ที�ศึกษาการสงัเคราะห์ IAA ของ

แบคทีเรียผลิตฮอร์โมน IAAแต่ละไอโซเลต โดยพบว่ามีความสามารถสงัเคราะห์ออกซินในปริมาณ

ที�แตกต่างกนั 
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การศึกษาผลของ pH ต่อการผลิต IAA นั�นพบว่าสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Oberhänsli และ

คณะ (1991) รายงานว่าเชื�อ Pseudomonas fluorescens สายพนัธุ ์CHA0 สามารถผลิต IAA ไดสู้งสุด

ที� pH 6 ส่วนสายพนัธุ์ CHA750 สามารถผลิต IAA สูงสุดที� pH 7 และเชื�อ A. diazotrophicus 

สามารถผลิต IAA สูงสุดที� pH 6 และ Pantoea agglomerans สามารถผลิต IAA ไดสู้งสุดที� pH 7 

นอกจากนี�การลดลงของปริมาณ IAA ในช่วงวนัหลงัๆ อาจมีสาเหตุมาจากการนาํไปใชใ้นการเจริญ

ของเซลลจุ์ลินทรีย ์และการลดลงของแหล่งคาร์บอนที�เป็นวตัถุดิบในการสร้าง IAA ที�นาํไปใชใ้น

การเจริญเติบโตของเซลลจุ์ลินทรีย ์(Ositadinma et al., 2005) 

นอกจากนั�นการเพิ�มปริมาณออกซิเจนดว้ยการเขย่ายงัมีผลต่อการผลิต IAA ของเชื�อ

แบคทีเรียทุกไอโซเลต และผลิต IAA ไดสู้งในระยะ stationary ของการเจริญ และสามารถผลิต 

IAA ไดม้ากกว่าผลการทดลองที�ไม่ไดเ้ขย่าทุกไอโซเลต ดงันั�นออกซิเจนมีผลต่อการเจริญเติบโต

ของเชื�อ ถา้เชื�อแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตดี ก็จะสามารถผลิต IAA ไดสู้งตามมาซึ�งมีรายงานยงัพบ

อีกว่าเชื�อ Pseudominas fluorescens CHA0 มีการใชเ้อนไซม ์Tryp transaminase สูงสุดในระยะ 

Stationary นั�นแสดงให้เห็นว่าเชื�อ เชื�อ Pseudominas fluorescens CHA0 สามารถผลิต IAA สูงสุด

ในระยะ Stationary นั�นเอง(Nita et.al 2011) ยงัสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Khamna et al.(2010) 

รายงานว่าเชื�อ Streptomyces CMUH009 ที�แยกได้จากรากของตะไคร้(Cymbopogon citratus) 

สามารถผลิต IAA ไดสู้งสุดในระยะ ของการเจริญช่วง Stationary (143.97 µg/ml) และยงัมีรายงาน

พบว่าเชื�อ Micrococcus sp.MU1 สามารถผลิต IAA ไดสู้งในระยะ stationary เช่นกนั อีกทั�งช่วย

ส่งเสริมการเจริญของพืชและสามารถนาํแบคทีเรียนี� ไปประยุกต์ใชใ้นการส่งเสริมประสิทธิภาพ

ของการนาํพืชมาใชใ้นการบาํบดัดินที�ป่นเปื� อนโลหะหนัก (เมษิณีและคณะ, 2011) Dastager และ

คณะ (2010) ยงัพบว่าเชื�อ Microcuccus sp.N11-0909 ยงัส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชโดยการ

สลายฟอสเฟต  การผลิตออกซิน  และยงัผลิต IAA ถึง 109 mg/ml 

เมื�อนาํเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตที�ผลิต IAA มาจาํแนกดว้ยวิธีทางอณูวิทยาชีววิทยาพบว่า 

จดัอยูใ่นสายพนัธุ ์Micrococcus  sp. และ Pseudomonas sp. โดยเมื�อศึกษาลกัษณะทางสญัฐานวิทยา

เบื�องตน้พบว่า ลกัษณะทั�วไปของเชื�อ Micrococcus sp. เป็นแบคทีเรียแกรมบวก(gram positive 

bacteria) มีรูปร่างกลม (cocci) เคลื�อนที�ไม่ได ้โคโลนีสีเหลือง บา้งครั� งก็พบในสีส้ม เซลลจ์ะมีการ

จดัเรียงตวักนัเป็นคู่ และ เดี�ยว สามารถพบได ้สิ�งแวดลอ้ม เช่น นํ� า ฝุ่ น และดิน เป็นตน้ (Dastager 
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et.al, 2010) โดยการผลิต IAA ของเชื�อแบคทีเรียชนิดนี�  เมษิณี และคณะ (2554) ไดเ้คยรายงานไวว้่า

เชื�อแบคทีเรีย Micrococcus sp.. MU1 ที�มีความสามารถในการตา้นโลหะหนัก ผลิต IAA ไดสู้งสุด 

161 mg/l ที�ระยะการเจริญ 84 ชั�วโมง ซึ�งจากการวิจยัในครั� งนี� เชื�อ Micrococcus sp. 9-4D.1 ที�สลาย

คลอเรตสามารถผลิต IAA ไดสู้งสุด 100 mg/l ที�ช่วงการเจริญ stationary phase เช่นเดียวกนั 

 สาํหรับ Pseudomonas sp. คือเป็นแบคทีเรียที�ยอ้มติดสีแกรมลบ (gram negative bacteria) 

รูปร่างเป็นท่อน (rod shape) เคลื�อนที�ได ้ไม่สร้างสปอร์ (non-spore forming bacteria) พบไดท้ั�วไป

ในสิ�งแวดลอ้ม ดิน และนํ� า ซึ�งเชื�อแบคทีเรีย Pseudomonas มีรายงานการวิจยัความสามารถการ

ส่งเสริมการเจริญของพืช รวมถึงผลิต IAA ดว้ย โดย ที�แยกไดจ้ากดินและสามารถผลิต IAA ได ้เช่น 

Pseudomonas fluorescens (Upadhyay and Srivastava, 2010; Reetha et al., 2014) และ 

Pseudomonas putida (Bharucha et al., 2013) โดย pH ที�เหมาะสมสาํหรับการผลิต IAA ของ 

Pseudomonas ที�มีรายงานคือ pH 7 –pH7.5 (Balaji et al., 2012; Bharucha et al., 2013) เช่นเดียวกบั 

Pseudomonas ที�ใชใ้นการวิจยัครั� งนี�  



สรุปผลการทดลอง 

 

จากการศึกษาความสามารถในการยบัย ั�งเชื�อราก่อโรคในลาํไยจากแบคทีเรียสลายคลอเรต 

สามารถสรุปไดว้่า 

1. การคดัแยกเชื�อราก่อโรคในลาํไย พบว่าสามารถคดัแยกเชื�อราสาเหตุของโรคในลาํไยได ้

4 ชนิด คือ เชื�อ Meliola ซึ�งเป็นสาเหตุของโรคราดาํในลาํไย เชื�อ Mycelia sterilia เชื�อราสาเหตุของ

โรคใบไหมใ้นลาํไย  เชื�อ Collectrichum sp. สาเหตุของโรคใบจุดดาํในลาํไย และ เชื�อ Phomopsis 

สาเหตุของโรคใบจุดดาํในลาํไย 

2. เชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตที�มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งเชื�อราก่อโรคในลาํไย มีจาํนวนทั�งสิ�น 17 

ไอโซเลต จากแบคทีเรียสลายคลอเรต 91 ไอโซเลต 

3. เมื�อจาํแนกเชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรต ที�มีฤทธิ� ยบัย ั�งเชื�อราก่อโรคในลาํไย ดว้ยเทคนิคทางชีว

โมเลกุลพบว่า เชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตไดส่้วนใหญ่อยูใ่นจีนสั Bacillus sp. จากการศึกษาการ

ผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) จากแบคทีเรียสลายคลอเรต และ ผลของสภาวะบางประการต่อการ

ผลิต IAA สามารถสรุปไดว้่า 

1. การทดสอบการผลิต IAA จากแบคทีเรียสลายคลอเรต 91 ไอโซเลต พบว่าในอาหาร NB 

สามารถผลิต IAA เท่ากบั 1.2-45.8 µg/ml (47 ไอโซเลต) และในอาหาร TSB ผลิตเท่ากบั 1.1-57.6 

µg/ml (62 ไอโซเลต) 

2. เชื�อแบคทีเรียที�ทดสอบสามารถผลิต IAA ได้สูงสุดในอาหารที�มีความเข้มข้นของ 

tryptophan เท่ากบั 600 mg/ml และ เชื�อแบคทีเรียจะผลิต IAA ไดดี้ที� pH 7 -9 อีกทั�งยงัพบว่า การให้

อากาศในการเพาะเลี� ยงสามารถทาํให้เชื�อแบคทีเรียผลิต IAA ได้เป็น 2 เท่าเมื�อเทียบกับการ

เพาะเลี�ยงในสภาพตั�งนิ�ง 

3. เมื�อจาํแนกแบคทีเรียดว้ยเทคนิคทางชีวโมเลกุลพบว่า เชื�อแบคทีเรียสลายคลอเรตที�ผลิต 

IAA ไดสู้งอยูใ่นจีนสั Pseudomonas sp. และ Micrococcus sp.  
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี�ยงเชื�อจุลนิทรีย์ 

Mineral medium for enrichment chlorate reducing bacteria (Ginkel et al., 1995) 

KClO3 1 กรัม/ลิตร 

K2HPO4 1.55 กรัม/ลิตร 

NaH2PO4 0.85 กรัม/ลิตร 

NH4H2PO4 0.5 กรัม/ลิตร 

MgSO4 0.1 กรัม/ลิตร 

EDTA 10 มิลลิกรัม/ลิตร 

ZnSO4 2 มิลลิกรัม/ลิตร 

CaCl2 1 มิลลิกรัม/ลิตร 

FeSO4 5 มิลลิกรัม/ลิตร 

Na2MoO4 0.2 มิลลิกรัม/ลิตร 

CuSO4 0.2 มิลลิกรัม/ลิตร 

CoCl2 0.4 มิลลิกรัม/ลิตร 

MnCl2 1 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

Starch Casein  Agar 

Soluble starch 10 กรัม/ลิตร 

K2HPO4 2 กรัม/ลิตร 

KNO3 2 กรัม/ลิตร 

NaCl 2 กรัม/ลิตร 

Casein 0.4 กรัม/ลิตร 

MgSO4 0.5 กรัม/ลิตร 

CaCO3 0.1 กรัม/ลิตร 

FeSO4 0.01 กรัม/ลิตร 

Agar 15 กรัม/ลิตร 
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Streptomycin Rose Bengal Agar 

Glucose 10 กรัม/ลิตร 

Peptone 5 กรัม/ลิตร 

KH2PO4 1 กรัม/ลิตร 

MgSO4 0.5 กรัม/ลิตร 

Rose Bengal 30 มิลลิกรัม/ลิตร 

Streptomycin 30 มิลลิกรัม/ลิตร 

Agar 20 กรัม/ลิตร 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีที�ใช้ในการทดลอง 

1.Salkowski reagent 

7.9 M H2SO4    1 L 

Iron (III) chloride (FeCl3)  12 g 
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ภาคผนวก ค 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

ตารางที� 15 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน McFarland (นลิน และศรีกาญจนา, 2555) 

McFarland 

number 

1%Barium chloride 

(มิลลิลิตร) 

1%Sulfuric acid 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณเซลลโ์ดย

เฉลี�ย (x108) 

0.5 0.05 9.95 1.5 

1 0.1 9.9 3 

2 0.2 9.8 6 

3 0.3 9.7 9 

4 0.4 9.6 12 

5 0.5 9.5 15 

6 0.6 9.4 18 

7 0.7 9.3 21 

8 0.8 9.2 24 

9 0.9 9.1 27 

10 1.0 9.0 30 
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ภาคผนวก ง 

วธีิวเิคราะห์ปริมาณ Indole-3-acetic acid (IAA)  

1.วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐาน IAA (Ahmad, 2008)                                                                                           

1. ชั�ง IAA 10 mg  

2.  เติม Ethanol 500 µl เพื�อละลาย IAA  

3.  แลว้ใช ้dH2O ปรับปริมาตรให้ได ้10 ml จะได ้stock สารละลาย IAA ที�มีความเขม้ขน้ 1000 

µg/ml   

 4. ทาํการ dilution stock IAA ให้มีความเขม้ขน้เท่ากบั 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 µg/ml ทั�งใน

อาหาร TSB และ NB โดยปริมาตรรวมเท่ากบั 5 ml   

5.  ดูดสารละลายที�ความเขม้ขน้ต่างๆมา 500 µl ทาํ 3 ซํ�า 

6. เติม Salkowski reagent 500 µl ตั�งทิ�งไว ้30 นาที  

7. นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535 nm   

4. นาํค่าที�ไดไ้ปพอร์ตกราฟระหว่างความเขม้ขน้ของ IAA ในหน่วย µg/ml กบัค่าการดูดกลืนแสงที�

ความยาวคลื�น A535 nm 

2. กราฟมาตรฐาน IAA ในอาหาร Nutrient broth (NB) และ Tryptic soy broth (TSB)  
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ตารางที� 16 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535 เลี�ยงในอาหาร NB 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0 0 0 0 

20 0.208 0.207 0.209 0.208 

40 0.372 0.374 0.376 0.374 

60 0.527 0.528 0.524 0.526 

80 0.726 0.731 0.722 0.726 

100 0.832 0.843 0.829 0.835 

 

 

 

ภาพที� 19 กราฟมาตรฐาน IAA เลี�ยงในอาหาร NB 
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ตารางที� 17 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535 เลี�ยงในอาหาร TSB 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0 0 0 0 

20 0.155 0.159 0.165 0.160 

40 0.306 0.314 0.313 0.311 

60 0.411 0.446 0.442 0.433 

80 0.578 0.582 0.580 0.580 

100 0.721 0.731 0.732 0.728 

 

 

 

ภาพที� 20 กราฟมาตรฐาน IAA เลี�ยงในอาหาร TSB 
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3. กราฟมาตรฐาน IAA ที�ความเขม้ขน้ต่างๆ  

ตารางที� 18 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535  ที�ไม่ไดเ้ติม tryptophan 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0 0 0 0 

20 0.133 0.135 0.135 0.134 

40 0.255 0.262 0.263 0.260 

60 0.372 0.383 0.384 0.380 

80 0.496 0.502 0.501 0.500 

100 0.644 0.650 0.657 0.650 

 

 

 

ภาพที� 21 กราฟมาตรฐาน IAA ที�ไม่ไดเ้ติม tryptophan 
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ตารางที� 19 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535  ที�เติม tryptophan เขม้ขน้ 200 mg/ml 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0 0 0 0 

20 0.148 0.152 0.155 0.152 

40 0.291 0.294 0.296 0.294 

60 0.411 0.422 0.418 0.417 

80 0.555 0.570 0.584 0.570 

100 0.694 0.679 0.695 0.689 

 

 

 

ภาพที� 22 กราฟมาตรฐาน IAA ที�เติม tryptophan เขม้ขน้ 200 mg/ml 

 

 

 

y = 0.0069x + 0.009

R² = 0.9989
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ตารางที� 20 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535  ที�เติม tryptophan เขม้ขน้ 400 mg/ml 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0 0 0 0 

20 0.160 0.160 0.152 0.157 

40 0.286 0.292 0.298 0.292 

60 0.423 0.425 0.440 0.429 

80 0.569 0.581 0.570 0.573 

100 0.703 0.699 0.691 0.698 

 

 

 

ภาพที� 23 กราฟมาตรฐาน IAA ที�เติม tryptophan เขม้ขน้ 400 mg/ml 

 

 

y = 0.007x + 0.0102

R² = 0.9991
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ตารางที� 21 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535  ที�เติม tryptophan เขม้ขน้ 600 mg/ml 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0 0 0 0 

20 0.150 0.150 0.151 0.150 

40 0.279 0.290 0.286 0.285 

60 0.423 0.423 0.431 0.426 

80 0.554 0.555 0.563 0.557 

100 0.688 0.695 0.703 0.695 

 

 

 

ภาพที� 24 กราฟมาตรฐาน IAA ที�เติม tryptophan เขม้ขน้ 600 mg/ml 

 

 

y = 0.0069x + 0.0067

R² = 0.9997

0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 20 40 60 80 100 120

A5
35

IAA(µg/ml)



79 
 

 

4.กราฟมาตรฐาน IAA ที� pH ต่างๆ 

ตารางที� 22 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535  ที� pH 5 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0 0 0 0 

20 0.163 0.166 0.167 0.165 

40 0.36 0.372 0.371 0.368 

60 0.494 0.521 0.511 0.509 

80 0.685 0.676 0.699 0.687 

100 0.818 0.827 0.82 0.822 

 

 

 

ภาพที� 25 กราฟมาตรฐาน  IAA ที� pH 5 

 

 

y = 0.0083x + 0.0098

R² = 0.9972
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ตารางที� 23 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535  ที� pH 6 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0 0 0 0 

20 0.154 0.152 0.157 0.154 

40 0.325 0.336 0.335 0.332 

60 0.5 0.499 0.507 0.502 

80 0.654 0.678 0.675 0.669 

100 0.814 0.823 0.812 0.816 

 

 

 

ภาพที� 26 กราฟมาตรฐาน IAAที� pH 6 

 

 

 

y = 0.0083x - 0.0017

R² = 0.9993
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ตารางที� 24 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535  ที� pH 7 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0 0 0 0 

20 0.138 0.15 0.141 0.143 

40 0.31 0.313 0.309 0.311 

60 0.455 0.449 0.439 0.448 

80 0.614 0.613 0.603 0.610 

100 0.727 0.752 0.75 0.743 

 

 

  

ภาพที� 27 กราฟมาตรฐาน IAA ที� pH 7 

 

 

y = 0.0075x + 0.0005

R² = 0.9992
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ตารางที� 25 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535  ที� pH 8 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0 0 0 0 

20 0.118 0.111 0.108 0.112 

40 0.256 0.252 0.238 0.249 

60 0.395 0.395 0.382 0.391 

80 0.545 0.521 0.516 0.527 

100 0.656 0.668 0.658 0.661 

 

 

 

ภาพที� 28 กราฟมาตรฐาน IAA ที� pH 8 

 

 

 

y = 0.0067x - 0.0117

R² = 0.999
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ตารางที� 26 ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535  ที� pH 9 

IAA A535 

ค่าเฉลี�ย concentration(µg/ml) ซํ�า 1 ซํ�า 2 ซํ�า 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

20 0.095 0.088 0.09 0.091 

40 0.214 0.202 0.205 0.207 

60 0.312 0.306 0.283 0.300 

80 0.392 0.411 0.448 0.417 

100 0.53 0.525 0.531 0.529 

 

 

 

ภาพที� 29 กราฟมาตรฐาน IAA ที� pH 9 

 

 

 

y = 0.0053x - 0.008

R² = 0.9987
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ภาคผนวก ง 

การวเิคราะห์ปริมาณ IAA  

1.ขั�นตอนการวิเคราะห์หาปริมาณ IAA เทียบกบักราฟมาตรฐาน 

1. นาํเชื�อที�บ่มมา vortex  

2. ดูดเชื�อมาใส่ในหลอด centrifuge ประมาณ 2.6 ml 

3. นาํไปปั�นเหวี�ยงที� 12000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

4. ดูดส่วนใส่(supernatant) ทั�งหมดลงในหลอด centrifuge ใหม่ 

5. นาํส่วนใส่มาทดสอบปฏิกิริยา 0.5 ml ทาํ 3 ซํ�า 

6. เติม Salkowski reagent 0.5 ml ทาํปฏิกิริยากบัส่วนใส่ 

7.  ตั�งทิ�งไวที้�อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที 

8. นาํไปวดัการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น A535 nm 

9. เทียบกบักราฟมาตรฐาน 

10. และคาํนวณหาปริมาณ IAA µg/ml 

2.การคาํนวณหาปริมาณ IAA  

 ปริมาณ IAA (µg/ml) = A535 / slope 
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ภาคผนวก จ 

ขั�นตอนการจาํแนกชนิดของเชื�อแบคทีเรีย 

การจาํแนกชนิดของเชื�อแบคทีเรีย   ด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา   ตามวิธีการของผู้ผลิต  Geneai ประเทศ 

Taiwan 

ขั�นตอนการทาํ PCR 

1. วิธีการสกดั DNA ดว้ยชุดสกดัสาํเร็จรูป Genomic DNA Mini Kit 

เติม culture broth ลงใน eppendrof 

 นาํไป centrifuge 5 นาที 10000 rpm เท supernatant ทิ�ง 

 เติม 200 µl ของ 10 mg lysozme/ml TEN buffer + RNAase 2 µl/ml 

 ตั�งทิ�งไวที้�อุณหภูมิหอ้ง 10 นาที (กลบัหลอดไปมาทุก 3 นาที) 

เติม GB buffer 200 µl (ทาํใหเ้ซลลแ์ตก) แลว้ Vortex 

 นาํไปบ่มที� 70 ℃ นาน 10 นาที (จนกว่าตะกอนละลายใส กลบัหลอดทุก 3 นาที) 

 เติม ethanol (ABS) 200 µl แลว้ Vortex 3-10 วินาที 

 เติมทั�งหมดลงใน GD column 

 นาํไป centrifuge 5 นาที 10000 rpm  เทของเหลวในหลอดทิ�ง 

เติม w1 buffer 400 µl 

นาํไป centrifuge 5 นาที 10000 rpm  เทของเหลวในหลอดทิ�ง 

เติม wash buffer 600 µl 

นาํไป centrifuge 5 นาที 10000 rpm  เทของเหลวในหลอดทิ�ง 

1.1) เติม wash buffer 600 µl 

1.2) นาํไป centrifuge 5 นาที 10000 rpm  เทของเหลวในหลอดทิ�ง 

1.3) ยา้ย GB column ลงหลอด eppendorf ใหม่ 

1.4) เติม elution ที�บ่มทิ�งไวที้� 70 ℃ เป็น 50 µl 
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1.5) ตั�งทิ�งไวที้�อุณหภูมิหอ้ง 5 นาที 

1.6) นาํไป centrifuge 5 นาที 10000 rpm  ทิ�ง GB column 

1.7) เก็บส่วนใสของ DNA ที�อยูใ่น eppendorf ไวที้� -20 ℃ 

2. การทํา PCR  

ส่วนประกอบของปฏกิริิยา          ปริมาตรต่อปฏกิริิยา (ไมโครลติร)            คูณจาํนวนตวัอย่าง +1 

             PCR MasterMix                                           25                                              25x6 = 150 

             Primer I                                                         4                                               4x6 = 24 

             Primer II                                                        4                                               4x6 = 24 

             dH2O                                                            12                                               12x6 = 72 

              DNA                                                             5                                                       - 

              Total                                                            50                                                      - 

Universal Primer ที�ใช ้คือ 27F และ 1522R (สาํหรับเชื�อแลคติกแอซิดแบคทีเรีย)  

การนาํ primer มาใชใ้นการทาํ PCR จะใช ้primer ความเขม้ขน้เริ�มตน้ 10 pmol/µl 

เมื�อใส่ส่วนประกอบลงใน eppendrof ครบแลว้ กน็าํไปใส่เครื�อง PCR ซึ�งโปรแกรม PCR reaction จะรันตาม

ระบบของตวัเครื�อง คือ 

1. Initial Denaturation     95 ℃ นาน 5 นาที           4.   Extension                72 ℃ นาน 1 นาที 

2. Denaturation                95 ℃ นาน 1 นาที           5.   Final Extension       72 ℃ นาน 1 นาที 

3. Annealing                    55 ℃ นาน 1 นาที            6.  Set Hold                  20 ℃      

    

 

3. การทํา PCR Product ให้บริสุทธิ�ด้วยชุดสําเร็จรูป GEL/PCR DNA Fragments Extraction Kit 

3.1)   นาํ PCR product ที�ไดใ้ส่ลงไป eppendrof ทั�งหมด 

3.2)   เติม 500 µl DF buffer แลว้ Vortex 

= 45 ul 
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3.3)   บ่มที� 55 ℃ นาน 10-15 นาที กลบัหลอดไปมาทุก 2-3 นาที 

3.4)   เอา FD column ใส่ลงใน collection tube 

3.5)   นาํตวัอยา่งใส่ลงใน DF column  

3.6)   นาํไป centrifuge 30 นาที 10000 rpm  เทของเหลวทิ�ง 

3.7)   เติม 500 µl wash buffer 

3.8)   นาํไป centrifuge 30 นาที 13000 rpm  เทของเหลวทิ�ง 

3.9)   นาํไป centrifuge 2 นาที 10000 rpm   

3.10) เติม elution buffer 30 µl ทิ�งไวที้�อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 นาที 

3.11) นาํไป centrifuge 2 นาที เต็ม speed   

3.12) เก็บ purified DNA ที�ไดไ้ปทาํการ run gel และส่ง sequence 

 

4. ตรวจสอบ PCR Product ด้วยวธิกีาร run gel-electrophoresis 

4.1)   นาํ 1.5% agarose gel 30 ml ไปหลอมดว้ยไมโครเวฟ 

4.2)   ตั�งทิ�งไวใ้หเ้จลมีอุณหภูมิประมาณ 50 ℃ 

4.3)   ใส่ gel star 1 µl/10 ml 

4.4)   เทเจลลงในแม่พิมพแ์ละเสียบหวีลงไป เพื�อให้เกิดช่องสาํหรับหยอดตวัอยา่ง 

4.5)   รอใหเ้จลแข็งและตอ้งนาํเจลไปบ่มไวที้�มืด 

4.6)   เมื�อเจลแข็งตวัค่อยๆดึงหวีออกแลว้นาํแผน่เจลไปวางไวใ้นเครื�อง electrophoresis 

4.7)   เติม TAE buffer ลงไปใหท่้วมเจล นาํ marker และตวัอยา่งมาหยอดลงในแต่ละช่องดงันี�  

- Marker : marker 1 µl + TAE buffer 4 µl + loading dye 2 µl 

- Sample : DNA ตวัอยา่ง 2 µl + loading dye 2 µl 

4.8)   ปิดฝาเครื�อง electrophoresis โดยตั�งค่าไวที้� 100 v เคลื�อนที�จาก -           + 

4.9)   ทิ�งไวป้ระมาณ 30-45 นาที จากนั�นปิดเครื�อง electrophoresis 

4.10) นาํแผน่เจลไปวางไวบ้นเครื�องตรวจสอบแถบดีเอน็เอ 
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ภาคผนวก ฉ 

ผลการทดลองการคดัเลือกแบคทีเรียที�ผลิต IAA 

ตารางที� 27 การคดัเลือกแบคทีเรียที�ผลิต IAA โดยเรียงลาํดบัจากมากไปนอ้ย  

ลาํดบั ไอโซเลต 

A535 IAA (µg/ml) 

TSB NB เฉลี�ย TSB NB เฉลี�ย 

1 9-4D.1 0.425 0.340 0.382 57.648 37.460 47.554 

2 10-2.1 0.243 0.242 0.242 32.440 25.794 29.117 

3 6-3.1 0.214 0.267 0.240 28.319 28.770 28.545 

4 C9-24.2 0.092 0.324 0.208 11.398 35.575 23.487 

5 9-4C.2 0.111 0.280 0.195 14.060 30.298 22.179 

6 8-2.1 0.187 0.132 0.160 24.685 12.738 18.712 

7 9-5E 0.104 0.212 0.158 13.111 22.302 17.706 

8 9-3B.2 0.108 0.197 0.153 13.690 20.516 17.103 

9 C2-3 0.127 0.152 0.139 16.236 15.119 15.678 

10 5.3.2 0.123 0.124 0.124 15.750 11.786 13.768 

11 9-3.2 0.126 0.116 0.121 16.120 10.873 13.497 

12 9-4A.2 0.104 0.133 0.119 13.157 12.857 13.007 

13 2-2.1 0.082 0.118 0.100 9.986 11.091 10.539 

14 1-2C.1.1 0.107 0.093 0.100 13.458 8.115 10.787 

15 9-5.1 0.079 0.115 0.097 9.639 10.694 10.167 

16 9-3D.1 0.087 0.098 0.093 10.773 8.710 9.742 

17 9-4D 0.157 0.028 0.093 20.495 0.357 10.426 

18 3-1A.1* 0.091 0.091 0.091 11.282 7.817 9.550 

19 9-4E 0.112 0.058 0.085 14.269 3.889 9.079 

20 9-4B.2 0.068 0.102 0.085 8.088 9.167 8.627 

21 3-3 0.058 0.104 0.081 6.676 9.425 8.050 

22 10-3.1 0.065 0.095 0.080 7.625 8.313 7.969 

23 CA.2B 0.084 0.047 0.065 10.264 2.560 6.412 

24 11-2.1.1 0.046 0.081 0.063 5.009 6.627 5.818 
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ตาราง 27 (ต่อ)  

ลาํดบั ไอโซเลต 

A535 IAA (µg/ml) 

TSB NB เฉลี�ย TSB NB เฉลี�ย 

25 C7-3B.1 0.080 0.044 0.062 9.755 2.282 6.018 

26 3-2D.1.1  0.090  0.029  0.059 11.097 0.496 5.797 

27 2.4.1 0.044 0.072 0.058 4.801 5.536 5.168 

28 1-1B.2 0.083 0.029 0.056 10.194 0.476 5.335 

29 1-3A 0.076 0.035 0.055 9.222 1.131 5.177 

30 4-1.1 0.050 0.047 0.048 5.611 2.579 4.095 

31 C7-1B.2 0.035 0.059 0.047 3.574 4.067 3.821 

32 1-3E 0.049 0.045 0.047 5.495 2.381 3.938 

33 9-2.1 0.062 0.028 0.045 7.278 0.377 3.827 

34 C1-2A 0.050 0.036 0.043 5.542 1.329 3.436 

35 10-2.2 0.073 0.005 0.039 8.736 0.000 4.368 

36 10-1.1 0.032 0.040 0.036 3.157 1.726 2.442 

37 9-4.1 0.047 0.023 0.035 5.125 0.000 2.563 

38 7-3.1 0.024 0.043 0.033 1.977 2.103 2.040 

39 1-2B.1 0.047 0.020 0.033 5.125 0.000 2.563 

40 1-2B.2 0.023 0.043 0.033 1.838 2.143 0.000 

41 5.3.1 0.050 0.013 0.032 5.565 0.000 0.000 

42 3-3B.1 0.025 0.038 0.031 2.116 1.528 0.000 

43 4-1.2 0.055 0.007 0.031 6.282 0.000 0.000 

44 1-2D 0.050 0.009 0.029 5.611 0.000 0.000 

45 1-1B.1.2 0.039 0.015 0.027 4.083 0.000 0.000 

46 7-2.1 0.003 0.049 0.026 0.000 2.817 0.000 

47 3-3D.2 0.047 0.004 0.025 5.171 0.000 0.000 

48 K5-3C 0.018 0.030 0.024 1.144 0.575 0.000 

49 9-3B.1 0.034 0.013 0.023 3.343 0.000 0.000 

50 5.3.1 0.034 0.012 0.023 3.389 0.000 0.000 
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ตาราง 27 (ต่อ)  

ลาํดบั ไอโซเลต 

A535 IAA (µg/ml) 

TSB NB เฉลี�ย TSB NB เฉลี�ย 

51 1-1E.2.1 0.040 0.006 0.023 4.176 0.000 0.000 

52 1-1B.1.2* 0.029 0.017 0.023 2.694 0.000 0.000 

53 3-3A.1 0.023 0.019 0.021 1.815 0.000 0.000 

54 3.3C.1 0.034 0.007 0.020 3.366 0.000 0.000 

55 9-4C.3 0.007 0.031 0.019 0.000 0.734 0.000 

56 9-4B.1 0.024 0.014 0.019 1.977 0.000 0.000 

57 1-1E.2.2 0.028 0.007 0.017 2.532 0.000 0.000 

58 1-1D 0.014 0.018 0.016 0.634 0.000 0.000 

59 7.4.1 0.007 0.025 0.016 0.000 0.000 0.000 

60 3-3B.2 -0.001 0.032 0.015 0.000 0.774 0.000 

61 K7-1A.1.3 0.021 0.010 0.015 1.514 0.000 0.000 

62 9-3A-2.2 0.001 0.029 0.015 0.000 0.516 0.000 

63 3.1.1 0.029 0.001 0.015 2.718 0.000 0.000 

64 1-3B 0.026 0.002 0.014 2.255 0.000 0.000 

65 5-2.1 0.023 0.005 0.014 1.815 0.000 0.000 

66 1-2A 0.015 0.012 0.014 0.773 0.000 0.000 

67 9-3E 0.014 0.009 0.011 0.542 0.000 0.000 

68 11-2.2 0.013 0.008 0.010 0.449 0.000 0.000 

69 7.2.1 0.019 -0.002 0.009 1.282 0.000 0.000 

70 K7-14-1.2 0.021 -0.004 0.009 1.583 0.000 0.000 

71 K7-1F 0.016 0.001 0.008 0.819 0.000 0.000 

72 3-2D.2 0.014 0.002 0.008 0.611 0.000 0.000 

73 3-2D.1.2 0.017 -0.003 0.007 1.074 0.000 0.000 

74 1-3B 0.002 0.013 0.007 0.000 0.000 0.000 

75 3.2C 0.006 0.009 0.007 0.000 0.000 0.000 

76 8-1.1 0.018 -0.004 0.007 1.167 0.000 0.583 



91 
 

 

ตาราง 27 (ต่อ)  

ลาํดบั ไอโซเลต 

A535 IAA (µg/ml) 

TSB NB เฉลี�ย TSB NB เฉลี�ย 

77 3-3A.3 0.009 0.003 0.006 0.000 0.000 0.000 

78 K7-1.1 0.004 0.007 0.006 0.000 0.000 0.000 

79 3-1A.2.2 0.003 0.007 0.005 0.000 0.000 0.000 

80 K7-3.1.1 0.000 0.008 0.004 0.000 0.000 0.000 

81 3-2B.1 0.004 0.004 0.004 0.000 0.000 0.000 

82 3-3A.2 0.007 0.000 0.004 0.000 0.000 0.000 

83 1-3D.2 0.005 0.002 0.003 0.000 0.000 0.000 

84 1-1B.1.1 0.005 -0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 

85 9-3A-2.1 0.009 -0.007 0.001 0.000 0.000 0.000 

86 3-2D.1.2* -0.014 0.013 0.000 0.000 0.000 0.000 

87 K7-3.1.2 -0.012 0.006 -0.003 0.000 0.000 0.000 

88 3-3D.1 -0.001 -0.007 -0.004 0.000 0.000 0.000 

89 1-1E.1 -0.015 0.005 -0.005 0.000 0.000 0.000 

90 3-1A.1 -0.013 0.001 -0.006 0.000 0.000 0.000 

91 9-4C.1 -0.015 -0.004 -0.009 0.000 0.000 0.000 

 

 




