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  โครงการวิจัยเรื่อง “การแยกและศึกษาสมบัติของเชื้อเอนโดไฟทท่ีเจริญอยูในมันสําปะหลัง และการ

นํามาประยุกตใช” มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาประชากรเอนโดไฟทท่ีเจริญอยูในมันสําปะหลัง 3 สายพันธุ ไดแก 

สายพันธุหวยบง 60 สายพันธุเกษตรศาสตร 50 และ สายพันธุพิรุณ 1 และศึกษาสมบัติของเอนโดไฟทท่ีแยกได

และความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบตาง ๆ เพ่ือเปนประโยชนตอวงการเกษตร 

อุตสาหกรรม และการแพทยในอนาคต รวมถึงการสรางองคความรูใหม โดยโครงการนี้ไดรับทุนอุดหนุนการ

วิจัยจากเงินอุดหนุนท่ัวไปจากรัฐบาล ประจําปงบประมาณ 2561 

 คณะผูวิจัยขอขอบคุณ นักวิทยาศาสตรและเจาหนาท่ีทุกทานในภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สถาบันชีววิทยาศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย

ศรีนครินทรวิโรฒ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม และทุกหนวยงาน ท่ีไดใหความรวมมือเปนอยางดี

ในการดําเนินการวิจัย  

คณะผูวิจัยขอขอบคุณ นิสิตและนักวิจัยหลังปริญญาเอกทุกคน ในหองปฏิบัติการ 2014 ชั้น 20 

อาคารมหาวชิรุณหิศ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย รวมถึงทุกทานท่ีมิได

กลาวนาม ซ่ึงมีสวนรวมใหโครงการนี้สําเร็จลุลวงไดดวยดีสมตามความมุงหมาย 

 

 

    รองศาสตราจารย ดร.วันชัย  อัศวลาภสกุล หัวหนาโครงการ  
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ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากเงินอุดหนุนท่ัวไปจากรัฐบาล ประจําปงบประมาณ 2561 

จํานวนเงิน  500,000 บาท 

ระยะเวลาการทําวิจัย 1 ป 6 เดือน เริ่มทําการวิจัยเม่ือ ตุลาคม 2560 ถึง มีนาคม 2562 

 

 

โครงการนี้เปนโครงการปท่ี 3 ของการศึกษาหาเอนโดไฟทท่ีเจริญอยูในสวนตาง ๆ ของมันสําปะหลังท่ี

เจริญอยูรวมกับมันสําปะหลังจํานวน 3 สายพันธุ ไดแก 1) พันธุหวยบง 60 2) พันธุเกษตรศาสตร 50 และ 3) 

พันธุพิรุณ 1 รายงานครั้งนี้ไดนําเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีแยกไดมาทําการศึกษาความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและในพืช พบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีแยกไดมาบางสวนสามารถยับยั้ง

การเจริญของแบคทีเรียท่ีกอโรคในมนุษยและในพืชได โดยพบวา เอนโดไฟทแบคทีเรียสวนใหญมีความสามารถ

ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในพืชไดดีกวา จึงไดคัดเลือกเอนโดไฟทแบคทีเรียไอโซเลท KUs6 มาเปนตนแบบ

ในการศึกษาวิธีการสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และวิธีทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคในพืช Xanthomonas axonopodis และรากอโรคพืชจํานวน 4 สายพันธุ ไดแก Colletotrichum 

gloeosporioides Fusarium moniliformis Fusarium proliferatum และ Fusarium solani ผลการ

ทดลองพบวา เอนโดไฟทแบคทีเรียไอโซเลท KUs6 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรา

กอโรคพืชไดท้ังในระดับหองปฏิบัติการและในพืช ซ่ึงวิธีการศึกษาดังกลาวในโครงการนี้สามารถเปนตนแบบใน

การศึกษาเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในพืชไดตอไป 

 นอกจากนี้ไดศึกษาแบคทีเรียท่ีสมบัติในการสรางเอนไซมเซลลูเลสท่ีชวยในการยอยสลายซากพืชจาก

ดินท่ีปลูกมันสําปะหลังท้ัง 3 สายพันธุ ในระยะเวลา 3, 6, 9 และ 12 เดือน พบแบคทีเรียท่ีมีสมบัติในการสราง

เอนไซมเซลลูเลส จํานวน 86 ไอโซเลท และไดคัดเลือกไอโซเลทท่ีแยกไดจะถูกนํามาศึกษาสมบัติของเอนไซม

เซลลูเลสท่ีจําเพาะและประยุกตใชตอไป ในรายงานนี้ไดคัดเลือกแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท ไดแก PR1-P15 (6 

เดือน), PR1-N9 (6 เดือน) และ HT-P9 (6 เดือน) มาทดสอบความสามารถในการยอย filter paper และใบมัน

สําปะหลัง เพ่ือนําไปประยุกตใชตอไป 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา ค /71 

 

Project Title   Isolation and characterization of endophytes in cassava and  

their applications 

Principle Investigator  Associate Professor Wanchai  Assavalapsakul, Ph.D. 

     Department of Microbiology, Faculty of Science, 

     Chulalongkorn University 

Granted for research from office of the National Research Council of Thailand 

Research Budget  500,000 Baht 

Durations   1 year and 6 months (October 2017 - March 2019) 

 

 

  This is the third-year project to isolate the plant-associated endophytic bacteria from three 

cassava strains including Huay Bong60 (HB 60), Kasetsart 50 (KU 50) and Pirun-1 (PR1). In this study, 

the antimicrobial activity of endophytic bacteria was assessed against human and plant pathogen. 

The results showed that a number of isolated entophytic bacteria could inhibit both human and 

plant pathogens. However, most of them were more efficient to suppress plant pathogens than 

human ones. Therefore, endophytic bacterial isolate KUs6 was selected and used as a model to 

develop the method for bioactive compound extraction. KUs6 isolate and its extract were 

subsequently used to inhibit plant pathogenic microorganisms including bacteria Xanthomonas 

axonopodis and other fungi including Collectotrichum gloeosporioides, Fusarium moniliformis, 

Fusarium proliferatum and Fusarium solani. The results demonstrated KUs6 isolate had the ability 

to suppress the growth of plant pathogenic bacteria and fungi in vitro and in vivo. Therefore, the 

developed method in this project could be used to apply for examination of other endophytic 

bacteria inhibiting plant pathogenic microorganisms. 

Further, this project also studied the cellulase producing bacteria which could decompose 

the dead leave or plant from 3 strains of cassava-grown soil at 3, 6, 9 and 12 months. Eighty-six 

cellulase producing bacteria were isolated and determined the specific cellulase enzyme. In this 

study, 3 bacterial isolates-PR1-P15 (6 months), PR1-N9 (6 months) and HT-P9 (6 months) were 

examined the ability to decompose a filter paper and cassava leaf. 
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15  ลักษณะวงใสบนอาหารท่ีมีการปรับเปน pH 7 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   54 

16  ลักษณะวงใสบนอาหารท่ีมีการปรับเปน pH 8 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   55 

17  จํานวนเชื้อและน้ําหนักของ Filter paper ท่ีเปลี่ยนแปลงไปหลังการบม 30 วัน   56
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอท่ีใชในการวิจัย (Abbreviations) 

 

HB60     มันสําปะหลัง สายพันธุหวยบง 60  

KU50     มันสําปะหลัง สายพันธุเกษตรศาสตร 50  

PR1     มันสําปะหลัง สายพันธุพิรุณ 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทนํา 

  มันสําปะหลัง (Casssava, Manihot esculenta) เปนพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทยท่ี

กอใหเกิดรายไดเขาสูประเทศไทยเปนจํานวนมาก  เนื่องจากมันสําปะหลังสามารถนําไปแปรรูปเพ่ือนําไปใชใน

อุตสาหกรรมแปง อาทิเชน แปงมันสําปะหลัง มันสําปะหลังอัดเม็ด และมันสําปะหลังเสน เปนตน และ 

อุตสาหกรรมอาหารท้ังคนและสัตว (ฐานขอมูลมันสําปะหลัง, สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2562) 

นอกจากนี้ ทุกสวนของตนมันสําปะหลังสามารถนําไปใชประโยชนได คุณภาพของมันสําปะหลังและปริมาณ

แปงในหัวมันสําปะหลัง ถือเปนปจจัยหลักในการท่ีจะกอใหเกิดมูลคา สําหรับพันธุของมันสําปะหลังไดมีการ

ปรับปรุงมาตลอด (เอกสารวิชาการมันสําปะหลัง, กรมพัฒนาท่ีดิน) และ มีงานวิจัยท่ีสนับสนุนเปนจํานวนมาก 

จากหลายหนวยงานและความรวมมือจากภาครัฐ อาทิเชน ศูนยวิจัยพืชไร กรมวิชาการเกษตร กรมพัฒนาท่ีดิน 

ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (ไบโอเทค) เปนตน หนวยงานจากภาคอุดมศึกษา อาทิเชน 

หนวยวิจัยเทคโนโลยีชวีโมเลกุลมันสําปะหลัง คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล กลุมวิจัยพืช สถาบัน

ชีววิทยาศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล สถาบันวิจัยศรีราชา มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร เปนตน 

หนวยงานท่ีไมหวังผลกําไร อาทิเชน สถาบันพัฒนามันสําปะหลังแหงประเทศไทย เปนตน และในปจจุบันไดมี

การนําเทคโนโลยีตาง ๆ มาใชภายในประเทศ เพ่ือศึกษาอุตสาหกรรมมันสําปะหลัง ตั้งแตตนน้ําสูปลายน้ํา 

กลาวคือ ตั้งแตการผลิตโดยภาคการเกษตร การแปรรูปของภาคอุตสาหกรรม ตลอดจนผลกระทบท่ีเกิดข้ึนตอ

สิ่งแวดลอม รวมถึงการนําผลงานวิจัยไปใชประโยชนซ่ึงชวยสรางมูลคาเพ่ิมใหกับอุตสาหกรรมมันสําปะหลัง 

เพ่ิมรายได และสรางชีวิตความเปนอยูท่ีดีกับเกษตรกร เศรษฐกิจของประเทศดีข้ึน รวมท้ังลดผลกระทบท่ี

เกิดข้ึนตอสิ่งแวดลอมไดอยางยั่งยืน  โดยการบูรณาการงานวิจัยและพัฒนา การใชงบประมาณท่ีเก่ียวของใน

ดานตาง ๆ อยางมีประสิทธิภาพ เพ่ือแกไขปญหาตลอดหวงโซอุตสาหกรรมมันสําปะหลัง (ฝายบริหารคลัสเตอร

และโปรแกรมวิจัย, 2554) 

 มันสําปะหลังท่ีเลือกใชในการศึกษานี้ มี 3 สายพันธุ ไดแก สายพันธุหวยบง 60 สายพันธุ

เกษตรศาสตร 50 และ สายพันธุพิรุณ 1 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีนิยมปลูก และไดรับคําแนะนําจากคณะผูวิจัย (รอง

ศาสตราจารย ดร.กนกพร  ไตรวิทยากร และ ดร.ศุภจิต  สระเพชร) ซ่ึงเปนผูเชี่ยวชาญในการพัฒนาพันธุมัน

สําปะหลังดวยวิธีการผสมพันธุ โดยมีรายละเอียดของแตละสายพันธุดังนี้ 
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มันสําปะหลัง สายพันธุหวยบง 60 (กรมวิชาการเกษตร, 2014) 

  มันสําปะหลังสายพันธุหวยบง 60 เปนพันธุท่ีพัฒนาโดยความรวมมือของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

และมูลนิธิมันสําปะหลังแหงประเทศไทย ไดจากการผสมพันธุระหวางพันธุระยอง 5 และพันธุเกษตรศาสตร 50 

เม่ือป พ.ศ.2534 ไดผานการประเมินผลผลิตมากกวา 30 การทดลอง ไดรับพระราชทานชื่อพันธุจากสมเด็จ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารีวา “หวยบง 60” รับรองพันธุโดยมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร เม่ือ

วันท่ี 11 มีนาคม พ.ศ.2546 ลักษณะเดนประจําสายพันธุ คือ ยอดออนสีมวงออน ใบและกานสีเขียวอมมวง ใบ

มีขนออน ลําตนสีเขียวเงิน ตนสูง 180-200 เซนติเมตร แตกก่ิงแรกระดับ 90-140 เซนติเมตร หัวยาวเรียว มี

ลักษณะคอดเปนปลองเล็กนอย เปลือกหัวสีน้ําตาลออน เนื้อสีขาว เปอรเซ็นตแปงเฉลี่ย 25.4%   

  ขอดีของสายพันธุหวยบง 60 คือ ทอนพันธุเก็บรักษาไดคอนขางนาน (3-4 สัปดาห) อัตราการงอกสูง 

มีเปอรเซ็นตแปงสูง และคุณภาพแปงดี 

  ขอเสียของสายพันธุหวยบง 60 คือ ลําตนสั้น ใชทําพันธุไดนอย ควรเก็บเก่ียวเม่ืออายุนอยกวา 10 

เดือน เนื่องจากจะมีเสี้ยนในหัวมันมาก เม่ืออายุมาก 

 

มันสําปะหลัง สายพันธุเกษตรศาสตร 50 (กรมวิชาการเกษตร, 2014) 

 มันสําปะหลังสายพันธุเกษตรศาสตร 50 เปนสายพันธุลูกผสมระหวางพันธุระยอง 1  และพันธุระยอง 

90 (ผสมข้ึนในป พ.ศ.2527) ลักษณะเดนประจําสายพันธุ คือ มียอดออนสีมวง ใบแกสีเขียวเขม และมีกานใบสี

เขียวอมมวง ลําตนสีเขียวเงิน ความสูงเฉลี่ย 2 เมตร แตกก่ิงแรกระดับ 150 เซนติเมตร ลําตนตรง เปลือกหัวสี

ขาวนวล เนื้อสีขาว เปอรเซ็นตแปง 23% (ฤดูฝน) หรือ 28% (ฤดูแลง) 

ขอดีของสายพันธุเกษตรศาสตร 50 คือ มีความแข็งแรง ทนแลง อัตราการงอกดี ใหผลผลิตสูง ปรับตัว

กับสภาพแวดลอมไดดี ทอนพันธุทนแลงไดดีกวาทอนพันธุอ่ืนๆ เพราะมีอาหารสะสมมาก ลําตนตรง ทําให

สามารถตัดเปนทอนพันธุปลูกไดจํานวนมาก 

  ขอเสียของสายพันธุเกษตรศาสตร 50 คือ หากเก็บเก่ียวในฤดูฝน หรือปลูกในดินทรายท่ีมีการจัดการ

ธาตุอาหารไมดี จะทําใหเปอรเซ็นตแปงต่ํา หัวมันไมชิดตน สวนโคนของหัวเปนกานคอนขางยาวเม่ือถอนจะ

ขาดอยูในดิน ไมเหมาะปลูกในพ้ืนท่ีท่ีเปนดินเหนียวจัด 

 

มันสําปะหลัง สายพันธุพิรุณ 1 (กรมวิชาการเกษตร, 2014) 

 มันสําปะหลังสายพันธุพิรุณ 1 พัฒนาข้ึนจากความรวมมือของกรมวิชาการเกษตร สถาบันชีววิทยา

ศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล และ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ โดยไดรับการ

สนับสนุนงบประมาณการวิจัยจากสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ ตั้งแตป พ.ศ.2549 
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จากลูกผสมมันสําปะหลังรุนท่ี 1 ระหวางพันธุหวยบง 60 และพันธุหานาที ลักษณะเดนประจําสายพันธุ คือ มี

ยอดออนสีมวงอมเขียว กานใบสีเขียวปนแดง ลําตนสีเขียวเงิน ความสูงเฉลี่ย 2.35 เมตร แตกก่ิงแรกระดับ 90-

150 เซนติเมตร ลําตนตรง เปลือกหัวสีน้ําตาลเขม เนื้อสีขาว เปอรเซ็นตแปง 28.7% 

ขอดีของสายพันธุพิรุณ 1 คือ ใหผลผลิตสูง เปอรเซ็นตแปงในหัวสูง ใชปุยนอยกวาพันธุรับรองท่ัวไป 

เหมาะปลูกในดินรวนปนทรายมากท่ีสุด รองลงมาคือ ดินรวนปนเหนียว ดินเหนียวสีแดง ดินทรายรวน และดิน

เหนียวสีดํา 

  ขอเสียของสายพันธุพิรุณ 1 คือ ถาปลูกในดินท่ีมีความอุดมสมบูรณสูง การเจริญเติบโตสวนเหนือดิน

จะมากกวาการใหผลผลิต 

 

เอนโดไฟท เปนจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในหรือระหวางเนื้อเยื่อพืช โดยไมกอใหเกิดผลเสียหรืออันตรายตอ

พืชชนิดนั้น ๆ โดยมากจะเปนจําพวกแบคทีเรียหรือรา มีการอาศัยอยูรวมกันแบบพ่ึงพาอาศัยกัน (Mutualism) 

ไดประโยชนรวมกัน ชวยสงเสริมการเจริญโตของพืช (Spiering et al., 2006) เอนโดไฟทสวนใหญ ผลิตสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพซ่ึงมีประโยชนในการดํารงชีวิตตอพืช (Lahrmann and Zuccaro, 2012; Lahrmann et 

al., 2013; Zuccaro et al., 2014) รวมถึง phyto- หรือ plant hormone (Clark et al., 2013; Khan et 

al., 2014) ปจจุบันมีการศึกษาคนพบเอนโดไฟทท่ีอาศัยอยูกับพืชเปนจํานวนมาก นอกจากนี้ยังพบวาสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพใหม ๆ ผลิตจากเอนโดไฟทและสามารถนํามาประยุกตใชในดานตาง ๆ อาทิเชน เกษตรกรรม 

อุตสาหกรรม และการแพทย ปจจุบันมีการศึกษาเก่ียวกับเอนโดไฟทท่ีมีศักยภาพเหลานี้ เพ่ือท่ีจะนํามาใชใน

ขบวนการเทคโนโลยีชีวภาพ โดยมุงเนนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน สารเมทาบอไลททุติยภูมิท่ีมีฤทธิ์ยับยั้ง

จุลินทรียท่ีเปนศัตรูพืช จําพวก alkaloids, tetraone quinines, terpenoids และ peptides (Mousa and 

Raizada, 2013) หรือ endotoxin (Monnerat et al., 2007; 2009) และ เอนไซมตาง ๆ อาทิเชน beta-1,6 

glucanase (Moy et al., 2002) และ chitinase (Li et al., 2004) ท่ีผลิตไดจากเอนโดไฟทและสามารถยับยั้ง

แมลงศัตรูพืชได นอกจากนี้ยังสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีสมบัติแตกตางกันมากมายหลาย

รูปแบบ อาทิเชน สารปฏิชีวนะ (Hazalin et al., 2009, Yu et al., 2010) สารตานอนุมูลอิสระ (Muresu  et 

al., 2013; Ye et al., 2013) สารตานมะเร็ง (Chandra et al., 2012; Shweta et al., 2013) เปนตน 

อยางไรก็ดี การเจริญเติบโตของเอนโดไฟทรวมกับตนพืชนั้น มีปจจัยหลายอยางท่ีเก่ียวของ อาทิเชน ลักษณะ

พ้ืนท่ี ลักษณะภูมิอากาศ ลักษณะทางสรีรวิทยาและความจําเพาะของเนื้อเยื่อพืช ซ่ึงปจจัยตาง ๆ เหลานี้สงผล

ตอการปรับตัวในสภาพแวดลอมท่ีแตกตางกัน รวมท้ังสงผลใหรูปแบบประชากรของเอนโดไฟทมีความจําเพาะ

ตอสภาพแวดลอมและเนื้อเยื่อของพืชท่ีแตกตางกันอีกดวย (Ding et al., 2013) 
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ปจจุบันกลาวไดวา เอนโดไฟท เปนจุลินทรียท่ีผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหม ๆ ท่ีจะเปนตนแบบใน

การท่ีจะนําไปใชประโยชนหลาย ๆ ดานในภายภาคหนา สาํหรับการศึกษาเอนโดไฟทในมันสําปะหลังนั้น แทบ

จะไมมีรายงานการศึกษาเอนโดไฟท รวมถึงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีไดจากเอนโดไฟทท่ีเจริญรวมกับมัน

สําปะหลัง ดังนั้น โครงการวิจัยนี้จึงเปนการศึกษาเอนโดไฟทท่ีอาศัยอยูรวมกับมันสําปะหลัง โดยมีวัตถุประสงค

เพ่ือศึกษาประชากรของเอนโดไฟท และเก็บรวบรวมเอนโดไฟทท่ีเจริญรวมกับมันสําปะหลังในสวนตาง ๆ ท่ี

ปลูกในพ้ืนท่ีจังหวัดระยอง เพ่ือนําไปศึกษาสปชีสเอนโดไฟทดังกลาว พรอมท้ังทําการคัดแยกเชื้อเอนโดไฟทท่ีมี

ประสิทธิภาพในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ในรูปแบบท่ีเหมาะสมกับเชื้อชนิดนั้น ๆ รวมถึงการแยกสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพและการศึกษาโครงสรางของสารดังกลาว 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. ศึกษาประชากร และเก็บรวบรวมเอนโดไฟทท่ีเจริญรวมอยูในสวนตาง ๆ ของมันสําปะหลัง 

2. ศึกษาและแยกเชื้อเอนโดไฟทท่ีมีประสิทธิภาพในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

3. ศึกษาและแยกเชื้อเอนโดไฟทท่ีมีประโยชนตอการเจริญของมันสําปะหลัง  

4. แยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและศึกษาโครงสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการนี้เปน การศึกษาหาเอนโดไฟท (Endophyte) ท่ีเจริญอยูในสวนตาง ๆ ของมันสําปะหลังท่ี

เจริญอยูรวมกับมันสําปะหลังในชวงระยะเวลาการเจริญเติบโตท่ีตางกัน จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก 1) พันธุหวย

บง 60 2) พันธุเกษตรศาสตร 50 และ 3) พันธุพิรุณ 1 ซ่ึงจะทําการศึกษาหาเอนโดไฟทในชวงกอนปลูก และ

หลังจากการลงแปลงไปเปนระยะเวลา 3, 6, 9 และ 12 เดือน ตามลําดับ โดยมันสําปะหลังดังกลาวจะทําการ

เพาะปลูกในพ้ืนท่ีจังหวัดระยอง เม่ือถึงกําหนดตามระยะเวลาท่ีกําหนดไว จึงทําการเก็บสวนตาง ๆ ของตนมัน

สําปะหลัง เพ่ือนํามาแยกและศึกษาเอนโดไฟทท่ีเจริญในสวนตาง ๆ ของมันสําปะหลัง จากนั้นจึงนําเอนโดไฟท

ท่ีมีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบตาง ๆ รวมถึงสารท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพและสาร

ออกฤทธิ์ท่ีเปนประโยชนตอการเจริญเติบโตของมันสําปะหลังมาทําการศึกษา 
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เนื้อเรื่อง (Main Body) 

การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของจุลชีพกอโรค 

วิธีการดําเนินการวิจัย (Materials & Methods) 

1. การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 

1.1 เข่ียเชื้อเอนโดไฟทแบคทีเรียลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากเลี้ยงเอนโดไฟท

แบคทีเรียเรียบรอยแลว ทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียสและเก็บน้ําเลี้ยงเชื้อมาทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคตอไป  

1.2 เข่ียเชื้อแบคทีเรียกอโรคในมนุษย ไดแก Escherichia coli  Staphylococcus aureus 

Bacillus subtilis และ Psuedomonas aeruginosa ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปเลี้ยง

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและทําการปรับปริมาณเซลลแบคทีเรียกอโรคใหไดคาการดูดกลนื

แสงเทากับ 0.2  

1.3  นําเชื้อแบคทีเรียกอโรคท่ีมีปริมาณเซลลแบคทีเรียเทากับคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตรเทากับ 0.2 มาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ท่ีมีปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 20 มิลลิลิตรตอ

จานเพาะเชื้อ จากนั้นใช cock borer เจาะอาหารเลี้ยงเชื้อใหเปนหลุม สําหรับหยดน้ําเลี้ยงเชื้อเอนโดไฟท

แบคทีเรียลงไป 

1.4 นําน้ําเลี้ยงเชื้อเอนโดไฟทท่ีตองการทดสอบปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงไปตรงบริเวณหลุม

ตามขอ 5.3 โดยใชอาหารเหลว NB ท่ีผสมกานามัยซิน ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนตัวควบคุม

บวกและอาหารเหลว NB เปนตัวควบคุมลบ โดยใชปริมาตร 100 ไมโครลิตรเชนเดียวกัน ตอมานําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการตรวจสอบการสราง Inhibition zone  

 

2. การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในพืช 

2.1 เข่ียเชื้อเอนโดไฟทแบคทีเรียลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากเลี้ยงเอนโดไฟท

แบคทีเรียเรียบรอยแลว ทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียสและเก็บน้ําเลี้ยงเชื้อมาทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคตอไป  

2.2 เข่ียเชื้อแบคทีเรียกอโรคในพืช Xanthomonas axonopodis ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร นําไปเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและทําการปรับปริมาณเซลลแบคทีเรียกอ

โรคใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.2  

2.3  นําเชื้อแบคทีเรียกอโรคท่ีมีปริมาณเซลลแบคทีเรียเทากับคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตรเทากับ 0.2 มาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ท่ีมีปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 20 มิลลิลิตรตอ

จานเพาะเชื้อ จากนั้นใช cock borer เจาะอาหารเลี้ยงเชื้อใหเปนหลุม สําหรับหยดน้ําเลี้ยงเชื้อเอนโดไฟท

แบคทีเรียลงไป 

2.4 นําน้ําเลี้ยงเชื้อเอนโดไฟทท่ีตองการทดสอบปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงไปตรงบริเวณหลุม

ตามขอ 5.3 โดยใชอาหารเหลว NB ท่ีผสมกานามัยซิน ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนตัวควบคุม

บวกและอาหารเหลว NB เปนตัวควบคุมลบ โดยใชปริมาตร 100 ไมโครลิตรเชนเดียวกัน ตอมานําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการตรวจสอบการสราง Inhibition zone  

 

3. การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

3.1 เข่ียเอนโดไฟทแบคทีเรียลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน ตอมานําเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีเจริญแลวมาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และทําการปรับปริมาณเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 

0.2 

3.2 เข่ียชิ้นวุนของรากอโรคพืชจํานวน 4 สายพันธุ ไดแก Colletotrichum gloeosporioides 

Fusarium moniliformis Fusarium proliferatum  และ Fusarium solani ลงบนอาหารแข็ง NA ท่ีมีการ

แบงออกเปนสองดาน โดยวางชิ้นวุนของรากอโรคพืชไวทางดานใดดานหนึ่งของอาหาร 

3.3 นําเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีทําการปรับปริมาณเซลลเรียบรอยแลวมาขีดเปนเสนตรง ลงบนอาหาร

แข็ง NA ท่ีไดทําการวางชิ้นวุนของรากอโรคพืชไวดังขอ 3.2  โดยใหมีความยาวของขีด 5 เซนติเมตรและอยูหาง

จากชิ้นวุนของรากอโรคพืช 3 เซนติเมตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน  ทํา

การตรวจสอบการความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

 

4. การสกัดสาร Lipopeptide ของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 และความสามารถยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียกอโรคและรากอโรคพืชของ Lipopeptide 

4.1 เลือกเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคและรากอโรคพืช จํานวน 

1 สายพันธุ นั่นคือ สายพันธุ KUs6 เข่ียเชื้อดังกลาวลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 วัน เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ ตอมาทํา
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การถายเชื้อเอนโดไฟทแบคทีเรียลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 300 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 2 วัน 

4.2 ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จากนั้นเก็บสวนของอาหารเลี้ยงเซลล นําไปเติมกรด HCl ความเขมขน 6 โมลาร ใหไดคา pH เทากับ 2 

หลังจากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตอมาทําการเก็บสวนท่ีตกตะกอน โดย

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.3 นําตะกอนท่ีแยกไดจากขอ 4.2 มาสกัด Lipopeptide ดวยเมทานอล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดย

ทําการสกัดท้ังหมด 2 ครั้ง ตอมานําสวนใสท่ีสกัดไดท้ังหมดมาระเหยเอาเมทานอลออกดวยเครื่อง Rotary 

evaporator จนเหลือเมทานอลเพียงเล็กนอย จากนั้นดูดเมทานอลท่ีเหลือมาใสหลอด microcentrifuge และ

ทําการระเหยเอาเมทานอลสวนท่ีเหลือออกดวยเครื่อง Heat box ท่ีตั้งอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ตอมาทํา

การชั่งน้ําหนักสารท่ีไดจากการสกัด เพ่ือคํานวณความเขมขนของสารท่ีสกัดไดและนํามาละลายดวยบัฟเฟอร 

Tris-HCl ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร pH 8 

4.4 นําสารสกัดท่ีไดจากขอ 4.3 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค

และรากอโรคพืช  

โดยในสวนของการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคจะมีข้ันตอนเชนเดียวกับขอ 2 ในขณะท่ีการ

ยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช โดยทําการเลี้ยงรากอโรคพืชบนอาหาร NA ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เม่ือมีการ

เจริญของรากอโรคพืชใช cock borer เจาะชิ้นอาหารใหเปนหลุม โดยหางจากเสนใยรากอโรคพืชประมาณ 3 

เซนติเมตร จากนั้นหยดสารละลาย Lipopeptide ท่ีสกัดไดและบมตอท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

2 วัน จากนั้นตรวจสอบความสามารถของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชและตรวจดูลักษณะ

เสนใยของรากอโรคพืชภายใตกลองจุลทรรศน 

 

5.  การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 และความสามารถยับยั้ง

การเจริญของแบคทีเรียกอโรคและรากอโรคพืชของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิ 

5.1 นําเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 เข่ียเชื้อลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 วัน เพ่ือใชเปนหัว

เชื้อ ตอมาทําการถายเชื้อเอนโดไฟทแบคทีเรียลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 300 มิลลิลิตร นําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
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5.2 ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จากนั้นเก็บสวนของอาหารเลี้ยงเซลล นําไปเติมกรด HCl ความเขมขน 6 โมลาร ใหไดคา pH เทากับ 2 

หลังจากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตอมาทําการเก็บสวนน้ําเลี้ยงเซลลท่ีผาน

การตกตะกอนดวยกรด HCL โดยปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส 

5.3 นําน้ําเลี้ยงเซลลท่ีแยกไดจากขอ 5.2 มาสกัดสารออกฤทธิ์ดวยสารละลาย Ethylacetate, 

Dichloromethane และ Butanol ปริมาตร 300 มิลลิลิตร โดยใชกรวยแยก ทําการสกัดท้ังหมด 2 ครั้ง ตอมา

นําสวนใสท่ีสกัดไดท้ังหมดมาระเหยเอาสารละลายออกดวยเครื่อง Rotary evaporator จนเหลือสารละลาย

เพียงเล็กนอย จากนั้นดูดสารท่ีเหลือมาใสหลอด microcentrifuge และทําการระเหยเอาสารละลายสวนท่ี

เหลือออกดวยเครื่อง Centrivap ตอมาทําการชั่งน้ําหนักสารท่ีไดจากการสกัด เพ่ือคํานวณความเขมขนของ

สารท่ีสกัดไดและนํามาละลายดวยสารละลาย DMSO 

5.4 นําสารสกัดท่ีไดจากขอ 5.3 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค

พืชดวยวิธี Agar Diffusion โดยผสมสารสกัดลงในอาหาร NB ใหไดความเขมขนของสารสกัดสุดทายเปนความ

เขมขน 500 1,000 5,000 และ 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นหยอดลงไปในหลุม หลุมละ 100 

ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงทําการวัดขนาดของวงใสท่ีเกิดข้ึน 

ในขณะท่ีการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช ทําการเลี้ยงรากอโรคพืช จํานวน 4 สายพันธุ ไดแก C. 

gloconosporioides, F. monilifomis, F. periferatum และ F. solani บนอาหาร NA ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร เม่ือมีการเจริญของรากอโรคพืชใช cock borer เจาะชิ้นอาหารใหเปนหลุม โดยหางจากเสนใยรากอ

โรคพืชประมาณ 3 เซนติเมตร จากนั้นหยดสารละลายท่ีสกัดไดและบมตอท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 2 วัน จากนั้นตรวจสอบความสามารถของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชและตรวจดู

ลักษณะเสนใยของรากอโรคพืชภายใตกลองจุลทรรศน 

 

6. การทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคพืชบนใบของตนถ่ัวเขียว 

 6.1 นําเมล็ดถ่ัวเขียวมาแชน้ําเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวางไวบนกอนสําลีท่ีผานการชุบน้ําให

ชุมและรดน้ําทุกวันจนเมล็ดถ่ัวเขียวงอกกลายเปนตนถ่ัวเขียว โดยใหตนถ่ัวเขียวมีอายุประมาณ 5-7 วันหรือ

จนกวามีใบของตนถ่ัวเขียวเจริญเกิดข้ึน 

6.2 เลี้ยงเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ลงในอาหาร NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะเขยาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 9 / 71 

 

8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกสวนตะกอนเซลลและอาหารเลี้ยงเซลล

ออกจากกัน โดยสวนของน้ําเลี้ยงเซลลทําการกรองดวยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนําไปใชในการ

ทดสอบบนใบพืชตอไป  

สําหรับสวนของตะกอนเซลลแบคทีเรียทําการลางตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยสารละลาย 1X PBS 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จํานวน 2 รอบ ตอมาเม่ือทําการปนเหวี่ยงเสร็จเรียบรอยแลวนําตะกอนเซลลท่ี

แขวนลอยในสารละลาย 1X PBS ไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและทําการปรับให

ไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.2 OD  และนําไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคพืชตอไป  

6.3 เลี้ยง X. axonopodis โดยเข่ียโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียดังกลาวลงในอาหาร NB ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะเขยาท่ีความเร็วรอบ 

200 รอบตอนาที ทําการลางเซลลแบคทีเรียดวยสารละลาย 1X PBS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและ

นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จํานวน 2 

รอบ ตอมาเม่ือทําการปนเหวี่ยงเสร็จเรียบรอยแลวนําตะกอนเซลลท่ีแขวนลอยในสารละลาย 1X PBS ไปวัดคา

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและทําการปรับใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.2 OD และ

ใชเปนเชื้อแบคทีเรียกอโรคพืชบนใบของตนถ่ัวเขียว  

6.4 แบงกลุมของใบตนถ่ัวเขียวออกเปน 8 กลุม กลุมละ 5 ใบ ดังนี้  

  กลุมท่ี 1 หยดสารละลาย X. axonopodis ตามดวยหยดสารละลายเอนโดไฟท KUs6 

  กลุมท่ี 2 หยดสารละลาย X. axonopodis ตามดวยหยดสารละลาย 1X PBS 

  กลุมท่ี 3 หยดสารละลาย X. axonopodis ตามดวยอาหารเลี้ยงเเอนโดไฟท KUs6 

  กลุมท่ี 4 หยดสารละลาย X. axonopodis ตามดวยอาหาร NB 

  กลุมท่ี 5 หยดสารละลายเอนโดไฟท KUs6 ตามดวยหยดสารละลาย X. axonopodis 

  กลุมท่ี 6 หยดสารละลาย 1X PBS ตามดวยหยดสารละลาย X. axonopodis 

  กลุมท่ี 7 หยดอาหารเลี้ยงเอนโดไฟท KUs6 ตามดวยหยดสารละลาย X. axonopodis 

  กลุมท่ี 8 หยดอาหาร NB ตามดวยหยดสารละลาย X. axonopodis  

นําเข็มเข่ียบริเวณใบของตนถ่ัวเขียวใหเกิดบาดแผลและหยดสารละลายอันดับแรกตามกลุมขางตน 

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนใบของตนถ่ัวเขียว บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการหยด

สารละลายอันดับท่ีสองลงบนใบของตนถ่ัวเขียว โดยหยดตรงบริเวณบาดแผลเดียวกันท่ีหยดสารละลายอันดับ

แรก ปริมาตร 20 ไมโครลิตรเชนเดียวกัน บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจสอบผลการทดลองโดย
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พิจารณาความสามารถของเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียและอาหารเลี้ยงเซลลแบคทีเรียในการยับยั้งการเกิดโรค

ของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis 

 

7. การทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

7.1 เลี้ยงรากอโรคพืช จํานวน 4 สายพันธุ ไดแก C. gloconosporioides, F. monilifomis, F. 

periferatum และ F. solani บนอาหาร PDA จนรากอโรคพืชเจริญและมีการสรางสปอรของรา จากนั้นทํา

การแขวนลอยสปอรของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุดวยสารละลาย 0.2% Tween 20 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

เพ่ือใชเปนสารละลายสปอรตั้งตน จากนั้นทําการนับสปอรของรากอโรคพืชโดยใหมีความเขมขนของสปอรรา

กอโรคพืชเทากับ 103 สปอรตอมิลลิลิตร และมีปริมาตรสุทธิเทากับ 50 มิลลิลิตร เพ่ือนํามาใชในการสังเกตการ

เจริญของรากอโรคพืชบนเมล็ดถ่ัวเขียว  

7.2 นําเมล็ดถ่ัวเขียว จํานวน 100 เมล็ด มาลางดวยสารละลาย 1% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด เปนเวลา 

5 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ เปนเวลา 10 นาที จํานวน 3 ครั้ง นําเมล็ดท่ีไดลางทําความสะอาด

แลวนํามาใชในการปลูกเชื้อตอไป 

7.3 เลี้ยงเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 โดยเข่ียโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรียดังกลาวลงในอาหาร 

NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน ในสภาวะเขยาท่ี

ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ตอมานําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการแยกสวนของตะกอนเซลลและน้ําเลี้ยงเซลลออกจากกัน   โดยสวนของ

ตะกอนเซลลนํามาลางดวยสารละลาย 1X PBS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและนําไปปนเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จํานวน 2 รอบ  เม่ือทําการ

ปนเหวี่ยงเสร็จเรียบรอยแลวนําตะกอนเซลลมาแขวนลอยในสารละลาย 1X PBS และนําไปวัดคาการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและทําการปรับใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.2 OD โดยใหมีปริมาตร

ของตะกอนเซลลท่ีแขวนลอยมีปริมาตรสุทธิ 50 มิลลิลิตร 

7.4 เทสารละลายตะกอนเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย หรือ อาหารเลี้ยงเซลลท่ีผานการกรองดวยเมม

เบรน ขนาด 0.45 ไมโครเมตรท่ีไดจากขอ 7.2 ลงในเมล็ดถ่ัวเขียวท่ีผานการทําความสะอาดจากขอ 7.1 จํานวน 

50 เมล็ด และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปน

เวลา 1 วัน 

7.5 เทสารละลาย 1X PBS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในเมล็ดถ่ัวเขียวท่ีผานการทําความสะอาดจาก

ขอ 7.1 จํานวน 50 เมล็ด และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 1 วัน เพ่ือใชเปนตัวควบคุมลบ 
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7.6 เทสารละลายเอนโดไฟทแบคทีเรียและสารละลาย 1X PBS ท้ิง จากนั้นเทสารละลายสปอรของรา

กอโรคพืชท่ีมีความเขมขนของสปอรราเทากับ 103 สปอรตอมิลลิลิตรลงบนเมล็ดถ่ัวเขียวและบมท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  

7.7 เทสารละลายสปอรของรากอโรคพืชท้ิงและนําเมล็ดถ่ัวเขียวท่ีไดมาวางบนจานเพาะเชื้อท่ีมีแผน

สําลีท่ีปลอดเชื้อ โดยวางเมล็ดถ่ัวเขียวจํานวน 5 เมล็ดตอจาน นําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วันและ 7 

วัน สังเกตการเจริญของรากอโรคพืชบนเมล็ดถ่ัวเขียวและบันทึกผล 

 

8. การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA (16S rDNA sequencing) 

8.1 เข่ียโคโลนีเดี่ยวจากอาหาร Nutrient agar (NA) ใสสารละลาย DNAzol (Invitrogen, UK)

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว

รอบ 10,000 g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการดูดสวนใสใสหลอดทดลองขนาด 1.5 

มิลลิลิตรใหมและเติม 100% เอทานอล (เย็น) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิหองเปน

เวลา 3 นาทีและนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ตอมาเติมสารละลาย 75% เอทานอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงท่ี ความเร็วรอบ 

10,000 g เปนเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสารละลายท้ิงและละลายตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดดวย

น้ําปราศจากเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดไปเปนตนแบบสําหรับทําปฏิกิริยา PCR 

ตอไป 

 

8.2 เตรียม Master mix สําหรับทํา Polymerase chain reaction (PCR) มีสวนประกอบดังนี้ 

  น้ํา     9.3  ไมโครลิตร 

  10X Taq buffer    2  ไมโครลิตร 

  25 mM MgCl2    1  ไมโครลิตร 

  10 mM dNTPs    0.2  ไมโครลิตร 

  10 µM Forward primer (27F)  0.2  ไมโครลิตร 

  10 µM Reverse primer (1492R) 0.2  ไมโครลิตร 

  Taq DNA polymerase (5 Units/µl) 0.1  ไมโครลิตร 

สารละลายดีเอ็นเอ (ขอ 8.1)  7  ไมโครลิตร  

 

 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 12 / 71 

 

จากนั้นนําเขาเครื่อง PCR โดยมีสภาวะดังนี้ 

94 องศาเซลเซียส  3 นาที   1 รอบ 

94 องศาเซลเซียส  30 วินาที 

57 องศาเซลเซียส  30 วินาที  35 รอบ 

72 องศาเซลเซียส  2 นาที 

72 องศาเซลเซียส  6 นาที   1 รอบ 

25 องศาเซลเซียส  ไปเรื่อย ๆ 

8.3 ทําการตกตะกอนผลิตภัณฑ PCR ดวย 1/10 Volume ของ 3 M NaOAc และ 2 Volume ของ 

Ethanol แชท้ิงไวท่ี -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

8.4 นํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เทสวนน้ําใส (supernatant) ท้ิง และลางดวย 75% Ethanol 750 ไมโครลิตร ตากตะกอนใหแหง เม่ือตะกอน

แหงสนิทแลว เติมน้ํา 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 

8.5 นําตัวอยางมาตรวจสอบดวยอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรสเจล (Agarose Gel Electrophoresis) 

และนําไปทําใหบริสุทธิ์ กอนสงไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยไพรเมอร 27F, 800R และ 1492R 

8.6 นําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาวิเคราะหผลโดยเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank 

เพ่ือระบุชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟท 
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ผลการวิจัย (Results)  

การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 

จากการนําเอนโดไฟทแบคทีเรียจํานวน 42 สายพันธุมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย ท้ังหมด 4 สายพันธุ ไดแก E. coli S. aureus B. subtilis และ P. aeruginosa 

ดวยวิธี Agar diffusion พบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียบางสายพันธุมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียกอโรคได นอกจากนี้เอนโดไฟทแบคทีเรียบางสายพันธุสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค

ไดมากกวา 2 สายพันธุ ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 ความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 

สายพันธุ ไอโซเลท E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(3 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(6 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBr หัวมันสําปะหลัง 

(12 เดือน) 

 

 

 

 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBs ลําตน 

(12 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

HBL – 1 

HBL – 2 

HBL – 3 

HBL – 4 

HBL -  5 

 

HBL – 6 

HBL – 7 

HBL – 8 

HBL – 9 

HBL – 10 

 

HBr – 1 

HBr – 2 

HBr – 3 

HBr – 4 

HBr – 5 

HBr – 6 

HBr – 7 

HBr – 8 

HBr – 9 

 

HBs – 1 

HBs – 2 

HBs – 3 

 

 

KUs – 1 

KUs – 2 

KUS – 3 

- 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

 

+ 

- 

- 

 

 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

- 
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- 
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- 
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- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

 

 

- 

- 

- 
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(0 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(3 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(9 เดือน) 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1r หัวมันสําปะหลัง 

(9 เดือน) 

 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1s ลําตน 

(0 เดือน) 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1s ลําตน 

(9 เดือน) 

KUS – 4 

 

KUs – 6 

 

 

 

 

KUs – 1 

KUs – 2 

KUs – 3 

KUs – 4 

 

PR1r – 1 

PR1r – 2 

PR1r – 3 

PR1r – 4 

PR1r – 5 

 

PR1s – 1 

PR1s – 2 

 

 

 

PR1s – 1 

PR1s – 2 

PR1s – 3 

PR1s – 4 

- 

 

++ 

 

 

 

 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

+ 

+ 

 

 

 

- 

+ 

- 

- 

- 

 

++ 

 

 

 

 

- 

- 

- 

- 

 

++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

 

- 

- 

 

 

 

- 

++ 

++ 

+ 

- 

 

+ 

 

 

 

 

+ 

+ 

+ 

++ 

 

- 

- 

- 

- 

+ 

 

- 

- 

 

 

 

++ 

++ 

+ 

++ 

- 

 

- 

 

 

 

 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

 

 

 

- 

- 

- 

- 

กําหนดให – แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่ไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคได 

             + แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค โดยมีวงใส 0.5-1 เซนติเมตร 

           ++ แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค โดยมีวงใส 1-2 เซนติเมตร 

         +++ แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดยมีวงใส 2-3 เซนติเมตร 

จากผลการทดลองพบวา ความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

กอโรคในมนุษย พบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคไดบางสวน และโดย

สวนใหญเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีใหผลในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคจะเปนผลลบหรือเพียงลดจํานวนแบคทีเรีย

กอโรคนั้น  

 

การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 

ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคพืช X. axonopodis รวมดวย ซ่ึงผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี  
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ตารางท่ี 2 ความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช    

สายพันธุ ไอโซเลท X. axonopodis 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(3 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(6 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBr หัวมันสําปะหลัง 

(12 เดือน) 

 

 

 

 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBs ลําตน 

(12 เดือน) 

 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(0 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(3 เดือน) 

 

 

 

 

HBL – 1 

HBL – 2 

HBL – 3 

HBL – 4 

HBL -  5 

 

HBL – 6 

HBL – 7 

HBL – 8 

HBL – 9 

HBL – 10 

 

HBr – 1 

HBr – 2 

HBr – 3 

HBr – 4 

HBr – 5 

HBr – 6 

HBr – 7 

HBr – 8 

HBr – 9 

 

HBs – 1 

HBs – 2 

HBs – 3 

HBs – 4 

 

 

KUs – 1 

KUs – 2 

KUS – 3 

KUS – 4 

 

KUs – 6 

 

 

 

 

 

 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

+++ 

+++ 

+++ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

+++ 

- 

- 

+++ 

 

 

- 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

+++ 
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เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(9 เดือน) 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1r หัวมันสําปะหลัง 

(9 เดือน) 

 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1s ลําตน 

(0 เดือน) 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1s ลําตน 

(9 เดือน) 

 

KUs – 1 

KUs – 2 

KUs – 3 

KUs – 4 

 

PR1r – 1 

PR1r – 2 

PR1r – 3 

PR1r – 4 

PR1r – 5 

 

PR1s – 1 

PR1s – 2 

 

 

 

PR1s – 1 

PR1s – 2 

PR1s – 3 

PR1s – 4 

 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+++ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

- 

- 

 

 

 

+++ 

+++ 

- 

+++ 

กําหนดให – แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่ไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืชได 

             + แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดยมีวงใส 0.5-1 เซนติเมตร 

           ++ แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดยมีวงใส 1-2 เซนติเมตร 

         +++ แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดยมีวงใส 2-3 เซนติเมตร 

 

 จากผลการทดลองพบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคพืช X. axonopodis โดยมีวงใสประมาณ 2-3 เซนติเมตร แสดงใหเห็นวาเอนโดไฟทแบคทีเรียมี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืชไดดีกวาแบคทีเรียกอโรคในคน จึงไดเนนทําการ 

ศึกษาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืชตอไป  

 

การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของรากอโรคพืช 

 จากการทดสอบความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชท้ังหมด 

4 สายพันธุ ไดแก C. gloeosporioides F. moniliformis F. proliferatum F. solani ดวยวิธี Dual 

cultivation พบวามีเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุได โดยผล

การทดลองแสดงดังตารางท่ี 3  
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ตารางท่ี 3 ความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 
สายพันธุ ไอโซเลท C. gloeosporioides F. moniliformis F. proliferatum F. solani 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(3 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(6 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBr หัวมัน

สําปะหลัง 

(12 เดือน) 

 

 

 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBs ลําตน 

(12 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(0 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(3 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(9 เดือน) 

HBL – 1 

HBL – 2 

HBL – 3 

HBL – 4 

HBL -  5 

 

HBL – 6 

HBL – 7 

HBL – 8 

HBL – 9 

HBL – 10 

 

HBr – 1 

HBr – 2 

HBr – 3 

HBr – 4 

HBr – 5 

HBr – 6 

HBr – 7 

HBr – 8 

HBr – 9 

 

HBs – 1 

HBs – 2 

HBs – 3 

 

 

KUs – 1 

KUs – 2 

KUS – 3 

KUS – 4 

 

KUs – 6 

 

 

 

 

KUs – 1 

KUs – 2 

KUs – 3 

KUs – 4 

- 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

+ 

+ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

+ 

 

 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

- 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

+ 

+ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

            + 

 

 

 

 

  อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

- 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูรหวางดําเนินการ 

 

+ 

+ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

+ 

 

 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

- 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

+ 

+ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

+ 

 

 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 
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พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1r หัวมัน

สําปะหลัง 

(9 เดือน) 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1s ลําตน 

(0 เดือน) 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1s ลําตน 

(9 เดือน) 

PR1r – 1 

PR1r – 2 

PR1r – 3 

PR1r – 4 

PR1r – 5 

 

PR1s – 1 

PR1s – 2 

 

 

 

PR1s – 1 

PR1s – 2 

PR1s – 3 

PR1s – 4 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

+ 

 

การสกัดสาร Lipopeptide ท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช 

 หลังจากไดทําการศึกษาเบื้องตนของความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียและรากอโรคพืช จึงไดทําการคัดเลือกเอนโดไฟทแบคทีเรียมา 1 สายพันธุ นั่นคือ KUs6 เพ่ือนํามา

ศึกษาสารสกัด Lipopeptide ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืชดวยวิธี Acid 

precipitation จากนั้นทําการสกัดตะกอนท่ีไดดวยเมทานอลและระเหยเมทานอลออก ตอมาละลายสาร 

Lipopeptide ดวย 50 mM Tris-HCL, pH 8 นํามากรองดวย Filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนํามา

ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช ดวยวิธี Agar diffusion โดยทํา

การแปรผันความเขมขนของสาร Lipopeptide ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช ซ่ึงผล

การทดลองแสดงดังรูปท่ี 1 และ 2 
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รูปท่ี 1 ความสามารถของสาร Lipopeptide ท่ีสกัดไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้ง

การเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis โดยทําการแปรความเขมขนของสาร Lipopeptide ท่ีสกัด

ได 

แถวบน  : Positive control (50 mM Tris-HCL, pH 8 ผสมดวยกานามัยซิน ความเขมขน 

     50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

   : Negative control (50 mM Tris-HCL, pH 8) 

 แถวกลาง : Lipopeptide ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

   : Lipopeptide ความเขมขน 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 แถวลาง  : Lipopeptide ความเขมขน 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

   : Lipopeptide ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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 A ) รา C. glocosporioides    B ) รา F. moniliformis 

  

            
C ) รา F. proliferatum     D ) รา F. solani 

 

รูปท่ี 2 ความสามารถของสาร Lipopeptide ท่ีสกัดไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้ง

การเจริญของรากอโรคพืช 4 สายพันธุ ไดแก A) C. glocosporioides B) F. moniliformis C) F. 

proliferatum และ D) F. solani  โดยทําการแปรผันความเขมขนของสาร Lipopeptide ท่ีสกัดได 

 Positive control : Crude Extract (กอนสกัดดวย Methanol) 

 Negative control : 50 mM Tris-HCL, pH 8 

 Lipopeptide  : ความเขมขน 500, 700, 900 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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จากผลการทดลองพบวาสาร Lipopeptide ท่ีสกัดไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 

สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis โดยสามารถเห็นวงใสของการยับยั้ง

แบคทีเรียกอโรคพืชไดอยางชัดเจนตั้งแตความเขมขน 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นอกจากนี้เม่ือเพ่ิมความ

เขมขนของ Lipopeptide เปนความเขมขน 400 และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาขนาดของวงใสมี

ขนาดเพ่ิมมากข้ึนโดยแปรผันตามความเขมขนของ Lipopeptide ในขณะท่ีเม่ือทําการศึกษาความสามารถของ

สาร Lipopeptide ท่ีสกัดไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช

จํานวน 4 สายพันธุ ไดแก C. gloeosporioides F. moniliformis F. proliferatum และ F. solani โดยแปร

ความเขมขนของสาร Lipopeptide จากผลการทดลองพบวาสาร Lipopeptide ท่ีสกัดไดสามารถยับยั้งการ

เจริญของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุและเม่ือทําการแปรความเขมขนของสาร Lipopeptide พบวาการยับยั้ง

การเจริญของรากอโรคมีประสิทธิภาพมากข้ึน นอกจากนี้เม่ือทําการสังเกตความผิดปกติของเสนใยของรากอ

โรคพืชในตัวอยาง Lipopeptide เปรียบเทียบกับ control ท่ีมีการเติม 50 mM Tris-HCL, pH 8 พบวาเสนใย

ของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุมีความปกติ โดยบางสายพันธุจะมีการหงิกงอของเสนใย ทําใหไมสามารถเจริญ

ตอไปได ในขณะท่ีรากอโรคพืชบางสายพันธุเม่ือบมดวยสาร Lipopeptide พบวามีการโปงพองของปลายเสน

ใย ทําใหไมสามารถเจริญตอไปไดเชนเดียวกัน ซ่ึงผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 3A-3D 
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A ) รา C. glocosporioides  

                
 

B ) รา F. moniliformis  

                 
C ) รา F. proliferatum 

                 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 23 / 71 

 

 

D ) รา F. solani 

                
 

รูปท่ี 3 ลักษณะของเสนใยของรากอโรคพืช 4 สายพันธุ ไดแก A) C. glocosporioides B) F. moniliformis 

C) F. proliferatum และ D) F. solani ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 40X เปรียบเทียบระหวางกลุม 

control และกลุมท่ีมี Lipopeptide ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 ภาพซาย : เสนใยของรากอโรคพืชในกลุม control 

 ภาพขวา  : เสนใยของรากอโรคพืชในกลุมท่ีมี Lipopeptide ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัม

    ตอมิลลิลิตร 

 (ลูกศรชี้แสดงลักษณะท่ีผิดปกติของเสนใยรากอโรคพืช) 

 

 จากผลการศึกษาความสามารถเบื้องตนของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

และรากอโรคในพืช และคัดเลือกมา 1 สายพันธุในการสกัดสาร Lipopeptide พบวาสารสกัด Lipopeptide 

ท่ีสกัดไดจากไอโซเลท KUs6 สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอใหเกิดโรคพืช X. axonopodis และราท่ี

กอใหเกิดโรคพืชได C. glocosporioides, F. moniliformis, F. proliferatum และ F. solani ผลการศึกษา

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA พบวา เอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 มีความใกลเคยงกับ Bacillus  

amyloliquefaciens สายพันธุ PgBE240 (Accesion No. MH144310.1) โดยมีความคลายคลึงกัน 99% 

และสารสกัด Lipopeptide จะถูกทําใหบริสุทธิ์ และศึกษาข้ันตอนตอไป 
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การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 และความสามารถ

ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคและรากอโรคพืชของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิ 

จากการทดลองสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช 

โดยใชตัวทําละลายท้ังหมด 3 ชนิด ไดแก Ethylacetate Dichloromethane และ Butanol ท่ีสกัดจาก

อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ดวยวิธี Agar Diffusion สารท่ีสกัดไดจากตัวทําละลายท้ัง 3 

ชนิดจะมีการชั่งน้ําหนักและนํามาละลายดวยสารละลาย DMSO จากนั้นทําการแปรความเขมขนของสารสกัดท่ี

ไดใหมีความเขมขนเทากับ 500 1,000 5,000 และ 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และนํามาทดสอบกับ

แบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิท่ีสามารถ

ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis สามารถสกัดโดยใชตัวทําละลาย Butanol 

(รูปท่ี 4) และใหขนาดของวงใสท่ีความเขมขนของสารสกัด 5,000 และ 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เทากับ 

14 และ 22.33 มิลลิเมตร ตามลําดับ ในขณะท่ีความเขมขนของสารสกัด 500 และ 1,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ไมเกิดวงใสเกิดข้ึน นั่นแสดงใหเห็นวาท่ีความเขมขนดังกลาวไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

กอโรคพืชได (ตารางท่ี 4) เม่ือทําการเปรียบเทียบกับตัวทําละลายชนิดอ่ืนจะเห็นไดวาสารสกัดท่ีใชตัวทําละลาย

Ethylacetate และ Dichloromethane ในการสกัดสารยับยั้งแบคทีเรียกอโรคพืช พบวาไมเกิดวงใสเกิดข้ึน 

ในทุกความเขมขนของสารสกัด แสดงวาตัวทําละลาย Ethylacetate และ Dichloromethane ไมสามารถ

สกัดสารท่ียับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis ได ดังนั้นจึงไดทําการเลือกตัวทําละลาย 

Butanol เปนตัวทําละลายท่ีเหมาะสมในการสกัดสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช นอกจากนี้จึงได

นําสารสกัดท่ีไดจากตัวทําละลาย Butanol นํามายับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชตอไป 
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  (ก)                                                              (ข) 

           
        (ค) 

 
 

รูปท่ี 4 ความสามารถของสารสกัดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 โดยใชตัวทําละลาย 3 ชนิด ในการ

ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis ท่ีความเขมขน 500 1,000 5,000 และ 10,000 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

(ก) สารสกัดจากตัวทําละลาย Ethylacetate 

(ข) สารสกัดจากตัวทําละลาย Dichloromethane 

(ค) สารสกัดจากตัวทําละลาย Butanol  
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ตารางท่ี 4 ขนาดของวงใสท่ีวัดไดจากสารสกัดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis โดยใชตัวทําละลาย 3 ชนิด ไดแก Ethylacetate Dichloromethane 

และ Butanol ท่ีความเขมขน 500 1,000 5,000 และ 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

ตัวอยาง 
ขนาดของวงใส (มิลลิเมตร) 

จานเพาะเชื้อท่ี 1 จานเพาะเชื้อท่ี 2 จานเพาะเชื้อท่ี 3 ขนาดวงใสเฉล่ีย 

1. ตัวทําละลาย Ethylacetate 

  - ตัวควบคุมบวก* 

  - ตัวควบคุมลบ** 

  - ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 5,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

20 

- 

- 

- 

- 

- 

 

22 

- 

- 

- 

- 

- 

 

21 

- 

- 

- 

- 

- 

 

21 

- 

- 

- 

- 

- 

2. ตัวทําละลาย Dichloromethane 

  - ตัวควบคุมบวก* 

  - ตัวควบคุมลบ** 

  - ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 5,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

22 

- 

- 

- 

- 

- 

 

22 

- 

- 

- 

- 

- 

 

24 

- 

- 

- 

- 

- 

 

22.67 

- 

- 

- 

- 

- 

3. ตัวทําละลาย Butanol 

  - ตัวควบคุมบวก* 

  - ตัวควบคุมลบ** 

  - ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 5,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

22 

- 

- 

- 

15 

22 

 

24 

- 

- 

- 

14 

21 

 

25 

- 

- 

- 

13 

24 

 

23.67 

- 

- 

- 

14 

22.33 
* 
ตัวควบคุมบวก จะใชอาหาร NB ท่ีผสมสารละลาย 10% DMSO และยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

**ตัวควบคุมลบ จะใชอาหาร NB ท่ีผสมสารละลาย 10% DMSO 
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สําหรับการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุ 

ไดแก C. gloconosporioides F. monilifomis F. periferatum และ F. solani ไดทําการคัดเลือกสารสกัดท่ี

ไดจากตัวทําละลาย Butanol มายับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุ โดยใชวิธี Agar Diffusion 

จากนั้นนํามาสองดูลักษณะของเสนใยภายใตกลองจุลทรรศน ซ่ึงจากผลการทดลองพบวาสารสกัดท่ีไดจากตัว

ทําละลาย Butanol มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชไดจํานวน 3 สายพันธุ ไดแก C. 

gloconosporioides  F. monilifomis และ F. periferatum  โดยพบวาไมมีการเจริญของรากอโรคพืช 

ในขณะท่ีตัวควบคุมลบ (อาหาร NB) มีการเจริญของรากอโรคพืชอยางชัดเจน (รูปท่ี 5) อยางไรก็ตามไดมีการ

ทดลองประสิทธิภาพของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช F.solani แตเนื่องจากมีการเจริญของ

เชื้ออ่ืนเกิดข้ึน ทําใหไมสามารถมองเห็นประสิทธิภาพของสารสกัดอยางชัดเจน อยางไรก็ดี ผลการทดลอง

ขางตนพบวาสารสกัดท่ีไดจากตัวทําละลาย Butanol มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรา F. 

monilifomis และ F. periferatum  ซ่ึงเปนราท่ีอยูในจีนัสเดียวกันกับ F. solani ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวา

สารสกัดท่ีไดจากตัวทําละลาย Butanol นาจะมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรา F. solani ได

เชนเดียวกัน เม่ือทําการสองความผิดปกติของเสนใยของรากอโรคพืชภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเสนใยของ

รากอโรคพืชท่ีทดสอบดวยสารสกัดจากตัวทําละลาย Butanol มีความผิดปกติ โดยมีการหงิกงอของเสนใยและ

กระจุกอยูรวมกัน ทําใหไมสามารถเจริญเติบโตตอไปได เม่ือทําการเปรียบเทียบกับเสนใยท่ีทดสอบดวยอาหาร 

NB ท่ีผสม 10% DMSO พบวาเสนใยมีลักษณะการเจริญท่ีปกติคือมีลักษณะยืดยาว เปนเสนตรง ไมมีอาการ

หงิกงอหรือเปนกระจุก (รูปท่ี 6) 
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(ก) C. gloconosporioides     (ข) F. moniliformis 

               
 

(ค) F. periferatum 

      
 

รูปท่ี 5 ประสิทธิภาพจากสารสกัดท่ีไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 โดยใชตัวทําละลาย Butanol ในการ

ยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชบนจานเพาะเชื้อ 

 NB : อาหารเลี้ยงเชื้อ NB (ตัวควบคุมลบ) 

 Crude : อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 ท่ีผานการกรองดวยเมมเบรนขนาด 

   0.45 ไมโครเมตร  

 KUs6 : สารสกัดท่ีไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 โดยใชตัวทําละลาย Butanol  

   ความเขมขน 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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(ก) C. gloconosporioides  

            
   NB          สารสกัดจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 

(ข) F. moniliformis 

           
                             NB          สารสกัดจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 

 

รูปท่ี 6 ลักษณะความผิดปกติของเสนใยของรากอโรคพืชท่ีผานการทดสอบดวยสารสกัดท่ีไดจากเอนโดไฟท

แบคทีเรีย KUs6 โดยใชตัวทําละลาย Butanol เปรียบเทียบกับตัวควบคุมลบ (อาหารเลี้ยงเชื้อ NB)  
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(ค) F. periferatum 

         
   NB           สารสกัดจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 

 

รูปท่ี 6 ลักษณะความผิดปกติของเสนใยของรากอโรคพืชท่ีผานการทดสอบดวยสารสกัดท่ีไดจากเอนโดไฟท

แบคทีเรีย KUs6 โดยใชตัวทําละลาย Butanol เปรียบเทียบกับตัวควบคุมลบ (อาหารเลี้ยงเชื้อ NB) (ตอเนื่อง) 

 

การทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคพืชบนใบของตนถั่วเขียว 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียกอโรคพืชบนใบของตนถ่ัวเขียวและตรวจสอบการยับยั้งการเกิดโรคบนใบตนถ่ัวเขียว โดยเทียบลําดับ

การหยดของสารละลาย โดยตัวอยางแรกทําการหยดสารละลายเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลลเอนโด

ไฟทแบคทีเรียกอนตามดวยสารละลายแบคทีเรียกอโรคพืช จากผลการทดลองพบวาในกลุมของสารละลายเอน

โดไฟทแบคทีเรียมีพยาธิสภาพของการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวนอยกวากลุมท่ีหยดสารละลาย 1X PBS 

(รูปท่ี 7 ก และ ข) แสดงใหเห็นวาเฉพาะตัวอยางท่ีหยดดวยสารละลายเอนโดไฟทแบคทีเรียเทานั้นท่ีสามารถ

ในการยับยั้งการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวได ในขณะท่ีสารละลายท่ีใชในการแขวนลอยเอนโดไฟทแบคทีเรีย

ไมมีผลตอการยับยั้งการเกิดโรค จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวาการเกิดการยับยั้งการเกิดโรคบนใบของ

ตนถ่ัวเขียวนั้นเปนผลมาจากเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียโดยท่ีไมไดเก่ียวของกับสารละลายท่ีใชในการแขวนลอย 

ตอมาเม่ือพิจารณาเปรียบเทียบระหวางอาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียกับอาหารเลี้ยงเชื้อ NB พบวามี

พยาธิสภาพของการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวท่ีมากกวาอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากใน

ระหวางการเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย เซลลแบคทีเรียอาจมีการผลิตสารบางอยาง เชน เอนไซม กรด



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 31 / 71 

 

อินทรีย เปนตน ซ่ึงอาจมีผลตอเซลลของใบของตนถ่ัวเขียว จึงทําใหเกิดพยาธิสภาพท่ีมากกวาอาหารเลี้ยงเชื้อ 

NB (รูปท่ี 7 ค และ ง)  

 เม่ือทําการพิจารณาเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียกับอาหาร

เลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียว (รูปท่ี 7 ข และ ง) พบวา

สารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย พบพยาธิสภาพของโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวนอยกวาอาหารเลี้ยงเซลล

เอนโดไฟทแบคทีเรีย แสดงใหเห็นวาสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียมีความสามารถในการยับยั้งการเกิด

โรคไดดีกวาอาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย ดังนั้นจากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาในการยับยั้ง

การเกิดโรคของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis ดวยเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ควรใชเซลลเอนโด

ไฟทแบคทีเรียจะใหประสิทธิภาพดีกวาการใชอาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย 

 จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวโดยการหยดแบคทีเรีย

กอโรคพืช X. axonopodis กอนตามดวยการหยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลล

แบคทีเรีย พบวามีพยาธิสภาพของการเกิดโรคใกลเคียงกันระหวางสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/

อาหารเลี้ยงเซลลกับตัวควบคุมลบ (สารละลาย 1X PBS และอาหารเลี้ยงเชื้อ NB) นั่นแสดงใหเห็นวาเม่ือทํา

การหยดสารละลายเอนโดไฟทแบคทีเรีย หรือ อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย หลังจากการติดเชื้อ

แบคทีเรียกอโรคพืชแลวนั้นจะไมสามารถยับยั้งการเกิดโรคได (รูปท่ี 8 ก-ง) จากผลการทดลองสามารถสรุปได

วาเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 นั้นมีความสามารถในการปองกันการเกิดโรคท่ีมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียกอ

โรค X. axonopodis ไดดีกวาการรักษาพืชท่ีมีการติดเชื้อแบคทีเรียกอโรคนี้แลว ซ่ึงประโยชนท่ีไดจากการ

ทดลองนี้สามารถนําเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 นั้นนําไปพัฒนาเปนยาน้ําหรือปุยน้ําชีวภาพ นอกจากนี้

เนื่องจากเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 เปนแบคทีเรียท่ีอยูในสกุลของ Bacillus ซ่ึงแบคทีเรียในกลุมนี้

สามารถสรางสปอร เพ่ือใชสําหรับการสืบพันธุหรือเพ่ิมจํานวนในสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมได ดังนั้นอาจ

พัฒนาผลิตเปนสปอรอบแหง เพ่ือนํามาใชในการปองกันการเกิดโรคท่ีมีสาเหตุจากแบคทีเรีย X. axonopodis 

ได 
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(ก)      (ข)  

                                                               
 

(ค)                                                           (ง) 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

รูปท่ี 7 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียในการ

ยับยั้งการเกิดโรคบนใบตนถ่ัวเขียว โดยทําการหยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลล 

เอนโดไฟทแบคทีเรียกอนตามดวยหยดสารละลายเซลลแบคทีเรียกอโรคพืช 

(ก) หยดสารละลาย 1X PBS ตามดวยสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis 

(ข) หยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย Kus6 ตามดวยสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis 

(ค) หยดอาหาร NB ตามดวยสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis 

(ง) หยดอาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย Kus6 ตามดวยสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis 

หมายเหตุ บริเวณลูกศรชี้ คือ บริเวณท่ีเกิดพยาธิสภาพของโรค 
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(ก)  (ข) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ค)                                                             (ง) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 8 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียในการ

ยับยั้งการเกิดโรคบนใบตนถ่ัวเขียว โดยทําการหยดสารละลายเซลลแบคทีเรียกอโรคพืชกอนตามดวย

สารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย 

(ก) หยดสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis ตามดวยสารละลาย 1X PBS 

(ข) หยดสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis ตามดวยสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย Kus6 

(ค) หยดสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis ตามดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB 

(ง) หยดสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis ตามดวยอาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 

หมายเหตุ บริเวณลูกศรชี้ คือ บริเวณท่ีเกิดพยาธิสภาพของโรค 
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การทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับย้ังการเจริญของรากอโรคพืช

บนผิวเมล็ดถั่วเขียว 

 จากการศึกษาประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอ

โรคพืชบนเมล็ดถ่ัวเขียว โดยเปรียบเทียบระหวางสารละลาย 1x PBS และ/หรือสารละลายเซลลเอนโดไฟท

แบคทีเรีย KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 4 สายพันธุ ไดแก C. gloconosporioides, F. 

monilifomis, F. periferatum และ F. solani พบวาเม่ือบมเมล็ดถ่ัวเขียวดวยสารละลายเซลลเอนโดไฟท

แบคทีเรียตามดวยสปอรของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุ จะไมพบการงอกของสปอรหรือเสนใยของรากอโรค

พืชบนเมล็ดถ่ัวเขียวเม่ือบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 และ 5 วัน เม่ือเปรียบเทียบกับสารละลาย 1X PBS 

พบวามีการงอกของสปอรหรือเสนใยของรากอโรคพืชในราทุกสายพันธุ (รูปท่ี 9 ก-ง) ซ่ึงจากผลการทดลอง

แสดงใหเห็นวาสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 มีความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคของ

แบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis และการงอกของรากอโรคพืชหลายชนิด ไดแก C. gloconosporioides  

F. monilifomis  F. periferatum และ F. solani ดังนั้นเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 สามารถนําไป

พัฒนาและใชประโยชนในเกษตรกรรม เพ่ือลดการแพรระบาดของโรคพืชและเพ่ิมรายไดใหเกษตรกรไดอีกทาง

หนึ่ง 
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(ก) C. gloconosporioides   

 - วันท่ี 3 

                        
             1X PBS       สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 - วันท่ี 5 

                       
    1X PBS                                  สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

รูปท่ี 9 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

4 สายพันธุ ไดแก (ก) C. gloconosporioides (ข) F. monilifomis (ค) F. periferatum และ (ง) F. solani 

หลังจากบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 และ 5 วัน 
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 (ข) F. monilifomis    

- วันท่ี 3 

                      
             1X PBS        สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 - วันท่ี 5 

                     
    1X PBS                                  สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 

รูปท่ี 9 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

4 สายพันธุ ไดแก (ก) C. gloconosporioides (ข) F. monilifomis (ค) F. periferatum และ (ง) F. solani 

หลังจากบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 และ 5 วัน (ตอเนื่อง) 
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(ค) F. periferatum   

- วันท่ี 3 

                     
             1X PBS        สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 - วันท่ี 5 

                     
      1X PBS                                  สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 

รูปท่ี 9 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

4 สายพันธุ ไดแก (ก) C. gloconosporioides (ข) F. monilifomis (ค) F. periferatum และ (ง) F. solani 

หลังจากบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 และ 5 วัน (ตอเนื่อง) 
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 (ง) F. solani   

- วันท่ี 3 

                        
              1X PBS          สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 - วันท่ี 5 

                                 
      1X PBS                                    สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 

รูปท่ี 9 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

4 สายพันธุ ไดแก (ก) C. gloconosporioides (ข) F. monilifomis (ค) F. periferatum และ (ง) F. solani 

หลังจากบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 และ 5 วัน (ตอเนื่อง) 

 

 

 

 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 39 / 71 

 

อภิปราย / วิจารณ (Discussion) ผลการวิจัย 

การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช 

แบคทีเรียกอโรคพืชในจีนัส  Xanthomonas เปนแบคทีเรียท่ีมีความสําคัญ เนื่องจากเปนแบคทีเรียท่ี

เปนสาเหตุของการเกิดโรคในพืชไดประมาณ 400 ชนิด ซ่ึงลวนแลวแตเปนพืชทางเศรษฐกิจ เชน ขาว มะเขือ-

เทศ มะนาว กลวย กะหล่ําปลี พริกไทย รวมท้ังพืชตระกูลถ่ัว (Ryan et al., 2011; Puric et al., 2018) 

สําหรับในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis ซ่ึงแบคทีเรีย

สายพันธุชนิดดังกลาวสามารถทําใหเกิดโรคไดในพืช เชน ถ่ัวเหลือง (Athinuwat and Brooks, 2019) มะนาว 

(Zhao et al., 2019) มันสําปะหลัง (Liu et al., 2018) นอกจากนี้คณะผูวิจัยไดทําการศึกษาความสามารถใน

การยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช  ไดแก C. gloconosporioides F. miniliformis F. periferatum และ 

F. solani ซ่ึงราสายพันธุดังกลาวเปนสาเหตุท่ีกอใหเกิดโรคในพืชไดหลายชนิดเชนเดียวกัน เชน แอปเปล (Yan 

et al., 2018) ยางพารา (Liu et al., 2018) กลวย (Bubici et al., 2019) จึงเห็นไดวาแบคทีเรียและรากอโรค

พืชดังกลาวมีความสําคัญ เนื่องจากถามีการแพรกระจายของแบคทีเรียและรากอโรคพืชจะสรางความเสียหาย

ใหกับเกษตรกรผูเพาะปลูกและอาจจะเกิดการสูญเสียรายไดทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก 

ในปจจุบันวิธีท่ีนิยมใชในการยับยั้งการแพรกระจายของแบคทีเรียและรากอโรคพืช คือ การใชสารเคมี 

โดยวิธีการนี้สามารถปองกันการแพรกระจายของแบคทีเรียและรากอโรคพืชไดดีและนิยมใชในภาคเกษตรกรรม 

แตวิธีการดังกลาวมีขอเสียคือสารเคมีสวนใหญเปนพิษตอเกษตรกร เกิดการตกคางในสิ่งแวดลอม และยังสงผล

กระทบตอผูบริโภค (Sowanpreecha and Rerngsamran, 2018) การใชวิธีทางชีวภาพ (Biological 

control) เปนวิธีการหนึ่งท่ีปลอดภัย ไมมีสารตกคางในสิ่งแวดลอมและไมเปนอันตรายตอเกษตรกรและ

ผูบริโภค ในการปองกันแบคทีเรียและรากอโรคพืช (Sowanpreecha and Rerngsamran, 2018; Bubici et 

al., 2019) ปจจุบันมีการศึกษาพบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีเจริญอยูในพืชหลายชนิดสามารถสรางสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพท่ียับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช (Tan et al., 2015; Daungfu et al., 2019; 

Romero et al., 2019)  ดังนั้นในงานวิจัยสนใจในการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิในการยับยั้งการ

เจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืชของเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีเจริญอยูในตนมันสําปะหลัง โดยไดทําการสกัด

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสารละลายอินทรียท่ีมีความแตกตางกัน 3 ชนิด ไดแก Ethylacetate 

Dichloromethane และ Butanol โดยอาศัยความแตกตางของความมีข้ัวของสารละลายอินทรียแตละชนิดใน

การสกัด ซ่ึงจากการทดลองพบวาสารสกัดท่ีใชตัวทําละลาย Butanol มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียและรากอโรคพืช ในขณะท่ีตัวทําละลายชนิดอ่ืนไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรา

กอโรคพืชได โดยท่ัวไปสารละลายอินทรีย Butanol สามารถใชเปนตัวทําละลายในการสกัดสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพไดหลายชนิด เชน bacteriocin (De Giani et al., 2019) เปนตน นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยท่ีทําการ
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สกัดสารยับยั้งการเจริญของรา โดยใชตัวทําละลาย 4 ชนิด ไดแก Hexane, Ethylacetate 

Dichloromethane และ Butanol ซ่ึงผลการทดลองพบวาสารสกัดท่ีไดจากตัวทําละลาย Butanol ใหผลใน

การยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชไดดีท่ีสุด (Lahoum et al., 2016) ดังนั้นจากการทดลองนี้พบวาสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืชจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 สามารถ

สกัดออกจากอาหารเลี้ยงเซลลได โดยใช Butanol เปนตัวทําละลาย 

 

การทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืชบน

ใบและเมล็ดของถั่วเขียว 

การทดสอบความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดย

วิธี Agar Diffusion พบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค

พืชได จึงไดทําการทดลองทดสอบประสิทธิภาพของ สารละลายเซลล หรือ อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟท

แบคทีเรียในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดยใชใบของตนถ่ัวเขียวเปนตนแบบในการศึกษา ท้ัง

ในการปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียหรือการรักษาท่ีมีการติดแบคทีเรียดังกลาวแลว ผลการทดลองพบวา เม่ือทํา

การหยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียกอนตามดวยหยดสารละลายแบคทีเรีย X.axonopodis จะพบ

พยาธิสภาพในการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวไดนอยท่ีสุด ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยท่ีไดรายงานของ Li et 

al., (2008) ในการหยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจาก Euphorbia pulcherrima ใน

การควบคุมการเจริญของแบคทีเรียกอโรค X. axonopodis pv. Poinsettiicola โดยการหยดสารละลายเซลล

เอนโดไฟทแบคทีเรียตามดวยสารละลายแบคทีเรียกอโรค พบวาสารละลายเซลลของเอนโดไฟทแบคทีเรีย B. 

amyloliquefaciens สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค X. axonopodis ไดดีและมีประสิทธิภาพ 

นอกจากนี้ไดมีการคัดแยกเอนโดไฟทแบคทีเรียจากมะนาว และนํามาใชในการยับยั้งแบคทีเรีย X.citri ซ่ึงเปน

แบคทีเรียกอโรคในตนมะนาว พบวา เม่ือหยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย (Bacillus spp.) กอน ตาม

ดวยหยดสารละลายแบคทีเรีย X.citri จะพบพยาธิสภาพของโรคนอยท่ีสุด (Daungfu et al., 2019)  

สําหรับในกลุมการทดลองท่ีหยดสารละลายแบคทีเรียกอโรคพืช X.axonopodis จากนั้นตามดวย

สารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย หรือ อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย พบวาเกิดพยาธิสภาพของ

โรคไมแตกตางจากกลุมควบคุมท่ี (สารละลาย 1X PBS / อาหารเลี้ยงเชื้อ NB) แสดงใหเห็นวาเอนโดไฟท

แบคทีเรียสายพันธุ KUs6 มีความสามารถในการปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียกอโรค X.axonopodis ไดดีกวา

การรักษาตนพืชท่ีติดเชื้อแบคทีเรียแลว  

ดังนั้นจากผลการทดลองจะเห็นไดวาเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ควรนํามาใชในการปองกัน

กอนการติดเชื้อแบคทีเรียในพืชจะใหประสิทธิภาพสูงท่ีสุด  
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กรณีของการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชบนเมล็ดถ่ัวเขียว โดยบมเมล็ดถ่ัวเขียวดวยสารละลาย

เซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย จากนั้นบมดวยสารละลายสปอรของรากอโรคพืช เปรียบเทียบกับสารละลาย 1X 

PBS ท่ีใชสําหรับแขวนลอยสารละลายเซลลแบคทีเรีย จากผลการทดลองพบวาสารละลายเซลลเอนโดไฟท

แบคทีเรียมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชไดมีประสิทธิภาพดีกวาสารละลายท่ีใชในการ

แขวนลอยเซลลแบคทีเรีย ดังนั้นจะเห็นไดวาการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชเปนผลมาจากเซลลเอนโดไฟท

แบคทีเรีย โดยมีรายงานวิจัยไดทําการทดลองใชสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญ

ของรากอโรคพืชหลายชนิด เชน สารละลายเอนโดไฟทแบคทีเรีย B. tequilensis GYLH001 สามารถยับยั้ง

การเจริญของรากอโรคพืช Magnaporthe oryzae ท่ีเปนสาเหตุของโรคใบไหมของขาว (Li et al., 2018)

สารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย Pseudomonas protegens MP12 พบวามีความสามารถในการ

ยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชบนใบขององุนได (Andreolli  et al., 2019) นอกจากนี้สารละลายเซลล 

เอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ SCB-1 ท่ีสามารถผลิตสารในกลุม Lipopeptide ยบัยั้งการเจริญของรา F. 

oxysporum SC7.1  F. verticillioides SC8.1 และ Fusarium sp. SC9.1 ท่ีเจริญบนเมล็ดถ่ัวเขียวและเมล็ด

ถ่ัวเขียวสามารถเจริญตอไปได ซ่ึงเม่ือทําการจัดจําแนกแบคทีเรียเอนโดไฟทดังกลาวพบวาเปนแบคทีเรียในกลุม 

Bacillus (Hazarika  et al., 2019) จากผลการทดลองจะเห็นไดวาเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 มี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช นอกจากนี้เนื่องจากเม่ือทําการจัดจําแนก

เอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 พบวามีความคลายคลึงกับ B. amyloliquefaciens ซ่ึงโดยสวนใหญ

แบคทีเรียในกลุม Bacillus สามารถสรางสปอร เพ่ือใชในการสืบพันธุในสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมได ดังนั้น

จากขอมูลดังกลาวจึงมีความนาจะเปนในการผลิตปุยน้ําชีวภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 หรือผลิตสปอร

ของเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 อบแหง เพ่ือนําไปใชในภาคการเกษตรตอไป 
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การคัดแยกและศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียท่ีสรางเอนไซมเซลลูเลสจากดินท่ีปลูกมันสําปะหลัง 

มันสําปะหลัง Manihot esculenta (L.) Crantz ถูกจัดอยูในวงศ Euphorbiaceae มีชื่อสามัญ 

Cassava, Tapioca, Manioc, Mandioca หรือ Yuca และมีถ่ินกําเนิดในอเมริกาใต โดยมันสําปะหลังนั้นมี

การปลูกอยางแพรหลายท้ังในประเทศเขตรอนและก่ึงเขตรอนประมาณ 105 ประเทศท่ัวโลก มันสําปะหลังถูก

จัดใหเปนพืชเศรษฐกิจในศตวรรษท่ี 21 เนื่องจากเปนพืชท่ีเปนแหลงอาหารใหประชากรเกือบหนึ่งพันลานคน  

(Latif and Muller, 2014) ประเทศไทยเปนผูผลิตมันสําปะหลังเปนอันดับ 2 ของโลกรองจากประเทศไนจีเรีย 

แตเปนผูสงออกผลิตภัณฑมันสําปะหลังอันดับ 1 ของโลก เนื่องจากในทวีปแอฟริกาใชมันสําปะหลังเปนอาหาร

หลักเพ่ือบริโภคภายในประเทศประมาณ 90 เปอรเซ็นตของผลผลิตท้ังหมด โดยประเทศไทยมีสวนแบงทาง

การตลาดสําหรับการสงออกผลิตภัณฑแปรรูป ไดแก เสนมันสําปะหลัง, แปงมันสําปะหลัง และมันสําปะหลัง

อัดเม็ด ไปยังตลาดโลกประมาณ 70-80 เปอรเซ็นต ของปริมาณผลิตภัณฑมันสําปะหลังของโลก โดยมีจีนเปนคู

คารายใหญ (Hallam et al., 2013; Savelli et al., 2019)  

มันสําปะหลังสามารถปลูกไดในดินเกือบทุกชนิด ยกเวนดินเกลือ มีความทนทานตอสภาวะอากาศท่ี

แหงแลงไดดี  การปลูกและขยายพันธุทําไดงายและ มีตนทุนการผลิตไมสูง (มูลนิธิสถาบันพัฒนามันสําปะหลัง

แหงชาติ, 2550) แหลงปลูกมันสําปะหลังของประเทศไทย อันดับหนึ่ง คือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รองลงมา 

คือ ภาคกลาง และ ภาคเหนือ ในประเทศไทยมันสําปะหลังมีหลากหลายสายพันธุท่ีนิยมปลูก อาทิเชน 

เกษตรศาสตร 50 เปนพันธุลูกผสมระหวางระยอง 1 กับระยอง 90 สามารถปลูกไดท่ัวประเทศ หัวงอกดี 

ผลผลิตสูง ปริมาณแปงสูง หัวเปนกลุมขุดเก็บเก่ียวสะดวก ในชวงป 2545-2546 เปนพันธุท่ีนิยมมากท่ีสุดใน

ประเทศ (วิจารณ และคณะ, 2545), หวยบง 60 เปนพันธุผสมระหวางเกษตรศาสตร 50 และระยอง 5 มี

ผลผลิตหัวสดเฉลี่ยท่ีไดสูงกวาพันธุเกษตรศาสตร 50   และมีปริมาณแปงในหัวสูงกวาพันธุเกษตรศาสตร 50 

อยูเล็กนอย (มูลนิธิสถาบันพัฒนามันสําปะหลัง, 2558), พิรุณ 1 เปนลูกผสมระหวางพันธุหวยบง 60 และ 

พันธุหานาที ใหผลผลิตหัวสดสูง ตัดหัวงาย ใชปุยนอยกวาพันธุรับรองท่ัวไป (สถาบันการจัดการเทคโนโลยีและ

นวัตกรรมเกษตร)  

ในการวิเคราะหโครงสรางของตนมันสําปะหลังพบวามีเซลลูโลสประมาณ 36 เปอรเซ็นต เฮมิเซลลูโลส 

44 เปอรเซ็นต และลิกนิน 24 เปอรเซ็นต (Pattiya, 2011)  มันสําปะหลังโดยปกติจะมีการเก็บเก่ียว 8-12 

เดือนหลังการปลูก (กรมวิชาการเกษตร, 2537) สําหรับอายุการเก็บเก่ียวมันสําปะหลังอาจแตกตางไปจากนี้ได 

ข้ึนกับปจจัยอ่ืน ๆ เชน ราคามันสําปะหลังในทองตลาด, ความตองการใชเงินของเกษตรกร เปนตน เม่ือทําการ

เก็บเก่ียวสวนหัวไปแลวจะท้ิงสวนท่ีเหลือลงบนแปลง ไดแก ใบ, ลําตน และ เหงา ซ่ึงเปนวัสดุเหลือท้ิงทาง

เกษตรจํานวนมาก เกษตรกรยังคงไถกลบเขาไปผสมในแปลงสําหรับเตรียมการปลูกในรอบตอไป เพ่ือเปนการ
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ยอยสลายวัสดุเหลือทางการเกษตรโดยธรรมชาติโดยปกติจะมีการพักแปลงกอนลงปกทอนพันธุลงบนแปลง

ประมาณ 1 เดือน อยางไรก็ดีวัสดุเหลือท้ิงทางเกษตรดังกลาวใชเวลาท่ียอยสลายนาน ปจจุบันจึงไดมีการนํา

เทคโนโลยีทางชีวภาพ โดยกิจกรรมของจุลินทรียมาใชประโยชน เพ่ือชวยในการกระตุนการเจริญและเพ่ิม

จํานวนของจุลินทรียในดินเพ่ือทําหนาท่ียอยสลายไดดียิ่งข้ึน นอกจากนี้การเพ่ิมปริมาณหรือจํานวนจุลินทรียดิน

มีผลชวยลดปริมาณเชื้อสาเหตุโรคพืชบางชนิดไดนอยลง (กรมพัฒนาท่ีดินกระทรวงเกษตรและสหกรณ) 

ในรายงานนี้ไดเพ่ิมเติมเก่ียวกับ การคัดแยกและศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม

เซลลูเลสจากดินท่ีปลูกมันสําปะหลัง เซลลูเลส แบงตามหลักการทํางาน สามารถจําแนกไดเปน 3 กลุม ไดแก 

Endoglucanase หรือ Carboxy-methycellulase ซ่ึงจําเพาะตอซับสเตรตท่ีมีโครงสรางในลักษณะรูปรางไม

เปนระเบียบ เชน β-glucan carboxymethylcellulose จึงมีความจําเพาะตอซับสเตรต CMC (Carboxyl  

Methyl  Cellulose) Exoglucanase จําเพาะตอซับเสรตท่ีมีโครงสรางในลักษณะเรียงตัวเปนระเบียบ 

(crystalline cellulose) ไดแก Avicel, p-nitrophenyl-β-D-cellobioside และ Beta-glucosidase 

สามารถยอยซับสเตรต เชน cellobiose, p-nitrophenyl  glucoside (Arantes and Saddler, 2010)  

 

วิธีการดําเนินการวิจัย (Materials & Methods) 

แบคทีเรียบริสุทธิ์และศึกษาลักษณะสัณฐานของแบคทีเรียท่ีแยกได ไดแก สี ขนาด ลักษณะการเจริญ 

ขอบของโคโลนี จากตัวอยางดินบริเวณรากมันสําปะหลังจากศูนยวิจัยพืชไร จ.ระยอง 3 สายพันธุ ไดแก พันธุ

เกษตรศาสตร 50 , พันธุพิรุณ 1 และ พันธุหวยบง 60 ทุก  3 เดือน เปนเวลา 12 เดือน ไดนํามาคัดกรองและ

แยกแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลส ตามวิธีการดังนี้ 

 

1. คัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลส 

เข่ียโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดลงบนอาหารแข็งคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC agar :  

0.5 (w/v) % Carboxyl  Methyl Cellulose, 0.05 (w/v) % yeast extract, 0.1 (w/v) % KCl, 0.05 

(w/v) % MgSO4, 0.1 (w/v) % K2HPO4, 0.1 (w/v) % NaNO3, 1.5 (w/v) % agar)  บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส  โดยเท 1 % 

คองโกเรด 8 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็งท้ิง ไว 15 นาที ตามดวย 1 M โซเดียมคลอไรด 8 มิลลิลิตร ท้ิงไว 10 

นาที สังเกตโคโลนีท่ีเกิดบริเวณใส ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส  วัดขนาด

เสนผานศูนยกลางโคโลนี และบริเวณใสท่ีเกิดข้ึน 

นอกจากใช CMC เปนซับสเตรตแลว จะแทน CMC ดวย Avicel และ Cellobiose (Kiio et al., 

2016) มาศึกษาเซลลูเลสชนิดอ่ืน เนื่องจาก  Avicel เปนซับสเตรตท่ีจําเพาะตอการผลิตเอกโซกลูคาเนส และ  

Cellobiose เปนซับสเตรตท่ีจําเพาะตอการผลิตเบตา – กลูโคซิเดส เชนเดียวกับ CMC ท่ีเปนซับสเตรตท่ี

จําเพาะตอเอนโดกลูคาเนส 
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2. คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมในปริมาณสูง 

ทดสอบกิจกรรมเอนไซมคัดเลือกแบคทีเรียท่ีเกิดบริเวณใสบนซับสเตรต 2 ใน 3 ซับสเตรต หรือ 3 ใน 

3 ของซับสเตรต  Avicel , CMC และ Cellobiose โดยเลือกจุลินทรียท่ีสามารถสรางบริเวณใสไดดีท่ีสุดบน 

ซับสเตรตนั้น มาถายเชื้อลงในอาหารเหลวของซับสเตรตนั้น 5 มิลลิลิตร นําไปบมในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา 

(140 รอบ/ นาที) ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําเชื้อท่ีเจริญมา 1 มิลลิลิตร 

ปนเหวี่ยง ท่ี 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ท่ี อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสวนท่ีเปนสวนใสดานบน 

เก็บไวเปน crude enzyme ตอไป นํา crude enzyme ท่ีเก็บไวมา 250 ไมโครลิตร เติม 1 % (w/v) ซับส

เตรตใน 0.1 M โซเดียมอะซีเทต บัฟเฟอร  pH 5.5 250 ไมโครลติร  แลวนําไปบมท่ี อุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 5 นาที  เติม 625 ไมโครลิตร กรด-3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก เพ่ือวัดคาน้ําตาลรีดิวซ จากนั้น

นําไปตม 5 นาที และทําใหเย็น  นําไปวัดคาดูดกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  ดวยเครื่อง 

Microplate reader แลวนําคา OD ของตัวอยางไปลบกับคา OD ของ blank โดย blank คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ

เปลา จากนั้นนําผลตางท่ีได ไปเปรียบเทียบกับสมการท่ีไดจากกราฟมาตรฐานกลูโคส  โดย 1 หนวย กิจกรรม

เอนไซมมีคาเทากับปริมาณน้ําตาลท่ีลดลงไปหนึ่งโมลตอนาทีท่ี 65 องศาเซลเซียส 

 

Enzyme Unit Activity (Unit/mL) = 

                            ปริมาณของกลูโคส            x         1      x                   1 

        น้ําหนักมวลโมเลกุลของกลูโคส (180 กรัม/โมล)     5 นาที      ปริมาตรของเอนไซม (มิลลิลิตร) 

นําไปพิจารณารวมกับแบคทีเรียท่ีมีความสามารถผลิตเซลลูเลสไดในปริมาณท่ีสูง อัตราสวนมากกวา 4  

โดยคํานวณจากคา hydrolysis capacity (HC) จากขอ 1 รวมถึงคากิจกรรมเอนไซม ไปใชในการทดลองตอไป 

3. หาภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญจากไรมันสําปะหลังในการผลิตเซลลูเลสของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได

แปรผันอุณหภูมิและ pH ของจุลินทรียท่ีผลิตเซลลูเลสได 

หาภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียท่ีผลิตเซลลูเลสไดในปริมาณสูงจากดินบริเวณท่ีปลูกมันสําปะหลัง ซ่ึง

ผูวิจัยไดคัดเลือกมา 3 สายพันธุ ไดแก Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ 

Paenibacillus kribbensis โดยใช อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส นําโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียท่ีมี

ความสามารถในการผลิตเซลลูเลสในปริมาณสูงมาทดสอบในอาหารแข็ง Avicel, Cellobiose และ CMC ท่ี

ปรับ pH ในอาหารเปน 5, 6, 7 และ 8 นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เปน

เวลา 24 ชั่วโมง สังเกตบริเวณสวนใสท่ีเกิดข้ึน แลวทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตามขอ 1 
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4. ทดสอบความสามารถในการยอย Filter paper และ ใบมันสําปะหลังโดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได 

4.1 ทดสอบความสามารถในการยอย Filter paper โดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได 

  นําเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได   ไดแก   Bacillus  amyloliquefaciens,  Bacillus pumilus  และ  

Paenibacillus  kribbensis   มาเลี้ยงในอาหารเหลว   NB   ท่ี 140  รอบ/นาที ในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา ท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบ/นาที  เปนเวลา 20 

นาที  นําตะกอนของเชื้อท่ีไดละลายดวย  0.85% โซเดียมคลอไรด  เพ่ือปรับจํานวนของเชื้อใหไดเทากับ 106 

CFU/ml  จากนั้นนําเชื้อท่ีไดไปใสในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเหลว CFMM + 0.5% (w/v) CMC  ปริมาตร  5  

มิลลิลิตรและมี filter paper ขนาด 1.5 cm.* 1.5 cm. ท่ีทําการชั่งน้ําหนักแลวอยูในหลอดทดลอง   โดยมีการ

แบงชุดการทดลองเปน 8 การทดลอง (ตารางท่ี 5) ดังนี้ 

 

ตารางท่ี 5 กลุมการทดลองในการยอยสลาย Filter paper 

ชุดการ

ทดลอง 

อาหาร CFMM 

+ 0.5% (w/v) 

CMC   

Bacillus 

amyloliquefaciens 

106 CFU 

Bacillus 

pumilus 

106 CFU 

Paenibacillus 

kribbensis  

106 CFU 

filter 

paper 

2 ช้ิน 

ชุดควบคุม      

1      
2      
3      
4      
5      
6      
7      
 

บมในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา (140 รอบ/ นาที) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน เพ่ือ

ทดสอบการยอย filter paper โดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกในอาหารเหลว จากนั้นนํา filter paper ไปอบใหแหง 

ทําการชั่งน้ําหนัก และดูการเปลี่ยนแปลงของ filter paper ภายใตกลอง Scanning electron microscope 

(SEM) จากนั้นนําอาหาร CFMM ของแตละชุดการทดลองมา spread ลงบนอาหารแข็ง NA เพ่ือนับจํานวน

เชื้อท่ีเกิดข้ึนหลังการทดลอง ศึกษาโดยทําการทดลอง 3 ครั้งและแตละครั้งทํา 3 ซํ้า 
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4.2 ยอยสลายใบมันสําปะหลังโดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได  

นําดินจากบริเวณท่ีปลูกมันสําปะหลัง 2.5 กิโลกรัม มาอบท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง และนําใบมันปะหลัง มาอบใหแหงท่ี 65 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง จากนั้นแบงดินใสภาชนะทดลอง

กลองละ 100 กรัม นําเชื้อ Bacillus  amyloliquefaciens,  Bacillus pumilus  และ Paenibacillus 

kribbensis ในอาหารเหลว NB  บมในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา 150 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี 8000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที  นําตะกอนของเชื้อท่ีได

ละลายดวย 0.85% โซเดียมคลอไรด เพ่ือปรับจํานวนของเชื้อใหไดเทากับ  106  CFU/mL แลวใสลงไปในดิน 

คลุกเคลาใหเขากัน (ตามตารางท่ี 6) โดยใหดินมีความชื้นท่ี 30% (Devevre และคณะ, 2000) ดวยการนําดิน 

100 กรัมท่ีอบแหงแลวใสลงใน filter paper ท่ีพับเปนรูปกรวย คอย ๆ หยดน้ําลงไป ดูปริมาตรท่ีใสลงไป จน

ทําใหดินอ่ิมตัว แลวคํานวณกลับจนไดความชื้นท่ี 30% จากนั้นนําใบมันสําปะหลังท่ีอบแหงแลวนํามาตัดใหมี

ขนาดความยาว 10 เซนติเมตร ใสลงไปในดิน 1 ชิ้น   โดยใหดินปกคลุมใบมันสําปะหลังท้ังหมดโดยมีการแบง

ชุดการทดลองเปน 8 การทดลอง (ตารางท่ี 6) ดังนี้ 

 

ตารางท่ี 6 กลุมการทดลองในการยอยสลายใบมันสําปะหลัง 

 ชุดการ

ทดลอง 

 

ดิน  

100 กรัม 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

106 CFU 

Bacillus 

pumilus 

106 CFU 

Paenibacillus 

kribbensis  

106 CFU 

ใบมัน

สําปะหลัง 

1 ช้ิน 

ชุดควบคุม*  
    

1      
2      
3      
4      
5      
6      
7      

 * ใสโซเดียมคลอไรด 0.85% แทนปริมาตรเชื้อ  
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นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยทุก ๆ 4 วันจะมีการเติมน้ําลงไปเพ่ิม 50 % จากการ

คํานวณปริมาตรของน้ําดานบน เพ่ือเปนรักษาความชื้นในดิน จนครบ 28 วัน จากนั้น  

1) นําดินสงวิเคราะหคุณสมบัติของดิน โดยพารามิเตอรท่ีวิเคราะห ไดแก คา pH, คาการนําไฟฟา, 

ปริมาณอินทรียวัตถุในดิน, ปริมาณอินทรียคารบวนรวมในดิน และ ปริมาณ ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส, 

โพแทสเซียม, แคลเซียม และ แมกนีเซียมในดิน ท้ังหมด 9 พารามิเตอร ท่ีคณะสิ่งแวดลอมและทรัพยากร

ศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล  

2) นําดินท่ีเหลือมานับจํานวนเชื้อแบคทีเรียท้ังหมด (total count) จากดินท่ีใสใบมันสําปะหลัง โดย

นําไป spread ลงบนอาหารแข็ง NA เพ่ือดูอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย และ  

3) นําใบมันสําปะหลังไปศึกษาภายใตกลอง Scanning electron microscope (SEM) โดยทําการ

ทดลอง 3 ครั้งและแตละครั้งทํา 3 ซํ้า 

 

ผลการทดลอง 

จากการคัดแยกแบคทีเรียจากดินบริเวณรากมันสําปะหลัง 3 สายพันธุ จากศูนยวิจัยพืชไร จังหวัด

ระยอง เปนเวลา 12 เดือน บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA คัดเลือกลักษณะโคโลนีแตกตางกัน พบแบคทีเรียท่ีคัดแยก

ได จํานวนท้ังหมด 326 ไอโซเลท ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 7 

 

ตารางท่ี 7 จํานวนแบคทีเรียท่ีคัดแยกจากดินท่ีปลูกมันสําปะหลัง 3 สายพันธุ ทุก 3 เดือน 

 0 เดือน 3 เดือน 6 เดือน 9 เดือน 12 เดือน 

KU 50 - 81 24 28 21 

PR1 - - 49 27 21 

HB 60 7 - 23 24 21 

 

จากนั้นนําแบคทีเรียท่ีคัดแยกทุกไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการผลิตเซลลูเลสบนอาหารแข็ง 

CMC สังเกตโคโลนีท่ีเกิดบริเวณใส แลวคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสบนอาหารแข็ง 

CMC นําไปทดสอบในซับสเตรต Avicel และ Cellobiose ไดผลดังตารางท่ี 8 
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ตารางท่ี 8 จํานวนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลส 2 ใน 3 หรือ 3 ใน 3 ซับสเตรต 

 0 เดือน 3 เดือน 6 เดือน 9 เดือน 12 เดือน 

KU 50 - 27 5 11 5 

PR1 - - 15 7 8 

HB 60 2 - 2 2 3 

 

จากผลในตารางเห็นไดวาแบคทีเรียท่ีสรางสวนใสไดกวาง จะสามารถสรางไดในทุกสับสเตรต จึงได

คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีการสรางสวนใสในบริเวณกวางมาท้ังหมด 3 ไอโซเลท ไดแก PR1-P15 (6 เดือน), PR1-

N9 (6 เดือน) และ HT-P9 (6 เดือน) เพ่ือทําการทดลองตอไป และจากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด 16S 

rDNA พบวาแบคทีเรีย 3 ไอโซเลทท่ีคัดเลือกมีความคลายคลึงกลับ Paenibacillus kribbensis, Bacillus 

amyloliquefaciens และ  Bacillus pumilus ตามลําดับ (ตารางท่ี 9) 

 

ตารางท่ี 9 สายพันธุเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีคัดแยกได   

ไอโซเลท สายพันธุ Accession no. Identities 

PR1-P15 (6 เดือน) Paenibacillus kribbensis NR025169.1 99% 

PR1-N9 (6 เดือน) Bacillus amyloliquefaciens KM091696.1 99% 

HT-P9 (6 เดือน) Bacillus pumilus KJ888102.1 99% 

 

จากนั้นนําท้ัง 3 สายพันธุนี้หาภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียท่ีผลิตเซลลูเลสไดในปริมาณสูงจากดนิ

บริเวณท่ีปลูกมันสําปะหลัง ท่ี อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส นําโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียท่ีมี

ความสามารถในการผลิตเซลลูเลสในปริมาณสูงมาทดสอบในอาหารแข็ง Avicel, Cellobiose และ CMC ท่ี

ปรับ pH ในอาหารเปน 5,6,7 และ 8 นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เปนเวลา 

24 ชั่วโมง สังเกตบริเวณสวนใสท่ีเกิดข้ึน แลวทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส ไดผลดังตาราง

ท่ี 10-12 ดังนี้ 
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ตารางท่ี 10 ลักษณะวงใสท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 

จากตารางท่ี 10 แสดงใหเห็นวา Bacillus amyloliquefaciens มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในสับสเตรต 

Cellobiose และ CMC ในสวนของ Bacillus pumilus นั้นเห็นสวนใสท่ีชัดเจนในสับสเตรต CMC และ 

Paenibacillus kribbensis เห็นสวนใสเล็กนอยรอบโคโลนีในสับสเตรต Cellobiose 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

   

Cellobiose 

   

CMC 
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ตารางท่ี 11 ลักษณะวงใสท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 

จากตารางท่ี 11 แสดงใหเห็นวา Bacillus amyloliquefaciens มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในสับสเตรต 

Cellobiose และ CMC ในสวนของ Bacillus pumilus นั้นเห็นสวนใสท่ีชัดเจนในสับสเตรต CMC และ 

Paenibacillus kribbensis เปนเชื้อท่ีสามารถสรางสวนใสไดชัดเจนท่ีสุดในท้ัง 3 สับเสตรต ซ่ึงในสับสเตรต 

CMC มีอัตราสวนของการเกิดสวนใสและโคโลนีมากท่ีสุดใน 3 อุณหภูมิ 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

   

Cellobiose 

   

CMC 
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ตารางท่ี 12 ลักษณะวงใสท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

จากตารางท่ี 12 แสดงใหเห็นวา Bacillus amyloliquefaciens มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในสับสเตรต 

Cellobiose และ CMC ซ่ึงในสับสเตรต CMC เห็นสวนใสไดชัดเจนท่ีสุด ในสวนของ Bacillus pumilus นั้น

เห็นสวนใสท่ีชัดเจนในสับสเตรต CMC และ Paenibacillus kribbensis สามารถเห็นสวนใสไดชัดเจนท่ีสุดใน

สับสเตรต CMC 

 

จากการแปรผันอุณหภูมิ เม่ือทําการเปรียบเทียบกันแลวจะเห็นไดวา Bacillus amyloliquefaciens,   

Bacillus pumilus และ Paenibacillus kribbensis ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสมีการเจริญและสามารถ

สรางสวนใสไดไดไมเทียบเทากับท่ีเจริญในอุณหภูมิ 37 และ 40 องศาเซลเซียส จึงนําอุณหภูมิท่ี 37 และ 40 

มาวิเคราะหคาทางสถิติดวยโปรแกรม Graphpad prism 8.0.1 พบวา ในสับสเตรต Avicel และ CMC มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 0.05 ในขณะท่ีสับสเตรต Cellobiose ไมพบความแตกตางอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 0.05 เม่ือไดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมแลว นํามาทดสอบบนอาหารท่ีมีการ

ปรับ pH เปน 5, 6, 7, 8 โดยมีซับสเตรต Avicel, Cellobiose และ CMC บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

   

Cellobiose 

   

CMC 
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เม่ือนํามาทดสอบตอในอาหารแข็ง Avicel, Cellobiose และ CMC ท่ีปรับ pH ในอาหารเปน 5, 6, 7 

และ 8 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตบริเวณสวนใสท่ีเกิดข้ึน แลวทดสอบ

ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส ไดผลดังตารางท่ี 13-16 นี้  

 

ตารางท่ี 13 ลักษณะวงใสบนอาหารท่ีมีการปรับเปน pH 5 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

 

 

 

 

 

  

Cellobiose 

 

 

 

 

 

  

CMC 

 

 

 

 

 

  

 

จากตารางท่ี 13 แสดงใหเห็นวา Paenibacillus kribbensis  มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในทุกสับสเตรต 

ในขณะท่ี Bacillus amyloliquefaciens เห็นสวนใสไดเล็กนอยรอบโคโลนีในสับเสตรต Cellobiose และเห็น

คอนขางชัดเจนในสับสเตรต CMC สวน Bacillus pumilus นั้นเห็นสวนใสท่ีชัดเจนในสับสเตรต CMC  
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ตารางท่ี 14 ลักษณะวงใสบนอาหารท่ีมีการปรับเปน pH 6 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

 

 

 

 

 

 

 

Cellobiose 

 

 

 

 

 

  

CMC 

 

 

 

 

 

  

 

จากตารางท่ี 14  Bacillus amyloliquefaciens และ Paenibacillus kribbensis  มีสวนใสท่ีเห็น

ไดชัดเจนในสับสเตรต CMC และเห็นสวนใสเล็กนอยในสับสเตรต Cellobiose  สวน Bacillus pumilus เห็น

สวนใสไดคอนขางชัดเจนในสับสเตรต Cellobiose และ CMC 
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ตารางท่ี 15 ลักษณะวงใสบนอาหารท่ีมีการปรับเปน pH 7 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

 

 

 

 

 

 

 

Cellobiose 
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จากตารางท่ี 15 แสดงใหเห็นวา Paenibacillus kribbensis มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในสับสเตรต 

Cellobiose และ CMC สวนสับสเตรต Avicel เห็นเปนสวนใสเล็กนอยรอบโคโลนี ในขณะท่ี Bacillus 

amyloliquefaciens เห็นสวนใสไดเล็กนอยรอบโคโลนีในสับเสตรต Cellobiose และเห็นคอนขางชัดเจนใน

สับสเตรต CMC สวน Bacillus pumilus นั้นเห็นสวนใสท่ีชัดเจนในทุกสับสเตรต 
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ตารางท่ี 16 ลักษณะวงใสบนอาหารท่ีมีการปรับเปน pH 8 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

 

 

 

 

 

 

 

Cellobiose 

 

 

 

 

 

  

CMC 

 

 

 

 

 

  

 

จากตารางท่ี 16 Paenibacillus kribbensis  มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในสับสเตรต CMC และเห็น

เปนสวนใสเล็กนอยในสับสเตรต Avicel สวนของ Bacillus amyloliquefaciens เห็นสวนใสไดเล็กนอยรอบ

โคโลนีในสับเสตรต Cellobiose และเห็นคอนขางชัดเจนในสับสเตรต CMC สวน Bacillus pumilus นั้นเห็น

สวนใสท่ีชัดเจนในสับสเตรต Cellobiose และ CMC. 

จากการแปรผัน pH เม่ือสังเกตและนํามาเทียบกัน พบวาท่ี pH 7 เกิดการสรางสวนใสท่ีคอนขาง

ชัดเจน สามารถเห็นไดเกือบทุกสับสเตรต เม่ือนํามาวิเคราะหคาทางสถิติดวยโปรแกรม Graphpad prism 

8.0.1 พบวาในสับสเตรต Avicel การแปรผันของ pH ไมพบความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความ

เชื่อม่ัน 0.05 ในขณะท่ี สับสเตรต Cellobiose และ CMC การแปรผันของ pH มีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 0.05. 
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เม่ือไดภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเซลลูเลสในปริมาณท่ีสูงแลว นําเชื้อท้ัง 3 สายพันธุ มาเลี้ยงในตูบม

เพาะเชื้อแบบเขยา (140 รอบ/ นาที) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน เพ่ือทดสอบการยอย 

filter paper โดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกในอาหารเหลว ไดผลดังตารางท่ี 17 

 

ตารางท่ี 17 จํานวนเชื้อและน้ําหนักของ Filter paper ท่ีเปลี่ยนแปลงไปหลังการบม 30 วัน 

ชนิดของ

แบคทีเรีย 

จํานวนเช้ือ (CFU/ml) น้ําหนัก filter paper (กรัม) 

0 วัน 30 วัน 0 วัน 0 วัน 30 วัน 30 วัน 

control - ND .0216 .0220 .0216 .0220 

A 5*106 1.6*106 .0218 .0217 .0212 .0209 

Pu 6.9*106 106 .0208 .0209 .0209 .0209 

Pae 106 106 .0212 .0220 .0212 .0213 

A + Pu 
5*106 (A) + 

6.9*106 (Pu) 

2*106 (A) +  

5*106 (Pu) 
.0209 .0208 .0207 .0202 

A + Pae 
5*106 (A) + 

106 (Pae) 
5*105 (A) .0215 .0214 .0210 .0208 

Pu + Pae 
6.9*106 (Pu) 

+ 106 (Pae) 

2*106 (Pu) + 

2*106 (Pae) 
.0201 .0221 .0200 .0212 

All* 

5*106 (A) + 

6.9*106 (Pu) 

+ 106(Pae) 

106 (A) + 

5*105 (Pu) 

+ 105 (Pae) 

.0214 .0210 .0212 .0208 

 

จากผลในตารางท่ี 17 จะเห็นไดวาเม่ือผานไป 30 วัน จํานวนเชื้อแบคทีเรียในแตละการทดลองลดลง

ในขณะท่ีน้ําหนักของ Filter paper มีการลดลงบางเล็กนอย เม่ือเทียบกับท่ี 0 วัน เพ่ือศึกษาดูความ

เปลี่ยนแปลงของ Filter paper เพ่ิมเติม นํา Filter paper ไปสองภายใตกลอง Scanning Electron 

Microscope (SEM)  กําลังขยาย 200,000 เทา (รูปท่ี11) 
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         Control       B. amyloliquefaciens                 B. pumilus     Paenibacillus kribbensis 

 

 

 

 

 

B. amyloliquefaciens +     B. amyloliquefaciens +             B. pumilus +    B. amyloliquefaciens +   

B. pumilus    Paenibacillus kribbensis    Paenibacillus kribbensis  B. pumilus + 

            Paenibacillus kribbensis 

 

 

 

 

รูปท่ี 10 Filter paper ท่ีเลี้ยงกับแบคทีเรียระยะเวลา 30 วัน 

 

          Control      B. amyloliquefaciens            B. pumilus    Paenibacillus kribbensis 

 
 

B. amyloliquefaciens +     B. amyloliquefaciens +             B. pumilus +    B. amyloliquefaciens +   

B. pumilus    Paenibacillus kribbensis    Paenibacillus kribbensis  B. pumilus + 

            Paenibacillus kribbensis 

 
 

รูปท่ี 11  Filter paper ท่ีเลี้ยงกับแบคทีเรียระยะเวลา 30 วันภายใตกลอง SEM 
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จากรูปท่ี 10 จะเห็นไดวา ลักษณะทางภายนอกของ Filter paper ไมพบความแตกตางกัน แตเม่ือ

นําไปสองภายใตกลอง SEM พบวา สภาพเสนใยของ Filter Paper ท่ีเลี้ยงกับแบคทีเรีย Paenibacillus 

kribbensis และ Bacillus  amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis มีการเสียสภาพบางสวน 

เม่ือเทียบกับ Control ซ่ึงสอดคลองกันกับน้ําหนักของ filter paper ท่ีลดลง (ตารางท่ี 17) สําหรับผลการ

ทดลองการยอยใบมันสําปะหลัง และผลวิเคราะหคุณสมบัติของดิน ท่ีคณะสิ่งแวดลอมและทรัพยากรศาสตร 

มหาวิทยาลัยมหิดล อยูระหวางการดําเนินการ 

อภิปราย / วิจารณ (Discussion) ผลการวิจัย 

แบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากดินท่ีมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสในงานวิจัยนี้มีมากมายหลากหลาย

สายพันธุ เชน  Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Paenibacillus kribbensis, Bacillus 

subtilis และ Bacillus cereus เปนตน ซ่ึงพบวามีความคลายคลึงกับงานวิจัยอ่ืน อาทิเชน งานวิจัยของ 

Korpole et al., (2011) คัดแยก Bacillus pumilus ไดจากดินในประเทศอินเดีย และ Kim et al., (2012) 

แยกแบคทีเรียจากดินในแปลงการเกษตร ประเทศเกาหลี พบ Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, 

Bacillus subtilis, Bacillus amylolicheniformis ท่ีสามารถผลิตเซลลูเลสได ในข้ันตอนแรกของงานวิจัยนี้

จึงศึกษาความสามารถในการผลิตเซลลูเลสจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกได นํามาทดสอบการยอยใน 3 สับสเตรต 

ไดแก Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC คัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถยอยสับสเตรตได 2 ใน 3 หรือ 3 ใน 3 

สับสเตรต ดีท่ีสุด 3 สายพันธุ นั่นคือ KU50-N44 รอบ 3 เดือน, HT-N10 รอบ 6 เดือน และ PR1-P15 รอบ 6 

เดือน ซ่ึงท้ัง 3 สายพันธุนี้สามารถยอยไดท้ัง 3 สับสเตรต หลังจากนําไปเทียบลําดับนิวคลีโอไทดแลว พบวา 

แบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ คือ  Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ Paenibacillus 

kribbensis ตามลําดับ จากการทดสอบบนอาหารแข็งท้ัง 3 สับสเตรต จะพบวา บนสับสเตรต Avicel จะไม

คอยพบการเปลี่ยนแปลงมากนัก เนื่องจากโดยปกติแลวเอกโซกลูคาเนสจะทํางานรวมกับเอนโดกลูคาเนส (รุสนี

, 2552) 

แบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุท่ีเปนเชื้อเดี่ยวนั้น ไดแก Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 

pumilus และ Paenibacillus kribbensis เม่ือนําไปทดสอบการยอยใน filter paper แลวพบวาสามารถยอย

สลาย filter paper ไดบางสวน ซ่ึงใน Paenibacillus kribbensis สามารถยอยไดดีท่ีท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบ

กับเชื้อเดี่ยว จะเห็นไดวาเชื้อผสม Bacillus amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis มีการยอย

สลายไดดีรองลงมา ตามดวย Bacillus pumilus + Paenibacillus kribbensis ตามลําดับ การใชแบคทีเรีย

ผสมท่ีมีคุณสมบัติท่ีแตกตางกันของแตละแบคทีเรีย อาจจะชวยสงเสริมและเพ่ิมประสิทธิ ภาพในการยอยสลาย

เซลลูโลสเพ่ิมข้ึนได (Abdel-Rahman et al., 2016; Akhtar et al., 2013) 
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สรุปและเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัย 

ตารางสรุปผลการดําเนินการ :  

ท่ี กิจกรรม ผลผลิต ตัวชี้วัด / จํานวน 

1 ศึกษาและแยกเชื้อเอนโด

ไฟทท่ีมีประสิทธิภาพใน

การสรางสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ และเชื้อเอนโด

ไฟทท่ีมีประโยชนตอการ

เจริญของมันสําปะหลัง 

สารยับยั้งเชื้อจุลชีพท่ีกอโรคใน

มนุษยและพืช 

สารยับยั้งเชื้อจุลชีพท่ีกอโรคในมนุษย 

27 ไอโซเลท และพืช 11 ไอโซเลท 

2 แยกสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพและศึกษา

โครงสรางสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพ 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ทําการแยกสารยับยั้งเชื้อจุลชีพท่ีกอ

พืชอยางหยาบได 

3 วิธีการทดสอบและวิธีการ

ทดลองในการทดสอบสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพใน in 

vitro และ in vivo 

ตนแบบและวิธีการทดลองใน

การทดสอบสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพใน in vitro และ in 

vivo 

ตนแบบและวิธีการทดลองในการ

ทดสอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใน 

in vitro และ in vivo 

4 ศึกษาลักษณะสมบัติของ

แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม

เซลลูเลสจากดินท่ีปลูกมัน

สําปะหลัง 

แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม 

เซลลูเลส 

แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซมเซลลูเลส 

5 ทดสอบความสามารถใน

การยอย filter paper 

และใบมันสําปะหลังของ

แบคทีเรียท่ีแยกได 

แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม 

เซลลูเลส 

แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม 

เซลลูเลสยอย filter paper และ ใบ

มันสําปะหลัง 
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ประวัตินักวิจัยและคณะผูรวมวิจัย 

หัวหนาโครงการวิจัย 

1. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)  วันชัย  อัศวลาภสกุล 

2. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Wanchai  Assavalapsakul 

3. ตําแหนงปจจุบัน รองศาสตราจารย 

4. หนวยงานและสถานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก 

 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 254 ถนนพญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 

โทรศัพท 0-2218-5096  โทรศัพทมือถือ 08-8245-4159 

โทรสาร 0-2252-7576  E-mail: wanchai.a@chula.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ ระดับ

ปริญญา 

สาขาวิชา สถาบันการศึกษา ประเทศ 

2538-

2541 

ตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต 

(พันธุศาสตร) เกียรตินิยม 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

ไทย 

2542-

2547 

เอก ปรัชญาดุษฎีบัณฑิต 

(อณูพันธุศาสตรและ 

พันธุวิศวกรรมศาสตร) 

มหาวิทยาลัยมหิดล ไทย 

2548-

2551 

โท วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

(การบริหารเทคโนโลยี) 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ไทย 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 เทคนิคตาง ๆ ในทางจุลชีววิทยา อาทิเชน การแยกเชื้อจุลินทรียท้ังแบคทีเรีย และรา การเพาะเลี้ยงใน

อาหารท่ีจําเพาะ การศึกษาสมบัติตาง ๆ ของจุลินทรีย เปนตน 

เทคนิคทางชีววิทยาศาสตรโมเลกุล อาทิเชน การโคลน แสดงออก การทําใหบริสุทธิ์ และศึกษาสมบัติ

ของโปรตีนตาง ๆ โดยเฉพาะโปรตีนท่ีเก่ียวของกับการติดเชื้อของไวรัส ท้ังของเซลลเจาบาน และเชื้อไวรัส, 

การเพาะเลี้ยงเซลลปฐมภูมิตอมน้ําเหลืองจากกุง, การประยุกตกลไกการ RNA interference มาใชในการ

ยับยั้งการแสดงออกของยีนตอเซลลเจาบาน และเชื้อไวรัสท่ีกอใหเกิดโรคในกุง 
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ผูรวมวิจัยทานท่ี 1 

1. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)  กนกพร  ไตรวิทยากร 

2. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Kanokporn Triwitayakorn 

3. ตําแหนงปจจุบัน รองศาสตราจารย 

4. หนวยงานและสถานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก 

สถาบันชีววิทยาศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา 

ถนนพุทธมณฑลสาย 4 ตําบลศาลายา อําเภอพุทธมณฑล  นครปฐม  73170 

โทรศัพท  0-2441-9003-6 ตอ 1368 โทรศัพทมือถือ 08-9155-8964 

โทรสาร 0-2441-9906   E-mail:  kanokporn.tri@mahidol.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ ระดับ

ปริญญา 

สาขาวิชา สถาบันการศึกษา ประเทศ 

2530-

2534 

ตรี เทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน ไทย 

2534-

2536 

โท วิทยาศาสตรสิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ไทย 

2540-

2545 

เอก Plant Biology 

(Molecular 

Biotechnology and 

Genetics) 

Southern Illinois 

University at 

Carbondale 

USA 

 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 Molecular biology and genetics, Molecular marker and genome mapping, Gene 

expression 
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ผูรวมวิจัยทานท่ี 2 

1. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)  ศุภจิต  สระเพชร 

2. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Supajit  Sraphet 

3. ตําแหนงปจจุบัน นักวิจัย 

4. หนวยงานและสถานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก 

สถาบันชีววิทยาศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา 

ถนนพุทธมณฑลสาย 4 ตําบลศาลายา อําเภอพุทธมณฑล  นครปฐม  73170 

โทรศัพท  0-2441-9003-6 ตอ 1368 โทรศัพทมือถือ 08-5171-8570 

โทรสาร 0-2441-9906   E-mail:  supajit.sra@mahidol.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ ระดับ

ปริญญา 

สาขาวิชา สถาบันการศึกษา ประเ

ทศ 

2541-

2545 

ตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต 

(ชีววิทยา) 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ไทย 

2545-

2547 

โท วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต

(อณูพันธุศาสตรและ 

พันธุวิศวกรรมศาสตร) 

มหาวิทยาลัยมหิดล ไทย 

2549-

2554 

เอก ปริญญาดุษฎีบัณฑิต  

(อณูพันธุศาสตรและ 

พันธุวิศวกรรมศาสตร) 

มหาวิทยาลัยมหิดล ไทย 

 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

Genomics, Molecular genetics 
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ผูรวมวิจัยทานท่ี 3 

1. ชื่อ- นามสกุล(ภาษาไทย)  ณัฐพล อภิรติกุล 

2. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Nuttapon Apiratikul 

3. ตําแหนงปจจุบัน อาจารย 

4. หนวยงานและสถานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร  

114 ซอยสุขุมวิท 23 เขตวัฒนา กรุงเทพมหานคร 10110 

โทรศัพท -  โทรศัพทมือถือ 087-673-8238 

โทรสาร  -  E-mail:  nuttapona@g.swu.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ ระดับ

ปริญญา 

สาขาวิชา สถาบันการศึกษา ประเทศ 

2544-

2547 

ตรี เคมี มหาวิทยาลัยรามคําแหง ไทย 

2548-

2550 

โท เคมีประยุกต มหาวิทยาลัยรามคําแหง ไทย 

2551-

2555 

เอก เคมีประยุกต มหาวิทยาลัยรามคําแหง ไทย 

 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 Organic chemistry, Natural products 
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ผูรวมวิจัยทานท่ี 4 

1. ชื่อ- นามสกุล(ภาษาไทย)  วัฒนชัย จําปาทอง 

2. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Watthanachai  Jumpathong 

3. ตําแหนงปจจุบัน อาจารย 

4. หนวยงานและสถานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

โทรศัพท 053943341-5 โทรศัพทมือถือ 094-869-2784 

โทรสาร -  E-mail:  watthanachai.j@cmu.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ ระดับ

ปริญญา 

สาขาวิชา สถาบันการศึกษา ประเทศ 

2551 ตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต (เคมี) มหาวิทยลัยเกษตรศาสตร ไทย 

2557 โท-เอก Biological Engineering 

(Applied Biosciences) 

Massachusettes Institute 

of Technology (MIT) 

อเมริกา 

 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

Organic synthesis, Natural products, Bioanalytical techniques, HPLC separation, mass 

spectrometry 
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5.อุปสรรคในการดําเนินงานและแนวทางแกไข 

1. นิสิตรวมวิจัยมีปญหาทางบานและหยุดการวิจัยไปตั้งแตเดือนธันวาคม 2560 จนถึงปลายมีนาคม 2561 

แมวาไดดําเนินการตามนิสิตกลับเขามารายงานตัว และสอบถามถึงปญหาทางบานของนิสิตท่ีเกิดข้ึน นิสิตแจง

วาจะลงทะเบียนการศึกษาภาคตน ปการศึกษา 2561 และเขามาทํางานวิจัยตอใหเรียบรอย อยางไรก็ดี พบวา

นิสิตไดลงทะเบียนการศึกษาภาคตน ปการศึกษา 2561 ไว แตนิสิตไมไดเขามาทําการวิจัยแตอยางใด เม่ือ

สอบถามไป พบวา นิสิตแจงวามีปญหาทางบานอ่ืน ๆ อีก นอกจากนี้นิสิตไดลงทะเบียนการศึกษาภาคปลาย ป

การศึกษา 2561 เชนกัน และไดทําการติดตามนิสิตแลว แตไมสามารถติดตอไดทุกทาง ทําใหงานบางสวน

ดําเนินการไดชากวากําหนด และยังคงอยูในระหวางการดําเนินการ 

 

2. ไมมีนิสิตท่ีจะเขารวมวิจัยเพ่ิมเติม เพ่ือศึกษาสมบัติทางชีวภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของแบคทีเรีย

เอนโดไฟทท่ีแยกได ซ่ึงมีจํานวนมาก ซ่ึงทางคณะผูวิจัยพยายามหานิสิต/นักศึกษา มาชวยงานเพ่ิมเติม แตทวา

นิสิตท่ีเขาเรียนตอในระดับชั้นมหาบัณฑิตและดุษฎีบัณฑิต มีจํานวนลดลง ซ่ึงปการศึกษา 2562 มีนิสิตท่ีเขา

ศึกษาท่ีหลักสูตรจุลชีววิทยาและเทคโนโลยีจุลินทรีย ไมเกิน 4 คน 

 

 

 

       (รองศาสตราจารย ดร.วันชัย  อัศวลาภสกุล) 

           หัวหนาโครงการวิจัย 

                7  สิงหาคม 2562 
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