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หัวข้อวิทยานิพนธ์ การผลิต indole-3-acetic acid โดยราเอนโดไฟทส์กุล
Colletotrichum ท่ีแยกไดจ้ากตน้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้  
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บทคัดย่อ 

 ท าการคดัแยกราเอนโดไฟท์จากต้นกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิก้าและประเมินศกัยภาพของรา           
เอนโดไฟท์ท่ีคดัเลือกเพื่อส่งเสริมการเจริญของพืช ราเอนโดไฟท์ทั้งหมดจ านวน 518 ไอโซเลต แยก
ไดจ้ากเน้ือเยือ่ตวัอยา่งใบและกา้นของกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้จ านวน 400 ช้ิน ซ่ึงราเอนโดไฟทท่ี์แยก
ไดจ้  าแนกออกเป็น 39 กลุ่ม ราเอนโดไฟทส์กุลเด่น คือ Colletotrichum และ Xylaria   

 การคดักรองราเอนโดไฟทท่ี์สามารถผลิต IAA พบวา่ ราเอนโดไฟทจ์ านวน 5 ไอโซเลต จาก
ทั้งหมด 39 ไอโซเลต คือ Colletotrichum sp. CMU-A18, CMU-A30, CMU-A45, CMU-A49 และ 
CMU-A109 สามารถผลิต IAA ในปริมาณ 480.97, 159.41, 172.18, 218.48 และ 662.96 µg/ml 
ตามล าดบั การตรวจสอบวถีิการผลิต IAA พบวา่ ราทั้งหมดสามารถผลิต IAA ผา่นวถีิ indole-3-
acetamide (IAM) โดย Colletotrichum sp. CMU-A109 สามารถผลิต IAA ไดสู้งสุด และเม่ือน าไป
ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต IAA พบวา่ Colletotrichum sp. CMU-A109 ผลิต IAA ไดป้ริมาณ
สูงสุด 1205.58 µg/ml เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร potato dextrose broth (PDB) ท่ีผสม 8 mg/ml L-
tryptophan ท่ีอุณหภูมิ 30oC หลงับ่มไว ้ 26 วนั ซ่ึง IAA ของราสามารถกระตุน้การยืดยาวของเน้ือเยือ่ 
coleoptile ของขา้ว ขา้วโพด และขา้วไรย ์ และสามารถเพิ่มเปอร์เซ็นตก์ารงอก ความยาวราก และ
น ้าหนกัแหง้รากของขา้วโพดได ้ Colletotrichum sp. CMU-A109 สามารถเพิ่มความยาวและน ้าหนกั
แหง้รากและตน้ และปริมาณคลอโรฟิลลข์องกลา้ขา้วไดเ้ม่ือท าการปลูกสปอร์ของเช้ือลงในกลา้ขา้ว
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นอกจากน้ี Colletotrichum sp. CMU-A109 สามารถทนทานต่อยาฆ่าหญา้ (glyphosate) ยาฆ่าแมลง 
(methomyl และ propargite) และยาฆ่าเช้ือราก่อโรคพืช (matalaxyl) ไดใ้นอตัราแนะน าท่ีมีการใชใ้น
ระดบัแปลงเพาะปลูก Colletotrichum sp. CMU-A109 ผลิต siderophore ชนิด hydroxamate การศึกษา
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและอณูชีววทิยาสามารถบ่งบอกชนิด Colletotrichum sp. CMU-A109 ไดว้า่
เป็น Colletotrichum gloeosporioides  

 

ค าส าคัญ ราเอนโดไฟท,์ กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้, Colletotrichum, indole-3-acetic acid  
 วถีิ indole-3-acetamide, การส่งเสริมการเจริญแก่พืช 
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ABSTRACT 

Endophytic fungi were isolated from arabica coffee tree and evaluated the potential of selected 
endophytic fungi to promote plant growth. A total of 518 endophytic fungal isolates were recovered from 
400 samples tissue of leaves and stems of arabica coffee plants. All isolates were grouped into 39 groups 
and the fungi in genus Colletotrichum and Xylaria were consistently abundant. 

Screening of IAA producing endophytic fungi was investigated. The results indicated that five 
isolates from 39 isolates, Colletotrichum sp. CMU-A18, CMU-A30, CMU-A45, CMU-A49 and CMU-
A109 were produced IAA levels 480.97, 159.41, 172.18, 218.48 and 662.96 µg/ ml, respectively. The 
determination of IAA biosynthetic pathway showed that all of fungal isolates were produced IAA via 
indole-3-acetamide (IAM) pathway. The Colletotrichum sp. CMU-A109 was produced the highest IAA 
and selected for the investigation of optimal conditions for IAA production. The results showed that 
Colletotrichum sp. CMU-A109 could produce the highest IAA level of 1205.58 µg/ml when cultivating in 
potato dextrose broth (PDB) supplemented with 8 mg/ml L-tryptophan at temperature 30oC after 26 days of 
cultivation. The fungal IAA could stimulate coleoptile elongation of rice, maize and rye and increase the 
seed germination, root length and root dry weight of maize. Colletotrichum sp. CMU-A109 increased the 
length and dry weight of shoot and root and chlorophyll content in the inoculated rice seedlings by conidial 
suspension. Moreover, Colletotrichum sp.  CMU-A109 could tolerant to herbicide (glyphosate),
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insecticides (methomyl and propargite) and fungicide (matalaxyl) at the recommended dosages in a field 
application. Colletotrichum sp. CMU-A109 showed hydroxamate-type siderophore production. 
Colletotrichum sp. CMU-A109 was identified as Colletotrichum gloeosporioides, on the basis of 
morphological and molecular characteristics. 

 

Key word Endophytic fungi, arabica coffee, Colletotrichum, indole-3-acetic acid  

 indole-3-acetamide pathway, plant growth promoting 
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บทที ่1 

บทน ำและวตัถุประสงค์ 

 กาแฟเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัของโลกซ่ึงมูลค่าการส่งออกเมล็ดกาแฟมีขนาดใหญ่รองจาก
อุตสาหกรรมปิโตรเลียม และกาแฟเป็นหน่ึงในพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัของประเทศไทยโดยประเทศไทย
มีมูลค่าการส่งออกของเมล็ดกาแฟเป็นอนัดบัสามในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใตร้องจากเวยีดนาม
และอินโดนีเซีย (Angasith, 2001) ในปี 2559 ประเทศไทยส่งออกเมล็ดกาแฟจ านวน 246.316 ตัน 
ในช่วงเดือนมกราคมถึงกรกฎาคม มูลค่า 47.884 ลา้นบาท (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตรโดยความ
ร่วมมือของกรมศุลกากร, 2559) เมล็ดกาแฟท่ีไทยส่งออกคือเมล็ดกาแฟสายพนัธ์ุโรบสัตา้ซ่ึงมีพื้นท่ี
เพาะปลูกอยู่ในพื้นท่ีภาคใต ้ในขณะท่ีกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ซ่ึงเป็นท่ีตอ้งการสูงในตลาด มีราคา
แพง เน่ืองดว้ยรสชาติและกล่ินท่ีดีกว่าเมล็ดกาแฟสายพนัธ์ุโรบสัตา้ปริมาณผลผลิตเพียงพอส าหรับ
การบริโภคภายในประเทศเท่านั้น กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ของไทยสามารถปลูกได้ในไม่ก่ีจงัหวดั
ของพื้นท่ีภาคเหนือ (เชียงใหม่, เชียงราย) เน่ืองจากการเจริญของกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้มีขอ้จ ากดัใน
เร่ืองของลักษณะทางภูมิศาสตร์และสภาพอากาศ นอกจากน้ีการปลูกกาแฟสายพันธ์ุอาราบิก้า
จ าเป็นตอ้งดูแลเป็นพิเศษเพราะตน้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้โตช้าและง่ายต่อการเกิดโรค (ส านกังาน
พฒันาวจิยัการเกษตร, 2551) 

ราเอนโดไฟท์ คือกลุ่มราท่ีอาศยัอยู่ในเน้ือเยื่อพืชโดยไม่ท าให้พืชแสดงอาการโรค (Carroll, 
1988; Stone et al., 2004; Rodriguez et al., 2009) และมีบทบาทในการช่วยให้พืชตอบสนองทางดา้น
ภูมิคุม้กนัท าให้พืชสามารถตา้นทานต่อโรค และสามารถส่งเสริมการเจริญแก่พืชได้ (Arnold et al., 
2003; Bae et al., 2009; Verma et al., 2009; Pineda et al., 2010) มี ก ารรายงานมากมาย เก่ี ยวกับ             
ราเอนโดไฟทท่ี์คดัแยกจากพืชชนิดต่างๆวา่มีศกัยภาพในการสร้างสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) 
ซ่ึงเป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (bioactive compound) สามารถยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรคหลายชนิด สาร
ท่ีมีฤทธ์ิทางยา และท่ีส าคญัราเอนโดไฟท์มีศกัยภาพในการผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโตแก่พืช 
(plant growth promoting agent) เช่น ออกซิน จิบเบอเรลริน และ siderophore (Strobel et al., 2001; 
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Sette et al., 2006; Dolatabadi et al., 2012; Suwannarach et al., 2012; Khan et al., 2014; Siri-udom et 
al., 2015) 

Indole-3-acetic acid (IAA) เป็นฮอร์โมนพืชกลุ่มออกซินท่ีมีประสิทธิภาพสูงสามารถส่งเสริม
การเจริญแก่พืชได้ดี และสามารถกระตุ้นการเจริญของเซลล์พืชได้หลากหลาย (Lambrecht et al., 
2000; Quint and Gray, 2006) การรายงานการศึกษาการผลิต IAA พบว่าไม่ เพียงแต่พืชเท่านั้ นท่ี
สามารถผลิต IAA ได้ มีจุลินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิต IAA ได้เช่นกัน ยิ่งไปกว่านั้ น IAA ท่ี
จุลินทรียผ์ลิตมีศกัยภาพในการกระตุน้การงอกของเมล็ด การเกิดราก การยืดยาวของเซลล์ และการ
เจริญของเมล็ดพืชทดสอบได้เป็นอย่างดี (Vysotskaya et al., 2001; Contreras-Cornejo et al., 2009; 
Chutima and Lumyong, 2012; Khan et al., 2012; Kumla et al., 2014; Shim et al., 2015) ในประเทศ
ไทยไดมี้การใชส้ารกลุ่มออกซินเพื่อการเกษตรกรรมมากมาย อาทิ เร่งการเกิดรากพืช การเปล่ียนเพศ
ดอก เพิ่มการติดผล เพิ่มขนาดผล ป้องกนัการหลุดร่วง ก าจดัวชัพืช และใชส่้งเสริมการเจริญของพืชใน
การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ เป็นตน้  

 การปลูกตน้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ กล้ากาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ท่ีจะน ามาปลูกควรมีอาย ุ
812 เดือน มีความสมบูรณ์แข็งแรงสูงประมาณ 4550 cm มีใบ 68 คู่  (Kafaesansuk, 2011) 
ปัจจุบันต้นกล้ากาแฟสายพันธ์ุอาราบิก้าท่ี มีความสูง 2530 cm มีราคาสูงถึง 15 บาท ต่อต้น 
(Coffeedeep, 2013) ปัญหาของการเพาะกลา้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ คือเปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมล็ด
กาแฟ การเจริญเติบโตท่ีช้า ความสมบูรณ์ของตน้กลา้ และการเกิดโรค เน่ืองจากในระยะ 13 เดือน
แรกเป็นระยะท่ีตน้กล้าอ่อนแอต่อการเกิดโรคกล้าเน่า (ส านักงานพฒันาวิจยัการเกษตร, 2551) ซ่ึง
ความช้ืนท่ีเหมาะสมและความสมบูรณ์แข็งแรงของตน้กลา้สามารถลดการเกิดโรคกลา้เน่าได ้ดงันั้น
การใช้ IAA จากราเอนโดไฟท์ในการส่งเสริมการเจริญของกล้ากาแฟสายพันธ์ุอาราบิก้าจึงมี
ความส าคญั เพื่อกระตุน้การเจริญของกลา้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ใหเ้ติบโตอยา่งรวดเร็วและสมบูรณ์
แขง็แรงช่วยให้พืชตา้นทานต่อโรคต่างๆได ้เป็นการช่วยลดความเสียหายของกลา้กาแฟในขั้นตอนการ
เพาะกลา้ และช่วยให้เกษตรกรไดก้ลา้กาแฟท่ีสมบูรณ์แขง็แรงในการน าไปเพาะปลูกต่อไป นอกจากน้ี
มีการรายงานว่าสารออกซินสังเคราะห์ท่ีใชใ้นปัจจุบนั เช่น 2,4-dicholorophenoxyacetic acid (2,4-D) 
มีความคงตวัในธรรมชาติสูงเป็นพิษต่อเซลล์ เป็นสารก่อมะเร็ง มีผลเสียต่อสุขภาพเกษตรกรผูใ้ช ้
ผูบ้ริโภค และส่ิงแวดล้อม (พีรเดช, 2537; Saad and Elshahed, 2012; Kumar, 2016; Sedbrook, 2016) 
ดงันั้นการใชส้ารกลุ่มออกซินชีวภาพจากราเอนโดไฟท์จึงเป็นอีกหน่ึงทางเลือกท่ีส าคญัและควรไดรั้บ
การส่งเสริมเน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการส่งเสริมกาเจริญของพืชและเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม 
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 งานวจิยัน้ีมุ่งเนน้การใชป้ระโยชน์จากราเอนโดไฟทท่ี์สามารถผลิต IAA เพื่อท่ีจะสามารถใช ้
IAA ท่ีราเอนโดไฟท์ผลิตหรือตวัเช้ือราเอนโดไฟท์เป็นการใช้วิธีการทางชีวภาพในการส่งเสริมการ
เจริญแก่พืช ดงันั้นจึงไดมี้การคดัแยกราเอนโดไฟทจ์ากตน้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้และคดักรองการ
ผลิต IAA เพื่อใชส่้งเสริมการเจริญของกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้และพืชเศรษฐกิจอ่ืน เพื่อเป็นทางเลือก
ของเกษตรกรในการใช้สารกลุ่มออกซินและสามารถลดการใช้ออกซินสังเคราะห์ท่ีมีผลเสียต่อทั้ง
เกษตรกรผูใ้ช ้ประชาชนผูบ้ริโภค และส่ิงมีชีวิตอ่ืนในส่ิงแวดลอ้ม ยิง่ไปกวา่นั้นเพื่อเป็นองคค์วามรู้ใน
การศึกษาราเอนโดไฟทท่ี์คดัแยกจากกาแฟอาราบิกา้ในการผลิต IAA ซ่ึงการศึกษาในประเทศไทยยงัมี
นอ้ยเพื่อจะไดน้ าไปพฒันาและต่อยอดเพื่อเป็นประโยชน์ต่อภาคเกษตรกรรมของประเทศต่อไป 

วตัถุประสงค์ 

1. เพื่อคดัแยกราเอนโดไฟท์จากใบและก้านกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิก้า และคดักรองราเอนโดไฟท์ท่ี
สามารถผลิต IAA   
2. เพื่อศึกษาวถีิการผลิต IAA และสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต IAA ของราเอนโดไฟทท่ี์ผลิต IAA ท่ี
คดัเลือก  
3. เพื่อทดสอบคุณสมบัติของ IAA ท่ีราเอนโดไฟท์ผลิต และการใช้ราเอนโดไฟท์ท่ีผลิต IAA ท่ี
คดัเลือกต่อการส่งเสริมการเจริญแก่พืชทดสอบ  
4. เพื่อระบุชนิดของราเอนโดไฟทไ์อโซเลตท่ีผลิต IAA ในปริมาณสูงท่ีสุด 
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บทที ่2  

ทบทวนเอกสาร 

2.1 กาแฟ ความเป็นมา และความส าคัญของกาแฟในประเทศไทย  

กาแฟเป็นพืชใบเล้ียงคู่  (dicotyledonae) จัดอยู่ในวงศ์  (family) Rubiaceae สกุล  (genus) 
Coffea เป็นไมข้นาดกลาง สูงประมาณ 35 เมตร การปลูกโดยทัว่ไปนิยมตดัแต่งก่ิงให้มีความสูงไม่
เกิน 3 เมตร เพื่อให้สะดวกแก่การเก็บเก่ียว ใบแตกเป็นคู่ๆ ทรงตน้ส่วนล่างกวา้งกวา่ส่วนบนท าให้มี
ลกัษณะคลา้ยพีระมิด ดอกมีสีขาวและมีกล่ินหอมคลา้ยมะลิป่า ผลสีเขียวออกรอบโคนกา้นและเม่ือสุก
เต็มท่ีจะมีสีแดงหรือแดงปนน ้ าตาล พืชในสกุล Coffea มีประมาณ 100 ชนิด โดยมี 4 ชนิดท่ีมี
ความส าคญัในตลาดโลก ตามล าดบั คือ กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ (Coffea arabica ) (ภาพ 2.1) กาแฟ
สายพนัธ์ุโรบสัตา้ (Coff. canephora var. robusta) กาแฟสายพนัธ์ุลิเบอกา้ (Coff. liberica) และ กาแฟ
สายพนัธ์ุเอก็เซลซ่า (Coff. excelsa) (หลวงบุเรศรบ ารุงการ, 2505; พชันี, 2549) 

 

ภาพ 2.1 ตวัอย่างกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้; กลา้กาแฟอายุ 15 วนั (a), กลา้กาแฟอายุ 4 เดือน (b), ดอก
กาแฟ (c), ตน้กาแฟในแปลงปลูก (d), ผลกาแฟ (e) และเมล็ดกาแฟกะเทาะเปลือก (f) 
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กาแฟมีการคน้พบคร้ังแรกในประเทศเอธิโอเปียและไดรั้บความสนใจหลงัจากท่ีชายเล้ียงสัตว์
ช่ือ คาลดี (Kaldi) สังเกตพฤติกรรมของแพะท่ีกินลูกเบอร่ีสีแดง (เมล็ดกาแฟ) แสดงอาการคึกคะนอง
ผิดปกติ เร่ืองราวของกาแฟไดถู้กเผยแพร่อยา่งรวดเร็วเม่ือผูส้อนศาสนาทดลองด่ืมน ้ าตม้เมล็ดเบอร่ีสี
แดง (เมล็ดกาแฟ) และรู้สึกกระปร้ีกระเปร่าสามารถปฏิบติัศาสนพิธีไดย้าวนานตลอดทั้งคืน การด่ืม
กาแฟจึงเร่ิมไดรั้บความนิยมและแพร่ไปสู่ชาวอิตาเลียน ดตัช์ เยอรมนั และฝร่ังเศส (กองบรรณาธิการ
เฉพาะกิจฐานเกษตรกรรม, 2530) ปัจจุบนักาแฟเป็นเคร่ืองด่ืมท่ีไดรั้บความนิยม อุตสาหกรรมกาแฟมี
มูลค่าสูงเป็นอนัดบัสองรองจากอุตสาหกรรมปิโตรเลียม (Vega et al., 2010) นอกจากใชด่ื้มแลว้มีการ
น ากาแฟไปผสมในเคร่ืองด่ืมท่ีมีแอลกอฮอล์ (brewing a cup of joe) คาเฟอีนจากกาแฟน าไปใส่ใน
น ้าอดัลม เช่น cola ใชใ้นดา้นเภสัชกรรม และความงาม การรายงานขององคก์ารกาแฟระหวา่งประเทศ 
(International Coffee Organization; ICO) รายงานอัตราการส่งออกของกาแฟในปี ค.ศ. 2016 (15 
ตุลาคม 2015 ถึง 16 พฤษภาคม 2016) เพิ่มข้ึน 1.6% โดยแหล่งส่งออกกาแฟท่ีส าคญั 10 อนัดบัแรก
ของโลก ดงัตาราง 1 ซ่ึงปริมาณการส่งออกกาแฟเป็นกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิก้าประมาณ 70% และ
กาแฟสายพนัธ์ุโรบสัตา้ 30% (Worldatlas, 2016) 

ตาราง 2.1 ปริมาณการส่งออกกาแฟประจ าปี ค.ศ. 2015 ของประเทศผูผ้ลิตส าคญั 10 อนัดบัของโลก 
(Worldatlas, 2016) 

ล าดบั ประเทศ ปริมาณ (ตนั) 

1 บราซิล 2,594,073 

2 เวยีดนาม 1,649,983 

3 โคลมัเบีย 809,992 
4 อินโดนีเซีย 659,993 

5 เอธิโอเปีย 383,996 
6 อินเดีย 349,976 

7 ฮอนดูรัส 344,997 

8 ยกูนัดา 285,297 

9 เมก็ซิโก 233,997 

10 กวัเตมาลา 203,998 
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ประเทศไทยเป็นหน่ึงใน 50 กวา่ประเทศทัว่โลกท่ีสามารถปลูกกาแฟและมีมูลค่าการส่งออก
กาแฟสูงเป็นอันดับสามของภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้รองจากเวียดนามและอินโดนีเซีย 
(Prihastuti et al., 2009; Vega et al., 2010) ลกัษณะทางภูมิศาสตร์ท่ีแตกต่างกนัของประเทศไทยท าให้
ภาคเหนือเหมาะแก่การเพาะปลูกกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ ในขณะท่ีกาแฟสายพนัธ์ุโรบสัตา้สามารถ
เจริญเติบโตได้ดีและให้ผลผลิตดีในพื้นท่ีภาคใต ้อตัราส่วนผลผลิตของเมล็ดกาแฟในประเทศไทย 
พบว่า กาแฟสายพนัธ์ุโรบสัตา้ให้ผลผลิตสูงกว่ากาแฟสายพนัธ์ุอาราบิก้า เน่ืองจากกาแฟสายพนัธ์ุ                 
อาราบิกา้เจริญเติบโตไดช้้าและดูแลยากและมีการเพาะปลูกเพียงไม่ก่ีจงัหวดัในภาคเหนือ (Angasith, 
2001) ได้แก่ เชียงราย และเชียงใหม่ ส่วนกาแฟสายพนัธ์ุโรบสัตา้นิยมปลูกใน 4 จงัหวดัในภาคใต ้
ไดแ้ก่ กระบ่ี สุราษฎร์ธานี ชุมพร และระนอง ปริมาณการส่งออกเมล็ดกาแฟของไทยสูงถึง 70,000 ตนั 
ในปี พ.ศ. 2544 และลดลงในปีถดัๆไป เน่ืองจากเมล็ดกาแฟไทยมีราคาสูงกวา่เมล็ดกาแฟในตลาดโลก 
รวมทั้งประเทศคู่แข่งอย่างเวียดนามสามารถผลิตเมล็ดกาแฟได้ปริมาณมาก ส่งผลให้ผลผลิตเมล็ด
กาแฟในตลาดโลกมีจ านวนมากกว่าความตอ้งการซ่ึงท าให้ราคาตกต ่าและประเทศไทยส่งออกเมล็ด
กาแฟสายพนัธ์ุโรบสัตา้เป็นหลกั ในขณะท่ีเมล็ดกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ซ่ึงมีราคาแพง รสชาติอร่อย
และมีก ล่ินหอมเป็น ท่ี นิยมมากกว่าเมล็ดกาแฟสายพัน ธ์ุโรบัสต้า มีการใช้ เพื่ อการบริโภค
ภายในประเทศเป็นหลกั (ส านกังานพฒันาการวจิยัการเกษตร, 2559) 

ปัจจุบนัอุตสาหกรรมการผลิตเมล็ดกาแฟในตลาดโลกยงัคงขยายตวัอยา่งต่อเน่ือง และความ
ตอ้งการเมล็ดกาแฟท่ีมีคุณภาพดีจากประเทศไทยยงัคงเป็นท่ีตอ้งการของตลาดทั้งในประเทศและ
ต่างประเทศ เช่น สหรัฐอเมริกา โปแลนด์ เยอรมนี และสวิสเซอร์แลนด์ ดงันั้นการส่งเสริมการปลูก
กาแฟโดยเฉพาะกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ซ่ึงท่ีเป็นท่ีตอ้งการของตลาดและการเพิ่มผลผลิตของกาแฟ
สายพนัธ์ุอาราบิกา้เพื่อการส่งออกควรไดรั้บการส่งเสริม ดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้วา่การเจริญเติบโตของ
ตน้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้จ าเป็นตอ้งเพาะปลูกในสภาพภูมิศาสตร์ท่ีเฉพาะ และตอ้งการการดูแลเอา
ใจใส่อยา่งพิถีพิถนั ปริมาณน ้ า ธาตุอาหาร สภาพอากาศ และความสมบูรณ์แข็งแรงของตน้กาแฟเป็น
ปัจจยัส าคญัต่อผลผลิตของเมล็ดกาแฟทั้งดา้นปริมาณและคุณภาพ ตน้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้อ่อนแอ
ต่อหลายโรค เช่น โรคราสนิม โรครากขาว โรคเน่าแห้ง และโรคใบจุดตากบ เป็นตน้ ในขณะท่ีกล้า
กาแฟสายพันธ์ุอาราบิก้าอ่อนแอต่อโรคเน่าคอดิน (ส านักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2559) 
นอกจากการใช้สารเคมีเพื่อควบคุมโรคท่ีเกิดกบักาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้แลว้ การส่งเสริมการเจริญ
ของกาแฟตั้งแต่ในระยะกลา้ให้สมบูรณ์แข็งแรงสามารถช่วยให้พืชตา้นทานต่อโรคได ้ดงันั้นการน า
วิธีการทางชีวภาพโดยเฉพาะอย่างยิ่งการน าจุลินทรียม์าประยุกต์ใช้ทั้งในรูปแบบสารท่ีมีฤทธ์ิในการ
ส่งเสริมการเจริญต่อพืชท่ีราเอนโดไฟท์ผลิตและตวัเช้ือราเอนโดไฟท์เป็นส่ิงท่ีน่าสนใจ เพื่อส่งเสริม



 

7 
 

ตน้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้และพืชอ่ืนๆใหเ้จริญเติบโตอยา่งรวดเร็วและสมบูรณ์แขง็แรง สามารถช่วย
ใหพ้ืชตา้นทานต่อโรค ช่วยเพิ่มผลผลิต เป็นการลดตน้ทุนการผลิต และช่วยใหผ้ลผลิตมีคุณภาพดี  

2.2 เอนโดไฟท์ 

เอนโดไฟท์ (endophyte) ซ่ึงมาจากค า 2 ค ารวมกนั คือค าว่า endo แปลวา่ ขา้งใน และ phytes 
แปลว่า พืช ดังนั้ นจุลินทรีย์เอนโดไฟท์คือ แบคทีเรีย (bacteria) รา (fungi) และแอคติโนมัยซีท 
(actinomycetes) ท่ีอาศัยในพืชมีความสัมพนัธ์แบบพึ่ งพาอาศยักัน (mutualism) คือต่างฝ่ายต่างได้
ประโยชน์ (Stone et al., 2004; Schulz and Boyle, 2006) 

2.2.1 ราเอนโดไฟท์ 

ราเอนโดไฟท ์(endophytic fungi) เป็นสภาวะท่ีกลุ่มราอาศยัอยูใ่นเน้ือเยือ่พืชท่ีมีสุขภาพดีและ
ไม่ก่ออันตรายแก่พืชมีทั้ งท่ีเพาะเล้ียงได้และไม่ได้ในอาหารเพาะเล้ียงพื้นฐานและสภาวะปกติ 
(Azevado, 2014) ซ่ึงแตกต่างทางด้านอนุกรมวิธานและนิเวศวิทยา ส่วนใหญ่จัดอยู่ในดิวิชัน 
Ascomycota และ Basidiomycota โดยราเอนโดไฟท์มีบทบาทส าคญัในการส่งเสริมการปรับตวัของ
พืชโดยการช่วยให้พืชทนต่อความเครียด (stress) ทั้งท่ีมีชีวิต (biotic) และ ไม่มีชีวิต (abiotic) ช่วยให้
พืชทนทานต่อความเสียหายท่ีไดรั้บจากสัตวกิ์นพืช (herbivory) ความร้อน (heat) ความเค็ม (salt) โรค 
(disease) และความแห้งแลง้ (drought) และช่วยเพิ่มชีวมวล (biomass) แก่พืช อยา่งไรก็ตามในสภาวะ
ท่ีพืชอ่อนแอราเอนโดไฟทส์ามารถเปล่ียนบทบาทเป็นเช้ือก่อโรค (pathogen) หรือ ซาโพรบ (saprobe) 
ได ้(Khan et al., 2008) ราเอนโดไฟท์เป็นจุลินทรียท่ี์ไดรั้บความสนใจเน่ืองจากมีศกัยภาพในการผลิต
สารทุติยภูมิท่ีเป็นประโยชน์ในด้านต่างๆ ทางการแพทย์ราเอนโดไฟท์เป็นแหล่งของยาปฏิชีวนะ 
(antibiotic), ยากดภูมิคุ้มกัน (immunosuppressant), สารต้านมะเร็ง (anticancer) (Sette et al., 2006; 
Molina et al., 2012) ทางด้านการเกษตรราเอนโดไฟท์ท่ีผลิตสารชีวภาพ (bioactive compound) 
สามารถน าไปใช้ควบคุมการเกิดโรคพืช (biocontrol) (Suwannarach et al., 2012, 2015; Mulaw et al., 
2013; Siri-udom et al., 2015) สามารถผลิตสารส่งเสริมการเจริญแก่พืช (plant growth promoter) และ
กระตุน้ให้พืชสร้างภูมิคุม้กนั (immune respond) เพื่อตา้นทานโรคได ้ (Arnold et al., 2003; Bae et al., 
2009; Pineda et al., 2010; Chutima and Lumyong, 2012; Dolatabadi et al., 2012; Khan et al., 2014) 

ดงันั้น สามารถสรุปไดว้า่ ราเอนโดไฟท์ คือ กลุ่มราท่ีช่วงชีวิตหน่ึงหรือทั้งหมดอาศยัภายใน
เน้ือเยื่อส่วนต่างๆ (ใบ ตน้ ผล ราก เมล็ด และอ่ืนๆ) ของพืชท่ีสมบูรณ์ สามารถหรือไม่สามารถแยก
และเพาะเล้ียงไดห้รือไม่ไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือพื้นฐาน ไม่ก่อความเสียหายแก่พืชอาศยัอาจช่วยปกป้อง
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พืชอาศยัจากศตัรู ผลิตสารส่งเสริมการเจริญแก่พืช ช่วยให้พืชปรับตวัเขา้กบัสภาวะแวดลอ้ม เป็นตน้ 
โดยทัว่ไปชนิดและประชากรของราเอนโดไฟทส์ามารถพบไดใ้นพืชอาศยัท่ีหลากหลายโดยไม่จ  าเพาะ
เจาะจง อย่างไรก็ตามชนิดและประชากรเด่นของราเอนโดไฟท์บางชนิดข้ึนอยู่กบัพืชอาศยัท่ีจ  าเพาะ
และสภาวะแวดล้อมเฉพาะของพืชอาศัย และเม่ือพืชอาศัยอยู่ในสภาวะท่ีอ่อนแอราเอนโดไฟท์
สามารถเปล่ียนบทบาทเป็นเช้ือราก่อโรคหรือซาโพรบได ้

2.2.2 ราเอนโดไฟท์จากต้นกาแฟ 

 มีการรายงานความหลากหลายของราเอนโดไฟท์จากกาแฟในพื้นท่ีท่ีมีการเพาะปลูกกาแฟ 
ได้แก่ โคลมัเบีย ฮาวาย เม็กซิโก เปอร์โตริโก ไทย กวัเตมาลา อินเดีย เคนยา เวียดนาม บราซิล และ 
เอธิโอเปีย เป็นต้น  (Vega et al., 2008, 2010; Prihastuti et al., 2009; Oliveira et al., 2015; Saucedo-
Garcia et al., 2014) ราเอนโดไฟทส์ามารถแยกไดจ้ากส่วนต่างๆของตวัอยา่งจากตน้กาแฟ ทั้งใบ กา้น 
ผล และราก โดยวิธีการท่ีนิยมใช้แยกราเอนโดไฟท์ คือ การฆ่าเช้ือบริเวณผิวตัวอย่าง (surface 
sterilization) แลว้น าไปวางบนอาหารแยกเช้ือเพื่อให้ราเอนโดไฟทจ์ากเน้ือเยื่อพืชเจริญบนอาหารและ
ตดัปลายเส้นใยของราเอนโดไฟทย์า้ยลงอาหารใหม่เพื่อให้ไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ ตวัอยา่งรายงานการคดัแยก
ราเอนโดไฟท์จากตน้กาแฟดงัตาราง 2.2 ราเอนโดไฟท์ส่วนใหญ่ท่ีพบในกาแฟ ไดแ้ก่ Colletotrichum 
sp., Xylaria sp. แ ล ะ  Guignardia sp. เป็ น ต้น  (Santamaría and Bayman, 2005; Vega et al., 2010; 
Saucedo-García et al., 2014) ก ารศึกษาของ Peterson et al. (2005) รายงานว่าส าม ารถคัดแยก 
Penicillium coffeae ซ่ึงเป็นราชนิดใหม่ท่ีแยกได้จากตวัอย่างกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิก้า Mulaw et al. 
(2013) รายงานวา่ Trichoderma  sp. C.P.K. 1812 ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งรากกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้มี
ความสามารถในการควบคุมการเกิดโรค Tracheomycosis ท่ีมีสาเหตุมาจาก Fusarium spp. อยา่งไรก็
ตามงานวิจยัเก่ียวกับการคัดแยกราเอนโดไฟท์จากกาแฟและการศึกษาราเอนโดไฟท์จากกาแฟ
ค่อนข้างจ ากัดเพียงในพื้นท่ีมีการเพาะปลูกกาแฟเท่านั้ น นอกจากน้ี Oliveira et al. (2015) รายงาน
การศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟท์จากตวัอย่างใบกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ท่ีมีระบบการ
จดัการและการเพาะปลูกแบบดั้ งเดิม (conventional crop management systems) และแบบอินทรีย ์
(organic crop management systems) ในประเทศบราซิล พบจ านวนราเอนโดไฟทร์ะยะท่ีเป็นช่วงการ
สืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ (teleomorph) จากตวัอยา่งกาแฟท่ีเพาะปลูกแบบอินทรียมี์มากกวา่ท่ีเพาะปลูก
แบบดั้งเดิมแต่ประชากรหลกัของทั้งสองระบบไม่แตกต่างกนั  
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ตาราง 2.2 รายงานการคดัแยกราเอนโดไฟทจ์ากตน้กาแฟ 

ผู้วจัิย สายพนัธ์ุกาแฟ ช้ินส่วนทีใ่ช้
แยกรา 

แหล่งปลูก
กาแฟ 

เทคนิคการฆ่าเช้ือบริเวณผวิตัวอย่าง 
/ อาหารแยก /อุณหภูมิ 

สกุลราเอนโดไฟท์ทีไ่ด้ 

Saucedo-García et al. 
(2014) 

Coffea arabica ใบ เมก็ซิโก  70% เอทานอล 1 นาที,  
2.6% NaClO 3 นาที,  
70% เอทานอล 1 นาที 

 Oatmeal Agar (OA) + 
chloramphenicol (50 mg/L1) 

 อุณหภูมิหอ้ง 

Alternaria, Beauveria, 
Collectotrichum, 
Coniosporium, 
Crytopsoriopsis, Diplodia, 
Glomerella, Guignardia, 
Mycelia sterilia, 
Paecilomyces, Phomopsis และ 
Xylaria 

Mulaw et al. (2013) Coff. arabica ราก เอธิโอเปีย  95% เอทานอล 2 นาที, 
4% NaClO    5 นาที 

 Potato Dextrose Agar (PDA) + 
Streptomycin sulphate (400 mg/L) 

  25oC 

Aspergillus, Cladosporium, 
Macrophomina,  Penicillium, 
Phomopsis, Trichoderma และ 
Rhizopycins 
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ตาราง 2.2 (ต่อ) 

ผู้วจัิย สายพนัธ์ุกาแฟ ช้ินส่วนทีใ่ช้
แยกรา 

แหล่งปลูก
กาแฟ 

เทคนิคการฆ่าเช้ือบริเวณผวิตัวอย่าง 
/ อาหารแยก/ อุณหภูมิ 

สกุลราเอนโดไฟท์ทีไ่ด้ 

Vega et al. (2010) Coff. arabica, 
Coff. canephora, 
Coff. congensis, 
Coff. liberica, 
Coff. macrocorpa, 
Coff. racemosa 
และ 
Coff. stenophylla 

ใบ กา้น ผล 
และราก 

โคลมัเบีย 
ฮาวาย เมก็ซิโก 
และ
เปอร์โตริโก 

 0.5% NaClO 2 นาที, 70% เอทานอล 
2 นาที 

 Yeast Malt Agar (YMA) + 0.1% 
(tetracycline, Streptomycin และ 
penicillin จาก stock 2 g/L) 

  อุณหภูมิหอ้ง 

Aspergillus,Beauveria, 
Cercospora, Cladosporium, 
Clavicipitaceae,Clonostachys, 
Colletotrichum, Penicillium, 
Pestalotiopsis, Petriella, 
Phlebiopsis, Phomopsis, 
Pseudozyma, Schizophyllum, 
Sporobolomyces, 
Stagonospora, Stereum, 
Tilletia, Tilletiopsis, Trametes, 
Trichoderma, Xylaria, 
Xylariaceous taxa 
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ตาราง 2.2 (ต่อ) 

ผู้วจัิย สายพนัธ์ุกาแฟ ช้ินส่วนทีใ่ช้
แยกรา 

แหล่งปลูก
กาแฟ 

เทคนิคการฆ่าเช้ือบริเวณผวิตัวอย่าง 
/ อาหารแยก/ อุณหภูมิ 

สกุลราเอนโดไฟท์ทีไ่ด้ 

Vega et al. (2008) Coff. arabica ผลดิบ โคลมัเบีย 
กวัเตมาลา
อินเดีย เคนยา 
ปาปัวนิวกินี 
เปอร์โตริโก 
และเวยีดนาม  

 0.5% NaClO 2 นาที, 70% เอทานอล 
2 นาที 

 YMA + 0.1% (tetracycline, 
streptomycin และ penicillin  
จาก stock 2 g/L) 

  อุณหภูมิหอ้ง 
 

Acemonium, Aspergillus, 
Clavicipitaceae, Eurotium, 
Gibberella, Penicillium และ 
Pseudozyma 

Peterson et al. (2005) Coff. arabica กา้น ฮาวาย  0.5% NaClO 2 นาที, 
 70% เอทานอล 2 นาที 

 YMA + 0.1% (tetracycline, 
streptomycin และ penicillin  
จาก stock 2 g/L) 

  อุณหภูมิหอ้ง 
 

Penicillium 
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ตาราง 2.2 (ต่อ) 

ผู้วจัิย สายพนัธ์ุกาแฟ ช้ินส่วนทีใ่ช้
แยกรา 

แหล่งปลูก
กาแฟ 

เทคนิคการฆ่าเช้ือบริเวณผวิตัวอย่าง 
/ อาหารแยก/ อุณหภูมิ 

สกุลราเอนโดไฟท์ทีไ่ด้ 

Santamaría and 
Bayman (2005) 

Coff. arabica ใบ เปอร์โตริโก  70% เอทานอล 1 นาที, 2.6% NaClO 
3 นาที, 70% เอทานอล 1 นาที 

 PDA + 50 ppm tetracycline, 
Streptomycin และ penicillin 

 22oC 

Botryosphaeria, 
Colletotrichum, Guignardia, 
Pestalotia และ Xylaria   

 

 



 

13 
 

2.2.3 การน าราเอนโดไฟท์ไปใช้ประโยชน์ 

ราเอนโดไฟท์ถือไดว้า่เป็นแหล่งของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในธรรมชาติ (natural bioactive 
compound) และเป็นแหล่งส าคัญในการค้นพบสารใหม่ๆ  ในช่วงสองร้อยปี ท่ีผ่านมาพบว่า                           
ราเอนโดไฟท์เป็นแหล่งส าคญัของการค้นพบยาปฏิชีวนะ (antibiotic) ยาฆ่าแมลง (insecticidal) ยา
ตา้นมะเร็ง (anticancer) การใช้ประโยชน์จากเอนไซม์ การควบคุมทางชีวภาพและการส่งเสริมการ
เจริญในพืช (Schulz et al., 2002; Zhao et al., 2010) ซ่ึงเป็นประโยชน์ในการน าไปใช้ทั้ งทางด้าน
การเกษตร การแพทย ์และอุตสาหกรรมอาหารและยา (Strobel et al., 2004; Verma et al., 2009) 

ดา้นการเกษตร ราเอนโดไฟท์มีศกัยภาพในการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เพื่อใช้ในการ
ควบคุมเช้ือก่อโรคพืช  (Sette et al., 2006; Suwannarach et al., 2012; Siri-udom et al., 2015) Siri-
udom et al. (2015) รายงานสารระเหยท่ีผลิตโดย Muscodor heveae มีฤทธ์ิในการตา้นทานเช้ือราท่ีเป็น
สาเหตุโรคเก่ียวกบัรากของตน้ยางพาราได้ ศกัยภาพของราเอนโดไฟท์ท่ีสามารถผลิตฮอร์โมนพืช 
(phytohormone) ได้แก่ ออกซิน (Auxin) จิบเบอเรลลิน (gibberellin) และไซโตไคนิน (cytokynin) 
เพื่อใช้ส่งเสริมการเจริญของพืช (plant growth promoting agent) ทั้ งในสภาวะการปลูกพืช ท่ี มี
ความเครียด (stress) เช่น ความแห้งแลง้ (doughty) ความเค็ม (salinity) รวมทั้งใช้ในการส่งเสริมการ
เจริญของพืชในงานดา้นการปลูกป่า (Khan et al. 2008, 2012) Fouda et al. (2015) ศึกษาราเอนโดไฟท ์
Penicillium  chrysogenum Pc_25, Alternaria alternate Aa_27 และ Sterile hyphae Sh_26 ท่ีแยกได้
จากพื ช  Asclepias sinaica (Bioss.) ว่าส ามารถผลิตแอมโม เนี ยและ Indole-3-acetic acid (IAA) 
ส่งเสริมให้รากของขา้วโพดเจริญไดดี้กวา่ชุดควบคุม ยิ่งไปกวา่นั้นราเอนโดไฟท์ Mus. cinnamomi คดั
แยกจาก Cinnamomum bejolghota มีศกัยภาพทั้งสร้างไอระเหยอินทรียท่ี์สามารถควบคุมการเกิดโรค
รากเน่าในมะเขือเทศและสามารถผลิต indole-3-acetic acid (IAA) ส่งเสริมการเจริญเติบแต่แก่พืชได้
อีกดว้ย (Suwannarach et al., 2015) 

ทางดา้นการแพทย์ สารทุติยภูมิชีวภาพท่ีผลิตจากราเอนโดไฟท์มีฤทธ์ิตา้นจุลินทรียก่์อโรค
และถูกน าไปพฒันาเป็นยาตา้นเช้ือราก่อโรค (antifungal) แบคทีเรีย (antibacterial) (Suryanarayanan 
et al., 2009) นอกจากน้ีพบว่า ราเอนโดไฟท์เป็นจุลินทรียก์ลุ่มแรกท่ีถูกคน้พบวา่ผลิตสาร taxol ซ่ึงมี
ฤท ธ์ิต้านมะเร็ง (Stierle et al., 1994) งานวิจัยของ Gangadevi and Muthumary (2008) ท่ีคัดแยก 
Bartalinia robillardoides Tassi. ราเอนโดไฟทจ์ากพืชสมุนไพร (Aegle marmelos Correa ex Roxb.) ท่ี
สามารถผลิตสาร taxol ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง (cancer cell lines) ทั้ง
เซลล์มะเร็งเพาะเล้ียงชนิดมะเร็งทางเดินหายใจ ล าไส้ส่วนต่างๆ ปอด และ เม็ดเลือดขาว (leukemia) 
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Siri-udom et al. (2015) ร ายงาน รา เอน โดไฟท์  Muscodor spp. คัด แยกจาก ยางพ ารา  (Hevea 
brasiliensis Müll.Arg.) ผลิตไอระเหยอินทรียส์ามารถควบคุม แบคทีเรีย รา และยสีตก่์อโรค การศึกษา
ของ Fouda et al. (2015) ท่ีรายงานว่าสารสกัดหยาบจาก Pen.  chrysogenum Pc_25, Alt. alternate 
Aa_27 และ Ste. hyphae Sh_26 สามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก่์อโรคทั้งแบคทีเรียแกรมบวก 
แ บ ค ที เรี ย แ ก รม ล บ  แ ล ะ ยี ส ต์  ไ ด้ แ ก่  Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia 
coli,  Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium และ Candida albicans ได ้

ในด้านอุตสาหกรรมเอนไซม์จากจุลินทรีย์ราเอนโดไฟท์ถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลาย 
เอนไซมอ์ะไมเลส (amylase) เป็นหน่ึงในเอนไซมท่ี์ส าคญัในอุตสาหกรรมเอนไซม์ ใช้ในการเปล่ียน
แป้ง (strach) ให้เป็นน ้ าเช่ือมกลูโคส (glucose syrup) เพื่อผลิต cyclodextrins ซ่ึงใชใ้นอุตสาหกรรมยา 
(Burhan et al., 2003) นอกจากน้ียงัไดมี้การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสจาก 
Cylindrocephalum sp. ซ่ึงเป็นราเอนโดไฟท์ท่ีแยกจากพืช Alpinia calcarata (Haw.) Roscoe. พบว่า
สามารถผลิตอะไมเลสท่ีมีประสิทธิภาพในการน าไปใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ และคาดว่า
จะสามารถพัฒนาน าไปใช้ในเชิงพาณิชย์ได้ (Sunitha et al., 2012) และปัจจุบันได้มีการศึกษารา                 
เอนโดไฟท์ท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์เพื่อการย่อยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) และ
กระบวนการไฮโดรลิซิส (hydrolysis) เพิ่มมากข้ึน เน่ืองจากราเอนโดไฟท์มีความสามารถในการผลิต
เอนไซม์ได้หลากหลาย ได้แก่ pectinase, cellulase, lipase, amylase, laccase และ proteinase เป็นต้น 
(Sunitha et al., 2013) 

2.3 ออกซิน (auxin) 

2.3.1 ความเป็นมา ความหมาย และตัวอย่างออกซิน 

ออกซินถูกค้นพบในปี ค.ศ. 1880 โดยชาลส์ ดาร์วิน ซ่ึงในสมัยนั้ นยงัไม่มีการใช้ค  าว่า               
ออกซิน (Spaepen et al., 2007; Spaepen and Vanderleyden, 2011) ออกซินจดัเป็นฮอร์โมนพืช (plant 
hormone) กล่าวคือ เป็นสารอินทรียท่ี์พืชสร้างข้ึน โดยส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงสภาพทางสรีระวทิยา
ในพืช ออกซินในธรรมชาติท่ีพืชสร้างข้ึนและคน้พบเป็นชนิดแรกคือ indole-3-acetic acid (IAA) ซ่ึง
เป็นโครงสร้างออกซินท่ีพบมากสุดท่ีส่ิงมีชีวิตสามารถผลิตได้ และมีฤทธ์ิออกซินสูงสุด กล่าวคือมี
ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญของพืชได้ดีกว่าสารออกซินตวัอ่ืนในปริมาณความเขม้ขน้ท่ี
เท่ากนั ในปัจจุบนัมนุษยส์ามารถสังเคราะห์ออกซินเพื่อน ามาใชป้ระโยชน์ในดา้นต่างๆ รวมทั้งมีการ
รายงานการสร้างออกซินจากส่ิงมีชีวิตอ่ืน ไดแ้ก่ แบคทีเรีย รา และสาหร่าย ออกซินในปัจจุบนัจึงถูก
จัดให้ เป็นสารควบคุมการเจ ริญ เติบโตของพื ช  (plant growth regulating chemical) หมายถึ ง 
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สารอินทรียไ์ม่จ  ากดัวา่สร้างโดยพืชหรือส่ิงมีชีวิตใดๆ หรือสังเคราะห์ข้ึนโดยมนุษย ์และมีผลต่อการ
เปล่ียนแปลงทางสรีระวิทยาของพืชทั้งด้านการกระตุน้และยบัย ั้ง (พีรเดช, 2537) ตวัอย่างออกซิน 
(ภาพ 2.2) ได้แก่ indole-3-butylic acid (IBA), phenylacetic acid (PAA), 2,4-dicholorophenoxyacetic 
acid (2, 4-D), L-naphthylacetic acid (NAA) เป็นตน้ (Patten and Glick, 1996)   
 

 

 

 

 

 

 

  
  
ภาพ 2.2 ตัวอย่างโครงสร้างออกซินธรรมชาติ และออกซินสังเคราะห์; indole-3-acetic acid (A), 
indole-3-butyric acid (B),  L-naphthylacetic acid (C) และ 2,4-dicholorophenoxyacetic acid (D) 

2.3.2 การใช้ประโยชน์จากสารกลุ่มออกซิน 

ออกซินท าหน้าท่ีควบคุมการเจริญเติบโตของพืช กระตุ้นการสร้างและขยายขนาดเซลล ์
กระตุ้นการเกิดตารากและการเจริญของราก (Saad and Elshahed, 2012) ในพืชมีการสร้างออกซิน 
บริเวณปลายยอด ปลายราก เน้ือเยื่อเจริญ ผลอ่อน ซ่ึงมากน้อยแตกต่างกันไป การรักษาปริมาณ      
ออกซินในเน้ือเยื่อต่างๆจะมีการสร้างและท าลายไปพร้อมๆกนั ในเน้ือเยื่อท่ีก าลงัเจริญจะมีการสร้าง
มากกว่าในเน้ือเยื่อท่ีอายุมาก จากคุณสมบติัดงักล่าวจึงมีการน าออกซินไปใช้ประโยชน์ทางดา้นการ
เกษตรกรรมต่างๆ ดงัน้ี (พีรเดช, 2537; Weaver, 1972)   

1. การเร่งการเกิดราก รากเป็นอวยัวะหลกัท่ีเก่ียวขอ้งในการดูดซึมน ้ า สารอาหาร และแร่ธาตุ
ให้แก่พืช มีการรายงานว่าชีวมวลของรากและการพฒันาขนรากท่ีเพิ่มข้ึนของตน้ขา้วโพดส่งผลให้
ผลผลิตของขา้วโพดเพิ่มข้ึนดว้ย (Harman et al., 2004) การใช้ออกซินกระตุน้การเกิดรากในก่ิงปักช า
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และก่ิงตอนของพืชหลายชนิด อาทิ ดาวเรือง ฤาษีผสม ไทร (รากงอกง่าย) มะม่วง มงัคุด ขนุน บ๊วย 
(รากงอกยาก) เป็นตน้ ชนิดของพืชมีความสัมพนัธ์กบัความเขม้ขน้ของออกซินท่ีใชโ้ดยพืชท่ีรากงอก
ง่ายจะใช้ความเข้มข้นของออกซินท่ีต ่ากว่าพืชท่ีรากงอกยาก นอกจากน้ีชนิดของออกซินท่ีใช้ก็มี
ความส าคญัข้ึนอยูก่บัการมีฤทธ์ิออกซินสูง ความคงตวัและความเป็นพิษต่อเซลลพ์ืช ออกซินท่ีนิยมใช้
ในการเร่งราก ไดแ้ก่ IBA และ NAA (พีรเดช, 2537; Kumar, 2016) 

2. การเปล่ียนของเพศดอก เพศของดอกมีความส าคญัต่อการติดผลของพืชโดยเฉพาะพืชท่ีมี
ดอกตวัผูแ้ละตวัเมียแยกตน้กนัจึงท าให้การปฏิสนธิเกิดไดย้าก ประเทศไทยใช ้NAA พ่นช่อดอกเงาะ
ของตน้ตวัเมีย ขณะดอกตูมส่งผลให้ดอกเงาะตวัเมียท่ีได้รับสารกลายเป็นดอกตวัผูส้ามารถปล่อย
ละอองเกสรผสมกบัดอกตวัเมียได ้(พีรเดช, 2537) การพ่นออกซินในพืชตระกูลแตงและฟักสามารถ
เพิ่มจ านวนดอกเพศเมียได ้เช่นเดียวกบัการพ่นออกซินในขา้วโพดสามารถกระตุน้ให้ขา้วโพดมีดอก
สมบูรณ์เพศเป็นการช่วยเพิ่มเปอร์เซ็นต์การเกิดฝักขา้วโพดได ้(Laibach and Kribben, 1950; Kumar, 
2016) 

3. เพิ่มการติดผล ออกซินช่วยในการงอกของเกสรตวัผูข้องพืชบางชนิดท าพืชติดผลไดดี้ข้ึน 
เช่น มะเขือเทศ พริก และส้มเขียวหวาน ในทางกลบักนัพืชเมล็ดเด่ียวอยา่ง มะม่วง ทอ้ ไม่ตอบสนอง
ต่อออกซินในการกระตุน้การติดผล (พีรเดช, 2537) นอกจากนั้นพบว่าการฉีดพ่นดว้ยออกซินยงัช่วย
เพิ่มการติดผลในพืชบางชนิดท่ีรังไข่สามารถเติบโตเป็นผลได้โดยไม่ต้องมีการผสมนิวเครียส 
(Parthenocarpy fruit) เช่น องุ่น (Weaver, 1972) 

4. การเพิ่มขนาดผล  การทดลองดึงเมล็ดของสตรอเบอร่ีออกในระยะแรกของการพฒันาผล 
พบวา่ผลสตรอเบอร่ีไม่เจริญและเม่ือทาออกซินบนผลเพื่อทดแทนเมล็ดท่ีดึงออกพบวา่ผลสตรอเบอร่ี
สามารถเจริญได้เท่าปกติ แสดงว่าเมล็ดสตรอเบอร่ีมีบทบาทส าคญัในระบบการสร้างออกซิน เพื่อ
กระตุ้นการขยายขนาดของเซลล์ท าให้ผลสตรอเบอร่ีเจริญเติบโตอย่างสมบูรณ์ (Nitsch, 1950; 
Ponappa and Miller,1996) ในสับปะรดมีการฉีดพ่นออกซินเพื่อกระตุน้ให้สร้างผลเด่ียวเป็นการเพิ่ม
ขนาดของสับปะรดได้ สารกลุ่มออกซินท่ีใช้กันมากเพื่อเพิ่มขนาดผลได้แก่ 2, 4-D, 4-CPA (4-
chlorophenoxyacetic acid) และ NAA (Kumar, 2016) 

5. การป้องกนัผลร่วง สาเหตุของการหลุดร่วงของอวยัวะพืชเกิดจากฮอร์โมนบางชนิด เช่น  
เอทิลีน ซ่ึงส่งเสริมการท างานของไฮโดรไลติกเอนไซม ์โพลีกาแลคทูโรเนต (polygalacturonase) และ
เซลลูเลส (Cellulase) ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลายของผนงัเซลลแ์ละมิดเดิลลาเมลล่า (middle lamellar) 
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ท าให้เกิดรอยแยกของเน้ือเยื่อพืชบริเวณขั้วหรือกา้น (Goren, 1993)  ในการศึกษาการป้องกนัการหลุด
ร่วงของผลอ่อนในผลไมต้ระกูลส้ม แอปเป้ิล แพร์ และพีช พบว่าการหลุดร่วงของผลอ่อนลดลงเม่ือ
ฉีดพ่นดว้ยออกซิน (Leopold, 1958; Weaver, 1972; Arteca, 1996; Kumar, 2016) เน่ืองจากออกซินท า
หน้าท่ียบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ขา้งตน้ ท าให้ป้องกนัผลร่วงก่อนการเก็บเก่ียวและช่วยพฒันา
ลกัษณะของสีและรสชาติของผลไมใ้ห้สมบูรณ์ (Goren and Huberman, 1976)  อยา่งไรก็ตามออกซิน
ไม่สามารถป้องกนัการหลุดร่วงในกรณีท่ีผลร่วงจากการพฒันาผลข้ึนมาโดยไม่ผสมเกสร ตน้สมบูรณ์
ไม่เพียงพอ การหลุดร่วงท่ีเกิดจากการกดักินของแมลงหรือการเขา้ท าลายของโรค นอกจากน้ีการใช้
ออกซินท่ีความเขม้ขน้สูงเกินไปมีผลท าใหเ้กิดผลร่วงไดเ้ช่นกนั (พีรเดช, 2537) 

 6. การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช ออกซินมีบทบาทส าคัญโดยการเติมออกซินลงในอาหาร
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อพืช (Saad and Elshahed, 2012) 

7. ใชก้  าจดัวชัพืช ดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้วา่การใชป้ระโยชน์จากออกซินเพื่อใหเ้กิดประสิทธิภาพ
นั้นตอ้งค านึงถึงชนิดพืช ชนิดออกซิน และท่ีส าคญัคือความเขม้ขน้ของออกซินท่ีใช ้ออกซินท่ีมีความ
เขม้ขน้สูงสามารถยบัย ั้งการเจริญและฆ่าพืชได้ ดงันั้นจึงไดมี้การน าออกซินมาเป็นสารก าจดัวชัพืช
อย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะอย่างยิ่งออกซินท่ีมีฤทธ์ิออกซินมาก ไดแ้ก่ 2, 4-D และ 4-CPA (พีรเดช, 
2537; Weaver, 1972; Kumar, 2016) 

2.4 จุลนิทรีย์ผลติ indole-3-acetic acid (IAA) 

2.4.1 วถิีการผลติ IAA โดยจุลนิทรีย์ 

จุลินทรียเ์ป็นส่ิงมีชีวติท่ีมีความสามารถผลิต IAA ได ้(Arshad and Frankenberger, 1991) ผา่น
กระบวนการเมทาบอลิซึมภายในเซลล์โดยใช้ tryptophan เป็นสารตั้งตน้การผลิต ซ่ึง IAA ท่ีผลิตโดย
จุลินทรียจ์ะอาศยัเอนไซมแ์ละกระบวนการท่ีแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัวถีิการผลิตท่ีจุลินทรียส์ามารถผลิต
ได ้นอกจากชนิดของจุลินทรียแ์ลว้ปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้มอาจมีผลต่อการเลือกใชว้ถีิการผลิต IAA ดว้ย 
กระบวนการผลิต IAA ผ่านวิถีการผลิตของจุลินทรีย์ ท่ี แตกต่างกันท าให้ เกิดสารตัวกลาง 
(intermediate) ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นออกซินแต่มีฤทธ์ิออกซินอ่อนกว่า IAA เช่น indole-3-pyruvic acid 
(IPyA), indole-3-aecetamide (IAM), indole-3-acetaldehyde (IAAld), indole-3-acetonitrile (IAN)   
เป็นตน้ การศึกษาวถีิการผลิต IAA ของจุลินทรียไ์ดมี้การน าความรู้ทางพนัธุศาสตร์และการวิธีการทาง
ชีวเคมีท่ีหลากหลายมาใช้เพื่อบ่งบอกชนิดของวิถีการผลิต IAA ของจุลินทรีย ์แต่การศึกษายงัไม่
ครอบคลุมยีนและเอนไซม์ทั้งหมด การบ่งบอกวิถีการผลิต IAA ของจุลินทรียจึ์งเน้นการติดตามสาร
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ตวักลางท่ีเกิดข้ึนเป็นหลัก ซ่ึงในขณะน้ีวิถีการผลิต IAA ของจุลินทรีย์สามารถแบ่งได้เป็น 5 วิถี
ดงัต่อไปน้ี (Patten and Glick, 1996; Spaepen et al., 2007; Spaepen and Vanderleyden, 2011) 

2.4.1.1 การผลิต IAA ผา่นวถีิ indole-3-acetamide (IAM)  

 สารตัวกลางท่ีส าคัญในวิถีการผลิตน้ีคือ indole-3-aecetamide (IAM) ดังแสดงในภาพ 2.3 
เร่ิมต้นเม่ือจุลินทรียเ์ปล่ียน tryptophan เป็น IAM โดยอาศยัเอนไซม์ tryptophan-2-monooxygenase 
การศึกษาจุลินทรียท่ี์ผลิต IAA ผ่านวิถี IAM พบวา่ จุลินทรียก่์อโรคพืช (pathogen) อาศยัวิถี IAM ใน
ก ารส ร้ า งค ว าม รุน แ รงข อ งโรค  ไ ด้ แ ก่  Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae, 
Colletotrichum gloeosporioides อย่างไรก็ตาม Rhizobium และ Bradyrhizobium ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ี
ส่งเสริมการเจริญของพืชกลุ่มท่ีตรึงไนโตรเจน (nitrogen-fixing bacteria) ผลิต IAA ผ่านวิถี IAM 
เช่นกนั อย่างไรก็ตามการผลิต IAA ผ่านวิถี IAM อาจถูกควบคุมโดย tryptophan-2-monooxygenase 
ข้ึนอยู่กับระดับของ tryptophan ท่ีจ  ากัด และปริมาณของ IAM และ IAA ท่ีสูงข้ึน (Hutcheson and 
Kosuge, 1985) เพื่อป้องกนัอนัตรายท่ีอาจเกิดข้ึนกบัเซลล ์

ภาพ 2.3 ขั้นตอนการผลิต IAA ผา่นวิถี IAM ของจุลินทรีย;์ เอนไซม ์trptophan-2-monooxygenase (A) 
และ indole-3-acetamide hydrolase (B) 

2.4.1.2 การผลิต IAA ผา่นวถีิ indole-3-pyruvic acid (IPyA)   

 วิถี IPyA เป็นวิถีหลกัของการผลิตออกซินในพืชดงัแสดงในภาพ 2.4 เร่ิมเม่ือ tryptophan ถูก
เปล่ียนเป็น IPyA โดยเอนไซม์ tryptophan transferase ซ่ึงเอนไซม์ชนิดน้ีมีความแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บั
ช นิ ด จุ ลิ น ท รี ย์  จ ากนั้ น  IPyA จ ะ ถู ก  indole-3-pyruvate decarboxylase เป ล่ี ยน เป็ น  indole-3-
acetaldehyde (IAAld) เรียกขั้นตอนน้ีว่า decarboxylation และ IAAld จะถูกออกซิไดซ์โดย indole-3-
acetaldehyde dehydrogenase เป็น IAA การศึกษาพบวา่มีจุลินทรียห์ลายชนิดท่ีผลิต IAA ผา่นวิถี IPyA 
ทั้ งจุ ลินท รีย์ก่อโรคในพืช  เช่น  Pantoea agglomerans, Ustilago maydis จุ ลินท รีย์ส่ งเส ริมการ



 

19 
 

เจริญเติบโตแก่พืช ได้แก่  Azospirillum, Bacillus, Enterobacter cloacae, Trichoderma virens และ 
สาหร่ายสีเขียวแกรมน ้ าเงิน Nostoc การผลิต IAA ผ่านวิถี IPyA ขั้นตอนการผลิต IAA ผ่านวิถี IPA
  

ภาพ 2.4 ขั้นตอนการผลิต IAA ผ่านวิถี IPyA ของจุลินทรีย์; เอนไซม์ tryptophan transferase (A), 
indole-3-pyruvate decarboxylase (B) และ indole-3-acetaldehyde dehydrogenase (C).  

2.4.1.3 การผลิต IAA ผา่นวถีิ tryptophan side chain oxidase 

 เร่ิมจาก tryptophan เป็น indole-3-acetaldehyde (IAAld) โดยไม่ต้องผ่าน indole-3-pyruvic 
acid (IPyA) และเปล่ียน IAAld เป็น IAA โดยใชเ้อนไซม ์indole-3-acetaldehyde dehydrogenase เรียก
ขั้ นตอนการผลิต IAA น้ีว่าผ่านวิถี  tryptophan side chain oxidase ดังแสดงในภาพ 2.5 ตัวอย่าง
จุลินทรียท่ี์ สามารถผลิต IAA โดยอาศยั tryptophan side chain oxidase เช่น Pseudomonas fluorescens  

ภาพ  2.5 ขั้ นตอนการผลิต IAA ผ่านวิถี  tryptophan side chain oxidase ของจุลินทรีย์; เอนไซม ์
tryptophan side chain oxidase (A) และ indole-3-acetaldehyde dehydrogenase (B) 

2.4.1.4 การผลิต IAA ผา่นวถีิ tryptamine (TAM)  

 จุลินทรียมี์ความสามารถเปล่ียน tryptophan เป็น indole-3-acetaldehyde (IAAld) โดยผา่นสาร
ตัวกลางคือ tryptamine ดังแสดงในภาพ  2.6 เร่ิมต้นโดยจุ ลินท รีย์ส ร้างเอนไซม์  tryptophan 
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decarboxylase เปล่ียน tryptophan เป็น tryptamine จากนั้ นเปล่ียนเป็น IAAld และ IAA โดย amine 
oxidase และ indole-3-acetaldehyde dehydrogenase ตามล าดบั มีการรายงานอย่างกวา้งขวางเก่ียวกบั
การผลิต IAA ผา่นวถีิ TAM ทั้งในพืชและรา เช่น Aspergillus sp., Penicillium sp. และ Rhizopus sp.  

ภาพ 2.6 ขั้นตอนการผลิต IAA ผ่านวิถี TAM ของจุลินทรีย์; เอนไซม์ tryptophan decarboxylase (A) 
amine oxidase (B) และ indole-3-acetaldehyde dehydrogenase (C)  

2.4.1.5 การผลิต IAA ผา่นวถีิ indole-3-acetonitrile (IAN)  

 การศึกษาการผลิต IAA ผ่านวิถี IAN pathway ดังแสดงในภาพ 2.7 มีการรายงานว่าพืช
สามารถเปล่ียน indole-3-acetonitrile (IAN) เป็น IAA โดยอาศัยเอนไซม์ nitrilase (Bartling et al., 
1994) แต่ขั้ นตอนการเปล่ียนจาก tryptophan เป็น IAN ยงัไม่แน่ชัดระหว่างสองวิถี  คือ indolic 
glucosinolates (Glucobrassicin) แ ล ะ  indole-3-acetaldoxime ท่ี ใ ช้ เป ล่ี ย น  tryptophan เป็ น  IAN 
การศึกษาการผลิต IAA ผ่านวิถี IAN ในจุลินทรียมี์การตรวจพบการสร้างเอนไซม์ nitrilase ท่ีจ  าเพาะ
กบั IAN ในการเปล่ียนไปเป็น IAA ของเช้ือ Alcaligenes faecalis ในขณะเดียวกนั Kobayashi et al. 
(1995) รายงานการสร้าง nitrile hydratase ท่ีเปล่ียน IAN เป็น IAM และเอนไซม์ amidase ท่ีเปล่ียน 
IAM เป็น IAA ใน Ag. tumefaciens และ Rhizobium spp. ซ่ึงเป็นข้อมูลส าคัญในการศึกษาการผลิต 
IAA ผา่นวถีิ IAN  

 



 

21 
 

 

 

ภาพ 2.7 ขั้นตอนการเปล่ียนจาก IAN เป็น IAA และการเปล่ียนจาก tryptophan เป็น IAN; ลูกศรต่อกนั
() ขั้นตอนการท างานของเอนไซม์และลูกศรขาด (- - - - >) วิถีการผลิตท่ีเกิดยงัไม่แน่ชัด, 
เอนไซม ์nitrile hydratase (A), nitrilase (B) และ amidase (C) 

Costacura และ Vanderlayden (1995) รายงานการผลิต IAA ของ Rhizobium ผ่านวิถี IAM 
เม่ืออาศยัอยูร่่วมกบัพืช ในขณะท่ี Rhizobium ท่ีอยูอ่ยา่งอิสระใชว้ถีิ IPyA ในการผลิต IAA (Kaneshiro 
et al., 1983; Ernstsen et al., 1987) ไดมี้การทดสอบการยบัย ั้งวิถีการผลิต IAA ในจุลินทรียห์ลายชนิด 
พบวา่จุลินทรียเ์หล่านั้นยงัคงผลิต IAA ไดป้กติ แสดงให้เห็นวา่จุลินทรียส์ามารถผลิต IAA ผา่นวิถีการ
ผลิตได้หลากหลาย อย่างไรก็ตามการท่ีจุลินทรีย์จะใช้วิถีใดในการผลิต IAA นั้ นข้ึนอยู่กับชนิด
จุลินทรียแ์ละสภาวะแวดลอ้มขณะนั้นๆ (Spaepen and Vanderleyden, 2011) 

นอกจากส่ิงมีชีวิตจะสามารถผลิต IAA จาก tryptophan ผ่านวิถีต่างๆท่ีกล่าวมาขา้งตน้แล้ว 
พบวา่พืชสามารถผลิต IAA โดยปราศจาก tryptophan (tryptophan-independent pathway) ได ้อยา่งไร
ก็ตามการศึกษาท่ีผ่านมายงัไม่สามารถระบุยีนและเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบั tryptophan-independent 
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pathway ได้ เช่นเดียวกับความพยายามในการศึกษาการผลิต IAA โดยปราศจาก tryptophan ใน
จุลินทรียท่ี์ไม่พบหลกัฐานทั้งดา้นพนัธุศาสตร์และชีวเคมีท่ีสามารถยืนยนัการผลิต IAA ของจุลินทรีย์
ผา่นวถีิ tryptophan-independent pathway 

2.4.2 จุลนิทรีย์ทีผ่ลติ IAA 

การศึกษาเก่ียวกับจุลินทรียผ์ลิต IAA พบว่ามีจุลินทรีย์หลายชนิดท่ีสามารถผลิต IAA ใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม tryptophan เป็นสารตั้งตน้ได้ ดงัตาราง 2.3 Mohite (2013) รายงานการคดัแยก
แบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่  Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis, Lactobacillus acidophilus 
และ L. casei จากดินบริเวณรอบราก ตน้กลว้ย ฝ้าย ขา้วโพด และขา้วสาลี วา่สามารถผลิต IAA ในช่วง 
60110 µg/ml เช่นเดียวกับ Goswami et al. (2015) รายงานแบคทีเรียทั้ งแกรมบวกและแกรมลบ 
(Bacillus spp., Kocuria spp. และ Pseudomonas sp.) ท่ีแยกไดจ้ากดินบริเวณรอบรากพืชสามารถผลิต 
IAA ในช่วง 1.068.04 µg/ml ยิ่งไปกวา่นั้นมีรายงานการศึกษาแบคทีเรียในกลุ่มของแอคติโนมยัซีท
ทั้งท่ีเป็นเอนโดไฟท์และแยกจากตวัอย่างดินทั้ งในกลุ่ม Streptomyces และ non-Streptomyces ว่ามี
ความสามารถในการผลิต IAA ไดเ้ช่นกนั (Khamna et al., 2009; Abd-Alla et al., 2013; Goudjal et al., 
2013) โดย Khamna et al. (2010) รายงานการศึกษา Streptomyces sp. CMU-H009 ว่าสามารถผลิต 
IAA ได้สูงถึง 300 µg/ml  ราเป็นกลุ่มจุลินทรียท่ี์ได้รับความสนใจในการศึกษาการผลิต IAA มีการ
รายงานการผลิต IAA จากราอย่างแพร่หลาย ทั้งราเอนโดไฟท์ ตวัอย่างเช่น Mus. cinnamomi ท่ีแยก
จากพืชอบเชย  Paecilomyces formosus, Penicillium sp. และ Phoma glomerata ท่ีคดัแยกจากแตงกวา 
ซ่ึ ง ส า ม า ร ถ ผ ลิ ต  IAA ใ น ช่ ว ง  3.8945.36 µg/ml (Khan et al., 2012; Waqas et al., 2012; 
Suwannarach et al., 2015) ราท่ีอาศัยอยู่ทั่วไป เช่น Trichoderma virens  สามารถผลิต IAA เท่ากับ 
0.23 µg/ml (Contreras-Cornejo et al., 2009) white rot fungi ได้แก่ Pleurotus ostreatus สามารถผลิต 
IAA ปริมาณ 473.55 µg/ml ยิ่งไปกว่านั้นมีการรายงานราเอคโตไมคอร์ไรซากลุ่ม Sclerodermatoid 
fungi ไ ด้ แ ก่  Astraeus odoratus, Pisolithus albus, Scleroderma sinnamariense แ ล ะ  Phlebopus 
portentosus ซ่ึงเป็นราเอคโตไมคอร์ไรซาท่ีอาศัยอยู่ในรากพืชว่าสามารถผลิต IAA อยู่ในช่วง 
40.7665.29 µg/ml (Kumla et al., 2014) นอกจากพบว่า ยีสต์และสาหร่ายขนาดเล็กหลายชนิดก็มี
รายงานว่าสามารถผลิต IAA ได้เช่นกนั (Labeeuw et al.,  2016; Nutaratat et al., 2016) อย่างไรก็ตาม
การผลิต IAA ของจุลินทรียน์อกจากจะข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดแลว้ ปริมาณ tryptophan 
อาหารและสภาวะการเพาะเล้ียงก็มีผลตอ้งการผลิต IAA ของจุลินทรียเ์ช่นกนั  
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ตาราง 2.3 รายงานจุลินทรียผ์ลิตออกซิน 

จุลินทรีย ์ แหล่งจุลินทรีย ์ ปริมาณ IAA (µg/ml) อา้งอิง 
1. Bacteria    
Bacillus subtilis, B. licheniformis, 
Kocuria flava, K. turfanensis และ 
Pseudomonas aeruginosa 

Rhizobacteria 1.068.04 Goswami et al. (2015) 

Bacillus sp. JH2-2 ดินบริเวณ rhizosphere รอบรากพืชในเหมือง
แร่ 

4.6 Shim et al. (2015) 

Bacillus spp. และ Paenibacillus spp. Lonicera japonica 11.549.2 Zhao et al. (2015) 
Streptomyces spp. ดินบริเวณรอบรากขา้วสาลี, ขา้วโพด และถัว่

ปากอา้ ในอียปิต ์
3.5422.56 Abd-Alla et al. (2013) 

Streptomyces และ Non-Streptomyces  spontaneous plants (Aristida pungens, 
Astragallus armatus, Cleome arabica, 
Panicum turgidum และ Solanum nigrum) 

12.28100.03 Goudjal et al. (2013) 

Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis, 
Lactobacillus acidophilus, L. casei 

ดินบริเวณรอบรากตน้กลว้ย, ฝ้าย, ขา้วโพด 
และ ขา้วสาลี  

60110 Mohite (2013) 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

จุลินทรีย ์ แหล่งจุลินทรีย ์ ปริมาณ Indole/IAA (µg/ml) อา้งอิง 
Streptomyces sp. SF5 ดินท่ีอุดมสมบูรณ์จาก El-Ourissia region, 

North of Algeria (Sétif) 
55.58  Ameur and Ghoul 

(2012) 
Bacillus spp., Rhizobacteria และ 
 Serratia spp. 

ดินรอบรากพืชต่างๆ เช่น ขา้ว, มะเขือเทศ, ถัว่
ลูกไก่ และ แครอท ในเมือง Mandalay 
ประเทศพม่า 

2.50121.1 Lwin et al. (2012) 

Endophytic bacteria ตน้แอปเป้ิล 2742 Miliute and Buzaite 
(2011) 

Rubrivivax benzoatilyticus JA2 ดินบริเวณรอบรากขา้วท่ีถูกน ้ าท่วม 
 (Ramana et al. 2006) 

58.1 Mujahid et al. (2011) 

Klebsiella SN1.1 ดินบริเวณรอบรากขา้ว 291.97 Chaiharn and Lumyong 
(2011) 

Streptomyces sp. CMU-H009 ดินบริเวณ Rhizosphere ของพืชสมุนไพร 300 Khamna et al. (2010) 
Vibrio spp.  รากของ Spartina alterniflora และ Juncus 

roemerianus 
0.1212.78 Gutierrez et al. (2009) 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

จุลินทรีย ์ แหล่งจุลินทรีย ์ ปริมาณ Indole/IAA (µg/ml) อา้งอิง 
Streptomyces และ Non-Streptomyces ดินบริเวณรอบราก ของพืชสมุนไพรใน

จงัหวดัล าพนู ประเทศไทย 
5.47143.95 Khamna et al. (2009) 

Azospirillum spp. เน้ือเยือ่รากของ ขา้วสาลี, ขา้วโพด, ขา้ว
บาร์เลย,์ ขา้วไรย ์และหญา้ 

29.0761.0 Akbari et al. (2007) 

Bacillus sp. 21 Orchid root (Pholidota articulata) 58 Tsavkelova et al. 
(2007) 

2. Fungi    
Rhodosporidium paludigenum ใบขา้ว 321.7 Nutaratat et al. (2016) 
Muscodor cinnamomi Cinnamomum bejolghota (Buch-Ham) 45.36 Suwannarach et al. 

(2015) 
Endophytic fungi isolate KN10 Aromatic rice 2.6 Syamsia et al. (2015) 
Astraeus odoratus, Pisolithus albus, 
Scleroderma sinnamariense และ Phlebopus 
portentosus 

Sclerodermatoid fungi 40.7665.29 Kumla et al. (2014) 
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ตาราง 2.3 (ต่อ) 

จุลินทรีย ์ แหล่งจุลินทรีย ์ ปริมาณ Indole/IAA (µg/ml) อา้งอิง 
Aspergillus fumigatus, Chrysosporium 
pseudomerdarium, Paecilomyces spp., 
Penicillium sp. และ Phoma glomerata 

 รากของ Glycine max (L.) Merr. 
 และCucumis sativus 

0.2371.51 Waqas et al. (2014) 

Pleurotus ostreatus White rot fungus 473.55 Bose et al. (2013) 
Colletotrichum gloeosporioides CMU-
AU006 

Orchid root (Spathoglottis affnis) 243.56 Chutima and Lumyong 
(2012) 

Chaetomium globosum รากของ Capsicum annuum L. 16.71 Khan et al. (2012) 
Paecilomyces formosus LHL10 Cucumber plant 10.2 Khan et al. (2012) 
Penicillium sp. และ Phoma glomerata Cucumber plant 3.8929.8 Waqas et al. (2012) 
Trichoderma virens พบไดท้ัว่ไป 0.23 Contreras-Cornejo et al. 

(2009) 
Colletotrichum acutatum Citus plant  0.648.42 Chung et al. (2003) 
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ตาราง 2.3 (ต่อ) 

จุลินทรีย ์ แหล่งจุลินทรีย ์ ปริมาณ Indole/IAA (µg/ml) อา้งอิง 
3. Microalgae    
Emiliania huxleyi CCMP3266 Culture collection [ Provasoli-Guillard 

National Centre for Marine Algae And 
Microbiota (NCMA)] 

8.76 Labeeuw et al. (2016) 
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2.4.3 ราเอนโดไฟท์ผลติ IAA กระตุ้นการเจริญของพชื 

ราเอนโดไฟท์เป็นจุลินทรีย์ท่ีมีศกัยภาพในการผลิตสารทุติยภูมิท่ีส าคญัท่ีมนุษยน์ าไปใช้
ประโยชน์อยา่งแพร่หลาย การศึกษาและวจิยัการใชป้ระโยชน์จากราเอนโดไฟทเ์พื่อส่งเสริมการเจริญ
ของพืชมีความส าคญัโดยเฉพาะอยา่งยิ่งการใชร้าเอนโดไฟทท่ี์สามารถผลิต IAA เพื่อกระตุน้การเจริญ
ของพื ช  Chutima and Lumyong (2012) ศึกษ าราเอนโดไฟท์ ท่ี แยกได้จากรากกล้วยไม้พบ 
Collectotrichum gloeosporioides, Tulasnella spp., Fusarium spp. Trichocladium pyriforme, 
Eupenicillium sp. สามารถผลิต IAA ไดเ้ม่ือเล้ียงในอาหารเหลวท่ีเติม tryptophan และเม่ือน า IAA ท่ี
ราเอนโดไฟท์ผลิตไปทดสอบการส่งเสริมการเกิดราก การงอก และการยืดยาวเน้ือเยื่อเจริญในพืช
ทดสอบ พบวา่สามารถส่งเสริมการเจริญของพืชทดสอบไดเ้ทียบเท่ากบัสารมาตรฐาน มีการรายงานวา่
ราเอนโดไฟทใ์นรากกลว้ยไมช่้วยให้กลว้ยไมง้อกและเจริญ ซ่ึงมีความส าคญัอยา่งมากกบักลว้ยไมใ้น
ธรรมชาติ เน่ืองจากกลว้ยไมใ้นธรรมชาติเม่ืองอกแลว้ตอ้งอาศยัราเอนโดไฟทใ์นการส่งเสริมการเจริญ
ทั้งดา้นการดูดซึมน ้ า ธาตุอาหาร ป้องกนัการเขา้ท าลายของเช้ือก่อโรค และสร้างสารส่งเสริมการเจริญ 
(Swarts and Dixon, 2009;  Wright  et al., 2009) Syamsia et al. (2015) ศึกษาผลของ IAA จากรา               
เอนโดไฟทท่ี์แยกไดจ้ากช้ินส่วนใบและกา้นของขา้วหอมเพื่อส่งเสริมการเจริญของพืชทดสอบพบวา่ 
IAA ท่ีผลิตจากราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้ช่วยเพิ่มเปอร์เซ็นต์การงอกของ Vigna radiate และ Cicer 
arietniumได้ 95% และ 87% ตามล าดับ Waqas et al. (2012) รายงาน Phoma glomerata LWL2 และ 
Penicillum sp. LWL3 ท่ีแยกจากรากแตงกวาสามารถผลิตจิบเบอเรลลิน (Gibberillins; GAs) และ IAA 
(3.89 และ 29.8 µg/ml ตามล าดบั) และเม่ือน าไปทดสอบการส่งเสริมการเจริญของพืชในสภาวะตึง
เครียดพบว่าในตน้แตงกวาท่ีปลูกในสภาวะตึงเครียดสภาวะเกลือสูงและสภาวะการขาดน ้ าท่ีเติมรา           
เอนโดไฟท ์Pho. glomerata LWL2 และ Penicillum sp. LWL3 มีค่าชีวมวลสูงกวา่ตน้แตงกวาท่ีไม่ได้
เติมราเอนโดไฟท ์ทั้งความยาวราก น ้ าหนกัสดและแห้งของราก และปริมาณคลอโรฟิลล์เช่นเดียวกบั
การรายงานใช้ Paecilomyces formosus LHL10 ซ่ึงเป็นราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้จากรากแตงกวา 
สามารถผลิต IAA และ GAs ช่วยให้แตงกวาและขา้วเจริญไดใ้นสภาวะท่ีความเขม้ขน้ของเกลือสูง 
(Khan et al., 2012) 
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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการวจิยั 

3.1 การเกบ็ตัวอย่างและการแยกราเอนโดไฟท์ 

 เก็บตวัอยา่งใบและกา้นลกัษณะสมบูรณ์ไม่แสดงอาการโรคไม่อ่อนและไม่แก่เกินไปโดยการ
สุ่มจากต้นกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิก้า (Coffea arabica) ในแปลงเพาะปลูกกาแฟ ณ หน่วยวิจยัและ
พัฒนาเกษตรท่ี สู งขุน ช่างเค่ียน  คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  (18°50'43.0"N, 
98°54'26.0"E) จ านวน 5 ต้น ในเดือนกรกฎาคมและเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2555 โดยแยกแต่ละ
ตวัอยา่งใส่ในถุงพลาสติกอยา่งมิดชิดและติดฉลากก่อนน ามาแยกราเอนโดไฟทใ์นห้องปฏิบติัการ การ
วิจยัดา้นการพฒันาแบบยัง่ยืนของทรัพยากรชีวภาพภายใน 24 ชัว่โมง ลา้งตวัอยา่งใบและกา้นกาแฟ
โดยผ่านน ้ าไหลประมาณ 15 นาที ตดัใบและก้านให้มีขนาดความยาวเล็กลงขนาด 510 cm เพื่อ
สะดวกต่อการลดปริมาณเช้ือท่ีปนเป้ือนบริเวณผิวตวัอยา่ง น าตวัอย่างพืชท่ีไดม้าแยกราเอนโดไฟท์
โดยวิธี triple surface sterilization (Suwannarach et al., 2012) ท าการห่อตวัอยา่งกาแฟดว้ยผา้ขาวบาง
และแช่ใน 70% เอทานอล 1 นาที, 3% โซเดียมไฮโปคลอไรท ์(NaClO) 2 นาที และ 95% เอทานอล 30 
วินาที ตามล าดบั ผึ่งตวัอย่างให้แห้งในตูป้ลอดเช้ือ จากนั้นตดัใบกาแฟให้มีขนาด 5×5 mm และตดั
ก้านกาแฟให้มีขนาด 10 mm วางบนอาหาร half potato dextrose agar (half-PDA) และ water agar 
(WA) ท่ีเติม chloramphenicol 0.05 g/L และ Rose bengal 0.035 g/L ท าการวางช้ินพืชจ านวน 5 ช้ิน 
ต่อ 1 จานอาหารดงัแสดงในภาพ 8 บ่มราเอนโดไฟท์ท่ีอุณหภูมิ 25oC เม่ือเส้นใยราเอนโดไฟท์เจริญ
ออกจากเน้ือเยือ่พืช ตดัส่วนปลายเส้นใยราและยา้ยลงในอาหาร potato dextrose agar (PDA) จนไดเ้ช้ือ
บริสุทธ์ิ ท าการเก็บรักษาราเอนโดไฟท์ 2 วิธี คือ เล้ียงราเอนโดไฟท์ในอาหารวุน้ PDA เอียง (PDA 
slant) เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิห้อง (25±2oC) และตดัช้ินวุน้ราเอนโดไฟท์ใส่ในหลอดเก็บเช้ือท่ีมี 20% 
glycerol เก็บรักษาไวใ้นตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20oC 
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ตวัอยา่งใบและกา้นกาแฟ 

อาหารแยกเช้ือ 

 

 

  

 

 

 

ภาพ 3.1 การวางตวัอยา่งช้ินส่วนพืชบนอาหารคดัแยกราเอนโดไฟท์ 

3.2 การหาค่าความหนาแน่นของประชากรราต่อตัวอย่าง  

 หาได้จากจ านวนราท่ีพบทั้ งหมดหารด้วยจ านวนตัวอย่างท่ีใช้ในการแยกตามวิธีของ 
Suwannarach et al. (2012) 

3.3 การจัดกลุ่มราเอนโดไฟท์ 

เพาะเล้ียงราเอนโดไฟท์บนอาหาร PDA และบ่มท่ีอุณหภูมิ 25oC เป็นเวลา 7 วนั จดักลุ่มโดย
อาศยัลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยตาเปล่าและใต้กล้องจุลทรรศน์เลนส์ประกอบ เช่น ลักษณะ  
โคโลนี เส้นใย รูปร่าง และขนาดของสปอร์ (Ellis, 1971; Carmichael et al., 1980) 

3.4 การคัดกรองราเอนโดไฟท์ทีผ่ลติสารกลุ่มอนิโดล (indole) โดยวธีิ colorimetric assay  

เพาะเล้ียงราเอนโดไฟท์บนอาหาร PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25oC นาน 35 วนั จากนั้นตดัช้ินวุน้
ของราเอนโดไฟท์ขนาด 5 mm จ านวน 1 ช้ิน ใส่หลอดทดลองขนาด 18×180 mm ท่ีบรรจุ 5 ml อาหาร
เล้ียงเช้ือ potato dextrose both (PDB) ท่ีเติม 2 mg/ml  L-tryptophan ท า 3 ซ ้ าในแต่ละตวัอยา่ง จากนั้น
น าไปเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขย่าแบบซ้ายขวาในสภาวะมืดท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที  ท่ี
อุณหภูมิห้อง (25±2oC) เม่ือครบ 7 วนั ป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ราออกจากน ้ าเล้ียงท่ีความเร็วรอบ 11,000 
รอบต่อนาที นาน 5 นาที น าเอาน ้ าเล้ียงมาตรวจสอบการผลิตสารกลุ่มอินโดลของราเอนโดไฟทโ์ดย
วิธี colorimetric assay (Tsavkelova et al., 2007) โดยการปิเปต 2 ml สารละลาย Salkowski’s reagent 
ลงในหลอดทดลองขนาด 13×100 mm และน ้ าเล้ียงราเอนโดไฟท์ 1 ml เขยา่ให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองเขย่า 
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บ่มปฏิกิริยาในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 30 นาที สารละลายท่ีผสมมีสีชมพูจนถึงสีแดงหลงัจากการ
เกิดปฏิกิริยาแสดงผลเชิงบวกกบัการผลิตสารกลุ่มอินโดล น าสารละลายสีท่ีท าปฏิกิริยาไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสง (optical density; OD) ท่ีความยาวคล่ืน 530 nm โดยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
(spectrophotometer) น าค่า OD ท่ีได้ค  านวณผลรวมของการผลิตสารกลุ่มอินโดลเบ้ืองต้นท่ีรา                
เอนโดไฟทผ์ลิตโดยเทียบกบัสมการกราฟมาตรฐาน IAA 

3.5 การสกดัสารกลุ่มอนิโดลจากน า้เลีย้งราเอนโดไฟท์ทีค่ัดเลอืก 

กรองแยกเส้นใยออกจากน ้ าเล้ียงและปรับค่า pH ของน ้ าเล้ียงราเอนโดไฟท์ให้ค่า pH อยู่
ระหว่าง 2.53.0 ด้วย 1 N HCl สกัดสารกลุ่มอินโดลจากน ้ าเล้ียงด้วย ethyl acetate ต่อน ้ าเล้ียงรา              
เอนโดไฟท์ในอตัราส่วน 1:1 จ านวน 2 ซ ้ า จากนั้นท าการระเหย ethyl acetate โดยเคร่ืองระเหยสาร
แบบหมุน (rotary evaporator) เพื่อใหไ้ดส้ารสกดัจากราเอนไฟท ์เก็บสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท์
ในขวดสีชาท่ี 4oC เพื่อรักษาองค์ประกอบของสารส าหรับใช้ในการทดสอบต่อไป (Ahmad et al., 
2005; Chaiharn and Lumyong, 2011) 

3.6 การตรวจสอบองค์ประกอบสารกลุ่มอินโดลเบื้องต้นที่ผลิตโดยราเอนโดไฟท์ด้วยเทคนิค thin 
layer chromatography (TLC) 

ละลาย 1 mg สารสกดัหยาบท่ีสกดัไดจ้ากราเอนโดไฟทด์ว้ยเมทานอล จุดสารละลายสารสกดั
หยาบบนแผ่น TLC ขนาด 5×10 cm (Silica gel G F257, thickness 0.25 mm, Merk, Germany) และน า
แผ่น TLC จุ่มลงสารละลายของ chloroform: methanol: water (84:14:1) ท่ีใช้เป็น mobile phase ให้
สารเกิดการเคล่ือนท่ีถึงต าแหน่งท่ีก าหนด ท าการตรวจสอบค่า Rf ของสารสกัดหยาบเทียบสาร
มาตรฐาน IAA ท่ีความเขม้ขน้ 1 mg/ml ภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลต (UV) ความยาวคล่ืน 254 nm และ
การฉีดพน่ดว้ย Salkowski’s reagent (Ehmann, 1977)  

 

 

 

 

ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี  

 ระยะทางท่ีตวัท าละลายเคล่ือนท่ี 
Rf =  
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3.7 การตรวจสอบสารกลุ่มอินโดลในสารสกัดหยาบของราเอนโดไฟท์ที่คัดเลือกด้วยเทคนิค high 
performance liquid chromatography (HPLC) 

ละลายสารสกัดหยาบ (บันทึกปริมาณสารเพื่อใช้ค  านวณกลับ) จากราเอนโดไฟท์ด้วย                             
เมทานอล จากนั้นกรองดว้ยหัวกรองขนาด 0.45 µm น าสารละลายของสารสกดัหยาบมาตรวจเพื่อวดั
ป ริม าณ  IAA โด ย เค ร่ื อ ง  HPLC  ยี่ ห้ อ  Shimadzu, Japan (Shimadzu Prominence UFLC system 
ประกอบด้วย LC-20 AD pump, SIL-20ACHT auto sampler, CTO-20 AC column oven, CBM-20A 
system controller และ SPD-20A UV/VIS detector) column ท่ีใชคื้อ Mightysil RP-18  ขนาด 250×4.6 
mm, 5 µm อุณหภูมิ column เท่ากับ 40oC โดยใช้ 45% สารละลาย A (1% กรดอะซิติก) และ 55% 
สารละลาย B (100% เมทานอล) เพื่อใชเ้ป็น mobile phase ในการเคล่ือนท่ีของสารสกดัหยาบและสาร
เปรียบเทียบมาตรฐาน มีอตัราการไหลของตวัอยา่งเท่ากบั 0.5 ml/min ปริมาตรตวัอยา่งท่ีฉีดเท่ากบั 10 
µl ท าการตรวจวดัสารกลุ่มอินโดลท่ีความยาวคล่ืน 280 nm เปรียบเทียบกบั retention time ของสาร
มาตรฐาน IAA โดยการค านวณหาปริมาณของ IAA จากสารสกดัหยาบท่ีผลิตโดยราเอนโดไฟท์ ได้
จากการค านวณสมการกราฟมาตรฐาน IAA ท่ีไดจ้ากการค านวณพื้นท่ีใตก้ราฟ (Chung et al., 2003; 
Kumla et al., 2014) 

3.8 การศึกษาวถิีการสังเคราะห์ IAA ของราเอนโดไฟท์ทีค่ัดเลอืก 

 เล้ียงราเอนโดไฟท์ในหลอดทดลองขนาด 18×180 mm ท่ีผสม 2 mg/ml  L-tryptophan ใน
อาหาร PDB 5 ml เขยา่บนเคร่ืองเขยา่แบบซ้ายขวาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ในสภาวะมืดเป็น
เวลา 7 วนั ท าการเก็บผลทุกวนัโดยการป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ออกจากน ้ าเล้ียงและท าการสกดัสารกลุ่ม
อินโดลตามวิธีวิจยัท่ีกล่าวมาแล้ว น าสารสกัดหยาบท่ีได้ศึกษาการเปล่ียนแปลงในแต่ละวนัของ
ปริมาณ IAA และสารตวักลาง (intermediate) สารตวักลางท่ีใช้ในการศึกษาคือ สารมาตรฐาน indole-
3-acetamide (IAM) และ indole-3- pyruvic acid (IPA) โดยเทคนิค HPLC ดงัท่ีกล่าวมาแลว้ 

3.9 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติ IAA ของราเอนโดไฟท์ทีค่ัดเลอืก  

การศึกษาสภาวะความเขม้ขน้ของ L-tryptophan, อุณหภูมิ และระยะเวลาในการเพาะเล้ียงท่ี
เหมาะสมต่อการผลิต IAA ของราเอนโดไฟท์ท่ีคัดเลือก การศึกษาสภาวะความเข้มข้นของ L-
tryptophan โดยการตดัช้ืนวุน้ราเอนโดไฟทท่ี์คดัเลือกขนาด 5 mm เพาะเล้ียงในหลอดทดลอง 18×180 
mm ในอาหาร PDB 5 ml ท่ีผสม L-tryptophan ในระดับความเข้มข้นต่างๆ คือ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 
mg/ml ความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า และเขยา่บนเคร่ืองเขย่าแบบซ้ายขวาความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ใน
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สภาวะมืดท่ีอุณหภูมิหอ้ง (25±2ºC) เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นแยกเซลลอ์อกจากน ้าเล้ียงและน าน ้าเล้ียงไป
สกดั IAA และน าสารสกดัหยาบ IAA ของราเอนโดไฟท์ท่ีได้ไปตรวจวดัปริมาณ IAA ด้วยเทคนิค 
HPLC  เลือกความเข้มข้นของ L-tryptophan ท่ีราเอนโดไฟท์ผลิตปริมาณ IAA ได้สูงสุดไปศึกษา
สภาวะอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียง 

 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิต IAA ของราเอนโดไฟทท่ี์คดัเลือก โดยเพาะเล้ียงรา
เอนโดไฟทบ์นเคร่ืองเขยา่แบบซ้ายขวาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ในสภาวะมืดท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
คือ 22ºC, อุณหภูมิห้อง (25±2ºC), 30ºC และ 37°C อุณหภูมิละ 3 ซ ้ า เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นแยกเซลล์
ออกจากน ้ าเล้ียงและน าน ้ าเล้ียงไปสกดั IAA ของราเอนโดไฟท์ท่ีได้ไปตรวจวดัปริมาณ IAA ด้วย
เทคนิค HPLC เลือกอุณหภูมิท่ีราเอนโดไฟทผ์ลิต IAA ไดป้ริมาณสูงสุดไปศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสม
ในการเพาะเล้ียง    

การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงต่อการผลิต IAA ของราเอนโดไฟทท่ี์คดัเลือก 
โดยการเพาะเล้ียงราเอนโดไฟทใ์นอาหาร PDB  5 ml ท่ีผสม L-tryptophan ในความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม
จากการศึกษาก่อนหน้าน้ี น าไปเขย่าบนเคร่ืองเขยา่แบบซ้ายขวาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ใน
สภาวะมืดท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมไดจ้ากการทดลองก่อนหนา้น้ี เป็นเวลา 30 วนั โดยการเก็บน ้ าเล้ียงรา
เอนโดไฟท์ทุก 2 วนั จากนั้นแยกเซลล์ออกจากน ้ าเล้ียงและน าน ้ าเล้ียงไปสกดั IAA และน าสารสกดั
หยาบ IAA ของราเอนโดไฟท์ท่ีไดไ้ปตรวจวดัปริมาณ IAA ดว้ยเทคนิค HPLC  โดยท า 3 ซ ้ าในแต่ละ
การทดลอง 

3.10 การศึกษาสารสกัดหยาบอินโดลของราเอนโดไฟท์ที่คัดเลือกต่อการส่งเสริมการเจริญของพืช
ทดสอบ (Khamna et al., 2010; Chutima and Lumyong, 2012; Kumla et al., 2014)  

3.10.1 การทดสอบสารสกดัหยาบอินโดลของราเอนโดไฟท์ท่ีผลิต IAA ท่ีคดัเลือกต่อการยืดยาวของ 
coleoptile ของพืชทดสอบ 

 ฆ่าเช้ือบริเวณผิวของเมล็ดพืชทดสอบ ได้แก่ ข้าว (Oryza sativa L.) ข้าวโพด (Zea mays) 
และข้าวไรย์ (Secale cereal L.) โดยแช่ในสารละลาย 2% NaClO เป็นเวลา 3 นาที ล้างด้วยน ้ ากลั่น
ปราศจากเช้ือ 3 คร้ัง จากนั้นแช่เมล็ดพืชทดสอบในน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือนาน 1 วนั เพาะเมล็ดพืช
ทดสอบลงในกระบะทรายในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง (25±2oC) เป็นเวลา 3 วนั เม่ือส่วน coleoptile ของ
พืชงอกยาว 34 cm ตดัส่วนปลาย ทิ้ง 12 mm จากนั้นตดัเน้ือเยื่อ coleoptile ถดัจากท่ีตดัทิ้งยาว 10 



 

34 
 

mm น าไปทดสอบการยืดยาวของเน้ือเยื่อ coleoptile โดยแช่ในสารสกดัหยาบอินโดลของราเอนโด-
ไฟทค์วามเขม้ขน้ 50 µg/ml (ซ่ึงจากการวิเคราะห์ดว้ยวิธี HPLC พบวา่ประกอบดว้ย 20 และ 30 µg/ml 
ของ IAA และ IAM ตามล าดับ) ท่ีละลายในน ้ าเปล่าฆ่าเช้ือ ปริมาตร 10 ml ในจานอาหารเล้ียงเช้ือ
ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 9 cm บ่มท่ีอุณหภูมิ 25oC ในท่ีมืดนาน 24 ชั่วโมง ตรวจวดัความยาวของ
เน้ือเยื่อ coleoptile ของพืชกับการทดลองของสารละลายสารมาตรฐานของ IAA และ IAM ความ
เขม้ขน้ 20 และ 30 µg/ml ตามล าดบั, IAA+IAM ความเขม้ขน้ 50 µg/ml ( ประกอบดว้ย 20 µg/ml ของ 
IAA ผสมกบั 30 µg/ml ของ IAM)  และน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือท่ีใช้เป็นชุดควบคุม โดยท า 3 ซ ้ าในแต่ละการ
ทดสอบ 

3.10.2 การทดสอบสารสกัดหยาบต่อการกระตุ้นการงอกของเมล็ดกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิก้าและ
ขา้วโพด 

กะเทาะเปลือกเมล็ดกาแฟออก จากนั้นฆ่าเช้ือบริเวณผวิเมล็ดกาแฟโดยแช่ในสารละลาย 0.2% 
Tween 80 ท่ีผสมใน 5% NaClO นาน 5 นาที และลา้งดว้ยน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ 3 คร้ัง น าเมล็ดกาแฟท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือบริเวณผิวไปแช่ในสารสกดัหยาบอินโดลของราเอนโดไฟทค์วามเขม้ขน้ 50 µg/ml (ซ่ึง
จากการวเิคราะห์ดว้ยวิธี HPLC พบวา่ประกอบดว้ย 20 และ 30 µg/ml ของ IAA และ IAM ตามล าดบั) 
ท่ีละลายในน ้ าเปล่าฆ่าเช้ือปริมาตร 250 ml นาน 24 ชัว่โมง โดยใชส้ารละลายสารมาตรฐานของ IAA 
แล ะ  IAM ความ เข้ม ข้น  20 แล ะ  30 µ g/ml ต ามล าดับ , IAA+IAM ค วาม เข้ม ข้น  50 µg/ml 
(ประกอบด้วย 20 µg/ml ของ IAA ผสมกับ 30 µg/ml ของ IAM)  และน ้ ากลั่นฆ่าเช้ือท่ีใช้เป็นชุด
ควบคุม น าเมล็ดกาแฟเพาะลงกระบะท่ีบรรจุวสัดุปลูกท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว (ทราย: แกลบข้ีเถ้า 
อตัราส่วน 1: 1) กระบะละ 50 เมล็ด ท าการทดลอง 3 ซ ้ า โดยวางกระบะไวใ้นโรงเรือนเพาะปลูกและ
รดน ้ าวนัละ 12 คร้ัง หลงัจาก 40 วนั นับเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกาแฟ ตรวจวดัความยาวราก
และล าต้นของกล้ากาแฟ วดัน ้ าหนักแห้งของรากและล าต้น และนับจ านวนราก โดยเทียบผลการ
ทดลองกบัการใชส้ารมาตรฐานและน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือท่ีใชเ้ป็นชุดควบคุม  

ในกรณีของขา้วโพดท าการทดลองเช่นเดียวกบัการทดสอบในเมล็ดกาแฟมีขอ้แตกต่างกนัคือ
ใชท้รายเป็นวสัดุเพาะและเก็บผลเม่ืออายคุรบ 5 วนั 
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3.11 การทดสอบความสามารถในการก่อโรค (pathogenicity test) ของราทีค่ัดเลอืกต่อพชืทดสอบ 

 การทดสอบความสามารถในการก่อโรคพืชทดสอบ ไดแ้ก่ ขา้วสายพนัธ์ุ กข6  ขา้วโพด ขา้ว
ไรย ์(พืชใบเล้ียงเด่ียว) ถัว่ลนัเตา ถัว่ฝักยาว แตงกวา มะเขือเทศ และคะน้า (พืชใบเล้ียงคู่) โดยเพาะ
เมล็ดพืชใหง้อกความสูงประมาณ 34 cm จากนั้นท าการฆ่าเช้ือบริเวณผิวเน้ือเยื่อพืชดว้ยแอลกอฮอล ์
70% และใชเ้ข็มสะกิดให้เกิดแผล น าไปวางในกล่องพลาสติก ขนาด 20 cm ยาว 30 cm และ สูง 10 cm 
ท่ีท าความสะอาดดว้ยแอลกอฮอล ์70% ภายในบรรจุกระดาษทิชชูท่ีฆ่าเช้ือและพรมดว้ยน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ
เพื่อให้ความช้ืน จากนั้นท าการหยดสปอร์ของราท่ีคดัเลือกลงบริเวณแผลของพืชทดสอบ น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง (25±2oC) เป็นเวลา 10 วนั ตรวจสอบการเกิดโรค เทียบกบัชุดควบคุมท่ีหยดดว้ยน ้ ากลัน่
ฆ่าเช้ือ และแยกกลบัเช้ือเพื่อยืนยนัว่าเป็นเช้ือชนิดเดียวกบัเช้ือท่ีท าการปลูก (Sinclair and Dhingra, 
1995; Nuangmek et al., 2015) 

3.12 การศึกษาราเอนโดไฟท์ทีค่ัดเลอืกต่อการส่งเสริมการเจริญของข้าวสายพนัธ์ุ กข6 

 ฆ่าเช้ือบริเวณผิวเมล็ดขา้วสายพนัธ์ุ กข6 โดยการจุ่มในสารละลาย 0.2% Tween 80 ใน 5% 
NaClO นาน 5 นาที ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือ 3 คร้ัง จากนั้นแช่เมล็ดขา้วในน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือ
นาน 1 ว ัน น าเมล็ดท่ีงอกไปปลูกในกระถางเพาะปลูกท่ีบรรจุ vermiculite และ peat moss ใน
อตัราส่วน 9: 1 กระถางขนาด 60×55 mm กระถางละ 5 เมล็ด จ านวน 10 ซ ้ า และหยดการละลายสปอร์
ของราเอนโดไฟทท่ี์มีจ านวนสปอร์ 106 spore/ml ปริมาตร 1 ml ปลูกไวใ้นตูค้วบคุมอุณหภูมิความช้ืน
และแสงสว่าง (growth chamber) ควบคุมอุณหภูมิท่ี  25oC มีความช้ืนสัมพัทธ์ 80% ให้แสงโดย
หลอดไฟฟลูออเรสเซนต์สลับมืด  14: 10 ชั่วโมง โดยใช้น ้ ากลั่นเป็นชุดควบคุม เม่ือครบ 10 วนั 
ตรวจวดัความยาวราก ความยาวต้น จ านวนราก น ้ าหนักแห้งของรากและล าต้น และปริมาณ
คลอโรฟิลล ์โดยเทียบผลการทดลองกบัการใชน้ ้ากลัน่ 

การวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์รวมของข้าว โดยชั่งน ้ าหนักสดส่วนต้นและใบของข้าว 
จากนั้นน าไปสกดัคลอโรฟิลล์โดยแช่ตน้ขา้วใน 80% อะซีโตน (acetone) ปริมาตร 1 ml ท่ีบรรจุใน
หลอดทดลองขนาด 13×100 mm บ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC ในสภาวะมืดเป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นน าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงโดยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 663 และ 
645 nm ป ริ ม า ณ ค ล อ โ ร ฟิ ล ล์ ร ว ม  (Chlorophyll a and b) ค า น ว ณ ไ ด้ จ า ก สู ต ร 
[(8.02×A663)+(20.2×A645)]×V/1000×W เม่ือ V=ปริมาตร, W=น ้ าหนักสด, A663=ค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 663 nm และ A645=ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 645 nm (Palta, 1990) 
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3.13 การบ่งช้ีชนิดราเอนโดไฟท์ทีผ่ลติ IAA ทีค่ัดเลอืกด้วยเทคนิคอณูชีววทิยา 

เล้ียงราเอนโดไฟท์บนอาหาร PDA นาน 7 วนั จากนั้ นขูดเส้นใยราใส่ใน centrifuge tube 
ขนาด 1.5 ml สกัดดีเอ็นเอ (DNA) โดยชุด FAVORGEN Kit (Taiwan)  และตรวจเช็คดีเอ็นเอด้วย
เทคนิคเจลอิเล็คโตโฟลิซีส (gel electrophoresis) โดยใช้ 1% agarose จากนั้ นท าการเพิ่มปริมาณ                 
ดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค polymerase chain  reaction (PCR) โดยศึกษาในส่วน Internal Transcribed Spacer 
(ITS) ของ rRNA ยีน  ด้วยไพร์เมอร์ ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC, 5’--->3’) และ ITS5 
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG, 5’--->3’) (White et al., 1990) โดยมีสภาวะดงัต่อไปน้ี Initial 
denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95oC เป็นเวลา 2 นาที จ  านวน 1 รอบ Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95oC เป็นเวลา 
30 วินาที ตามดว้ย Annealing ท่ีอุณหภูมิ 50oC เป็นเวลา 1 นาที และ Extension 72oC เป็นเวลา 1 นาที 
จ านวน 30 รอบ Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72oC เป็นเวลา 10 นาที และรักษาผลิตภณัฑ ์PCR ไวท่ี้ 4oC 
(Kumla et al., 2014) ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ด้วย 1% agarose และท าบริสุทธ์ิด้วย NucleoSpin® 
Gel (MACHERAY-NAGEL GmbH & Co. KG, Germany) จากนั้นน าไปอ่านผลล าดบัเบสโดยส่งผล
ท่ีบริษทั 1st Base ประเทศมาเลเซีย เม่ือได้ล าดบัเบสราเอนโดไฟท์แล้วตรวจเช็คความถูกตอ้งของ
ล าดบัเบสโดยโปรแกรม Codon Code Aligner และคน้หาความเหมือนของล าดบัเบสดว้ยโปรแกรม 
Blast เพื่อค้นหาและเปรียบเทียบในฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 
คดัเลือกสายของล าดบัเบสของราท่ีใกลเ้คียงกบัราเอนโดไฟทท่ี์ศึกษาในการท าแผนภูมิเชิงววิฒันาการ 
(phylogenetic tree) โดย ClustalW ในโปรแกรม BioEdit และ MEGA6.06 (Tamura et al., 2013) 

3.14 การศึกษาความทนทานของราเอนโดไฟท์ทีค่ัดเลอืกต่อสารเคมีก าจัดศัตรูพชื 

 การศึกษาความทนทานของราเอนโดไฟท์ท่ีคัดเลือกต่อสารก าจัดวชัพืช 3 ชนิด ได้แก่ 
glyphosate, 2,4-D-dimethylammonium และ  paraquat dichloride ส ารก าจัดแมลง 2 ช นิ ด  ได้แ ก่ 
methomyl และ  propargite ส ารก าจัด เช้ื อ รา 5 ช นิ ด  ได้แ ก่  propiconazole, metalaxyl, benomyl, 
prochloraz และ captan โดยปริมาณความเขม้ข้นของสารเคมีในอตัราแนะน าแสดงในตาราง 4 การ
ทดลองโดยเพาะเล้ียงราเอนโดไฟท์ท่ีคดัเลือกศึกษาในหลอดทดลองขนาด 18×180 mm ท่ีมีอาหาร 
PDB ท่ีผสมสารเคมีก าจดัศตัรูพืช 3 ความเขม้ขน้ คือ คร่ึงหน่ึงของอตัราแนะน า, อตัราแนะน า และ
สองเท่าของอตัราแนะน า โดยเขย่าบนเคร่ืองเขย่าแบบซ้ายขวาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ใน
สภาวะมืดท่ีอุณหภูมิห้อง (25±2oC) เป็นเวลา 10 วนั เม่ือครบก าหนดท าการป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์รา 
และท าให้แห้งดว้ยการอบในตูอ้บความร้อน 60oC เป็นเวลา 2 วนั และเก็บไวใ้น desiccator ก่อนน าไป
ชัง่เพื่อหาน ้ าหนกัแห้งของเซลลร์าเอนโดไฟท ์ค่าความตา้นทานของราเอนโดไฟทต่์อสารเคมีแสดงใน
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ส่วนของ tolerance index (TI) จากน ้ าหนกัเซลล์แห้งของราเอนโดไฟท ์(Fomina et al., 2005) ค่า TI ท่ี
น้อยกว่า 50% และท่ี 0% แสดงว่าการเจริญของราเอนโดไฟท์ถูกยบัย ั้งและไม่สามารถเจริญเม่ือ
เพาะเล้ียงในอาหารท่ีผสมสารเคมีก าจดัศตัรูพืช ตามล าดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tolerance index (TI) = 

น ้าหนกัแหง้ราเอนโดไฟทท่ี์เล้ียง 
ในอาหาร PDB ท่ีผสมสารเคมีก าจดัศตัรูพืช 

น ้าหนกัแหง้ราเอนโดไฟท ์
ท่ีเล้ียงในอาหาร PDB 

× 100 
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ตาราง 3.1 สารก าจดัศตัรูพืชท่ีใชท้ดสอบความทนทานของราเอนโดไฟทท่ี์คดัเลือกต่อสารก าจดั
ศตัรูพืช 

สารก าจัดศัตรูพชื ช่ือสามัญ สารส าคัญ/สารออกฤทธ์ิ อตัราแนะน า 
(ppm) 

1. สารก าจดัวชัพืช  Glyphosate 48 N –(phosphonomethyl) glycine, 
isopropylammonium   

2640 

 DMA-6 2,4-D-dimethylammonium 1838 
 Paraquat 

dichloride 
1,10-dimethyl-4,40-
bipyridiniumdichloride 

1380 

2. สารก าจดัแมลง Methomyl (E,Z)-methyl N-(methylamino)-
carbonyl-oxy-ethanimidothioate 

1500 

 Propargite 2-(4-tert-butylphenoxy) cyclohexyl 
prop-2-ynyl sulfite 

350 

3. สารก าจดัรา Propiconazole (+)-1-[2(2,4-dichlophenyl)-4-propyl-
1,3-dioxolan-2-ylmethyl]-1H-1,2,4,-
triazole 

300 

 Metalaxyl methyl N-(methoxyacetyl) DL-
alanate 

2000 

 Benomyl methyl 1-(butylcarbamony)-
benzimidazol-2-ylcarbamate 

1500 

 Prochloraz N-propyl-N-[2-(2,4,6-
trichlorophenoxy)ethyl] imidazole-1-
carboximide 

620 

 Captan N-(trichloromethylthio) cyclohex-4-
ene-1, 2-dicarboximide 

2000 
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3.15 การทดสอบการผลิต siderophore เบือ้งต้นด้วยเทคนิค CAS agar plate assay ของราที่คัดเลือก 
(Schwyn and Neilands, 1987) 

ตดัปลายเส้นใยของราเอนโดไฟท์ขนาด 5 mm วางบนอาหาร CAS agar 3 จุด บ่มเช้ือในท่ีมืด
ท่ีอุณหภูมิ 30oC นาน 10 วนั ตรวจผลการสร้างวงสีเหลือง สีชมพู และสีส้ม รอบโคโลนีราโดยเป็นผล
เชิงบวกในการผลิต siderophore และเม่ือราเอนโดไฟท์เกิดผลบวกกบัการทดสอบดว้ยเทคนิค CAS 
agar plate assay ใหต้รวจวดัปริมาณและชนิดของ siderophore ในอาหารเหลวต่อไป  

3.16 การตรวจสอบชนิดของ siderophore จากราทีค่ัดเลอืก 

เล้ียงราเอนโดไฟท์ในอาหารเล้ียงเช้ือ Gaus No.1 ปริมาตร 5 ml ท่ีบรรจุในหลอดทดลอง
ขนาด 18×180 mm บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง (25±2◦C) บนเคร่ืองเขยา่แบบซ้ายขวาความเร็วรอบ 120 รอบต่อ
นาที นาน 10 วนั จากนั้นป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกน ้ าเล้ียงราเอนโดไฟท์ออกจากเซลล์โดยเคร่ือง centrifuge 
ท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใส (supernatant) ไปตรวจสอบชนิดและ
ปริมาณ siderophore ดงัน้ี  

15.1 การตรวจสอบ siderophore ชนิด hydroxamate (Atkin et al., 1970)  
 ปิเปตน ้ าเล้ียงราเอนโดไฟท์ปริมาตร 0.5 ml ใส่หลอดทดลองขนาด 13×100 mm จากนั้นเติม 
2.5 ml สารละลาย ferric perchlorate [Fe(ClO4)3]  ผสมให้เข้ากันโดย vortex mixer บ่มปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงโดยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาว
คล่ืน 480 nm น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดเ้ทียบกบักราฟมาตรฐานสารละลาย deferoxamine mesylate  

15.2 การตรวจสอบ siderophore ชนิด catecholate (Arnow, 1937)  
ปิเปตน ้ าเล้ียงราเอนโดไฟท์ปริมาตร 1 ml ใส่หลอดทดลองขนาด 13×100 mm จากนั้นเติม   

0.5 M กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ปริมาตร 1 ml ตามดว้ย 1 ml สารทดสอบ nitrite molybdate  ผสมให้
เขา้กนัโดย vortex mixer สารละลายจะเปล่ียนเป็นสีเหลือง จากนั้นเติมสารละลาย 1 M โซเดียมไฮ- 
ดรอกไซด์ (NaOH) ปริมาตร 1 ml  ผสมให้เขา้กนับ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที  และ
น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงโดยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 500 nm น าค่าการดูดกลืน
แสงท่ีไดเ้ทียบกบักราฟมาตรฐานสารละลาย 2,3 –dihydroxybenzoic acid  
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3.17 การวเิคราะห์ทางสถิติ 

 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติใช้โปรแกรม SPSS เวอร์ชัน 20 (ส าหรับระบบปฏิบัติการ 
window) เพื่อวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบมีปัจจยัเดียว (one-way analysis of variance; ANOVA) 
และ Tukey’s multiple comparison test ในการเปรียบเทียบเชิงซ้อน (multiple comparisons) ท่ีค่าความ
แตกต่าง P<0.05 ระหวา่งค่ากลางของแต่ละการทดสอบ  
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 

4.1 การเกบ็ตัวอย่างและการคัดแยกราเอนโดไฟท์ 

  จากตวัอยา่งใบและกา้นของกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้จ านวนทั้งหมด 400 ช้ินสามารถแยกรา
เอนโดไฟท์ไดท้ั้งหมด จ านวน 518 ไอโซเลต ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งเดือนพฤศจิกายนมากสุด จ านวน 
281 ไอโซเลต ส่วนเดือนกรกฎาคม จ านวน 237 ไอโซเลต และพบวา่ตวัอยา่งของราเอนโดไฟทท่ี์แยก
ได้จากช้ินส่วนใบได้จ  านวนไอโซเลตมากกว่าก้าน ส่วนอาหารท่ีใช้แยกราเอนโดไฟท์อาหาร half  
PDA เป็นอาหารท่ีสามารถแยกไดจ้  านวนไอโซเลตมากท่ีสุดเท่ากบั 295 ไอโซเลต และ WA แยกได้
เพียง 223 ไอโซเลต ดงัแสดงในตาราง 4.1 

ตาราง 4.1 ราเอนโดไฟทจ์ากตน้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ 

 
ตวัอยา่ง 

ราเอนโดไฟท์
ทั้งหมด 

(ไอโซเลต) 

ราเอนโดไฟทจ์ากชนิด
อาหาร (ไอโซเลต) 

ราเอนโดไฟทจ์ากช้ินส่วน
พืช (ไอโซเลต) 

half  PDA WA ใบ กา้น 
เดือนกรกฎาคม 237 138 99 147 90 
เดือนพฤศจิกายน 281 157 124 162 119 

รวม 518 295 223 309 209 
 

  จากตวัอย่างราเอนโดไฟทท์ั้งหมดท่ีแยกได ้พบวา่ เป็นราท่ีอยู่ในกลุ่ม ascomycete และราใน
ระบบสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ โดยสามารถจดักลุ่มไดเ้ป็น 39 กลุ่ม ซ่ึงมีสกุลท่ีพบเป็นชนิดเด่น คือ 
Colletotrichum spp. และ Xylaria spp. ดังแสดงในภาพ 4.1 นอกจากน้ียงัพบราเอนโดไฟท์ในจีนัส
อ่ืน ๆ  ได้แ ก่  Cercospora sp., Cheatomium sp., Cladosporium spp., Cylindrocarpon sp., Fusarium 
spp., Glomerella sp., Pestalotiopsis sp., Phoma sp., Phomopsis spp., Nigosporium sp. และราท่ีพบ
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แต่การเจริญของเส้นใยไม่สร้างโครงสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุ (mycelia sterilia) การศึกษาความหนาแน่น
ของประชากรราเอนโดไฟทต่์อตวัอยา่ง และจ านวนกลุ่มราท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งกาแฟสายพนัธ์ุอารา-
บิก้า พบว่า ความหนาแน่นของประชากรราเอนโดไฟท์ในเดือนพฤศจิกายนสูงกว่าเดือนกรกฎาคม 
และจ านวนกลุ่มราท่ีแยกไดข้องทั้งสองเดือนไม่แตกต่างกนั (ตาราง 4.2) 

 

ภาพ 4.1 ราเอนโดไฟทส์กุลเด่นท่ีแยกไดจ้ากกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ในการศึกษาน้ี 
 

ตาราง 4.2 ความหนาแน่นของประชากรราต่อตวัอยา่ง และจ านวนกลุ่มราท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งกาแฟ
สายพนัธ์ุอาราบิกา้  

 

ตาราง 4.3 ความถ่ีของราเอนโดไฟทท่ี์คดัแยกจากกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ในแต่ละเดือน 

 

 กรกฎาคม  พฤศจิกายน  

ความหนาแน่นของประชากรราต่อตวัอยา่ง 1.18 1.40 
จ านวนกลุ่มราท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่ง 30 31 

กลุ่มท่ี กลุ่มราเอนโดไฟท ์(taxa) กรกฎาคม พฤศจิกายน 
1 Cercospora sp. - 3 
2 Colletotrichum sp. 1 9 15 
3 Colletotrichum sp. 2 29 34 
4 Colletotrichum sp. 3 8 2 
5 Colletotrichum sp. 4 13 9 
6 Colletotrichum sp. 5 16 14 
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ตาราง 4.3 (ต่อ)  

กลุ่มท่ี ราเอนโดไฟท ์(taxa) กรกฎาคม พฤศจิกายน 
7 Colletotrichum sp. 6 12 - 
8 Colletotrichum sp. 7 - 9 
9 Colletotrichum sp. 8 15 17 

10 Colletotrichum sp. 9 19 15 
11 Colletotrichum sp. 10 5 2 
12 Colletotrichum sp. 11 9 7 
13 Colletotrichum sp. 12 21 20 
14 Colletotrichum sp. 13 2 - 
15 Colletotrichum sp. 14 - 4 
16 Cheatomium sp. - 1 
17 Cladosporium sp. 1 2 1 
18 Cladosporium sp. 2 - 3 
19 Cladosporium sp. 3 1 3 
20 Cylindrocarpon sp. 1 - 
21 Fusarium sp. 1 2 5 
22 Fusarium sp. 2 1 - 
23 Fusarium sp. 3 1 - 
24 Glomerella sp. 1 - 
25 Mycelia steriria 1 2 9 
26 Mycelia steriria 2 - 5 
27 Mycelia steriria 3 1 3 
28 Pestalotiopsis sp. - 7 
29 Phoma sp.  - 3 
30 Phomopsis sp. 1 1 9 
31 Phomopsis sp. 2 1 6 
32 Nigrospora sp. - 5 
33 Xylaria sp. 1 17 23 
34 Xylaria sp. 2 3 12 
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ตาราง 4.3 (ต่อ) 

กลุ่มท่ี กลุ่มราเอนโดไฟท ์(taxa) กรกฎาคม พฤศจิกายน 
35 Xylaria sp. 3 13 - 
36 Xylaria sp. 4 5 11 
37 Xylaria sp. 5 9 11 
38 Xylaria sp. 6 8 - 
39 Xylaria sp. 7 10 13 

 รวม 237 281 
 

4.2 การตรวจสอบสารอินโดลที่ผลิตโดยราเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากต้นกาแฟโดยวิธี colorimetric 
assay 

ราเอนโดไฟทท่ี์แยกจากตวัอยา่งใบและกา้นกาแฟทั้งหมด 39 กลุ่ม เลือกตวัแทนแต่ละกลุ่มมา
เล้ียงในอาหารทดสอบการผลิต IAA และตรวจสอบโดยวิธี colorimetric assay พบว่า ราเอนโดไฟท์
จ านวน 5 ไอโซเลต ให้ผลบวกต่อการทดสอบโดยปรากฏสีชมพูม่วงจนถึงแดง (ภาพ 4.2) เม่ือท า
ปฏิกิริยากบั Salkowski’s regent (ตาราง 4.4) ได้แก่ ราเอนโดไฟท์ไอโซเลต CMU-A18, CMU-A30, 
CMU-A45, CMU-A49 และ CMU-A109  

 

ภาพ 4.2 การเปล่ียนสีของน ้าเล้ียงราเอนโดไฟทเ์ม่ือท าปฏิกิริยากบัสาร Salkowski’s reagent 
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ตาราง 4.4 การคดักรองราเอนโดไฟทท่ี์คดัแยกจากตน้กาแฟท่ีผลิตสารกลุ่มอินโดล 

รหสั ชนิด ผลการทดสอบการผลิตสาร
กลุ่มอินโดล 

CMU-A20 Cercospora sp. - 
CMU-A07 Colletotrichum sp. 1 - 
CMU-A18 Colletotrichum sp. 2 + 
CMU-A22 Colletotrichum sp. 3 - 
CMU-A26 Colletotrichum sp. 4 - 
CMU-A30 Colletotrichum sp. 5 + 
CMU-A45 Colletotrichum sp. 6 + 
CMU-A277 Colletotrichum sp. 7 - 
CMU-A49 Colletotrichum sp. 8 + 
CMU-A75 Colletotrichum sp. 9 - 
CMU-A89 Colletotrichum sp. 10 - 
CMU-A101 Colletotrichum sp. 11 - 
CMU-A109 Colletotrichum sp. 12 + 
CMU-A202 Colletotrichum sp. 13 - 
CMU-A279 Colletotrichum sp. 14 - 
CMU-A100 Cheatomium sp. - 
CMU-A24 Cladosporium sp. 1 - 
CMU-A96 Cladosporium sp. 2 - 
CMU-A210 Cladosporium sp. 3 - 
CMU-A63 Cylindrocarpon sp. - 
CMU-A42 Fusarium sp. 1 - 
CMU-A189 Fusarium sp. 2 - 
CMU-A237 Fusarium sp. 3 - 
CMU-A01 Glomerella sp. - 
CMU-A117 Mycelia steriria 1 - 
CMU-A178 Mycelia steriria 2 - 
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ตาราง 4.4 (ต่อ) 

รหสั ชนิด ผลการทดสอบการผลิตสาร
กลุ่มอินโดล 

CMU-A186 Mycelia steriria 3 - 
CMU-A163 Pestalotiopsis sp. - 
CMU-A37 Phoma sp. - 
CMU-A144 Phomopsis sp. 1 - 
CMU-A197 Phomopsis sp. 2 - 
CMU-A200 Nigrospora sp. - 
CMU-A29 Xylaria sp. 1 - 
CMU-A60 Xylaria sp. 2 - 
CMU-A99 Xylaria sp. 3 - 
CMU-A130 Xylaria sp. 4 - 
CMU-A150 Xylaria sp. 5 - 
CMU-A270 Xylaria sp. 6 - 
CMU-A281 Xylaria sp. 7 - 
หมายเหตุ + คือใหผ้ลบวกกบัปฏิกิริยาการผลิตอินโดล และ - คือใหผ้ลลบกบัปฏิกิริยาการผลิตอินโดล 

4.3 การตรวจสอบสารกลุ่มอินโดลที่ผลิตโดยราเอนโดไฟท์ด้วยเทคนิค thin layer chromatography 
(TLC) 

การตรวจสอบสารกลุ่มอินโดลท่ีผลิตโดยราเอนโดไฟท์ท่ีคดัเลือกศึกษาจ านวน 5 ชนิด คือ 
Colletotrichum sp. CMU-A18, Colletotrichum sp. CMU-A30, Colletotrichum sp. CMU-A45, 
Colletotrichum sp. CMU-A49 และ Colletotrichum sp. CMU-A109 ด้วยเทคนิค TLC โดยสกัดสาร
กลุ่มอินโดลจากน ้ าเล้ียงในอาหารทดสอบเหลวให้ไดส้ารสกดัหยาบ เม่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิค TLC 
แสดงค่า Rf  เท่ากับ 0.52 ซ่ึงตรงกับค่า Rf  ของสารมาตรฐาน IAA ท่ีใช้เป็นตัวเปรียบเทียบเม่ือ
ตรวจสอบภายใต้รังสียูวี ท่ีความยาวคล่ืน 254  nm แสดงในภาพ 4.3a และเม่ือตรวจสอบด้วย 
Salkowski’s reagent จะปรากฏจุดสีแดงและจุดสีแดงของตวัอย่างท่ีปรากฏมีค่า Rf เท่ากันกับสาร
มาตรฐาน IAA ดงัแสดงในภาพ 4.3b 
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ภาพ 4.3 โครมาโตแกรมแสดงการตรวจสอบการผลิตสารก ลุ่มอินโดลของราเอนโดไฟท ์
Collettotrichum spp.ไอโซเลต CMU-A18, CMU-A30, CMU-A45 , CMU-A49 และCMU-A109 การ
ตรวจสอบใตรั้งสี UV ความยาวคล่ืน 254 nm (a), การตรวจสอบดว้ย Salkoeski’s reagent (b) 

4.4 การตรวจสอบสารกลุ่มอนิโดลด้วยวธีิ high performance liquid chromatography (HPLC) 

  การตรวจสอบสารกลุ่มอินโดลด้วยวิธี HPLC ของราเอนโดไฟท์สกุล Colletotrichum spp. 
จ  านวน 5 ไอโซเลต คือ CMU-A18, CMU-A30, CMU-A45, CMU-A49 และ CMU-A109 พบว่าทั้ง 5 
ไอโซเลต สามารถผลิต IAA ไดด้งัแสดงในตาราง 4.5 โดย retention time ของสารมาตรฐาน IAA และ 
IAA ท่ีราเอนโดไฟท์ผลิตตรงกนัท่ีเวลา 9.6 นาที และราไอโซเลต CMU-A109 สามารถผลิต IAA ได้
ปริมาณสูงสุดเท่ากับ 662.96 µg/ml ดังนั้นจึงได้เลือกไอโซเลต CMU-A109 ในการศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการผลิต IAA ในการทดลองต่อไป  
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ตาราง 4.5 ปริมาณ IAA ท่ีผลิตโดยราเอนโดไฟทเ์ม่ือตรวจสอบโดยเทคนิค HPLC 

ราเอนโดไฟท์ ปริมาณ IAA (µg/ml) 
Colletotrichum sp. CMU-A18 480.97±53.62 
Colletotrichum sp. CMU-A30 159.41±23.68 
Colletotrichum sp. CMU-A45 172.18±15.54 
Colletotrichum sp. CMU-A49 218.48±34.86 

Colletotrichum sp. CMU-A109 662.96±56.18 
 

4.5 การศึกษาวถิีการสังเคราะห์ IAA ของราเอนโดไฟท์ 

การตรวจสอบวิถีการผลิต IAA ในราเอนโดไฟท์ Colletotrichum sp. จ  านวน 5 ไอโซเลต คือ 
CMU-A18, CMU-A30, CMU-A45, CMU-A49 และ CMU-A109 ระหว่างการเพาะเล้ียงตรวจพบ 
indole-3-acetamide (IAM) ซ่ึงเป็นสารตวักลาง (intermediate) ในกระบวนการผลิต IAA (ภาพ 4.4) 
โดย retention time ของ IAM และ IAA  ทั้งสารมาตรฐานและท่ีราเอนโดไฟท์ผลิตตรงกนัท่ีเวลา 7.4 
และ 9.6 นาที ตามล าดบั ราเอนโดไฟทส์ามารถเปล่ียน L-tryptophan เป็น IAM และเปล่ียน IAM เป็น 
IAA ในช่วงแรกของการศึกษาจึงพบปริมาณ IAM สูงกว่า IAA จากนั้ นปริมาณ IAM ลดลงและ
ป ริม าณ  IAA เพิ่ ม ข้ึ น  (ภ าพ  4.5) Colletotrichum sp. CMU-A18, CMU-A49 และ  CMU-A109 มี
ความสามารถในการใช้ L-tryptophan และเปล่ียน IAM ไปเป็น IAA ได้ดีกว่า Colletotrichum sp. 
CMU-A30 และ CMU-A45 ซ่ึงความสามารถในการใช้ L-tryptophan และการเปล่ียน IAM เป็น IAA 
ของราเอนโดไฟทแ์ตกต่างกนั ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัตวัราเอนโดไฟท์ จากการศึกษาสรุปไดว้า่ราเอนโดไฟท์
ทั้ง 5 ไอโซเลต ผลิต IAA ผา่นทางวถีิ IAM (IAM pathway) 
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ภาพ 4.4 โครมาโตแกรมของ HPLC ของสารมาตรฐาน IAA และ IAM standards (a), อาหารเพาะเล้ียง 
(b), สารสกดัหยาบ IAA Colletotrichum CMU-A18 (c) CMU-A30 (d), CMU-A45 (f), CMU-A49 (e) 
and CMU-A109 (g) 
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ภาพ 4.5 การเปล่ียนแปลงระหว่าง IAA และ IAM โดยราเอนโดไฟท์ Colletotrichum CMU-A18 (a), 
CMU-A30 (b), CMU-A45 (c), CMU-A49 (d) และ CMU-A109 (e) 
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4.6 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติ IAA ของราเอนโดไฟท์ Colletotrichum sp. CMU-A109 

 จากก ารทดลองในข้อ  4. ส าม ารถ เลือกราเอนโดไฟท์ ท่ี ผ ลิ ต  IAA ได้ม าก สุ ด คือ 
Colletotrichum sp. CMU-A109 มาทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต IAA พบวา่ ความเขม้ขน้
ของ L-tryptophan ท่ี แตกต่างกัน มีผล ต่อการผลิต  IAA ของรา  Colletotrichum sp. CMU-A109                    
ดงัแสดงในภาพ 4.6a โดย เม่ือเพาะเล้ียงราไอโซเลตน้ีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสม 8 mg/ml L-tryptophan 
บนเคร่ืองเขย่าแบบซ้ายขวาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ในสภาวะมืดท่ีอุณหภูมิห้อง (25±2oC) 
เป็นเวลา 7 วนั พบวา่สามารถผลิต IAA ไดป้ริมาณสูงสุดคือ 799.18±65.00 µg/ml 

การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อปริมาณการผลิต IAA ของรา Colletotrichum sp. CMU-A109                              
ดงัแสดงในภาพ 4.6b พบว่า รา Colletotrichum sp. CMU-A109 สามารถผลิต IAA ไดใ้นทุกอุณหภูมิ
ของการทดลองในคร้ังน้ีและสามารถผลิต IAA ได้ปริมาณสูงสุด คือ 862.26±28.03 µg/ml เม่ือ
เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30oC รองลงมาคือท่ีอุณหภูมิห้อง (25±2oC) สามารถผลิตได ้752.75±62.30 µg/ml 
และผลิต IAA ไดป้ริมาณนอ้ยสุดเท่ากบั 70.39±7.23 µg/ml ท่ีอุณหภูมิ 37oC  

 การศึกษาระยะเวลาในการเพาะเล้ียงต่อการผลิต IAA ของรา Colletotrichum sp. CMU-A109 
ดังแสดงในภาพ 4.6c พบว่า ปริมาณ IAA เพิ่มสูงข้ึนจากวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 26 จากนั้นจึงลดลง โดย              
ไอโซเลต CMU-A109 สามารถผลิตไดป้ริมาณ IAA สูงสุดเท่ากบั 1,205.58±151.89 µg/ml ในวนัท่ี 26 
ของการเพาะเล้ียง 
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ภาพ 4.6 ผลของปริมาณความเข้มข้นของ L-tryptophan (a) อุณหภูมิ (b) และระยะเวลาในการ
เพาะเล้ียง (c) ต่อการผลิต IAA ของราเอนโดไฟท์ Colletotrichum sp. CMU-A109 ตวัอกัษรท่ีแตกต่าง
กนับนกราฟแต่ละแท่งในการทดลองเดียวกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

4.7 การศึกษาผลของสารสกัดหยาบ IAA จากรา Colletotrichum sp. CMU-A109 ต่อการกระตุ้นการ
ยดืยาวเนือ้เยือ่ coleoptile ของพชืทดสอบ 

การทดสอบสารสกัดหยาบ IAA จากรา Colletotrichum sp. CMU-A109 ต่อการยืดยาวของ
เน้ือเยื่อ coleoptile ขา้ว ขา้วโพด และ ขา้วไรย ์ดงัแสดงในภาพ 4.7 พบว่า สารสกดัหยาบ IAA จากรา 
Colletotrichum sp. CMU-A109 สามารถกระตุ้นความยาวของเน้ือเยื่อ coleoptile ของพืชทดสอบ
ทั้ งหมดได้เทียบเท่ากับสารมาตรฐาน IAA, IAM และ IAA+IAM และสามารถกระตุ้นความยาว
เน้ือเยือ่ coleoptile ไดดี้กวา่น ้ากลัน่  
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ภาพ 4.7 การยืดยาวของเน้ือเยื่อ coleoptile ขา้ว (rice) ขา้วโพด (corn) และ ขา้วไรย ์(rye) โดย IAA = 
แช่ใน 20 µg ml-1 IAA , IAM =  แช่ใน 30 µg ml-1 IAM , IAA+IAM = แช่ในสารผสม 20 µg ml-1 IAA 
และ 30 µg ml-1 IAM, Fungal IAA = แช่ในสารสกัดหยาบ IAA ของราเอนโดไฟท์ (ท่ีมี 20 µg ml-1 
IAA และ 30 µg ml-1 IAM) และ distilled water = แช่ในน ้ ากลัน่ ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนับนกราฟแต่ละ
แทง่ในการทดลองเดียวกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

4.8 การศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากรา Colletotrichum sp. CMU-A109 ต่อการงอกและการ
ส่งเสริมการเจริญในพชืทดสอบ 

4.8.1 กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ 

ผลการทดลอง พบวา่ ค่าของเปอร์เซ็นตก์ารงอก ความยาวรากและล าตน้ และน ้าหนกัแหง้ของ

รากและล าต้นของกาแฟในการทดลองของ สารสกดัหยาบจากรา Colletotrichum sp. CMU-A109, 

สารมาตรฐาน IAA, สารมาตรฐาน IAM, สารมาตรฐาน IAA+IAM และน ้ากลัน่ ไม่มีความแตกต่างกนั

อยา่งมีนยัส าคญัดงัแสดงในตาราง 4.6 
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ตาราง 4.6 ผลของสารสกดัหยาบของรา Colletotrichum sp. CMU-A109 ต่อการกระตุน้การงอกและ
ส่งเสริมการเจริญกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้เปรียบเทียบกบัฮอร์โมนพืชมาตรฐาน 

การทดลอง เปอร์เซ็นต์
การงอก (%) 

ความยาว (mm) น ้าหนกัแหง้ (mg) 

ราก ตน้ ราก ตน้ 
CMU-A109 41.33±5.51a 39.79±0.52a 36.35±0.16a 16.29±2.14a 15.36±0.72a 
IAA 42.67±5.51a 45.14±0.48a 39.26±0.39a 16.15±1.22a 15.70±2.06a 
IAM 41.33±4.04a 39.45±0.40a 36.11±0.40a 15.36±0.63a 14.82±0.64a 
IAA+IAM 42.00±1.73a 44.27±0.19a 39.63±0.44a 16.20±0.66a 15.77±0.83a 
น ้ากลัน่ 45.33±1.53a 37.78±0.25a 34.82±0.11a 15.66±2.16a 15.14±0.57a 

หมายเหตุ ตัวอกัษรท่ีแตกต่างกันในสดมภ์เดียวกันแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) 

4.8.2 ขา้วโพด 

ผลการทดลอง พบวา่ ค่าของเปอร์เซ็นตก์ารงอก ความยาวราก และน ้ าหนกัแห้งของรากของ
ขา้วโพดในการทดลองของสารสกดัหยาบจากรา Colletotrichum sp. CMU-A109, สารมาตรฐาน IAA, 
สารมาตรฐาน IAM, สารมาตรฐาน IAA+IAM มีค่ามากกว่าอย่างมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบัการทดลอง
ของน ้ ากลัน่ดงัแสดงในตาราง 4.7 แต่พบว่าความยาวของล าตน้ในทุกการทดลองไม่มีความแตกต่าง
กนัอยา่งมีนยัส าคญั 
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ตาราง 4.7 ผลของสารสกดัหยาบของรา Colletotrichum sp. CMU-A109 ต่อการกระตุน้การงอกและ

ส่งเสริมการเจริญขา้วโพดเปรียบเทียบกบัฮอร์โมนพืชมาตรฐาน 

การทดลอง เปอร์เซ็นตก์าร
งอก (%) 

ความยาว (cm) น ้าหนกัแหง้ (mg) 

ราก ตน้ ราก ตน้ 

CMU-A109 98.67±2.31a 14.18±0.94a 7.97±0.17a 32.94±0.07a 24.71±1.19ab 

IAA 93.00±2.00a 13.22±0.68a 8.04±0.71a 32.45±3.56a 25.82±1.25a 

IAM 95.33±3.05a 13.62±1.10a 6.75±0.18a 31.95±2.50a 23.98±1.27ab 

IAA+IAM 98.67±2.31a 14.08±0.94a 7.95±0.72a 33.43±0.91a 24.19±2.00ab 

น ้ากลัน่ 87.33±3.06b 10.58±0.79b 6.69±0.47a 25.74±2.23b 21.84±0.72b  

หมายเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกต่างกนัในสดมภ์เดียวกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (P<0.05) 

4.9 การทดสอบการก่อโรคในพชื (pathogenicity test) ของรา Colletotrichum sp. CMU-A109 

 การทดสอบการก่อโรคในพืชทดสอบของรา Colletotrichum sp. CMU-A109 เม่ือหยดสปอร์
ของ Colletotrichum sp. CMU-A109 ลงในแผลท่ีสร้างข้ึนของกลา้พืชทดสอบ พืชใบเล้ียงเด่ียว ไดแ้ก่ 
ข้าวสายพันธ์ุ  กข6 ข้าวโพด และ ข้าวไรย์ พืชใบเล้ียงคู่  ได้แก่ ถั่วลันเตา ถั่วฝักยาว แตงกวา                   
มะเขือเทศ และคะนา้ พบวา่ พืชทดสอบทุกชนิดแสดงอาการโรค การแยกเช้ือกลบัจากรอยโรคในพืช
ทดสอบและตรวจสอบลกัษณะสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน้ของเช้ือ พบว่าเป็น Colletotrichum sp. CMU-
A109 ซ่ึงเป็นเช้ือชนิดเดียวกนักบัเช้ือท่ีหยดลงไปในกลา้พืช อย่างไรก็ตามการทดสอบในขา้วพบว่า 
ขา้วมีเยื่อหุ้มตน้อ่อนท่ีสามารถป้องกนัตน้กลา้ขา้วจากการหยดสปอร์ของ Colletotrichum sp. CMU-
A109 ได้ ท าให้ต้นกล้าข้าวไม่เกิดโรค (ภาพ 4.8) ดังนั้ น จึงได้เลือกข้าวเพื่อใช้ในการทดสอบ
ความสามารถของ Colletotrichum sp. CMU-A109 ต่อการส่งเสริมการเจริญของพืชทดสอบต่อไป 
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ภาพ 4.8 การทดสอบการเกิดโรคของ Colletotrichum sp. CMU-A109 ในขา้วสายพนัธ์ุ กข6 

4.10. การศึกษาความสามารถของรา Colletotrichum sp. CMU-A109 ต่อการส่งเสริมการเจริญของ
ข้าวสายพนัธ์ุ กข6 

ผลการทดลอง พบว่า ขา้วสายพนัธ์ุ กข6 ท่ีปลูกสปอร์รา Colletotrichum sp. CMU-A109 มี
ความสูงและความยาวรากสูงกวา่กลา้ขา้วสายพนัธ์ุ กข 6 ท่ีไม่ไดป้ลูกสปอร์รา เช่นเดียวกนักบัน ้าหนกั
แห้งล าต้นและรากของกล้าข้าวสายพันธ์ุ กข6 ท่ีปลูกสปอร์รา Colletotrichum sp. CMU-A109 มี
น ้าหนกัมากกวา่กลา้ขา้วสายพนัธ์ุ กข 6 ท่ีไม่ปลูกสปอร์ ยิง่ไปกวา่นั้นคลอโรฟิลลร์วมจากกลา้ขา้วสาย
พนัธ์ุ กข6 ท่ีปลูกสปอร์รา Colletotrichum sp. CMU-A109 มีปริมาณสูงกว่ากลา้ขา้วสายพนัธ์ุ กข6 ท่ี
ไม่ไดป้ลูกสปอร์ (ตาราง 4.8, ภาพ 4.9) จากผลการทดลองแสดงวา่รา Colletotrichum sp. CMU-A109 
สามารถส่งเสริมการเจริญของกล้าขา้วสายพนัธ์ุ กข6 โดยการเพิ่ม ความยาวล าตน้และราก น ้ าหนัก
แหง้ล าตน้และราก และปริมาณคลอโรฟิลลร์วม 
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ตาราง 4.8 ผลของ Colletotrichum sp. CMU-A109 ต่อการส่งเสริมการเจริญขา้วสายพนัธ์ุ กข6 ในวสัดุ
ปลูก 

การทดลอง ความยาวตน้ 
(cm) 

ความยาวราก
(cm) 

น ้าหนกัแหง้ (mg) คลอโรฟิลล์
(mg/fresh 
weight) 

ตน้ ราก  

CMU-A109 15.63±2.38a 12.64±2.33a 8.42±1.12a 3.20±1.12a 0.11±0.08a 

น ้ากลัน่ 12.32±3.74b 11.16±2.68b 6.39±2.17b 2.55±0.83b 0.01±0.01b 

หมายเหตุ ตัวอกัษรท่ีแตกต่างกันในสดมภ์เดียวกันแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) 

 

 

ภาพ 4.9 ประสิทธิภาพของรา Colletotrichum sp. CMU-A109 ต่อการเจริญของกลา้ขา้วสายพนัธ์ุ กข6 
อาย ุ10 วนั โดย CMU-A109 = ปลูกสปอร์รา Colletotrichum sp. CMU-A109 และ Control = ไม่ปลูก
สปอร์รา Colletotrichum sp. CMU-A109, บาร์ = 2 cm 
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4.11 การบ่งช้ีชนิดรา Colletotrichum sp. CMU-A109 โดยลกัษณะสัณฐานวทิยาและเทคนิค 
อณูชีววทิยา 

การศึกษาระดับอณู ชีววิทยาของ  Colletotrichum sp. CMU-A109 เม่ือท าการ blast เพื่ อ
เปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล Genbank ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
Colletotrichum sp. CMU-A109 แ ส ด ง ค่ า ค ว า ม เห มื อ น กั บ  Colletotrichum gloeosporioides 
KX197387.1 ท่ี 100% และจากการวิเคราะห์แผนภูมิตน้ไม ้(phylogenetic tree) พบวา่ Colletotrichum 
sp. CMU-A109 จดัอยู่ในกลุ่ม Colletotrichum gloeosporioides โดยค่า bootstrap เท่ากับ 100% (ภาพ 
4.10) นอกจากน้ีการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (ภาพ 4.11) พบว่า Colletotrichum sp. CMU-
A109 สามารถเจริญไดดี้บนอาหาร PDA มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 89 cm หลงัจากเพาะเล้ียงบน
อาหาร 10 วนั โคโลนีมีสีขาวถึงเทา เม่ือตรวจสอบโครงสร้างต่างๆภายใต้กล้องจุลทรรศน์เลนส์
ประกอบ พบการสร้างโคนิเดียรูปร่างเรียวทรงกระบอก เรียบ ปลายทู่ ใส ขนาด 45×1420 µm 
สร้างบน conidiogenous cell พบ appressorium มีสีน ้าตาลถึงน ้าตาลเขม้ปานกลาง ขนาด 310×611 
µm โดยมีทั้งรูปร่าง กลม รี และรูปร่างไม่แน่นอน นอกจากน้ีพบว่า Colletotrichum sp. CMU-A109 
สร้าง setae สีน ้ าตาลเข้มถึงด าสอดคล้องกับสัณฐานวิทยาของเช้ือ Colletotrichum gloeosporioides 
(Prihastuti et al., 2009; Xie et al., 2010) จากลักษณะทางสัณฐาณและอณูชีววิทยาจึงสรุปได้ว่า 
Colletotrichum sp. CMU-A109 เป็น Coll. gloeosporioides  
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ภาพ 4.10 แผนภูมิตน้ไม ้(Maximum-parsimonious tree) ของ Colletotrichum gloeosporioides CMU-
A109 แสดงความสัมพนัธ์กบัราท่ีเก่ียวขอ้งโดยอาศยัขอ้มูลทางพนัธุกรรม และมี Fusarium 
oxysporium เป็นราก; ค่า bootstrap (≥50%) แสดงในแต่ละกา้นของแผนภูมิ; บาร์เท่ากบั = 0.02 แสดง
การแทนท่ีต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 
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ภาพ 4.11 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของรา Colletotrichum gloeosporioides CMU-A109 บนอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDA อายุ 7 วนั ลกัษณะโคโลนีอายุ 7 วนั (a และ b); conidiomata (c), appressoria (ลูกศร) 
(d), conidiogenous cell (ลูกศร) (e), conidia (f) และ setae (ลูกศร) (g). บาร์: a และ b = 1 cm; c = 0.15 
mm; d g = 10 µm. 
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4.12 การศึกษาความทนทานของ Coll. gloeosporioides CMU-A109 ต่อสารเคมีก าจัดศัตรูพชื 

 ความทนทาน (TI) ของราต่อสารเคมีก าจดัศตัรูพืช ได้แก่ สารก าจดัวชัพืช สารก าจดัแมลง 
และสารก าจดัเช้ือรา แสดงดงัภาพ 4.12 พบว่า ค่าความทนทานต่อสารเคมีก าจดัศตัรูพืชของ Coll. 
gloeosporioides CMU-A109 ล ด ล ง เม่ื อ เพิ่ ม ค ว าม เข้ม ข้น ข อ งส าร เค มี ก าจัด ศัต รูพื ช  Coll. 
gloeosporioides CMU-A109 แสดงค่าความทนทานต่อสารเคมีก าจดัศตัรูพืชมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต ์
(TI value ≥ 50%) ในทุกความเขม้ขน้ของ glyphosate และ methomyl ท่ีผสมในอาหาร PDB และแสดง
ค่าความทนทานต่อสารเคมีมากกวา่ 50% ในความเขม้ขน้คร่ึงหน่ึงและอตัราแนะน า และนอ้ยกวา่ 50% 
ในความเขม้ขน้ 2 เท่าของอตัราแนะน าของ propargite ท่ีผสมในอาหาร PDB และความทนทานของ 
Coll. gloeosporioides CMU-A109 น้อยกว่า 50% (TI value ˂ 50%) เม่ือเล้ียงในอาหาร PDB ท่ีผสม 
matalaxyl ทั้งความเขม้ขน้คร่ึงหน่ึงและอตัราแนะน า นอกจากน้ีพบว่า Coll. gloeosporioides CMU-
A109 ไม่สามารถทนทานต่อทุกความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืช คือ 2,4-D-dimethylammonium และ 
paraquat dichloride แล ะส ารก าจัด เช้ื อ รา  คื อ  propiconazole, benomyl, prochloraz แล ะ  captan 
เช่นเดียวกบัความเขม้ขน้ 2 เท่าของอตัราแนะน า ของ metalaxyl 

 

ภาพ 4.12 ดัชนีความทนทาน (Toleration index, TI) ของรา Colletotrichum gloeosporioides CMU-
A109 ต่อสารเคมีก าจดัศตัรูพืชตวั อกัษรท่ีแตกต่างกนับนกราฟแต่ละแท่งในการทดลองเดียวกนัแสดง
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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4.13 การศึกษาการผลติ siderophore ของราเอนโดไฟท์ Coll. gloeosporioides CMU-A109 

 การทดสอบรา Coll. gloeosporioides CMU-A109 ในการผลิต siderophore บนอาหาร CAS 
agar พบว่ารา  Coll. gloeosporioides CMU-A109 สามารถสร้างวงสีเหลืองรอบโคโลนีบนอาหาร 
CAS agar (ภาพ  4.13) แสดงว่ารา Coll. gloeosporioides CMU-A109 ให้ผลเชิงบวกในการผลิต 
siderophore และเม่ือท าการตรวจสอบชนิดและปริมาณ siderophore ของ Coll. gloeosporioides 
CMU-A109 ในอาหารเหลว พบวา่ เป็น siderophore ชนิด hydroxamate และมีปริมาณ 239.44 µmol/L  

 

 

ภาพ  4.13 การทดสอบการผลิต  siderophore บนอาหาร CAS; ราเอนโดไฟท์  Colletotrichum 
gloeosporioides CMU-A109 สร้างวงสีเหลืองรอบโคโลนีบนอาหาร CAS agar (a), อาหาร CAS agar 
ท่ีไม่ไดเ้พาะเช้ือ (b), บาร์ = 1 cm 
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 บทที ่5 

อภปิรายผลการทดลอง 

การคดัแยกราเอนโดไฟท์โดยวิธีฆ่าเช้ือบริเวณผิวตวัอย่าง (surface sterilization) และวางบน
อาหารแข็งเป็นวิธีท่ีนิยมในการใช้คดัแยกราเอนโดไฟท์จากตวัอยา่งพืชหลากหลายชนิด (Santamaría 
and Bayman, 2005; Suwannarach et al., 2012; Siri-udom et al., 2015) การคัดแยกราเอนโดไฟท์ใน
งานวิจยัน้ีสอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหน้าน้ีท่ีรายงานการคดัแยกราเอนโดไฟทจ์ากตวัอยา่งกาแฟโดย
การฆ่าเช้ือบริเวณผวิตวัอยา่งและวางบนอาหารคดัแยกเพื่อให้ราเอนโดไฟทจ์ากตวัอยา่งพืชเดินเส้นใย
บนอาหารท่ีใช้แยก (Vega et al., 2010; Mulaw et al., 2013; Saucedo-García et al., 2014) จากการคดั
แยกราเอนโดไฟท์จากตวัอย่างกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิก้า พบว่า Colletotrichum และ Xylaria เป็นรา
สกุลเด่นท่ีแยกได ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Santamaría and Bayman (2005) ท่ีรายงานวา่ Xylaria, 
Colletotrichum และ Guignardia มีความถ่ีสูงสามารถคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ 
ในขณะเดียวกนั Vega et al. (2010) รายงานการคดัแยกราเอนโดไฟทจ์ากตวัอยา่งกาแฟสายพนัธ์ุต่างๆ 
ไ ด้ แ ก่  Coffea arabica, Coff. canephora, Coff. congensis, Coff. liberica, Coff. macrocorpa, Coff. 
racemosa และ Coff. stenophylla พบว่า Colletotrichum เป็นราเอนโดไฟท์สกุลเด่นท่ีคัดแยกได ้
เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Oliverira et al. (2014) ท่ีรายงานวา่ Coll. gloeosporioides เป็นราเอนโดไฟท์
ชนิดเด่นท่ีแยกได้จากตวัอย่างกาแฟ นอกจากน้ี Costa et al. (2012) รายงานว่า Colletotrichum เป็น
กลุ่มของราท่ีมีการรายงานวา่สามารถคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งพืชทัว่ไป โดยเฉพาะอยา่งยิ่งพืชเขตร้อน 
อย่างไรก็ตามชนิดพืช แหล่งเพาะปลูก และวิธีการท่ีใช้ในการคดัแยกมีความส าคญัต่อชนิดและ
ประชากรของจุลินทรียท่ี์พบ (Petrini  et al., 1992; Azevado, 2014) 

มีการรายงานการศึกษาจุลินทรียท่ี์สัมพนัธ์กบัพืชท่ีสามารถผลิต IAA อยา่งแพร่หลาย (Khan 
et al., 2012; Kumla et al., 2014; Suwannarach et al., 2015; Nutaratat et al., 2016) ในการทดลองน้ีรา
เอนโดไฟท์ Colletotrichum จ  านวน 5 ไอโซเลต สามารถผลิต IAA เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
PDB ท่ีเติม L-tryptophan สอดคล้องกับงานวิจยัก่อนหน้าน้ีท่ีรายงานว่าราเอนโดไฟท์สามารถผลิต
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IAA ไดใ้นระดบัห้องปฏิบติัการ (in vitro) เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี L-tryptophan (Chutima 
and Lumyong, 2012; Khan et al., 2014; Suwannarach et al., 2015; Syamsia et al., 2015) ซ่ึ ง                        
ราเอนโดไฟทท์ั้ง 5 ไอโซเลต สามารถผลิต IAA ไดใ้นช่วง 151.41 ถึง 662.96 µg/ml และปริมาณ IAA 
ท่ีราเอนโดไฟท์ดงักล่าวผลิตไดสู้งกว่าปริมาณ IAA ของราเอนโดไฟท์ท่ีมีการรายงานก่อนหน้าน้ีซ่ึง
ส่วนใหญ่ IAA ท่ีผลิตได้มีปริมาณน้อยกว่า 150 µg/ml โดยศกัยภาพในการผลิต IAA ของราเอนโด-
ไฟทมี์ความแตกต่างกนั ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัชนิดของราเอนโดไฟท์ ตวัอยา่งเช่น Waqas et al. (2012, 2014) 
แ ล ะ  Khan et al. (2012) ร า ย ง า น ว่ า ร า เอ น โ ด ไ ฟ ท์  (Aspergillus fumigatus, Chrysosporium 
pseudomerdarium, Paecilomyces spp., Penicillium spp. and Phoma spp.) ท่ี คัด แยกจาก รากของ
แตงกวา และถั่วเหลืองผลิต IAA ในช่วง 0.2371.51 µg/ml ในขณะท่ี Fusarium tricinctum และ 
Alternaria alternata ท่ีแยกจาก Solanum nigrum และ Muscodor cinnamomi ท่ีแยกจาก Cinnamomum 
bejolghota ผลิต IAA ท่ี 54.00, 30.00 และ 45.36 µg/ml ตามล าดบั (Khan et al., 2015; Suwannarach et 
al., 2015) Syamsia et al. (2015) รายงานว่าราเอนโดไฟท์จ  านวน 16 ไอโซเลต ท่ีคดัแยกจาก aromatic 
rice ผลิต IAA ในปริมาณ  0.63 ถึง 2.62 µg/ml  และ Khan et al. (2012) รายงานว่า  Chaetomium 
globosum LK14 ท่ีคดัแยกจาก Capsicum annuum ผลิต IAA ปริมาณ 16.71 µg/ml การศึกษาราเอนโด-
ไฟท์จากรากกล้วยไม้ของ Chutima and Lumyong (2012) พบว่า Tulasnella sp. CMU-SLP 007 และ 
CMU-NUT 013 ผ ลิต  IAA ป ริมาณ  149.35 และ  101.00 µg/ml ตามล าดับ  อย่างไรก็ตาม  Coll. 
gloeosporioides CMU-AU 006 ก็ ส าม ารถผ ลิ ต  IAA ได้ สู ง  214.83 µg/ml ซ่ึ ง ย ังต ่ าก ว่ า   Coll. 
gloeosporioides CMU-A109 ในการศึกษาคร้ังน้ี 

 อนุพนัธ์ุของอินโดล (indole derivative) หรือ สารตวักลาง (intermediate) เป็นตวัหลกัท่ีใชใ้น
การบ่งช้ีวถีิการสังเคราะห์ IAA ของส่ิงมีชีวิต (Spapen et al., 2011) ปัจจุบนัมีการรายงานเพียงเล็กนอ้ย
เก่ียวกับวิถีการสังเคราะห์  IAA (IAA biosynthesis pathway) ของจุลินทรีย์ (Spapen et al., 2007) 
การศึกษาวิถีการสังเคราะห์ IAA จึงเป็นส่ิงจ าเป็นและได้รับความสนใจเพื่อเป็นองค์ความรู้ในการ
พฒันาและต่อยอดในการน าไปใชป้ระโยชน์ด้านต่างๆ งานวิจยัน้ีไดศึ้กษาวิถีการสังเคราะห์ IAA ของ
ราเอนโดไฟท์ Colletotrichum ทั้ง 5 ไอโซเลต พบว่ามีการสังเคราะห์ IAA โดยใช้สารตั้งต้นคือ L-
tryptophan ผ่านวิถี  indole-3-acetamide (IAM) เน่ืองจากมีการตรวจพบสารตัวกลางคือ IAM ซ่ึง
สอดคล้องกับรายงานก่อนหน้าน้ีของ Robinson et al. (1998) และ Maor et al. (2004) ท่ีรายงานว่า 
Coll. gloeosporioides สังเคราะห์ IAA ผ่านวิถี IAM นอกจากน้ีมีการรายงานว่ามีจุลินทรียห์ลายชนิด
สามารถใช้วิถี  IAM ในการสังเคราะห์  IAA โดยใช้  L-tryptophan เป็นสารตั้ งต้น ตัวอย่างเช่น 
Fusarium sp. (Tsavkelova et al., 2012), Pseudomonas chlororaphis O6 (Dimkpa et al., 2012) แล ะ 
Streptomyces spp. (Manulis et al., 1994). ในขณะท่ีจุลินทรียบ์างชนิดสามารถสังเคราะห์ IAA ผา่นวิถี
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การสังเคราะห์อ่ืนเช่นกนั อาทิ Bradyrhizobium สังเคราะห์ IAA ผ่านวิถี indole-3-acetonitrile (IAN) 
pathway (Vega-Hernández et al., 2002) น อ ก จ า ก น้ี  Piriformospora indica, Rhodosporidium 
paludigenum และ Ustilago maydis สังเคราะห์ IAA ผ่านวิถี indole-3-pyruvic acid (IPyA) (Reineke 
et al., 2008; Hilbert et al., 2012; Nutaratat et al., 2016) ยิ่งไปกวา่นั้น Chung et al. (2003), Mujahid et 
al. (2011) แ ล ะ  Luo et al. (2016) พ บ ว่ า  Coll. acutatum, F. graminearum แ ล ะ  Rubrivivax 
benzoatilyticus มีความสามารถสังเคราะห์ IAA ไดห้ลายวถีิ 

 การศึกษาความเขม้ขน้ของ L-tryptophan ในอาหารเพาะเล้ียง อุณหภูมิและระยะเวลาในการ
เพาะเล้ียงเป็นปัจจยัท่ีมีความส าคญัในการผลิต IAA ของจุลินทรีย ์งานวจิยัน้ีไดศึ้กษาปัจจยัดงักล่าวต่อ
การผลิต IAA ของราเอนโดไฟท์ Coll. gloeosporioides CMU-A109 ซ่ึงเป็นไอโซเลตท่ีสามารถผลิต 
IAA ได้ในปริมาณสูงสุดจากราเอนโดไฟท์ทั้ ง 5 ไอโซเลต ราเอนโดไฟท์  Coll. gloeosporioides 
CMU-A109 สามารถผลิตปริมาณ IAA ได้สูงสุดท่ี L-tryptophan ความเขม้ขน้ 8 mg/ml และปริมาณ
ของ IAA จะลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของ L-tryptophan เพิ่มสูงข้ึน สอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหน้าน้ีท่ี
รายงานวา่ความเขม้ขน้ของ L-tryptophan มีผลต่อการผลิต IAA ของจุลินทรีย ์ Chutima and Lumyong 
(2012) รายงานว่า Coll. gloeosporioides CMU-AU 006 และ Tulasnella sp. CMU-SLP 007 สามารถ
ผลิต IAA ไดสู้งข้ึนเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ L-tryptophan ถึง 6 mg/ml และปริมาณ IAA จะลดลงเม่ือ
ความเข้มขน้ของ L-tryptophan เพิ่มสูงข้ึน ในขณะท่ี Bose et al. (2013) รายงานว่าความเข้มข้นท่ีดี
ท่ี สุดต่อการผลิต IAA ของเห็ดนางรม  Pleurotus ostreatus คือ 1 mg/ml ในปี 2014 Kumla et al. 
รายงานความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ L-tryptophan ต่อการผลิต IAA ของราเอคโตไมคอร์ไรซากลุ่ม 
sclerodermatiod วา่มีความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัโดยพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ของ L-tryptophan ท่ี 2 mg/ml 
Astraeus odoratus, Pisolithus albus และ Scleroderma sinnamariense สามารถผลิต IAA ได้ปริมาณ
สูงสุด ในขณะท่ีความเข้มข้นของ L-tryptophan ท่ี  4 mg/ml เหมาะสมต่อการผลิต IAA ของ 
Phlebopus portentosus และพบว่าเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ L-tryptophan ข้ึนจากความเข้มข้นท่ี
เหมาะสม ปริมาณ IAA ท่ีราดงักล่าวผลิตจะลดลง การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิต IAA ของ
ราเอนโดไฟท ์Coll. gloeosporioides CMU-A109 คือ 30oC สอดคลอ้งกบัหลายงานวิจยัท่ีรายงานวา่รา
เอนโดไฟท์สามารถผลิต IAA ไดใ้นช่วง 25ºC ถึง 30ºC (Khan et al., 2012, 2015; Waqas et al., 2012; 
Chutima and Lumyong, 2012; Waqas et al., 2014;  Suwannarach et al., 2015; Syamsia et al., 2015) 
นอกจากน้ีมีการรายงานว่าท่ีอุณหภูมิ 30oC เหมาะสมต่อการผลิต IAA ของจุลินทรียห์ลายชนิด เช่น 
Lentinus sajor-caju (Yurekli et al., 2003), Streptomyces sp. CMU-H009 (Khamna et al., 2010), 
Pantoea agglomerans strain PVM (Apine and Jadhav, 2011) แล ะ  ร า เอค โต ไมคอ ร์ไรซ า  Ast. 
odoratus, Phl. portentosus, Pis. albus และ Sc. sinnamariense (Kumla et al., 2014) ปัจจัย เก่ี ยวกับ
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ระยะเวลาในการเพาะเล้ียงเป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิต IAA ของราเอนโดไฟท์ Coll. gloeosporioides 
CMU-A109 ซ่ึงจะมีความแตกต่างกนั ทั้งน้ีมีความเก่ียวเน่ืองกนัในส่วนของชนิดจุลินทรีย ์ปริมาณ L-
tryptophan ท่ีมีในอาหารเพาะเล้ียงและอตัราการเจริญของจุลินทรีย ์(Khamna et al., 2010; Bose et al., 
2013; Kumla et al., 2014) ซ่ึงปริมาณ IAA ท่ีจุลินทรียผ์ลิตจะพบปริมาณสูงสุดเม่ือจุลินทรียเ์จริญอยู่
ในช่วง stationary phase ของการเพาะเล้ียง (Tsavkelova et al., 2007; Chutima and Lumyong, 2012; 
Kumla et al., 2014) 

 การทดสอบประสิทธิภาพสารสกัดหยาบ IAA ของ Coll. gloeosporioides CMU-A109 ต่อ 
การกระตุน้การยืดยาวของช้ินส่วนเน้ือเยื่อ coleoptile ของขา้ว, ขา้วโพด, และขา้วไรย ์พบวา่สารสกดั
หยาบ IAA ของ Coll. gloeosporioides CMU-A109 สามารถกระตุน้การยืดยาวของ coleoptile ของพืช
ท่ีทดสอบได ้สอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหนา้น้ีท่ีรายงานวา่สารสกดัหยาบ IAA จากรากลุ่มเอนโดไฟท ์
(Coll. gloeosporioides CMU-AU 006,  Tulasnella sp. CMU-SLP 007, Tulasnella sp. CMU-NUT 
013 และ M. cinnamomi) กลุ่มเอคโตไมคอร์ไรซา (Ast. odoratus, Pis. albus, Phle. portentosus และ 
Sc. sinnamariense) สามารถกระตุน้การยืดยาวเน้ือเยื่อ coleoptile ของขา้วและขา้วโอ๊ตได้ (Chutima 
and Lumyong, 2012; Kumla et al., 2014; Suwannarach et al., 2015) เช่นเดียวกบัการทดสอบสารสกดั
หยาบ IAA จากเห็ดนางรม (Pleu. Ostreatus) ท่ีสามารถกระตุน้การยืดยาวของเน้ือเยื่อ coleoptile ของ
ขา้วสาลีได้ (Bose et al., 2013) สารสกดัหยาบ IAA ของ Coll. gloeosporioides CMU-A109 สามารถ
เพิ่มเปอร์เซ็นตก์ารงอก ความยาวรากและน ้ าหนกัแห้งรากของขา้วโพดได ้สอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อน
หนา้น้ีท่ีรายงานการศึกษา IAA ท่ีผลิตราเอนโดไฟท์ (Coll. gloeosporioides, Phoma spp., Penicillium 
sp., Tulasnella sp.) สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นต์การงอก ความยาวราก และน ้ าหนักแห้งรากของพืช
ทดสอบได้ (Chutima and Lumyong, 2012; Waqas et al., 2012; Kedar et al., 2014) นอกจากน้ีมีการ
รายงานว่า IAA ผลิตโดยรา (Fusarium oxysporum) และเอคโตไมคอร์ไรซา (Ast. odoratus, Pis. 
albus, Phle. portentosus และ Sc. sinnamariense) สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นตก์ารงอก ความยาวราก และ
น ้าหนกัแหง้รากของพืชทดสอบไดเ้ช่นกนั (Hasan, 2002; Kumla et al., 2014) 

 การศึกษาการส่งเสริมการเจริญของกล้าข้าวโดยใช้โคนิเดียของราเอนโดไฟท์  Coll. 
gloeosporioides CMU-A109 ซ่ึงใช้ตวัช้ีวดัคือความยาวและน ้ าหนกัแห้งของตน้และราก และปริมาณ
คลอโรฟิลล์ พบว่า สามารถเพิ่มความยาวตน้และราก เพิ่มน ้ าหนกัแห้งตน้และราก และเพิ่มปริมาณ
คลอโรฟิลล์ได ้สอดคลอ้งกบังานวิจยัท่ีรายงานก่อนหนา้น้ีท่ีรายงานวา่ราเอนโดไฟทส์ามารถส่งเสริม
การเจริญของกลา้พืชต่างๆไดท้ั้งในการทดลองระดบัห้องปฏิบติัการ (in vitro) และระดบัทดสอบกบั
ส่ิงมีชีวิต (in vivo)  (Meena et al., 2009; Kedar et al., 2014; Suwannarach et al., 2015) ตัวอย่างเช่น   
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ราเอนโดไฟท์ Piri. indica สามารถส่งเสริมการเจริญของพืช ขา้วบาร์เลย์ (barley) ขา้วโพด (maize) 
พาร์สลีย ์(parsley) ปอปลาร์ (poplar) และ ยาสูบ (tobacco) (Varma et al., 1999; Waller et al., 2005) 
เช่นเดียวกบัการปลูกเช้ือราเอนโดไฟท ์(Scolecobasidium humicola และ Mus. cinnamomi) ลงในกลา้
มะเขือเทศ พบวา่สามารถส่งเสริมการเจริญท าให้ตน้มะเขือเทศเจริญไดดี้กวา่ชุดควบคุมท่ีไม่ปลูกเช้ือ 
(Mahmoud and Narisawa, 2013; Suwannarach et al., 2015) ใน ขณ ะ เดี ย วกัน  Zhou et al. (2014) 
รายงานราเอนโดไฟท์ (Alternaria spp., Phomopsis sp. และ Cladosporium sp.) ท่ีคดัแยกจากดอกไม้
ในเมืองยนูานประเทศจีนสามารถส่งเสริมการเจริญและเพิ่มปริมาณคลอโรฟิลลข์องตน้กลา้ยาสูบได ้มี
การรายงานการปลูกเช้ือราเอนโดไฟท ์(Phoma spp.) ท่ีคดัแยกจากพืชสมุนไพร (Tinospora cordiforia 
และ Calotropis procera) สามารถส่งเสริมการเจริญของกลา้ขา้วโพดไดดี้กวา่ชุดควบคุมท่ีไม่ไดป้ลูก
เช้ือ (Kedar et al., 2014) ในขณะท่ี Khan et al. (2012) และ Waqas et al. (2012) รายงานว่าราเอนโด-
ไฟท์ Pae. formosus, Penicillium sp. และ Pho. glomerata สามารถส่งเสริมการเจริญของแตงกวา
ภายใตส้ภาวะท่ีมีความเครียดจากความแห้งแลง้และเกลือได้  เช่นเดียวกบัการรายงานราเอนโดไฟท์ท่ี
คดัแยกจากกล้วยไมส้ามารถส่งเสริมการเจริญและการงอกของเมล็ดกลว้ยไมไ้ด ้(Chen et al., 2010; 
Chutima et al., 2011) ยิ่งไปกว่านั้น Mejía et al. (2008) รายงานว่า Coll. gloeosporioides สามารถใช้
เป็นตวัควบคุมทางชีวภาพและสามารถส่งเสริมการเจริญของกลา้โกโก ้(Theobroma cacao) ได ้ 

 จุลินทรียท่ี์สามารถทนทานต่อยาฆ่าวชัพืช ยาฆ่าแมลงและยาฆ่าเช้ือราก่อโรคพืชได ้เน่ืองจาก
มีความสามารถในการยอ่ยสลายสารก าจดัศตัรูพืชดงักล่าว ซ่ึงมีความสามารถแตกต่างกนัไปข้ึนอยูก่บั
ชนิดของจุลินทรีย์และสารเคมีก าจัดศัต รูพืชนั้ นๆ  (Bending et al., 2002; Ortiz-Hernández and 
Sánchez-Salinas, 2010; Mohiddin and Khan, 2013; Oliveira et al., 2015) ง าน วิ จัย น้ี พ บ ว่ า  Coll. 
gloeosporioides CMU-A109 ส าม ารถทนทาน ต่อยาฆ่ าว ัชพื ช  glyphosate ได้  ทนยาฆ่ าแมลง 
methomyl และ propagate ได ้และทนยาฆ่าเช้ือราก่อโรคพืช matalaxyl ได ้ในระดบัปริมาณท่ีมีการใช้
จริงในแปลงเพาะปลูก ซ่ึงสอดคล้องกบังานวิจยัในระดบัห้องปฏิบติัท่ีได้รายงานว่า ราเบียนแมลง 
(enthomopathogenic fungi) (Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Neozygites floridana และ 
Nomuraea rileyi), ราท่ีแยกจากดินในฟาร์ม (Asp. flavus WDCZ2, Pen. spiculisporus ASP5 และ Pen. 
verruculosum WGP1) และราท่ี ใช้ เป็นตัวควบคุมทางชีววิ ธี  (Mus. cinnamomi and Trichoderma 
atroviridae) สามารถทนทานต่อ glyphosate ในระดบัปริมาณความเขม้ขน้ท่ีใช้ในแปลงเพาะปลูกได ้
(Morjan et al., 2002; Eman et al., 2013; Santoro et al., 2014; Suwannarach et al., 2015) นอกจากน้ี 
Suwannarach et al. (2015) รายงานว่า Mus. cinnamomi สามารถทนทานต่อ paraquat dichloride, 2,4-
dimathylamonium และ methomyl ในปริมาณความเข้มข้นท่ีใช้ในแปลงเพาะปลูกได้อีกด้วย ใน
ท านองเดียวกัน Mohiddin and Khan (2013) รายงานว่า Pochonia chlamydosporia, Tri. harzianum 
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และ Tri. virens สามารถทนทานต่อ matalaxyl ในปริมาณความเข้มข้นท่ีใช้ในแปลงเพาะปลูกได้
เช่นกนั ซ่ึงผลการวิจยัการทนทานของจุลินทรียท่ี์จะน าไปส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชต่อสารเคมี
ก าจดัศตัรูพืชดงักล่าวจะเป็นประโยชน์อยา่งมากต่อการน าไปพฒันาเพื่อสามารถใชใ้นแปลงเพาะปลูก
ได ้

ผลการศึกษาการผลิต  siderophore ของ Coll. gloeosporioides CMU-A109 พบว่า  Coll. 
gloeosporioides CMU-A109 ส ร้างวงสี เหลืองบนอาหารแข็ง CAS ซ่ึงเป็นผลบวกในการผลิต 
siderophore และเม่ือตรวจสอบชนิด siderophore โดยสารทดสอบพบวา่ Coll. gloeosporioides CMU-
A109 ผลิต siderophore ชนิด hydroxamate สอดคล้องกับการรายงานก่อนหน้าน้ีว่าราเอนโดไฟท์
สามารถผลิต siderophore ชนิด hydroxamate ตัวอย่างเช่น Arthrinium sp., Phialocephala fortinii, 
Fusarium spp., M. cinnamomi  (Bartholdy et al., 2001: Kajula et al., 2010; Suwannarach, 2013) 
นอกจากน้ีมีรายงานการสร้าง siderophore ชนิด hydroxamate ในรากลุ่มเอคโตไมคอร์ไรซา ได้แก่ 
Laccaria bicola, Lac. laccata, Suillus granulatus (Haselwendter et al., 2011, 2013) จุ ลิ น ท รี ย์ มี
ความสามารถในผลิต siderophore เพื่อจบักับธาตุเหล็ก (Fe3+) และแร่ธาตุอ่ืนๆในส่ิงแวดล้อมเพื่อ
น าไปใช้ในการเจริญของเซลล์ได้ (Neiland, 1995; Chaiharn et al., 2009; Khamna et al., 2009) และ
พืชอาจใช้ siderophore เป็นแหล่งของธาตุเหล็ก (Bar-Ness et al., 1991; Wang et al., 1993) นอกจากน้ี 
siderophore ท่ีผลิตโดยจุลินทรียส์ามารถส่งเสริมการเจริญแก่พืชโดยการเพิ่มธาตุเหล็กให้อยูใ่นรูปท่ี
พืชสามารถน าไปใช้ประโยชน์เป็นการส่งเสริมการเจริญแก่พืช อีกทั้ งการแย่งจับธาตุเหล็กของ
จุลินทรียใ์นส่ิงแวดลอ้มโดยใช ้siderophore ท าให้ปริมาณธาตุเหล็กในส่ิงแวดลอ้มลดลงส่งผลให้การ
น าธาตุเหล็กเขา้สู่เซลลข์องจุลินทรียก่์อโรคพืชไม่สมบูรณ์เน่ืองจากธาตุเหล็กไม่เพียงพอ ซ่ึงธาตุเหล็ก
มีความส าคญัต่อการเจริญของเซลล์และการเขา้ท าลายพืชของจุลินทรียก่์อโรคพืชเช่นกนั ดงันั้นจึงท า
ให้ความสามารถในการก่อโรคพืชของจุลินทรียก่์อโรคพืชลดลง (Mahmoud and Abd-Alla, 2001; 
Renshaw et al., 2002; Chaiharn et al., 2009; Khamna et al., 2009) 
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บทที ่6 

สรุปผลการวจิยั 

 การคดัแยกราเอนโดไฟท์จากตวัอย่างใบและกา้นของกาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้ สามารถคดั
แยกราเอนโดไฟท์ได้ทั้ งหมด 518 ไอโซเลต และจดักลุ่มราเอนโดไฟท์ได้ทั้ งหมด 39 กลุ่ม การ
ตรวจสอบการผลิตสารกลุ่มอินโดลของตวัแทนในแต่ละกลุ่มทั้งหมด 39 ไอโซเลต พบวา่ ราเอนโด-
ไ ฟ ท์  5 ไ อ โ ซ เล ต  ไ ด้ แ ก่  Colletotrichum sp. CMU-A18, Colletotrichum sp. CMU-A30,  
Colletotrichum sp. CMU-A45, Colletotrichum sp. CMU-A49 และ  Colletotrichum sp. CMU-A109 
ใหผ้ลบวกต่อการผลิตสารกลุ่มอินโดล และเม่ือตรวจวดัปริมาณ IAA ท่ีราเอนไฟทท์ั้ง 5 ไอโซเลตผลิต 
พบว่า Colletotrichum sp. CMU-A109 ผลิต IAA ปริมาณสูงท่ีสุด (662.96±56.18 µg/ml) นอกจากน้ี
การตรวจสอบวถีิการผลิต IAA พบวา่ ทั้ง 5 ไอโซเลตผลิต IAA ผา่นวถีิ indole-3-acetamide (IAM)  

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต IAA ของ Colletotrichum sp. CMU-A109 พบว่า
สภาวะท่ีดีท่ีสุดในการผลิต IAA ของ Colletotrichum sp. CMU-A109 คือ ใช้ L- tryptophan ความ
เข้มข้น 8 mg/ml อุณหภูมิ 30oC และระยะเวลาในการเพาะเล้ียง 26 วนั  Colletotrichum sp. CMU-
A109 สามารถผลิต IAA ไดป้ริมาณ 1,205.58±151.89 µg/ml โดยสารสกดัหยาบของ Colletotrichum 
sp. CMU-A109 สามารถกระตุน้การยดืยาวของเน้ือเยื่อ coleoptile ของขา้ว ขา้วโพด และ ขา้วไรย ์และ
สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นตก์ารงอก ความยาวราก และน ้าหนกัแหง้ของรากขา้วโพดได ้

การทดสอบการใช้สปอร์ของ Colletotrichum sp. CMU-A109 ต่อการส่งเสริมการเจริญของ
ขา้วสายพนัธ์ุ กข6 พบว่า Colletotrichum sp. CMU-A109 สามารถเพิ่มความยาวตน้และราก น ้ าหนัก
แห้งตน้และราก และปริมาณคลอโรฟิลล์ของขา้วสายพนัธ์ุ กข6 ได ้เม่ือเทียบกบัการทดลองท่ีไม่ปลูก
สปอร์ของรากบัตน้ขา้ว 

การระบุชนิดของรา Colletotrichum sp. CMU-A109 โดยการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา
และอณูชีววทิยา พบวา่ Colletotrichum sp. CMU-A109 เป็น Colletotrichum gloeosporioides  
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 ความทนทานของ Coll. gloeosporioides CMU-A109 ต่อสารเคมีก าจดัศตัรูพืช แสดงในค่า 
tolerance index (TI) พบว่ า  Coll. gloeosporioides CMU-A109 ส าม ารถทนทาน ต่อยาฆ่ าหญ้ า 
glyphosate ยาฆ่าแมลง methomyl และ propargite และยาฆ่าแมลง matalaxyl ในความเข้มข้นอตัรา
แนะน า Coll. gloeosporioides CMU-A109 ผลิต siderophore ชนิด hydroxamate  

จากการศึกษาขา้งตน้สามารถสรุปได้ว่าราเอนโดไฟท์ Coll. gloeosporioides CMU-A109 ท่ี
คดัแยกจากตน้กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิกา้สามารถผลิต IAA ไดป้ริมาณสูง สารสกดัหยาบ IAA และตวั
เช้ือ Coll. gloeosporioides CMU-A109 มีศกัยภาพในการส่งเสริมการเจริญของพืช 

 
ข้อเสนอแนะ 

1. การทดสอบการใช้สารสกัดหยาบของรา Coll. gloeosporioides CMU-A109 ต่อการส่งเสริมการ
งอกของเมล็ดกาแฟ ควร pretreatment เมล็ดกาแฟก่อนน าไปแช่สารสกดัหยาบ เน่ืองจากเมล็ดกาแฟมี
ลกัษณะแข็ง อาจท าให้สารสกดัหยาบไม่สามารถเขา้ไปกระตุน้การงอกของเมล็ดกาแฟได้อย่างเต็ม
ประสิทธิภาพ  

2. ควรทดสอบการใช้ตวัเช้ือ Coll. gloeosporioides CMU-A109 ต่อการส่งเสริมการเจริญของกล้า
กาแฟสายพนัธ์ุอาราบิก้า และทดสอบความสามารถในการก่อโรค (pathogenicity test) ของ Coll. 
gloeosporioides CMU-A109 ต่อกลา้กาแฟ 

3. การน าไปประยุกต์ใช้ เน่ืองจากรา Coll. gloeosporioides CMU-A109 เป็นเช้ือท่ีสามารถก่อโรคใน
พืชไดห้ลากหลาย ดงันั้นการน าไปใชส้ามารถใชส้าร IAA ท่ีราเอนโดไฟท์ผลิตเพื่อส่งเสริมการเจริญ
ของพืชต่างๆ ส่วนการใช้ตวัเช้ือ Coll. gloeosporioides CMU-A109 เพื่อส่งเสริมการเจริญของพืชนั้น
ควรทดสอบความสามารถในการก่อโรค (pathogenicity test) ต่อพืชท่ีจะน าไปส่งเสริม และตอ้งมีการ
ควบคุมการแพร่กระจายในส่ิงแวดลอ้ม 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Potato dextrose broth (PDB, Conda/Pronadisa®)  

PDB   26.5  g 
น ้ำกลัน่   1,000 ml 
pH   6.9±0.2   

ฆ่ำเช้ือท่ี 121oC ควำมดนั 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 

2. Potato dextrose agar (PDA) 

PDB   26.5  g 
วุน้ (agar)  18.0 g 
น ้ำกลัน่   1,000 ml 
pH   6.9±0.2  

ฆ่ำเช้ือท่ี 121oC ควำมดนั 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 

3. Chrome azurol S-modified Gaus No.1 (CAS-MGs-1) agar ปริมำตร 1,000 มิลลิลิตร (You et al., 
2004) 

3.1 กำรเตรียม MGs-1 agar 

น ้ำตำลกลูโคส (Glucose)    20.0   g  
Potassium nitrate (KNO3)    1.0  g  
Sodium chloride (NaCl)     0.1   g
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Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4)  0.5  g  
Magnesium sulfate (MgSO4)   0.1   g  
วุน้ (agar)     20.0   g  
น ้ำ Deionized     900   ml  
pH       7.0±0.2   

ละลำยสำรในน ้ำ DI ปริมำตร 900 ml ปรับ pH เท่ำกบั 7.0 และเติมวุน้ จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือ
ดว้ยเคร่ือง autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 

3.2 กำรเตรียม Chrome azurol S-modified Gaus No.1 (CAS-MGs-1) agar ปริมำตร 1,000 มิลลิลิตร 

 เท CAS solution ปริมำตร 100 มิลลิลิตร (ภำคผนวก ก) ลงใน 900 มิลลิลิตร MGs-1 agar 
(อุณหภูมิสำรขณะผสมประมำณ 60oC) ผสมใหเ้ขำ้กนั เทลงจำนอำหำรเล้ียงเช้ือประมำณ 20 ml ได้
อำหำร CAS-MGs-1 agar สีฟ้ำเพื่อทดสอบกำรผลิต siderophore  
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ภาคผนวก ข  

สารเคมีและวธีิการเตรียม 

1. การเตรียมสารละลาย Chrome azurol S (CAS solution) ปริมาตร 500 มิลลลิติร 

 Chrome azurol S  (CAS)    302.5 mg 
 Hexadecyltrimethylammonium (HDTMA)  364.5 mg 

1. ละลำย 302.5 mg CAS ในน ้ำ DI ปริมำตร 250 ml   
2. ละลำย 0.008 g FeCl3 ในสำรละลำย 50 ml 10 mM HCl (ปิเปต 40 µl 70% HCl ลงน ้ ำ DI 
ปริมำตร 49.96 ml) ไดส้ำรละลำย 50 ml 1 mM FeCl3 ใน 10 mM HCl  
3. เทสำรละลำยขอ้ 2 ผสมกบั ขอ้ 1   
4. ละลำย 364.5 mg Hexadecyltrimethylammonium (HDTMA) ในน ้ ำ DI ปริมำตร 200 ml 
5. เทสำรละลำยข้อ 4 อย่ำงช้ำๆลงสำรละลำยข้อ 3 ผสมให้เข้ำกัน ได้สำรละลำย CAS 
ปริมำตร 500 ml เก็บไวใ้นชวดสีชำ  

เม่ือตอ้งกำรใชใ้หน้ ำไปฆ่ำเช้ือท่ี 121oC ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว นำน 15 นำที 

2. การเตรียมสารตรวจสอบชนิด siderophore 

1.  Ferric perchlorate solution ปริมำตร 250 ml; 5 mM FeCl3 in 0.1 M HClO4  

ปิเปต 70% HClO4 ปริมำตร 2.16 มิลลิลิตร ลงน ้ ำ DI (Deionized water) ปริมำตร 
247.84 มิลลิลิตร จำกนั้นชัง่ FeCl3 ปริมำณ 0.2029 กรัม ละลำยในสำรละลำย HClO4 ปริมำตร 
250 มิลลิลิตร   
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2. 0.5 M Hydrochloric acid (HCl) ปริมำตร 100 มิลลิลิตร 

 ปิเปต 37% HCl ปริมำตร 4.2 มิลลิลิตร ลงน ้ำ DI ปริมำตร 95.8 มิลลิลิตร 

3. Nitrite molybdate reagent 

น ำ ส ำ ร  sodium nitrite (NaNO2) ป ริ ม ำณ  10 ก รั ม  แ ล ะ  sodium molybdate 
(Na2MoO4.2H2O) ปริมำณ 10 กรัม ละลำยในน ้ำ DI และปรับปริมำตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 

4. 1 M NaOH ปริมำตร 100 มิลลิลิตร  

ชั่ง NaOH ปริมำณ 4 มิลลิกรัม ละลำยด้วยน ้ ำ DI และปรับปริมำตรให้ได้ 100 
มิลลิลิตร 

3. การเตรียม Salkowski’s reagent; 1 ml 0.5 M FeCl3 ใน 50 ml 35% HClO4  

ตวง 250 มิลลิลิตร 70% HClO4 เทช้ำๆลงน ้ ำ DI ปริมำตร 250 มิลลิลิตร ได้สำรละลำย 35% 
HClO4 ปริมำตร 500 มิลลิลิตร จำกนั้นละลำย 0.8 กรัม FeCl3 ในน ้ ำ DI ปริมำตร 10 มิลลิลิตร และเท
ผสม 35% HClO4 ปริมำตร 500 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐาน 

1. กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนสำรละลำย indole-3-acetic acid (IAA) โดย colorimetric assay 

เตรียมสำรละลำย IAA ท่ีควำมเข้มข้น 0, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 และ 500 
µg/ml ปิเปตสำรละลำยในแต่ละควำมเขม้ขน้ปริมำตร 1 ml ลงในหลอดทดลองขนำด 13×100 mm 
ควำมเข้มข้นละ 3 ซ ้ ำ จำกนั้ นเติม 2 ml Salkowski’s reagent  ผสมให้เข้ำกันโดย vortex mixer บ่ม
ปฏิกิริยำท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืดนำน 30 นำที และวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงโดยเคร่ือง spectrophotometer 
ท่ีควำมยำวคล่ืน 530 nm น ำค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีไดเ้ขียนกรำฟมำตรฐำน IAA ระหว่ำงปริมำณควำม
เขม้ขน้และค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 530 nm 

ตำรำง ค1 ปริมำณ IAA และค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 530 nm โดย colorimetric assay 

indole-3-acetic acid (µg/ml) คา่การดดูกลืนแสง (530 nm) 

1 0.030 
5 0.110 

10 0.290 
25 0.740 
50 1.470 
75 2.520 

100 4.320 
150 6.620 
200 8.150 
250 10.890 
500 21.670 
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ภำพ ค1 กรำฟมำตรฐำนสำรละลำย indole-3-acetic acid 

2. กรำฟมำตรฐำนสำรละลำย Indole-3-acetic acid (IAA) โดย HPLC 

ชัง่สำรมำตรฐำน IAA ละลำยในเมทิลแอลกอฮอล์ ให้มีควำมเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1 และ 
1.5 mg/ml  ตรวจวดัปริมำณ IAA โดยเคร่ือง HPLC ควำมเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ ำ สร้ำงกรำฟมำตรฐำน IAA 
จำก peak area ท่ีไดใ้นแต่ละ ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำย IAA 

ตำรำง ค2 ปริมำณ IAA และพื้นท่ีใตพ้ีคโดย HPLC 

Indole-3-acetic acid (mg/ml) พืน้ท่ีใต้พีค IAA (×100,000) 

0 0.0000 
0.1 22.0103 

0.25 52.5369 
0.5 108.4978 
1 207.3947 

1.5 285.8727 
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ภำพ ค2 กรำฟมำตรฐำนสำรละลำย indole-3-acetic acid 

3. กรำฟมำตรฐำนสำรละลำย Indole-3-acetamide (IAM) 

ชัง่สำรมำตรฐำน IAM ละลำยในเมทิลแอลกอฮอล์ ให้มีควำมเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.25, 0.5 และ 1 
mg/mlตรวจวดัปริมำณ IAM โดยเคร่ือง HPLC ควำมเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ ำ สร้ำงกรำฟมำตรฐำน IAM จำก 
peak area ท่ีไดใ้นแต่ละ ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำย IAM   

ตำรำง ค3 ปริมำณ IAM และพื้นท่ีใตพ้ีคโดย HPLC 

indole-3-acetamide (mg/ml) พืน้ท่ีใต้พีค IAM (×100,000) 

0 0.0000 
0.1 46.6346 

0.25 113.8204 
0.5 201.9931 
1 375.7483 
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ภำพ ค3 กรำฟมำตรฐำนสำรละลำย indole-3-acetamide  

4. กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนสำรละลำย deferoxamine mesylate 

เตรียมสำรละลำย deferoxamine mesylate ท่ีควำมเข้มข้น 0, 10, 30, 50, 100, 150, 200, 250, 
300 และ 350 µM ปิเปตสำรละลำยในแต่ละควำมเข้มข้นปริมำตร 5 ml ลงในหลอดทดลองขนำด 
13×100 mm ควำมเขม้ข้นละ 3 ซ ้ ำ จำกนั้นเติม 2.5 ml สำรละลำย ferric perchlorate  ผสมให้เขำ้กัน
โดย vortex mixer บ่มปฏิกิริยำท่ีอุณหภูมิห้องนำน 5 นำที และน ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงโดยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 480 nm น ำค่ ำกำรดูดกลืนแสงท่ีได้เขียนกรำฟมำตรฐำน 
deferoxamine mesylate ระหวำ่งปริมำณควำมเขม้ขน้และค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 480 nm 
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ตำรำง ค4 ปริมำณ deferoxamine mesylate และค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 480 nm  
 

 
 

ภำพ ค4 กรำฟมำตรฐำนสำรละลำย deferoxamine mesylate 

Deferoxamine mesylate (µM) คา่การดดูกลืนแสงท่ี (480 nm) 

10 0.005 
20 0.010 
50 0.027 

100 0.054 
150 0.081 
200 0.112 
250 0.139 
300 0.169 
350 0.193 
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