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บทคัดย่อ 

การปลูกข้าวในสภาพไร่มีโอกาสเผชิญกับสภาวะเครียดจากสิ่งแวดล้อมหลายประการ ทั้งสภาวะ
เครียดที่เกิดจากปัจจัยทางกายภาย และชีวภาพ โดยการตอบสนองของต้นข้าวต่อสภาวะเครียดน้ีส่งผลให้ต้น
ข้าวมีอัตราการเจริญเติบโตที่ลดลง และส่งผลถึงปริมาณผลผลิตในที่สุด ดังนั้นหากต้องการลดการตอบสนอง
ต่อสภาวะเครียดในต้นข้าว จึงมีแนวคิดที่จะใช้เช้ือแบคทีเรียที่มีความสามารถในการเข้าอยู่อาศัยในเนื้อเยื่อ
ข้ า ว  (endophyte) ที่ มี กิ จ ก ร ร มข อ ง เ อน ไ ซม์  1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) 
deaminase เป็นอีกทางเลือกหนึ่งเพื่อใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพส าหรับการปลูกข้าว โดยในงานวิจัยนี้ได้ท าการ
คัดเลือกแบคทีเรียในกลุ่มแบรดี้ไรโซเบียมที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase มีความสามารถในการ
ผลิตฮอร์โมนพืช และช่วยให้ต้นข้าวเจริญได้ในสภาวะเครียดแบบต่าง ๆ โดยในงานวิจัยนี้เน้นที่สภาวะขาดน้ า 
และสภาวะน้ าท่วมขัง ซึ่งผลการทดลองพบเช้ือแบรดี้ไรโซเบียมจ านวน 2 ไอโซเลท คือ R48 และ R64 ที่มี
คุณสมบัติที่ต้องการ แต่พบว่าสามารถช่วยให้ต้นข้าวเจริญได้ดีกว่าพืชในต ารับควบคุมที่ไม่ได้ปลูกเช้ือภายใต้
สภาวะขาดน้ าเท่านั้น แต่ไม่ประสบผลส าเร็จในสภาวะน้ าท่วมขัง ดังนั้นจึงได้น าแบรดี้ไรโซเบียมทั้ง 2 ไอโซเลท 
มาทดสอบกับข้าวต่อไปเพื่อตรวจสอบต าแหน่งการอยู่อาศัยของเช้ือในต้นข้าว และผลการเปลี่ยนแปลงทาง
กายภาพ และทางชีวเคมีของต้นข้าวที่เกิดจากการใช้เช้ือ endophyte นี้เมื่อปลูกภายใต้สภาวะขาดน้ า โดยท า
การทดลองเทียบกับเช้ือแบรดี้ไรโซเบียมอ้างอิง สายพันธ์ุ SUTN9-2 ซึ่งเคยพบว่าเป็นเช้ือที่เจริญในเนื้อเยื่อข้าว 
และส่งเสริมการเจริญของข้าวภายใต้สภาวะปกติได้ ทั้งนี้ผลการตรวจสอบต าแหน่งที่อยู่ของเช้ือ endophyte 
ที่ใช้ในการทดลองภายใต้การปลูกสภาวะปกติ โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน และวิธีการย้อมเซลล์
แบคทีเรียที่มียีน gus ติดตาม (GUS-staining) พบว่าเช้ือที่ใช้ทดสอบเหล่านี้มีความสามารถในการเข้าสู่
เนื้อเยื่อพืชได้จริง โดยเข้าอยู่อาศัยในบริเวณรากข้าว ทั้งนี้พบว่าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R64 ส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของข้าวได้ดีที่สุดซึ่งสอดคล้องกับจ านวนเซลล์ของแบคทีเรียน้ีในเนื้อเยื่อข้าวที่มีมากกว่าเช้ือที่ใช้
ทดสอบอื่น แต่ถึงแม้เช้ือเหล่าน้ีไม่สามารถส่งเสริมการเจริญของต้นข้าวในสภาวะขาดน้ าได้ดีเทียบเท่ากับการ
ปลูกในสภาวะปกติ เช้ือสายพันธ์ุ SUTN9-2 สามารถลดปริมาณเอทธิลีนที่เกิดจากสภาวะเครียด และช่วยให้
ต้นข้าวมีเปอร์เซ็นต์การฟื้นตัวจากการขาดน้ าได้ดีกว่าต้นข้าวที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ ทั้งนี้ยืนยันได้จ ากการ
ลดลงของระดับกิจกรรมของเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) ในต้นข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือ SUTN9-2, 
R48 และ R64 เมื่อเทียบกับต้นข้าวที่ไม่ได้ปลูกเช้ือเมื่อทดสอบภายใต้สภาวะการขาดน้ า ซึ่งอาจเกิดจาก
ปริมาณของ reactive oxygen species (ROS) ที่ผลิตจากสภาวะเครียดมีลดปริมาณลง แสดงให้เห็นว่าพืชมี
สภาวะเครียดลดลง ซึ่งเป็นอิทธิพลมาจากการใช้เช้ือ endophyte เหล่านี้ ตัวอย่างเช่น เช้ือไอโซเลท R48 
สามารถกระตุ้นให้พืชสร้างเอนไซม์ ascorbate peroxidase (APX) เพื่อบรรเทาความเป็นพิษต่อเซลล์ที่เกิด
จากสารกลุ่ม ROS ได้มากกว่าต้นข้าวที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ นอกจากนี้เช้ือไอโซเลท R48 และ R64 ยังช่วย
กระตุ้นให้พืชสร้างรงควัตถุที่ใช้ในการสังเคราะห์แสงให้เพิ่มมากข้ึนด้วย ซึ่งอาจเป็นกลไกหนึ่งที่ท าให้ต้นข้าว
ยังคงทนต่อสภาวะเครียดที่เกิดจากการขาดน้ าได้ ดังนั้นจะเห็นได้ว่า ถึงแม้จะไม่สามารถใช้เช้ือ endophyte 
เหล่าน้ีเป็นปุ๋ยชีวภาพเพื่อส่งเสริมการเจริญของต้นข้าวในสภาวะขาดน้ าได้โดยตรง แต่อาจสามารถใช้เช้ือกลุ่ม
นี้ร่วมกับการใช้ปุ๋ยอินทรีย์ หรือปุ๋ยเคมีในปริมาณต่ า ๆ เพื่อให้มีธาตุอาหารเพียงพอต่อต้นข้าว ในขณะที่เช้ือ 
endophyte ท าหน้าที่ในการลดความเครียดในพืช หรือส่งเสริมการฟื้นตัวของต้นข้าวหากต้องเผชิญกับสภาวะ
ขาดน้ าเมื่อต้องปลูกในสภาพไร่ ซึ่งการทดสอบเช้ือเหล่าน้ีในสภาพไร่จะได้ด าเนินการต่อไป 
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Abstract 

Rice growing under field condition could be able to encounter the several stress 
conditions, including biotic and abiotic stresses.  The stress responses occurring in plant can 
reduce plant growth and yield of rice. To alleviate the stress responses, endophytic bacteria 
containing the 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase activity would be 
another choice of biofertilizer to be used with rice cultivation.  This research project focused 
on the flooding and drying conditions. The two selected bradyrhizobial isolates, R48 and 
R64 were obtained due to their properties of plant hormone (IAA) production, contain ACC 
deaminase activity, and support plant growth under drying stress condition.  However, these 
isolates did not promote the growth under flooding condition.  Therefore, Bradyrhizobium 
sp. isolates R48 and R64 were inoculated to rice and subjected to verify the localization of 
cell in rice tissue, as well as the plant physiological and biological changes under normal 
and drying conditions compared with the plant inoculated with the reference strain of 
Bradyrhizobium sp. SUTN9-2. The SEM and GUS-staining experiments revealed that these 
three bacteria are rice endophyte. Under normal condition, isolate 64 promoted the highest 
rice growth which is correlated with the high number of cell in the rice tissue. Although 
these endophytic bacteria could not support rice growth in stress condition, strain SUTN9-2 
reduce the amount of stress ethylene production and also provided higher plant growth 
recovery rate than that of non-inoculated plant.  The significant decrease of superoxide 
dismutase (SOD) activity in plant inoculated with these three endophytic bacteria under 
stress condition indicated the lowering of reactive oxygen species (ROS) level which occur 
in plant from stress condition. The activity of ascorbate peroxidase (APX), which was 
activated in plant inoculated with endophytic bacteria isolate R48 may be one of 
mechanisms to scavenge the ROS and reduce the toxicity in cell.  Moreover, bacteria isolates 
R48 and R64 also increased the amount of plant pigments required for photosynthesis. 
Therefore, rice endophytic bradyrhizobium cannot be able to use alone as biofertilizer to 
support plant growth under drying condition.  However, these rice endophyte can be used 
to reduce stress and increase the plant recovery from stress condition.  Therefore, the 
application of organic fertilizer or small amount of chemical fertilizer together with these 
endophytic bacteria would be appropriate for rice growing in the field condition that risk for 
drying condition in Thailand.  Further studies in the field application will be conducted. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

1.1 ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 

ข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญและมีการปลูกทั่วไปในทุกภาคของประเทศไทย แต่เป็นที่ทราบกันดีว่า
ประเทศไทยได้รับผลกระทบจากปัญหาสภาวะโลกร้อนที่ก่อให้เกิดการความแปรปรวนของสภาพอากาศ 
และปริมาณน้ าฝนที่ไม่อาจคาดการณ์ได้ ส่งผลให้เกิดปัญหาแตกต่างกันไปในหลายพื้นที่ เช่น บางพื้นที่ที่เคย
มีน้ าอุดมสมบูรณ์กลับเกิดการแล้งจัด ในขณะที่บางพื้นที่กลับมีน้ าท่วมขังเป็นเวลานาน ซึ่งก่อให้เกิดปัญหา
แก่เกษตรกรในการเพาะปลูกข้าว ท าให้ได้ผลผลิตลดลง หรือไม่สามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตได้เลยหากต้นข้าว
ตายลงในสภาวะขาดน้ า หรือน้ าท่วมขัง ดังนั้นการท าให้พืชสามารถลดความเครียดได้จากสภาวะเหล่านี้จะ
ส่งผลให้พืชสามารถทนต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสมนี้ได้มากข้ึน และลดปัญหาการสูญเสียผลผลิตของเกษตรกร  

ทั้งนี้การเจริญของพืช หรือการบรรเทาความเครียดที่เกิดข้ึนในพืชเกิดจากกลไกการท างานของ
ฮอร์โมนพืชเป็นส าคัญ เมื่อพืชเจริญภายใต้สภาวะที่ก่อให้เกิดความเครียด พืชจะผลิตฮอร์โมน ethylene 
เพิ่มมากข้ึน  หรืออาจเรียกได้ว่าเป็น stress conditions โดยฮอร์โมน ethylene ที่ถูกผลิตมากข้ึนจะ
ส่งผลในการยับยั้งการเจริญของราก และส่งผลให้การเจริญของพืชโดยรวมลดลงในที่สุด (Abeles et al. 
1992) ในขณะที่ฮอร์โมนพืชอื่น ๆ มีส่วนส าคัญในการท าให้พืชเจริญเติบโตได้ดีข้ึน เช่น ฮอร์โมนในกลุ่ม 
auxin ที่มีผลต่อการส่งเสริมการเจริญของราก รวมทั้งมีบทบาทในการป้องกันการเข้าท าลายของจุลินทรีย์
ก่อโรคพืช หรือฮอร์โมนไซโตไคนิน (cytokinins) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการควบคุมการเจริญเติบโตของพืชใน
หลาย ๆ ด้าน เช่น การแบ่งเซลล์ การเจริญเติบโตของยอด การส่งผ่านของธาตุอาหาร การสร้างคลอ
โรพลาส การแก่ของพืช การออกดอก รวมทั้งยังมีบทบาทส าคัญในการตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสมต่อการเจริญ (Haberer and Kieber, 2002) โดยเฉพาะอย่างยิ่งสภาวะเครียดที่เกิดจากปริมาณ
น้ าในสิ่งแวดล้อมไม่เหมาะสม (Pospisilova et al., 2000) ดังนั้นแนวทางการใช้ปุ๋ยชีวภาพโดยการใช้
จุลินทรีย์ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สามารถสลายสาร ACC ซึ่งเป็นสาร
ตั้งต้น (precursor) ที่พบในพืชเพื่อใช้ในการสร้างฮอร์โมน ethylene  อาจส่งผลให้ปริมาณ ethylene ใน
พืชลดลง (Glick et al., 1999) เป็นหลักในการผลิตปุ๋ยชีวภาพ ก็จะสามารถลดความเครียดในพืชที่เกิด
จากสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม และหากจุลินทรีย์มีคุณสมบัติอื่น ๆ ในการส่งเสริมการเจริญของพืช 
เช่น การสร้างฮอร์โมนกลุ่ม auxin, cytokinin หรือความสามารถในการตรึงไนโตรเจนด้วย ก็จะสามารถ
ช่วยส่งเสริมการเจริญได้อีกทางหนึ่ง 
 

ในงานวิจัยนี้มุ่งเน้นไปที่การคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียที่สามารถเจริญในเนื้อเยื่อพืชได้ (endophytic 
bacteria) โดยไม่เป็นอันตรายต่อพืช (Mano and Morisaki, 2008) โดยกลุ่มแบคทีเรียเหล่านี้พบว่า
สามารถส่งเสริมการเจริญของพืชได้เช่นกัน โดยพบว่ากลุ่ม endophytic bacteria ที่มีความสามารถใน
การตรึงไนโตรเจนให้กับพืชมีความหลากหลายสูงภายในต้นข้าว (Prakamhang et al., 2009) จึงมีความ
เป็นไปได้ที่จะพบ endophytic bacteria ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase สูง หรือผลิต
ฮอร์โมนอื่น ๆ เพื่อเป็นประโยชน์ต่อพืชได้โดยตรง ดังนั้นการพัฒนาปุ๋ยชีวภาพโดยการเลือกใช้กลุ่มของ
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แบคทีเรียที่ เจริญในเนื้อเยื่อพืช (endophytic bacteria) จะส่งผลดีแก่พืชโดยตรงเนื่องจากเมื่อเช้ือ
แบคทีเรียเข้าไปเจริญอยู่ในเนื้อเยื่อพืชแล้วจะเป็นการเพิ่มการรอดชีวิตของเช้ือแบคทีเรียเมื่อพืชต้องเจริญ
อยู่ในสภาะที่ไม่เหมาะสม นอกจากนี้พืชยังสามารถน าฮอร์โมนที่ผลิตไปใช้ได้ทันที ลดการสูญเสียสู่
สิ่งแวดล้อม เช่น การถูกเจือจางในสภาวะน้ าท่วมขัง เป็นต้น ดังนั้นการหันมาใช้เช้ือแบคทีเรียที่เจริญใน
เนื้อเยื่อพืช และสามารถปรับระดับฮอร์โมนที่เป็นประโยชน์ต่อพืชได้จึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งส าหรับการ
พัฒนาปุ๋ยชีวภาพ เพื่อใช้กับการปลูกข้าวในสถานการณ์ที่ปริมาณน้ าขาดแคลน หรือมีน้ าท่วมขังที่เกิดจาก
สภาพอากาศแปรปรวนจากสภาวะโลกร้อน 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1.2.1 เพื่อให้ได้เช้ือแบคทีเรียที่เจริญอยู่ในเนื้อเยื่อพืชที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase และมี
คุณสมบัติอื่น ๆ ในการส่งเสริมการเจริญของพืช 

1.2.2 เพื่อให้ทราบถึงผลของการใช้เช้ือแบคทีเรียที่เจริญอยู่ในเนื้อเยื่อพืชที่คัดเลือกได้ในรูปปุ๋ยชีวภาพ 
ต่อการส่งเสริมการเจริญของข้าว การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและทางชีวเคมีของต้นข้าว 
ต าแหน่งที่อยู่ของแบคทีเรียในเนื้อเยื่อพืช รวมทั้งการแสดงออกของยีนในแบคทีเรียอาศัยใน
เนื้อเยื่อพืชเมื่อปลูกในสภาวะปกติ สภาวะเครียดที่เกิดจากน้ าท่วมขัง และสภาวะขาดแคลนน้ า 
ในระดับกระถาง 

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ท าการรวบรวมเช้ือแบคทีเรียเจริญได้ในเนื้อเยื่อพืช (endophytic bacteria) เดิมที่มีอยู่จาก 
สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ รวมทั้งคัดแยกเช้ือแบคทีเรียเจริญได้ในเนื้อเยื่อพืชเพิ่มเติมจากตัวอย่างข้าวที่
ปลูกในพื้นที่ต่าง ๆ ทั้งที่มีการท านาน้ าลึก และนาดอน จากนั้นท าการทดสอบเบื้องต้นเพื่อคัดเลือก 
endophytic bacteria ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase สูง รวมทั้งตรวจสอบเพื่อระบุชนิดของ
แบคทีเรีย คุณสมบัติอื่น ๆ ในการส่งเสริมการเจริญของพืช พร้อมทั้งยื นยันการเป็น endophytic 
bacteria โดยการตรวจสอบต าแหน่งที่อยู่ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ในพืชเมื่อปลูกเช้ือร่วมกับข้าว จากนัน้
ด าเนินการทดสอบประสิทธิภาพของการใช้ endophytic bacteria ที่คัดเลือกได้ในรูปปุ๋ยชีวภาพ ต่อการ
ส่งเสริมการเจริญของข้าวในสภาวะปกติ สภาวะเครียดที่เกิดจากน้ าท่วมขัง และสภาวะขาดแคลนน้ า ใน
ระดับกระถาง โดยท าการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ และทางชีวเคมีของต้นข้าว รวมทั้ง
ตรวจสอบและติดตามจ านวน และต าแหน่งที่อยู่ของ endophytic bacteria ในเนื้อเยื่อพืช และการ
แสดงออกของยีนที่ส าคัญในแบคทีเรียที่อาศัยในเนื้อเยื่อพืช ระหว่างการเจริญของพืชในสภาวะต่าง ๆ 

1.4 ประโยชน์ท่ีได้รับจากงานวิจัย 

1.4.1 ได้เช้ือ endophytic bacteria ที่มีความสามารถในการลดความเครียดที่เกิดจากสภาวะแวดล้อม
ไม่เหมาะสม รวมทั้งมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของข้าวเพื่อพัฒนาให้เป็นปุ๋ยชีวภาพ 
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1.4.2 ไดท้ราบถึงผลของการใช้ endophytic bacteria ที่คัดเลือกได้ ต่อการส่งเสริมการเจริญของข้าว
ในสภาวะปกติ หรือการลดความเครียดในพืชเมื่อพบกับสภาวะเครียดที่เกิดจากน้ าท่วมขัง และ
สภาวะขาดแคลนน้ าในระดับกระถาง 

1.4.3 ได้ทราบถึงการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ และทางชีวเคมีของข้าว เมื่อได้รับอทิธิพลจากการใช้ 
endophytic bacteria ในการสง่เสรมิการเจริญในสภาวะต่าง ๆ 

 
1.4.4 ได้ทราบถึงต าแหน่งของ endophytic bacteria ที่ด ารงชีวิตในเนื้อเยื่อของข้าวระหว่างการเจริญ

ในระยะต่าง ๆ 

1.4.5 สามารถตีพิมพ์เผยแพร่ผลงานในวารสารระดับนานาชาติ จ านวน 1 เรื่อง   

1.4.6 สามารถผลิตบัณฑิตระดับปริญญาเอกได้ 1 คน 

1.4.7 หน่วยงานราชการต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้อง เช่น กรมวิชาการเกษตร นักวิชาการ รวมทั้งเกษตรกร
สามารถน าองค์ความรู้ไปใช้ประโยชน์ได้ 
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บทท่ี 2 

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

การปลูกข้าวในประเทศไทยมักพบกับปัญหาที่เกิดจากสภาวะอากาศเปลี่ยนแปลง เช่น การขาด
แคลนน้ าในระหว่างการปลูก หรือน้ าท่วมฉับพลัน หรือน้ าท่วมเป็นเวลานานเนื่องจากฝนตกหนัก ด้วยเหตุนี้
ท าให้พืชล้มตายไป หรือผลผลิตที่ได้ลดลงเนื่องจากสภาวะเครียดที่ เกิดข้ึนกับต้นข้าว โดยทั่วไปการ
เปลี่ยนแปลงต่าง ๆ ที่เกิดข้ึนกับพืชมักจะเกี่ยวข้องกับปริมาณฮอร์โมนที่มีการเปลี่ยนแปลงไปเนื่องจาก
สภาวะแวดล้อม ทั้งนี้ฮอร์โมนเอทธิลีน เป็นฮอร์โมนหลักที่ ถูกผลิตออกมามากข้ึนในพืชหากพืชถูกปลูกใน
สภาวะที่ไม่เหมาะสม หรือสภาวะที่ก่อให้เกิดความเครียดแก่พืช (stress condition) เช่น ในสภาวะขาด
แคลนน้ า สภาวะน้ าท่วมขัง หรือในสภาวะที่มีการรบกวนจากโรคพืช แมลงศัตรูพืช เป็นต้น ซึ่งการเพิ่มข้ึน
ของ ethylene ในพืชนี้จะส่งผลกระทบต่อการเจริญของระบบราก เร่งการหลุดร่วงของใบ ซึ่งจะส่งผลเสีย
ต่อการเจริญของพืชโดยรวมในที่สุด (Abeles et al. 1992; Spaink, 1997)  

จากการศึกษาพันธุกรรมของข้าวที่มีลักษณะทนต่อน้ าท่วม พบยีน SUB1 เป็นลักษณะพันธุกรรมที่
ส าคัญที่ท าให้ข้าวทนต่อสภาวะน้ าท่วมได้ ยีน SUB1 เมื่อถูกสังเคราะห์เป็นโปรตีนจะได้โปรตีนชนิด 
transcriptional factor ที่จัดอยู่ในกลุ่ม Ethylene response factors (ERFs) ซึ่งท าหน้าที่ควบคุมโดยการ
กระตุ้นหรือยับยั้งการแสดงออกของยีนอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงของพืชภายใต้สภาวะเครียด 
โดยยีน SUB1 จะถูกกระตุ้นให้แสดงออกจากฮอร์โมน ethylene ที่ผลิตมากขึ้นในพืชระหว่างการเจริญใน
สภาวะน้ าท่วมขัง โดยการแสดงออกของยีนนี้มีผลต่อเนื่องถึงระบบฮอร์โมนอื่น ๆ ในพืช เช่น มีการสะสม
โปรตีน Gibberellin (GA) signaling repressor ท าให้ปริมาณ GA ในพืชลดลงซึ่งส่งผลให้ยับยั้งการเจริญ
ของราก นอกจากนี้ยีน SUB1 ยังไปกระตุ้น transcription factor ในกลุ่ม AP2/EFR ซึ่งกระตุ้นให้พืชมีการ
ตอบสนองต่อฮอร์โมนไซโตไคนิน ทั้งนี้ฮอร์โมนไซโตไคนินจะกระตุ้นให้พืชหายใจแบบไม่ใช้ออกซิเจนระหว่าง
สภาวะน้ าท่วมขังได้ โดยกระตุ้นวิถีไกลโคไลซิส เอนไซม์ pyruvate decarboxylase และ เอนไซม์ alcohol 
dehydrogenase (Jung et al., 2010) ทั้งนี้พบว่าการถ่ายทอดยีน SUB1 และเพิ่มการแสดงออกของยีนใน
ข้าวที่อ่อนแอต่อภาวะน้ าท่วม สามารถท าให้ข้าวนั้นทนต่อสภาวะน้ าท่วมได้ดีข้ึน (Fukao et al., 2006) ทั้งนี้ 
Hattori et al. (2011) ได้เสนอกลไก 2 แบบที่สามารถท าให้พืชทนต่อสภาวะน้ าท่วมขังได้ โดยกลไกที่ 1 คือ 
ต้นข้าวต้องการสงวนพลังงานในการเจริญระหว่างภาวะน้ าท่วมขัง เพื่อรอที่จะเจริญเติบโตต่อไปเมื่อ
สิ่งแวดล้อมกลับสู่สภาวะปกติ ดังนั้นจึงพยายามยับยั้งการเจริญของราก รวมทั้งล าต้น ซึ่งเป็นลักษณะที่
สอดคล้องกับข้าวที่ทนต่อสภาวะน้ าท่วมโดยอาศัยการแสดงออกของยีน SUB1 แต่อย่างไรก็ตามกลไกนี้ไม่
สามารถใช้ได้ผลหากข้าวถูกน้ าท่วมขังเป็นระยะเวลานาน (Singh et al., 2011) ดังนั้นข้าวอาจใช้กลไกที่สอง
ในการทนต่อสภาะน้ าท่วม คือ ข้าวมีการยืดยาวในส่วนของปล้องมากขึ้นจนพ้นระดับน้ าขัง ซึ่งเป็นลักษณะที่
พบทั่วไปในข้าวสายพันธ์ุใหม่ส่วนใหญ่ที่ไม่มียีน SUB1 โดยการยืดของปล้องอาศัยฮอร์โมนเอทธิลีนในการ
กระตุ้น และต้องอาศัยพลังงานมาก ดังนั้นการกระตุ้นการเพิ่มปริมาณไซโตไคนินจะส่งผลต่อการเจริญของ
ล าต้นข้าว การสังเคราะห์คลอโรพลาสส าหรับใช้ในการสังเคราะห์แสง เพื่อเป็นการสร้างพลังงานให้แก่พืชใน
สภาวะเครียด ส าหรับในสภาวะขาดแคลนน้ าถึงแม้จะยังไม่มีงานวิจัยที่แน่ชัดในข้าว แต่พบว่าฮอร์โมนพืชมี
บทบาทส าคัญในการท าให้พืชทนต่อสภาวะขาดแคลนน้ าได้เช่นกัน โดยงานวิจัยของ Merewitz et al. 
(2011) ที่ท าในพืชตระกูลหญ้าพบว่าการเพิ่มปริมาณไซโตไคนินในพืชสามารถท าให้ทนต่อสภาวะขาดน้ าได้ 

ดังนั้นการใช้ปุ๋ยชีวภาพที่มีจุลินทรีย์ที่อาศัยในเนื้อเยื่อพืชที่มีความสามารถในการลดปริมาณ
ฮอร์โมนเอทิลีนในพืชลงเพื่อลดผลกระทบโดยทั่วไปที่เกิดจากความเครียดของพืช หรือการเพิ่มปริมาณ
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ฮอร์โมนอื่น ๆ ที่ช่วยส่งเสริมให้พืชเจริญเติบโตในสภาวะที่ไม่เหมาะสมได้ดียิ่งขึ้น จะเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่
จะช่วยให้พืชเผชิญกับสภาวะภูมิอากาศเปลี่ยนแปลงได้ดีข้ึน 

ทั้งนี้เมื่อกล่าวถึงฮอร์โมนพืช พบว่ามีบทบาทส าคัญต่อการเจริญของพืชในแต่ละช่วงเวลา รวมทั้ง
มีบทบาทส าคัญในการตอบสนองต่อสิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งส่งผลต่อการปรับตัวในการเจริญของ
พืชในสภาวะนั้น ๆ โดยเฉพาะเมื่อพืชเจริญภายใต้สภาวะที่ ก่อให้เกิดความเครียด พืชจะผลิตฮอร์โมน 
ethylene เพิ่มมากขึ้น  หรืออาจเรียกได้ว่าเป็น stress conditions โดยฮอร์โมน ethylene ที่ถูกผลิตมาก
ข้ึนจะส่งผลในการยับยั้งการเจริญของราก และส่งผลให้การเจริญของพืชโดยรวมลดลงในที่สุด (Abeles et 
al. 1992) ในขณะที่ฮอร์โมนพืชอื่น ๆ มีส่วนส าคัญในการท าให้พืชเจริญเติบโตได้ดีข้ึน เช่น ฮอร์โมนในกลุ่ม 
auxin ที่มีผลต่อการส่งเสริมการเจริญของราก รวมทั้งมีบทบาทในการป้องกันการเข้าท าลายของจุลินทรีย์
ก่อโรคพืช หรือฮอร์โมนไซโตไคนิน (cytokinins) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการควบคุมการเจริญเติบโตของพืชใน
หลาย ๆ ด้าน เช่น การแบ่งเซลล์ การเจริญเติบโตของยอด การส่งผ่านของธาตุอาหาร การสร้างคลอ
โรพลาส การแก่ของพืช การออกดอก รวมทั้งยังมีบทบาทส าคัญในการตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสมต่อการเจริญ (Haberer and Kieber, 2002) โดยเฉพาะอย่างยิ่งสภาะเครียดที่เกิดจากปริมาณน้ า
ในสิ่งแวดล้อมไม่เหมาะสม (Pospisilova et al., 2000)  

ดังนั้นแนวทางการใช้ปุ๋ยชีวภาพโดยการใช้จุลินทรีย์ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase 
ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สามารถสลายสาร ACC ซึ่งเป็นสารตั้งต้น (precursor) ที่พบในพืชเพื่อใช้ในการสร้าง
ฮอร์โมน ethylene  อาจส่งผลให้ปริมาณ ethylene ในพืชลดลง (Glick et al., 1999) เป็นหลักในการ
ผลิตปุ๋ยชีวภาพ ก็จะสามารถลดความเครียดในพืชที่เกิดจากสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม และหาก
จุลินทรีย์มีคุณสมบัติอื่น ๆ ในการส่งเสริมการเจริญของพืช เช่น การสร้างฮอร์โมนกลุ่ม auxin, cytokinin 
หรือความสามารถในการตรึงไนโตรเจนด้วย ก็จะสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญได้อีกทางหนึ่ง ดังนั้นการใช้
ปุ๋ยชีวภาพที่มีคุณสมบัติเหล่านี้จึงเป็นอีกทางเลือกที่น่าสนใจ โดยในงานวิจัยนี้มุ่งเน้นไปที่การคัดเลือกเช้ือ
แบคทีเรียที่สามารถเจริญในเนื้อเยื่อพืชได้ (endophytic bacteria) โดยไม่เป็นอันตรายต่อพืช (Mano and 
Morisaki, 2008) โดยกลุ่มแบคทีเรียเหล่าน้ีพบว่าสามารถส่งเสริมการเจริญของพืชได้เช่นกัน โดยพบว่ากลุ่ม 
endophytic bacteria ที่มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนให้กับพืชมีความหลากหลายสูงภายในต้นข้าว 
(Prakamhang et al., 2009) จึงมีความเป็นไปได้ที่จะพบ endophytic bacteria ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ 
ACC deaminase สูง หรือผลิตฮอร์โมนอื่น ๆ เพื่อเป็นประโยชน์ต่อพืชได้โดยตรง ดังนั้นหากน ามาใช้ในรูป
ของปุ๋ยชีวภาพส าหรับการปลูกข้าวในสภาวะที่มีน้ าท่วมขัง หรือขาดแคลนน้ า น่าจะส่งผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงทางกายภาพ และทางชีวเคมีภายในพืชที่จะช่วยลดความเครียดที่เกิดกับพืช รวมทั้งช่วยให้การ
เจริญเติบโต หรือทนอยู่ได้ในสภาวะที่ไม่เหมาะสมนั้น ๆ ได้ดีข้ึน 
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บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3. วิธีด าเนินการวิจัยและสถานท่ีท าการทดลอง / เก็บข้อมูล 

ก.  เพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ที่ 1 ได้ด าเนินการดังต่อไปนี ้ 

3.1 การคัดแยกเชื้อ endophytic bacteria จากเน้ือเยื่อข้าว 

ท าการเก็บตัวอย่างข้าว (Oryza sativa cultivar Pathumtani 1) ที่ปลูกในเขตพื้นที่จงัหวัดนครราชสีมา 
จากนั้นน าตัวอย่างข้าวที่ได้มาท าการคัดแยกเช้ือ endophytic bacteria จากเนื้อเยื่อข้าว โดยน าตัวอย่างพืช
สดที่เก็บได้มาล้างด้วยน้ าสะอาด จากนั้นท าการก าจัดเช้ือที่อยู่บริเวณผิวรอบรากภายนอก (surface 
sterilization) โดยแช่ใน 70% Ethyl alcohol นาน 5 นาที จากนั้นแช่ใน 3% Sodium hypochlorite ที่
ผสมกับ 0.3% Tween-80 เป็นเวลานาน 5 นาที จากนัน้ล้างด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ 5-6 ครั้ง เพือ่ก าจัด
เช้ือจุลินทรียท์ี่เกาะอยู่ภายนอกบริเวณผิวราก แล้วตรวจสอบยืนยันการก าจัดเช้ือปนเปือ้นภายนอกโดยน า
ช้ินส่วนของพืชนั้นไปสัมผสับนอาหาร nutrient agar (NA) แล้วน าไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 วัน เพื่อยืนยันว่าไม่มีเช้ือแบคทเีรียปนเปื้อนทีบ่รเิวณผิวภายนอกของข้าว ตัวอย่างที่ไม่มีเช้ือปนเปื้อน
บริเวณผิวรอบรากถูกน ามาท าการสกัดเช้ือออกจากเนื้อเยื่อของข้าวด้วยการบดโดยใช้ quartz sand ใน
สารละลาย 0.8% saline solution จากนั้นน าสารละลายตัวอย่างมาเจอืจางในระบบ ten-fold dilution 
โดยน าตัวอย่างที่ระดบัการเจอืจาง 102, 103, 104, 105 เท่า มา spread บนอาหารเลี้ยงเช้ือ RMR agar แล้ว
น าไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 5-7 วัน เพื่อคัดเลอืกเช้ือที่มีความสามารถในตรึงไนโตรเจนจากอากาศ
ได้ในเบื้องต้น (Prakamhang et al. 2009) ท าการคัดเลอืกเช้ือแบคทเีรียที่มลีักษณะโคโลนีที่แตกต่างกนั 
แล้วน าไปทดสอบคุณสมบัติอื่น ๆ  ต่อไป โดยเปรียบเทียบกับเช้ือ endophytic bacteria ที่คัดแยกได้จากข้าว 
ซึ่งเก็บรวบรวมไว้ ณ สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ม.เทคโนโลยีสรุนารี 
 
3.2 การทดสอบคุณสมบัติต่าง ๆ ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในการส่งเสริมการเจริญของพืช 

3.2.1 การทดสอบเช้ือที่มีกจิกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ท าการคัดเลือกในอาหารเหลว 
(minimal medium) ที่มี ACC เป็นแหล่งไนโตรเจน ท าการเลี้ยงโดยเพิ่มปรมิาณความเข้มข้นของ ACC ข้ึน
ไป ข้ันละ 0.5 mM เริ่มจาก 0.5 mM จนถึง 3 mM เพือ่คัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิต
เอนไซม์ ACC deaminase และใช้ ACC เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพื่อการเจรญิได้ โดยท าการเลี้ยงเช้ือทีอุ่ณหภูม ิ
28 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 วัน จากนั้นคัดเลือกเช้ือทีส่ามารถเจริญได้ไปท าการทดสอบยืนยัน
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ ACC deaminase โดยวัดจากค่า ACC deaminase activity (Tittabutr 
et al., 2008) 

3.2.2 การทดสอบเช้ือที่มีความสามารถในการสังเคราะห์ฮอร์โมนพืช กลุ่ม auxin (indole acetic 
acid, IAA) โดยเลี้ยงเช้ือแบคทเีรียที่ต้องการทดสอบในอาหารเหลว NB ที่มีการเติม tryptophan 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร เมื่อเช้ือเจริญเข้าสูร่ะยะ late log phase น าเช้ือมาปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นน า supernatant ที่ได้ 1 มิลลิลิตร ผสมกับ 5 มิลลลิิตร ของสารละลาย Salkowski reagent 
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(0.01 M FeCl2 ใน HClO4) แล้วตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงสีโดยใช้ spectrophotometer ทั้งนี้ใช้สาร IAA 
บรสิุทธ์ิความเข้มข้นต่าง ๆ ในการสร้างกราฟมาตรฐาน 
 
ข.  เพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ที่ 2 ไดด้ าเนินการดังต่อไปนี ้
3.3 การทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของข้าวเมื่อปลูกภายใต้สภาวะท่ีไม่เหมาะสม 

3.3.1 เตรียมเช้ือ endophytic bacteria ที่คัดเลือกได้โดยเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อท าการเพิ่มจ านวน
เซลล์ใหอ้ยู่ในช่วง 109 cells/ml ส าหรับใช้เป็นหัวเช้ือในการทดสอบกบัพืช 

3.3.2 เตรียมข้าวที่จะทดสอบโดยใช้ข้าวเจ้าสายพันธ์ุปทุมธานี 1 ซึ่งเป็นสายพันธ์ุที่ไม่ไวแสง สามารถ
ปลูกได้ตลอดปี โดยท าการก าจัดเช้ือปนเปื้อนบนผิวเมล็ดข้าว (surface sterilization) ด้วยสารผสมระหว่าง 
96% ethanol และ 3% hydrogen peroxide (1:1, v/v) เป็นเวลา 5 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ 
3-5 ครั้ง จากนั้นน าเมล็ดไปเพาะจนเกิดราก แล้วจึงน าเมล็ดไปแช่ในหัวเช้ือที่เตรียมไว้เป็นเวลา 1 คืน 
(ส าหรับต ารับควบคุมให้น าเมล็ดไปแช่ในน้ ากลั่นปลอดเช้ือเป็นเวลา 1 คืน) ก่อนท าการปลูกในกระถาง
ทดสอบโดยใช้ทรายปลอดเช้ือเป็นวัสดุปลูก (2 กิโลกรัมต่อกระถาง) และใช้น้ าปลอดเช้ือผสมกับสารละลาย 
Hoagland-Arnon solution ความเข้มข้น 50% เพื่อเป็นสารอาหารแก่พืช โดยรักษาระดับปริมาตรของ
สารละลายในกระถางให้เหมาะสมต่อการเจริญของต้นข้าวในแต่ละระยะส าหรับการปลูกในสภาวะปกติ โดย
ท าการปลูกภายใต้ช้ันแสง โดยให้แสง 12 ช่ัวโมงต่อวัน ที่อุณหภูมิห้อง (ดัดแปลงจากวิธีการของ Arkhipova 
and Anokhina, 2009) เมื่อข้าวเจริญได้ 2-4 สัปดาห์ จึงเริ่มท าการทดสอบในสภาวะเครียดต่อไป ดังนี้ 

3.3.2.1 การทดสอบในสภาวะน้ าท่วมขัง ท าได้โดยการทดสอบต่อเนื่องหลังจากข้าวเจริญใน
สภาวะปกติได้ 4 สัปดาห์ โดยท าการเพิ่มระดับน้ าในกระถางให้สูงข้ึนกว่าสภาวะปกติจนท่วมต้นข้าว เป็น
ระยะเวลานาน 1 สัปดาห์ จากนั้นลดระดับน้ าให้อยู่ในสภาวะปกติต่อเนื่อง 1 สัปดาห์ 

3.3.2.2 การทดสอบในสภาวะขาดน้ า ท าได้โดยการทดสอบต่อเนื่องหลังจากที่ข้าวเจริญใน
สภาวะปกติได้ 2 สัปดาห์ จะไม่มีการรดน้ าเพิ่มเติมจนกระทั่งน้ าที่อยู่เหนือทรายแห้งไป หลังจากนั้นจึงท า
การรดน้ าผสมสารอาหารปริมาตร 150 ml จ านวน 1 ครั้งต่อสัปดาห์ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์  

3.3.3 ท าการตรวจผลการส่งเสริมการเจริญเบื้องต้นของข้าวที่ปลูกภายใต้สภาวะเครียดทั้งสองสภาวะ 
โดยตรวจสอบน้ าหนักต้น ความยาวต้น น้ าหนักราก และความยาวราก เพื่อใช้ในการประเมินและคัดเลือก
เช้ือ endophytic bacteria เพื่อไปท าการทดสอบในข้ันต่อไป พร้อมทั้งจ าแนกสายพันธ์ุโดยใช้วิธีการอ่าน
ล าดับเบสของยีน 16S rRNA 
 
3.4 การติดตามเชื้อ endophytic bacteria ในเน้ือเยื่อข้าว 

ท าการถ่ายทอดพลาสมิด miniTn5-gus ที่มียีน β-glucuronidase ให้กับ endophytic bacteria ที่
คัดเลือกได้โดยวิธีการ conjugation โดยใช้เป็น Reporter gene ในระบบการติดตาม เพื่อเป็นการยืนยัน
ความสามารถในการเข้าสู่เนื้อเยื่อข้าว และติดตามต าแหน่งที่อยู่ของ endophytic bacteria ในส่วนต่าง ๆ 
ของพืช โดยการตัด section ช้ินส่วนของพืชให้มีขนาดความหนา 30-50 ไมโครเมตร แล้วท าการย้อม
ตั วอย่ า งด้ วยสาร  X-Gluc (5 -bromo-4 -chloro-3 - indolyl-beta-D-glucuronic acid) เพื่ อ ใ ช้ เป็ น 
substrate ในการย้อมด้วยวิธี Gus-staining นอกจากนี้ท าการยืนยันความสามารถในการเข้าสู่เนื้อเยื่อข้าว
โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) พร้อมกับ
ตรวจสอบจ านวนเช้ือแบคทีเรียที่อยู่ภายในเนื้อเยื่อข้าว หลังจากการปลูกเช้ือไปแล้วเป็นเวลา 7 วัน ภายใต้
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สภาวะปกติ โดยใช้เทคนิค Total plate count โดยการทดลองทั้งหมดท าเปรียบเทียบกับข้าวที่ไม่ได้ท าการ
ปลูกเช้ือ 
 
3.5 การตรวจสอบผลของการใช้เชื้อ endophytic bacteria ต่อการเจริญ และการเปลี่ยนแปลงทาง
กายภาพ และทางชีวเคมีของพืชที่เก่ียวข้องกับการเจริญภายใต้สภาวะปกติ และสภาวะขาดน้ า 

3.5.1 การเตรียมการปลกูข้าว  
น าเมล็ดข้าวสายพันธ์ุ ปทุมธานี 1 ที่ผ่านการแกะเปลือกแล้วมาท าการฆ่าเช้ือบริเวณผิว (surface 

sterilization) โดยแช่ใน 70% เอทานอล เป็นเวลา 5 นาที และ 3% โซเดียมไฮโปคลอไรด์ เป็นเวลา 5 นาที 
ล้างด้วยน้ าปลอดเช้ืออย่างน้อย 5-6 ครั้ง น าเมล็ดข้าวบ่มในที่มืดจนเมล็ดงอก 

3.5.2 การเตรียมเช้ือแบคทเีรีย  
       ท าการปลูกเช้ือแบรดีไรโซเบียมที่คัดแยกได้และผ่านการทดสอบการส่งเสริมการเจริญของข้าวใน
เบื้องต้นแล้วคือ ไอโซเลท R64,  R48, เทียบกับ SUT9-2 โดยน ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ Yeast Extract-
Mannitol (YEM) (Somasegaran และ Hoben, 1994) ที่ 30 องศาเซียลเซียส เป็นเวลา 5 วัน  
 3.5.3 การปลูกเช้ือแบรดีไรโซเบียมในข้าว 
 ท าการแช่เมล็ดข้าวปทุมธานี 1 ที่เมล็ดงอกแล้ว สารละลายเช้ือแบรดีไรโซเบียมซึ่งผ่านการล้างเซลล์
เพื่อล้างอาหารเลี้ยงเช้ือเดิมออกด้วย 0.85% NaCl และปรับค่าความขุ่นของเซลล์ เท่ากับ 1.00 ที่ค่าการ
ดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร แช่เมล็ดข้าวไว้นาน 1 คืน เพื่อให้เช้ือแบรดีไรโซเบียมเข้าสู่เนื้อเยื่อพืช จากนั้น
น าไปปลูกในกระถาง Leonard jar ที่บรรจุทรายผสม vermiculite อัตราส่วน 2:1 ส่วน ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือ
แล้ว และ เติม Hoagland solution ท าการปลูกพืชในห้องควบคุมแสงและอุณหภูมิ (ควบคุมโปรแกรมแสง
สว่างให้อยู่ที่แสงสว่าง 12 ช่ัวโมง และมืด 12 ช่ัวโมง ที่ความเข้มแสง 300 μE/m2S,  อุณหภูมิ 28 ± 2 องศา
เซลเซียส) เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ส าหรับชุดการทดลองในสภาวะขาดน้ า ท าการเท Hoagland solution ออก
แล้วปล่อยให้แห้งนาน 2 สัปดาห์ จากนั้นท าการตรวจสอบผล น้ าหนักสด น้ าหนักแห้ง ของข้าวเทียบกับชุด
ควบคุมใส่เช้ือและไม่ใส่เช้ือในสภาวะปกติ และ สภาวะขาดน้ า 
 3.5.4 การตรวจสอบการตอบสนองต่อการขาดน้ า Drought Sensitivity (DRS) และการฟื้นตัวของ
พืช Recovery (DRR) 
 ข้าวในชุดการทดลองสภาวะขาดน้ า ได้ท าการตรวจสอบ % leaf rolling (ใบเหี่ยว) ตามวิธีการของ 
IRRI (International Rice Research Institute) หลังจากนั้นท าการเติม Hoagland solution ต่อเนื่องเป็น
เวลา 10 วัน เพื่อตรวจสอบการฟื้นตัวของต้นข้าว โดยให้คะแนนใบเหี่ยวในระดับต่าง ๆ ดังนี้ 
 การให้คะแนนใบเหี่ยว SCALE (leaf rolling at vegetative stage) 
 0 = Leaves healthy 
 1 = Leaves start to fold (shallow) 
 3 = Leaves folding (deep V-shape) 
 5 = Leaves fully cupped (U-shape) 
 7 = Leaf margins touching (0-shape) 
 9 = Leaves tightly rolled (V-shape)  
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3.5.5 การตรวจสอบรงควัตถุที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แสงในต้นข้าว (rice pigments of 
photosynthetic) 

น าใบข้าวมาล้างน้ าให้สะอาด แล้วตัดเป็นช้ินเล็ก ๆ ท าให้แห้งด้วยความเย็นด้วยเครื่อง Lyophilizer 
(BETA 2-8 LD, Laurel USA) น าตัวอย่างข้าวแห้ง 5 มิลลิกรัมน้ าหนักแห้ง (plant dry weight (DW)) บด
ให้ละเอียดด้วยโกร่ง และไนโตเจนเหลว น าใส่หลอดทดลองเติมน้ าสะอาด 100 ไมโครลิตร เขย่าทิ้งไว้ 10 
นาที จากนั้นเติม 8 มิลลิลิตร 96% ethanol เขย่านาน 5 นาที แล้วน าไปบ่มในที่มืด ณ อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 1 คืน จากนั้นน ามาปั่นเหว่ียง ที่ 13,000 rpm  นาน 1 นาที เก็บส่วนใสด้านบน น าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ A648.6  A664.2 และ A470  เพื่อค านวณหาปริมาณรงควัตถุที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แสงใน
ต้นข้าวต่อไป (Lichtenthaler H.K.,1987) 
 
การค านวณหาคลอโรฟลิล์ เอ (chlorophyll a) จากสมการ 
 

ca= 
(13.36 A664.2-5.19 A648.6)*8.1 

DW
[mg/g DW] 

 
การค านวณหาคลอโรฟลิล์ เอ (chlorophyll b) จากสมการ 
 

cb= 
(27.43 A648.6-8.12 A664.2)*8.1 

DW
[mg/g DW] 

 
การค านวณหาแคโรทีนอยด์ (carotenoid) จากสมการ 
 

cc= 
(4.785 A470+3.657 A664.2-12.76 A648.6)*8.1 

DW
[mg/g DW] 

 
3.5.6 การตรวจสอบการท างานของเอนไซม์  ROS (Reactive Oxygen Species) scavenging 

enzymes  
3.5.6.1 การตรวจสอบเอนไซม์ Superoxide dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) 
น าต้นข้าวที่ต้องการตรวจสอบล้างท าความสะอาด ซับน้ าให้แห้งช่ังน้ าหนัก 500 มิลลิกรัม 

จากนั้นน ามาบดให้ละเอียดโดยโกร่งและไนโตรเจนเหลว แบ่งตัวอย่างใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม 1 มิลลิลิตร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.8)  (50 mM Na-PO4, 1mM EDTA Na2 
และ 2% Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP)) เพื่อท าการสกัดเอนไซม์น าไปปั่นเหว่ียงที่ 15,000 rpm 
นาน 5 นาที เก็บส่วนใสของสารละลาย (supernatant) เพื่อท าการตรวจสอบปริมาณโปรตีนด้วยวิธี
มาตรฐาน Bradford assay  และท าการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ SOD โดยดูดส่วนใส 20 ไมโครลิตร 
ของตัวอย่างลงใน 96 well plate จากนั้นเติมสารท าปฏิกิริยา 125 ไมโครลิตร (50 mM Na-PO4  (pH 7.8), 
1 mM Nitro blue tetrazolium chloride (NBT), L-methionine, 0.01 M Na2EDTA แล ะ  0.2 mM 
Riboflavin) (Banowetz et al., 2004) โดยใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.8) 20 ไมโครลิตร โดย
ให้ชุดไม่ให้แสงเป็น blank และให้แสงเป็นชุดควบคุม (control) ท าการตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงที่ 560 
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นาโนเมตร ณ เวลาเริ่มต้นก่อนให้แสง (t=0) และให้แสงสว่างใต้หลอดฟลูออเรสเซนต์ ขนาด 18 วัตต์ เป็น
ระยะเวลา 10 นาที (t=10) เพื่อเร่งปฏิกิริยาการเกิดอนุมูลอิสระ ค านวณกิจกรรมของเอนไซม์จากค่า 50% 
inhibition ของการเกิดปฏิกิริยาเทียบกับ SOD อ้างอิง จากสมการ (Wang et al., 2012) 

 
กิจกรรมของเอนไซม์ SOD  (U/g protein) =  
 

(
ค่าการดูดกลืนแสงของ blank - ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง 

ค่าการดูดกลืนแสงของ blank * 50%* ปริมาตรสารประกอบในการท าปฏิกิรยิา 
)/กรัมโปรตีนของตัวอย่าง    

 
3.5.6.2 การตรวจสอบเอนไซม ์Ascorbate peroxidase (APX) (EC 1.11.1.11) 
น าต้นข้าวที่ต้องการตรวจสอบล้างท าความสะอาด ซับน้ าให้แห้งช่ังน้ าหนัก 500 มิลลิกรัม 

จากนั้นน ามาบดให้ละเอียดโดยโกรง่และไนโตรเจนเหลว แบ่งผงข้าวใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม 1 มิลลิลิตร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ์ (pH 7.0) (50 mM Na-PO4, 1mM Na2EDTA, 2 
mM Ascorbate และ 2% PVPP) เพื่อท าการสกัดเอนไซม์ ปั่นเหว่ียงที่ 15,000 rpm นาน 5 นาที เก็บส่วน
ใสของสารละลาย (supernatant) เพื่อท าการตรวจสอบปริมาณโปรตีนด้วยวิธีมาตรฐาน Bradford assay  
และท าการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ APX โดยดูดส่วนใส 20 ไมโครลิตร ของตัวอย่างลงใน 96 well 
plate จากนั้นเติมสารท าปฏิกิริยา 180 ไมโครลิตร (50 mM Na-PO4  (pH 7.0), 1 mM EDTA และ 5 mM 
ascorbate) โดยใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.0)  20 ไมโครลิตร เป็นชุดควบคุม (blank) เติม 0.1 
มิลิโมลลาร์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ก่อนท าการตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตร อย่าง
ต่อเนื่องเป็นเวลา 180 วินาที ค านวณกิจกรรมของเอนไซม์จากค่าคงที่ของการดูดกลืนแสง (2.8 mM-1 cm-1) 
(extinction coefficient) จากสมการ (Aebi HE, 1983) 

 
กิจกรรมของเอนไซม์ APX  (U/g protein) =  
 

(
ค่าการดูดกลืนแสงของ blank - ค่าการดดูกลืนแสงของตวัอย่าง * 1000 * ปริมาตรสารประกอบในการท าปฏิกิริยา 

2.8 mM-1 cm-1  * ความสูงของ well * เวลา (นาท)ี *ปริมาตรของตวัอย่าง   
)/กรัมโปรตีนของตัวอย่าง    

  
3.5.6.3 การตรวจสอบเอนไซม ์Catalase (CT) (EC 1.11.1.6) 
น าต้นข้าวที่ต้องการตรวจสอบล้างท าความสะอาด ซับน้ าให้แห้งช่ังน้ าหนัก 500 มิลลิกรัม 

จากนั้นน ามาบดให้ละเอียดโดยโกรง่และไนโตรเจนเหลว แบ่งผงข้าวใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม 1 มิลลลิิตร ของสารละลาย ประกอบด้วย 50 mM Tris-HCL (pH7.8), 0.1mM EDTA Na2,  

2 % Triton X-100, 1 mM PMSF และ 2 mM  Dithiotheritol (DTT) เพื่อท าการสกัดเอนไซม์ น าไปปั่น
เหว่ียงที่ 15,000 rpm นาน 5 นาที เก็บส่วนใสของสารละลาย (supernatant) เพื่อท าการตรวจสอบปริมาตร
โปรตีนด้วยวิธีมาตรฐาน Bradford assay  และท าการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ catalase โดยดูดส่วน
ใส 20 ไมโครลิตร ของตัวอย่างลงใน 96 well plate จากนัน้เติมสารท าปฏิกิริยา 170 ไมโครลติร (50 mM 
Na-PO4  (pH 7.0) และ 0.1 mM EDTA) โดยใช้น้ า  20 ไมโครลิตร และไมเ่ติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็น
ชุดควบคุม (blank) เติม 10 ไมโครลิตร 3% ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ก่อนการท าการตรวจสอบค่าการ
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ดูดกลืนแสงที่ 240 นาโนเมตร อย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 180 วินาที ค านวณกิจกรรมของเอนไซมจ์ากค่าคงที่
ของการดูดกลืนแสง (39.4 mM-1 cm-1) (extinction coefficient) จากสมการ (Aebi HE, 1983)  
 
กิจกรรมของเอนไซม์ CT  (U/g protein) =  
 

(
ค่าการดูดกลืนแสงของ blank - ค่าการดดูกลืนแสงของตวัอย่าง * 1000 * ปริมาตรสารประกอบในการท าปฏิกิริยา 

39.4 mM-1 cm-1  * ความสูงของ well * เวลา (นาท)ี *ปริมาตรของตวัอย่าง   
)/กรัมโปรตีนของตัวอย่าง    

  
3.5.7 การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของต้นข้าว  
ด าเนินการตรวจสอบโดยใช้ต้นข้าวจากแต่ละต ารับการทดลองในการตรวจสอบความยาวใบ พื้นที่ใบ

โดยใช้เครื่องมือวัดพื้นที่ใบ ณ สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช รวมทั้งวัดความยาวต้น ความยาวราก จากนั้น
น าส่วนของใบ ล าต้น และรากไปอบที่อุณหภูมิ 85°C เพื่อหาน้ าหนักใบแห้ง น้ าหนักต้นแห้ง และน้ าหนักราก
แห้งต่อต้น 

 
3.5.8 การวิเคราะห์ทางสถิต ิ
ในการทดสอบแต่ละสภาวะจะวางแผนการทดลองแบบสุ่มอย่างสมบูร ณ์ (Completely 

Randomized Design, CRD) โดยมีจ านวนซ้ า 5 ซ้ า และท าการวิเคราะห์ผลการทดลองโดยใช้การวิเคราะห์
ความแปรปรวน ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละต ารับการทดลองโดยใช้วิธี Duncan’s 
Multiple Range Test (DMRT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิเคราะห์ข้อมูล 

4.1 การคัดเลือกเชื้อ endophytic bacteria จากเน้ือเยื่อข้าว 
 วัตถุประสงค์ของการทดลองนี้ เพื่อ คัดแยก และคัดเลือกเ ช้ือ endophytic bacteria ที่ มี
ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญ หรือช่วยลดความเครียดให้กับพืชเมื่อเจริญภายใต้สภาวะเครียดจาก
การขาดน้ า และจากสภาวะน้ าท่วมขัง ทั้งนี้จากการทดลองสามารถคัดแยกเช้ือแบคทีเรียที่อยู่ในเนื้อเยื่อข้าว 
ที่มีลักษณะแตกต่างกันได้จ านวน 22 ไอโซเลท โดยเมื่อน ามาทดสอบเปรียบเทียบกับเช้ือ Bradyrhizobium 
sp. SUTN9-2 ซึ่งจากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่ามีความสามารถเป็น endophytic bacteria ในข้าวได้ และ
สามารถส่งเสริมการเจริญของข้าวได้เมื่อปลูกภายใต้สภาวะปกติ โดยเมื่อตรวจสอบความสามารถของการมี
กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ในเบื้องต้น โดยการเลี้ยงบนอาหารที่มี ACC เป็นแหล่งไนโตรเจน ที่
ความเข้มข้น 0.5-3.0 มิลลิโมลาร์ พบว่าเช้ือทุกไอโซเลทสามารถเจริญได้ในอาหารที่มี ACC ที่ความเข้มข้น 
0.5 มิลลิโมลาร์ และมีเช้ือจ านวน 16 ไอโซเลท รวมทั้ง SUTN9-2 สามารถเจริญได้ในอาหารที่มี ACC ที่
ความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ ในขณะที่มีเพียงเช้ือ SUTN9-2 ที่สามารถเจริญได้ในอาหารที่มี ACC ที่ความ
เข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ และไม่พบเช้ือใดสามารถเจริญได้ที่ความเข้มข้นของ ACC ที่ 5 มิลลิโมลาร์ 
นอกจากนี้เมื่อท าการตรวจสอบความสามารถในการสร้างฮอร์โมนพืช (IAA) พบว่าเช้ือที่คัดแยกได้จ านวน 
15 ไอโซเลท รวมทั้งเช้ือ SUTN9-2 มีความสามารถในการสร้างฮอร์โมนพืช โดยมีเช้ือจ านวน 6 ไอโซเลท 
สามารถผลิต IAA ได้ในระดับที่สูงกว่าเช้ือ SUTN9-2 (ตารางที่ 1)  

การคัดเลือกเช้ือที่เป็น endophytic bacteria มาใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพในนาข้าว เนื่องจากแนวคิดใน
การเพิ่มประสิทธิภาพของปุ๋ยชีวภาพ ซึ่งการใช้เช้ือที่มีลักษณะเป็น epiphyte หรือเจริญอยู่รอบ ๆ รากพืช 
มีโอกาสที่จะเผชิญกับปัจจัยต่าง ๆ ทั้งทางกายภาพ และชีวภาพ ที่อาจท าให้เช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ีลดจ านวน
ลง เช่น อุณหภูมิ pH ในดินที่ไม่เหมาะสม รวมทั้งการเผชิญกับจุลินทรีย์อื่นในดินที่มีการสร้างสารปฏิชีวนะ 
หรือการแข่งขันเพื่อหาอาหารบริเวณรอบ ๆ รากพืช  ดังนั้นการใช้เช้ือ endophytic bacteria ซึ่งเข้าอาศัย
อยู่ในเนื้อเยื่อพืชได้ จึงเป็นแนวทางที่ลดการเผชิญกับสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมภายนอก ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้จึงให้ความส าคัญกับการคัดเลือกเช้ือ endophytic bacteria ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC 
deaminase เป็นหลัก เนื่องจากเอนไซม์นี้เปลี่ยน ACC ซึ่งเป็นสารที่ใช้สร้างฮอร์โมนเอทธิลีน โดยเมื่อพืช
เจริญในสภาวะที่ไม่เหมาะสม จะมีการสร้างเอทธิลีนเพิ่มมากขึ้น ซึ่งเป็นโมเลกุลสัญญาณที่หากมีปริมาณสูง
จะท าให้พืชเกิดความเครียด ส่งผลต่อการเจริญ และผลผลิตของพืชนั้น ๆ โดยในการทดลองได้ใช้เช้ือ  
Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 ซึ่งเป็น endophytic bacteria ที่อยู่อาศัยในเนื้อข้าวที่สามารถส่งเสริม
การเจริญของข้าวได้เมื่อปลูกภายใต้สภาวะปกติ เป็นตัวเปรียบเทียบเมื่อท าการทดสอบภายใต้สภาวะเครียด
แบบต่าง ๆ จากการทดลองพบว่าเช้ือส่วนใหญ่สามารถเจริญโดยใช้ ACC ที่ระดับ 0.5 มิลลิโมลาร์ ได้แต่เมื่อ
ความเข้มข้นเพิ่มมากข้ึนมีเช้ือเพียงบางไอโซเลทที่สามารถเจริญได้ ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ที่ ACC เมื่อมีความ
เข้มข้นสูงเกินไปอาจมีความเป็นพิษต่อเซลล์ อย่างไรก็ตามเช้ือ SUTN9-2 มีความสามารถในการเจริญใน
อาหารที่มี ACC ที่ความเข้มข้นสูงได้ดีที่สุด ซึ่งเป็นไปตามผลการทดลองในงานวิจัยที่ผ่านมาที่ SUTN9-2 มี
กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase สูง (พรรณลดา และคณะ, 2559) แต่ระดับกิจกรรมของเอนไซม์ 
ACC deaminase ที่สูงอาจไม่ได้บ่งบอกถึงความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของพืชภายใต้สภาวะ
เครียดได้ดีเสมอไป โดยอาจมีกลไกอื่น ๆ ที่ใช้ร่วมกันในการส่งเสริมการเจริญของพืชด้วย ดังนั้นจึงต้องท า
การตรวจสอบเช้ือที่คัดแยกได้กับพืชต่อไป 
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ตารางท่ี 1 แสดงความสามารถของเช้ือแบคทเีรียที่เจรญิในเนื้อเยื่อพืชในการเจริญบนอาหารทีม่ี  ACC และ
ความสามารถในการสร้าง IAA 

Strain/isolate 
Ability to grow on medium containing 

different concentrations of ACC IAA production ability 
0.5 mM 1 mM 2.5 mM 5 mM 

SUTN 9-2 + + + - + 
R2 + + - - - 
R3 + + - - + 
R7 + - - - + 
R9 + + - - - 
R14 + - - - - 
R17 + + - - + 
R18 + + - - - 
R20 + + - - - 
R21 + + - - - 
R24 + + - - ++ 
R26 + - - - - 
R29 + + - - ++ 
R33 + + - - ++ 
R35 + + - - + 
R37 + - - - ++ 
R41 + + - - + 
R48 + + - - + 
R53 + + - - + 
R59 + - - - ++ 
R64 + + - - + 
R83 + + - - + 
R88 + - - - ++ 
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จากนั้นเมื่อท าการทดสอบความสามารถของเช้ือที่คัดแยกได้ในการส่งเสริมการเจริญของข้าวเมื่อ
ปลูกในสภาวะขาดน้ า โดยตรวจสอบน้ าหนักต้น (น้ าหนักแห้ง) ความยาวต้น น้ าหนักราก (น้ าหนักแห้ง) และ
ความยาวราก พบว่าการปลูกข้าวภายใต้สภาวะขาดน้ าในต ารับควบคุมที่ไม่มีการใช้เช้ือ ให้น้ าหนักต้นอยู่ที่
ระดับ 40 มิลลิกรัมต่อต้น ในขณะที่แบคทีเรียไอโซเลท R64 และเช้ือ Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 
ส่งเสริมให้พืชมีน้ าหนักต้นไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ โดยให้น้ าหนักต้นสูงที่สุดที่ประมาณ 70 มิลลิกรัม
ต่อต้น รองลงมาคือแบคทีเรียไอโซเลท R48 ที่ให้น้ าหนักต้นประมาณ 60 มิลลิกรัมต่อกต้น ซึ่งทั้ง 3 เช้ือนี้
ให้ผลแตกต่างจากต ารับควบคุมที่ไม่มีการใส่เช้ืออย่างเห็นได้ชัด ผลการทดลองที่ได้จากการตรวจวัดน้ าหนัก
ต้นสอดคล้องกับผลที่ได้จากการตรวจวัดความยาวต้น โดยเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R64 ยังคงให้ความยาว
ของต้นสูงที่สุดประมาณ 29 เซนติเมตร รองลงมาคือเช้ือ SUTN9-2 และเช้ือไอโซเลท R48 ซึ่งให้ความยาว
ของต้นประมาณ 27 เซนติเมตร และ 26 เซนติเมตร ตามล าดับ ในขณะที่ต้นข้าวที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือมี
ความยาวต้นประมาณ 21 เซนติเมตร และเมื่อตรวจสอบน้ าหนักราก (น้ าหนักแห้ง) พบว่าเช้ือแบคทีเรียไอ
โซเลท R64 ยังคงให้น้ าหนักรากสูงสุดที่ประมาณ 60 มิลลิกรัมต่อต้น รองลงมาคือ แบคทีเรียไอโซเลท R83 
และ R53 ให้น้ าหนักรากที่ประมาณ 57 มิลลิกรัมต่อต้น และเช้ือไอโซเลท R33 และเช้ือ SUTN9-2 ให้
น้ าหนักรากที่ประมาณ 51 มิลลิกรัมต่อต้น ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับข้าวที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ 
(น้ าหนักรากที่ประมาณ 23 มิลลิกรัมต่อต้น) แต่เมื่อตรวจสอบความยาวราก พบว่าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 
R29 ให้ความยาวรากสูงสุดที่ประมาณ 10 เซนติเมตร รองลงมาคือแบคทีเรียไอโซเลท R24 และ R33 ซึ่งให้
ความยาวรากที่ 8.6 และ 8.1 เซนติเมตร ตามล าดับ (รูปที่ 1) ทั้งนี้เมื่อพิจารณาจากผลการส่งเสริมการเจริญ
ของข้าวภายใต้สภาวะขาดน้ าในเบื้องต้นโดยรวม พบว่าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R64, R48 และ SUTN9-2 
ส่งผลส่งเสริมการเจริญของข้าวได้ดีที่สุดภายใต้สภาวะขาดน้ า ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากคุณสมบัติของเช้ือ
แบคทีเรียทั้งสามไอโซเลทที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase และความสามารถในการสร้าง
ฮอร์โมน IAA โดยเป็นที่น่าสังเกตว่าเช้ือทั้งสามชนิดมีระดับการสร้างฮอร์โมน IAA น้อยกว่าเช้ือแบคทีเรียอื่น
ที่ทดสอบ แต่กลับพบว่าสามารถส่งเสริมการเจริญของพืชในสภาวะขาดน้ าได้ ในขณะที่เช้ือไอโซเลท R29, 
R24 และ R33 พบว่าส่งเสริมให้รากมีความยาวเพิ่มข้ึนมากที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับระดับ IAA ที่มากกว่าเช้ือไอ
โซเลทอื่น ๆ (ตารางที่ 1) อย่างไรก็ตามไม่ได้ส่งเสริมให้พืชเจริญได้ดีที่สุด ทั้งนี้เมื่อสังเกตเปรียบเทียบกับ
น้ าหนักรากที่น้อยกว่าไอโซเลทอื่น ๆ แสดงให้เห็นว่ารากมีขนาดเล็กกว่า ซึ่งอาจมีความแข็งแรงไม่มากนัก 
อย่างไรก็ตามได้ด าเนินการตรวจสอบอิทธิพลของเช้ือทั้ง 3 ชนิด ต่อการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ และเคมี
ของต้นข้าวในส่วนต่อไป 
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รูปท่ี 1 การทดสอบความสามารถของเช้ือแบคทีเรียในเนื้อเยื่อพืช (endophyte) เบื้องต้นในการส่งเสริมการ
เจริญของต้นข้าวภายใต้การปลูกสภาวะขาดน้ า 
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ในขณะเดียวกันยังได้ท าการทดสอบความสามารถของเช้ือแบคทีเรียในการส่งเสริมการเจริญของตน้
ข้าวเมื่อปลูกภายใต้สภาวะน้ าท่วม โดยเมื่อตรวจวัดน้ าหนักต้นพบว่า การใช้เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R64 
ส่งผลท าให้ต้นข้าวมีน้ าหนักต้นสูงที่สุดที่ประมาณ 41 มิลลิกรัมต่อต้น รองลงมาคือ เช้ือ SUTN9-2 และไอโซ
เลท R24 ให้น้ าหนักต้นที่ประมาณ 39 มิลลิกรัมต่อต้น อย่างไรก็ตามผลน้ าหนักต้นข้าวไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญเมื่อเทียบกับข้าวที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (38 มิลลิกรัมต่อต้น) โดยเมื่อตรวจวัดความยาวต้น น้ าหนัก
รากแห้ง และความยาวราก พบว่าให้ผลไปในทางเดียวกันคือไม่แตกต่างจากข้าวที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (รูปที่ 
2) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการใช้เช้ือในกลุ่ม endophytic bacteria ที่ท าการคัดเลือกได้ไม่
สามารถส่งผลให้พืชทนความเครียดที่เกิดข้ึนจากสภาวะน้ าท่วมขังได้ แม้ว่างานวิจัยที่ผ่านมาเคยมีรายงาน
การใช้เช้ือ endophytic bacteria ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ในการช่วยให้พืชทนต่อ
ความเครียดที่เกิดจากน้ าท่วมขังได้ (Etesami et al. 2014; Grichko and Glick 2001) แต่อย่างไรก็ตาม
อาจมีปัจจัยอื่นที่มีผล เช่น สายพันธ์ุข้าว ความเข้ากันได้ของพืชกับแบคทีเรีย จ านวนเช้ือ endophytic 
bacteria ในเนื้อเยื่อข้าว ระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase เป็นต้น ดังนั้นในการทดลองต่อไป
จึงจะท าการทดสอบภายใต้สภาวะขาดน้ า เพื่อศึกษาผลของการใช้เช้ือ endophytic bacteria เป็นปุ๋ย
ชีวภาพ ต่อการเปลี่ยนแปลงด้านชีวเคมี ที่สัมพันธ์กับความสามารถในการลดความเครียดให้กับพืชเมื่อเจริญ
ภายใต้สภาวะขาดน้ า 

4.2 การตรวจสอบและติดตามเชื้อ endophytic bacteria ท่ีท าการทดสอบในเน้ือเยื่อข้าว 

 เพื่อยืนยันความสามารถในการเข้าอยู่อาศัยภายในเนื้อเยื่อพืช ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ส าคัญของ 
endophytic bacteria จึงได้ท าการถ่ายทอดยีน gusA เข้าสู่เ ช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R48 และ R64 ที่
คัดเลือกได้จากการทดลองในเบื้องต้น เช้ือที่ได้รับการถ่ายทอดยีนนี้จะมีกิจกรรมของเอนไซม์ β-
Glucuronidase ที่สามารถเปลี่ยนสารตั้งต้น X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronic 
acid) ให้เป็นสีฟ้าได้เมื่อตรวจสอบด้วยวิธี Gus-staining เพื่อใช้ในการติดตามต าแหน่งที่อยู่ของเช้ือ โดยเมื่อ
ท าการตรวจสอบเนื้อเยื่อพืชบริเวณปลายราก หลังจากปลูกเช้ือไปแล้ว 3 วัน พบการติดสีฟ้าในเนื้อเยื่อข้าวที่
ปลูกด้วยเช้ือแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลท โดยพบแบคทีเรียไอโซเลท R64 ติดสีเข้มกว่ารากข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือ 
R48 (รูปที่ 3) ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า เช้ือทั้งสองไอโซเลทมีความสามารถในการเป็น endophytic 
bacteria ในเนื้อเยื่อข้าวได้จริง โดยพบว่าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R64 มีความสามารถในการเข้าสู่เนื้อเยื่อ
ข้าวไดด้ีกว่าไอโซเลท R48 ซึ่งในการทดลองต่อไปจะได้ท าการตรวจสอบยืนยันจ านวนเช้ือในเนื้อเยื่อข้าวหลัง 
30 วัน  
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รูปท่ี 2 การทดสอบความสามารถของเช้ือแบคทีเรียในเนื้อเยื่อพืช (endophyte) เบื้องต้นในการส่งเสริมการ
เจริญของต้นข้าวภายใต้การปลูกสภาวะน้ าท่วม 
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นอกจากนี้เมื่อท าการตัดเนื้อเยื่อข้าว (section) ในตัวอย่างข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือไอโซเลท R64 แล้ว
ทดสอบ Gus-staining เพื่อตรวจสอบต าแหน่งที่แบคทีเรียเคลื่อนที่เข้ามาอยู่ในเนื้อเยื่อหลังจากปลูกเช้ือไป
แล้ว 7 วัน พบว่าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R64 สามารถเคลื่อนเข้าสู่เนื้อเยื่อพืชได้จริง โดยพบแบคทีเรียกระ
จายตัวอยู่ทั้งในช่องว่างระหว่างเซลล์ และภายในเซลล์พืชช้ัน cortex, epidermis จนกระทั่งถึงช้ัน 
endodermis ซึ่ง เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างข้าวที่ปลูกด้วยเ ช้ือ Bradyrhizobium diazoefficien 
USDA110 ซึ่งเป็นเช้ือที่เข้าสร้างปมกับถ่ัวเหลือง แต่ไม่มีความสามารถเป็น endophytic bacteria  จึงไม่
พบสีฟ้าภายในเนื้อเยื่อข้าว (รูปที่ 4) ในกรณีของเช้ือ Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 ซึ่งในงานวิจัยที่ผ่าน
มาพบว่ามีคุณสมบัติเป็น endophytic bacteria ได้ จึงท าการตรวจสอบยืนยันความสามารถในการเข้าสู่
เนื้อเยื่อข้าวอีกครั้งโดยใช้เทคนิค scanning electron microscope (SEM) เปรียบเทียบกับตัวอย่างข้าวที่
ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (รูปที่ 5) ซึ่งผลการทดลองยืนยันได้ว่าเช้ือ SUTN9-2 มีความสามารถในการเข้าสู่
เนื้อเยื่อข้าวได้จริง โดยพบแบคทีเรียอยู่ภายในเซลล์พืชอย่างชัดเจน หลังจากท าการปลูกเช้ือให้กับตัวอย่าง
ข้าวไปแล้ว 7 วัน ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าเช้ือแบคทีเรียที่คัดเลือกมาทดสอบนี้มีคุณสมบัติเป็น endophytic 
bacteria ได้ โดยเช้ือสามารถเข้าสู่เซลล์พืชได้ทางราก โดยเช้ือแบคทีเรียอาจมีกลไกต่าง ๆ เช่น เอนไซม์ที่ใช้
ในการย่อยผนังเซลล์พืช กลไกในการเคลื่อนที่ รวมทั้งกลไกที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันตนเองจากระบบ
ภูมิคุ้มกันของพืช (plant immunity) โดยจากงานวิจัยของ Piromyou et al. (2015) พบว่าเช้ือ SUTN9-2 
มีการแสดงออกของยีนในกลุ่มเอนไซม์ pectin esterase ที่อาจมีบทบาทในการย่อยสลายผนังเซลล์พืช 
รวมทั้งการแสดงออกของยีนในกลุ่ม Type 3 secretion system (T3SS) และ Type 4 secretion system 
(T4SS) ซึ่งอาจมีบทบาทในการยับยั้ง หรือกระตุ้นสัญญาณ ที่เกี่ยวข้องกับการจดจ าของพืช ที่ท าให้
แบคทีเรียสามารถอยู่อาศัยในเซลล์พืชได้ โดยเมื่อท าการนับจ านวนเซลล์ของแบคทีเรีย ในเนื้อเยื่อข้าว
หลังจากการปลูกเช้ือเป็นระยะเวลา 30 วัน พบว่าเช้ือแบคทีเรียเหล่านี้ยังคงมีชีวิตอยู่ในเซลล์พืชได้ โดย
พบว่าเช้ือ Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 มีจ านวนเซลล์อยู่ในข้าวประมาณ 103 เซลล์ต่อกรัมของน้ าหนัก
พืช ในขณะที่เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R48 และ R64 มจี านวนเซลล์อยู่ในข้าวมากกว่า 104 และ 105 เซลล์ต่อ
กรัมของน้ าหนักพืช ตามล าดับ (รูปที่ 6) แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความสามารถในการเจริญ
ภายในเนื้อเยื่อพืชได้แตกต่างกัน อย่างไรก็ตามจ านวนเช้ือที่พบภายในเซลล์พืช ในแต่ละส่วน เช่น ใบ ล าต้น 
หรือราก ในแต่ละช่วงเวลาอาจมีความแตกต่างกัน และจ านวนเช้ือที่พบนี้อาจส่งผลโดยตรงต่อบทบาทของ
เช้ือในการลดความเครียดในพืชเมื่อต้องเจริญในสภาวะที่ไม่เหมาะสม ซึ่งจะได้ท าการทดสอบยืนยันบทบาท
ของเช้ือต่อการเปลี่ยนแปลงทางภายภาพ และทางชีวเคมีของเช้ือในการทดลองต่อไป 
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รูปท่ี 3 การย้อมแบคทีเรียในเนื้อเยื่อพืช (endophyte) ในรากข้าวที่ปลูกเช้ือด้วยไอโซเลท 48-gus (A) และ
ไอโซเลท 64-gus (B) ด้วยเทคนิค gus-stainning หลงัจากปลูกเช้ือแล้ว 3 วัน ภายใต้สภาวะปกติ 
 
 
 
 
 
  

(A) 

(B) 
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รูปท่ี 4 การย้อมแบคทเีรียในเนื้อเยือ่พืช (endophyte) ในรากข้าวที่ปลูกเช้ือด้วย B. diazoefficiens 
USDA110-gus (A) และไอโซเลท 64-gus (B-D) ด้วยเทคนิค gus-stainning หลังจากปลูกเช้ือแล้ว 7 วัน 
ภายใต้สภาวะปกติ 
 
 

 

รูปท่ี 5 รูปถ่ายจากกล้อง scanning electron microscope (SEM) ในตัวอย่างเนื้อเยื่อบรเิวณรากข้าวที่
ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (non-inoculation) (A) และที่ปลูกเช้ือด้วย SUTN9-2 (B) ที่ระยะเวลา 7 วันหลังการ
ปลูกเช้ือ ภายใต้สภาวะปกติ 

  

(A) (B) 

(C) (D) 

(A) (B) 
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รูปท่ี 6 จ านวนแบคทีเรียในเนื้อเยื่อพืช (endophyte) ไอโซเลทต่าง ๆ ที่พบในเนื้อเยือ่ข้าว หลังจากท าการ
ปลูกเช้ือไปแล้ว 30 วัน ภายใต้สภาวะปกติ 

4.3 การตรวจสอบผลของการใช้เชื้อ endophytic bacteria ต่อการเจริญ และการเปลี่ยนแปลงทาง
กายภาพ และทางชีวเคมีของพืชที่เก่ียวข้องกับการเจริญภายใต้สภาวะปกติ และสภาวะขาดน้ า 
 หลังจากตรวจสอบยืนยันแล้วว่าเช้ือแบรดี้ไรโซเบียมที่คัดเลือกได้เป็น endophytic bacteria ที่
สามารถเข้าอยู่อาศัยในข้าวสายพันธ์ุปทุมธานี 1 ที่ใช้ในการทดสอบได้จริง จึงน าแบรดี้ไรโซเบียมไอโซเลท 
SUTN9-2, R48 และ R64 มาท าการทดสอบผลที่มีต่อการเจริญของข้าวเมื่อปลูกในสภาวะปกติ และเมื่อ
เผชิญกับสภาวะขาดน้ า เพื่อตรวจสอบความเป็นไปได้ในการใช้เช้ือ endophytic bacteria เป็นปุ๋ยชีวภาพ
ให้กับข้าวในสภาวะต่าง ๆ ทั้งนี้ผลการทดลองพบว่า ในสภาวะปกติข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือแบรดี้ไรโซเบียม ไอโซ
เลท R48 และ R64 ให้น้ าหนักต้นสูงมากกว่าต้นข้าวที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (control) และต้นข้าวที่ปลูกด้วย
เช้ือ SUTN9-2 อย่างมีนัยส าคัญ โดยน้ าหนักต้นสูงที่สุดในการทดลองได้จากข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือไอโซเลท 
R64 อย่างไรก็ตามไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือไอโซเลท R48 (รูปที่ 7A และ 
8A) จากนั้นตรวจสอบผลที่ เกิดข้ึนเมื่อปลูกข้าวในสภาวะขาดน้ า ผลการทดลองพบว่าการใช้เช้ือ 
endophytic bacteria ไม่สามารถช่วยให้พืชเจริญได้เทียบเท่ากับสภาวะปกติ (รูปที่ 7) โดยเมื่อตรวจวัด
น้ าหนักต้นพบว่าเช้ือทุกไอโซเลทที่น ามาทดสอบส่งผลให้น้ าหนักต้นข้าวในระดับเดียวกันและไม่แตกต่างจาก
ต้นข้าวที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (รูปที่ 8B) อย่างไรก็ตามข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือไอโซเลท R48 และ R64 ยังมี
น้ าหนักพืชสูงกว่าต ารับควบคุมที่ไม่ได้ปลูกเช้ือ (control) และเมื่อท าการตรวจสอบความสามารถในการฟื้น
ตัวของข้าวจากสภาวะขาดน้ า ซึ่งมีความส าคัญหากต้นข้าวที่ปลูกเผชิญกับสภาวะแล้ง หรือสภาวะขาดน้ า
เพียงช่ัวขณะ โดยปริมาณน้ าในวัสดุปลูกยังไม่เกินจุดเหี่ยวถาวรของพืช (permanent wilting point, PWP) 
หรือระดับความช้ืนที่พืชเริ่มแสดงอาการ เหี่ยวและไม่ฟื้นตัวแม้จะอยู่ในบรรยากาศที่ช้ืนจัดเป็นเวลาข้ามคืน 
ดังนั้นพืชที่ยังมีความแข็งแรงจะสามารถกลับมาเจริญต่อไป โดยผลการทดลองพบว่า ต้นข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือ 
Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 มีเปอร์เซ็นต์การฟื้นตัวของต้นข้าวสูงที่สุด (40%) เมื่อเปรียบเทียบกับ
เปอร์เซ็นต์การฟื้นตัวของต้นข้าวในต ารับควบคุม (control) ที่ไม่ได้ปลูกเช้ือ มีการฟื้นตัว 35% ซึ่งไม่แตกต่าง
จากข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือไอโซเลท R64 ในขณะที่ข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือไอโซเลท R48 มีเปอร์เซ็นต์การฟื้นตัวของ
ต้นข้าวน้อยที่สุด (30%) (รูปที่ 9) ซึ่งสอดคล้องกับผลคะแนนความเหี่ยวของใบที่อยู่ในเกณฑ์ 5-6 คือ ใบมี
การม้วนในลักษณะ U-shape จนถึง O-shape อย่างไรก็ตามถึงแม้เช้ือ SUTN9-2 และไอโซเลท R64 จะมี
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คะแนนความเหี่ยวต่ าที่สุด แต่ก็ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับต ารับอื่น ๆ (ตารางที่ 2) และเมื่อ
ตรวจสอบระดับแก๊สเอทธิลีนที่พืชปลดปล่อยออกมาขณะเจริญอยู่ในสภาวะขาดน้ า ซึ่งปริมาณแก๊สเอทธิลีน
นี้สัมพันธ์กับระดับความเครียดของพืช โดยหากพืชมีความเครียดสูงจะมีการสร้างและปลดปล่อยเอทธิลีนอ
อกมาในปริมาณสูง ทั้งนี้ผลการทดลองพบว่า ต้นข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือ SUTN9-2 ตรวจพบการสร้างเอทธิลีน
ต่ าที่สุด (0.265 พิโคโมลต่อมิลลิกรัมน้ าหนักแห้งพืชต่อช่ัวโมง) ซึ่งน้อยกว่าอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบ
กับปริมาณเอทธิลีนที่ปลดปล่อยจากข้าวในต ารับควบคุม (control) ที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (1.084 พิโคโมล
ต่อมิลลิกรัมน้ าหนักแห้งพืชต่อช่ัวโมง) ในขณะที่ต้นข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือไอโซเลท R48 และ R64 มีการ
ปลดปล่อยเอทธิลีนไม่แตกต่างจากต ารับควบคุม (ตารางที่ 2) 

 เห็นได้ว่าในสภาวะปกติการใช้เช้ือแบรดี้ไรโซเบียม ไอโซเลท R48 และ R64 เป็นปุ๋ยชีวภาพให้กับ
ต้นข้าว สามารถส่งเสริมการเจริญของต้นข้าวได้อย่างมีนัยส าคัญ อาจเนื่องมาจากความสามารถในการ
ส่งเสริมการเจริญของพืช เช่น การสร้างฮอร์โมน IAA ในระดับที่เหมาะสม รวมทั้งความสามารถอื่น ๆ เช่น 
การตรึงไนโตรเจนแบบอิสระ การมีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase และความสามารถด้านอื่น ๆ ที่
จะต้องท าการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป นอกจากนี้ปริมาณของเช้ือแบรดี้ไรโซเบียม ไอโซเลท R48 และ R64 ที่อยู่
ในเนื้อเยื่อพืชมีจ านวนมากกว่า 104 CFU ต่อกรัมน้ าหนักสดพืช อาจจะเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส าคัญที่ท าให้เช้ือ
แบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นข้าวได้ดีภายใต้สภาวะปกติ อย่างไรก็ตาม
ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของพืชเหล่านี้ยังไม่เพียงพอที่จะท าให้ต้นข้าวเจริญได้อย่างปกติเมื่อ
ต้นข้าวเผชิญกับสภาวะขาดน้ าเป็นระยะเวลานาน แต่เป็นที่น่าสนใจเมื่อตรวจสอบความสามารถในการฟื้น
ตัวของต้นข้าวหลังจากสภาวะการขาดน้ าพบว่าเช้ือ Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 ช่วยให้ต้นข้าวมีความ
ฟื้นตัวได้ดีกว่าต้นข้าวในต ารับควบคุมที่ไม่ได้มีการปลูกเช้ือ อีกทั้งระดับของแก๊สเอทธิลีนที่ปลดปล่อยออกมา
มีปริมาณน้อยกว่าต ารับควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ ผลการทดลองเหล่านี้แสดงให้เห็นว่าต้นข้าวเมื่อเผชิญกับ
สภาวะขาดน้ าท าให้เกิดความเครียดซึ่งเห็นได้จากแก๊สเอทธิลีนที่ถูกผลิตข้ึนในต ารับควบคุมในปริมาณมาก 
แต่เมื่อต้นข้าวปลูกด้วยเช้ือ SUTN9-2 ซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase สูง สามารถช่วยให้พืช
ลดความเครียดลงได้ ซึ่งเห็นได้จากปริมาณแก๊สเอทธิลีนที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ แสดงให้เห็นว่าการใช้เช้ือ 
SUTN9-2 สามารถลดความเครียดให้กับพืช และยังช่วยให้พืชฟื้นตัวจากสภาวะขาดน้ าได้ ทั้งนี้ได้ท าการ
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีของพืชต่อไป 
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รูปท่ี 7 การทดสอบการเจรญิของข้าวทีป่ลูกด้วยเช้ือแบคทีเรียเจริญในเนื้อเยื่อพืช (endophyte) ชนิดต่าง 
ๆ ภายใต้สภาวะการปลกูแบบ (A) สภาวะปกติ และ (B) สภาวะขาดน้ า 

 

  

       Control          SUTN9-2                 64                     48 

       Control          SUTN9-2              64                  48 

(A) 

(B) 
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รูปท่ี 8 มวลชีวภาพของข้าวที่ปลูกเช้ือด้วยแบคทเีรียที่เจรญิในเนื้อเยื่อพืช (endophyte) ชนิดต่าง ๆ ภายใต้ 
(A) สภาวะการให้น้ าปกติ และ (B) สภาวะขาดน้ า 

 

 

  

(A) 

(B) 
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รูปท่ี 9 แสดงภาพข้าวที่ฟื้นตัวและไม่ฟื้นตัวจากสภาวะขาดน้ าเปรียบเทียบระหว่าง (A) ข้าวที่ไม่ท าการปลูก
เช้ือ, (B) ข้าวที่ปลูกเช้ือด้วย SUTN9-2, (C) ไอโซเลท 48 และ (D) ไอโซเลท 64 

 

 

ตารางท่ี 2 แสดงผลคะแนนความเหี่ยวของใบข้าว การฟื้นตัวของข้าว และการผลิตก๊าซ Ethylene ในข้าว 

แสดงนัยส าคัญที่ P ≤ 0.05, mean standard error bar (n=10) 

 

 

 

ชุดการทดลอง คะแนนความเห่ียวของใบ การฟ้ืนตัว (%) 
ระดับก๊าซ Ethylene 
(pmol /mg DW/hr) 

Control 6.67±1.97ns 35 1.084±0.019 a 
SUT9-2_wt 5.67±1.03 ns 40 0.265±0.113 b 

R48 6.33±1.63 ns 30 1.108±0.195 b 
R64 5.00±1.26 ns 35 1.125±0.180 a 

(A) (B) 

(C) (D) 
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จากนั้นได้ท าการตรวจสอบปริมาณรงควัตถุ chlorophyll a, chlorophyll b และ carotenoids 
ซึ่งเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ด้วยแสงของข้าวที่ปลูกภายใต้สภาวะปกติ และสภาวะขาดน้ า (รูปที่ 10) โดย
พบว่าในใบข้าวมีปริมาณ chlorophyll a มากที่สุด รองลงมาคือ chlorophyll b และ carotenoids ทั้งนี้
ในสภาะปกติจะมีตรวจพบปริมาณรงควัตถุ chlorophyll a มีปริมาณลดลงในสภาวะขาดน้ า ในขณะที่
ปริมาณ chlorophyll b และ carotenoids มีปริมาณไม่แตกต่างกันมากนักทั้งในสภาวะปกติ และสภาวะ
ขาดน้ า อย่างไรก็ตามเห็นได้ชัดเจนว่าต้นข้าวที่ท าการปลูกเช้ือ endophytic bacteria สามารถเพิ่มปริมาณ
รงควัตถุทั้ง 3 ชนิดได้อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับต้นข้าวที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (non-inoculation) 
ภายใต้การทดลองในสภาวะปกติ โดยการใช้เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R64 ส่งผลให้มีปริมาณรงควัตถุทั้ง 3 
ชนิดสูงที่สุด และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับต ารับควบคุม ในขณะที่เช้ือไอโซเลท R48 และ 
SUTN9-2 ช่วยกระตุ้นให้พืชสร้างรงควัตถุในใบข้าวได้มากข้ึนเช่นกันในล าดับรองลงมา แสดงให้เห็นว่าการ
ใช้เช้ือ endophytic bacteria สามารถช่วยให้พืชมีการสร้างรงควัตถุเพื่อใช้ในการสังเคราะห์ด้วยแสงเพิ่ม
มากขึ้น อย่างไรก็ตามเมื่อตรวจสอบปริมาณรงควัตถุภายใต้สภาวะขาดน้ า พบว่าพืชที่ปลูกด้วยแบคทีเรียไอ
โซเลท R48 มีปริมาณ chlorophyll a สูงที่สุดและแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับต ารับที่ไม่ได้
มีการปลูกเช้ือ โดยข้าวที่ปลูกเช้ือด้วยแบคทีเรียไอโซเลท R64 ให้ผลรองลงมาแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ เช่นเดียวกันกับปริมาณ chlorophyll b แต่พบว่าปริมาณ carotenoids ไม่มีความแตกต่างกันกับ
ต ารับควบคุม อย่างไรก็ตามเป็นที่น่าสังเกตว่าการใช้เช้ือแบคทีเรีย SUTN9-2 ไม่สามารถกระตุ้นการสร้าง
รงควัตถุให้กับพืชในสภาวะขาดน้ าได้ ซึ่งผลการทดลองนี้สัมพันธ์กับน้ าหนักต้นข้าวพืชที่ต้นข้าวเมื่อปลูกด้วย
เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R48 และ R64 ให้น้ าหนักต้นข้าวสูงกว่าข้าวที่ท าการปลูกด้วยเช้ือ SUTN9-2  เมื่อ
ปลูกภายใต้สภาวะขาดน้ า (รูปที่ 8B) อย่างไรก็ตามกลไกที่แบคทีเรียไอโซเลท R48 และ R64 ส่งเสริมให้พืช
มีปริมาณรงควัตถุเพิ่มข้ึนน้ันยังไม่แน่ชัด 

เมื่อท าการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) ในข้าวที่ปลูกภายใต้
สภาวะปกติ และสภาวะขาดน้ า (รูปที่ 11) โดยเอนไซม์ SOD ท าหน้าที่ในการก าจัดอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึนใน
เซลล์พืช ซึ่งอนุมูลอิสระนี้อาจเกิดข้ึนได้จากกระบวนการต่าง ๆ ในเซลล์เมื่อเจริญในสภาวะปกติ และจะมี
การผลิตอนุมูลอิสระเพิ่มมากขึ้นเมื่อพืชเผชิญกับสภาวะเครียดที่เกิดจากสาเหตุต่าง ๆ  รวมทั้งเมื่อพืชเจริญใน
สภาวะที่ไม่เหมาะสม ดังนั้นระดับกิจกรรมของเอนไซม์ SOD จึงเป็นอีกเครื่องบ่งบอกหนึ่งที่ท าให้ทราบระดบั
ความเครียดของพืชที่ปลูกในสภาวะต่าง ๆ จากผลการทดลองพบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ SOD มีระดับสูงที่
รากมากกว่าที่ล าต้นข้าว โดยเมื่อตรวจวัดระดับ SOD ในภาพรวม (total SOD activity) เมื่อพืชเจริญใน
สภาวะปกติ พบว่าข้าวที่ปลูกด้วยเช้ือทั้ง SUTN9-2 ไอโซเลท R48 และ R64 มีระดับกิจกรรมของ SOD สูง
กว่าข้าวที่ในต ารับควบคุมที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (non-inoculation) โดยต้นข้าวที่ปลูกเช้ือด้วยแบคทีเรีย 
R48 มีระดับกิจกรรมของเอนไซม์ SOD สูงที่สุด และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับต ารับอื่น ๆ (รูปที่ 
11C) ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ที่ต้นข้าวเมื่อมีการปลูกเช้ือ เช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ีอาจกระตุ้นให้พืชสร้างอนุมูลอิสระ
จากการบุกรุกเข้าสู่เนื้อเยื่อพืช ดังที่ Atkinson และ Urwin (2012) ได้เคยรายงานว่าอนุมูลอิสระที่พืชสร้าง
ข้ึนน้ีสามารถเกิดจากอิทธิพลของสิ่งมีชีวิต (biotic factors) ได้เช่นกัน อย่างไรก็ตามหากแบคทีเรียที่เป็นเอน
โดไฟท์สามารถเข้าอยู่อาศัยในเนื้อเยื่อพืช แสดงว่าแบคทีเรียและพืชอาจมีสัญญาณที่สื่อสารระหว่างกันเพื่อ
ไม่ให้อนุมูลอิสระเหล่านี้มายับยั้งการเจริญของ endophytic bacteria ในเนื้อเยื่อพืช แต่เมื่อตรวจสอบ
ระดับกิจกรรมของเอนไซม์ SOD ในพืชที่ปลูกภายใต้สภาวะขาดน้ า ระดับกิจกรรมของเอนไซม์ SOD 
โดยรวมของพืชที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (รูปที่ 11F) มีระดับสูงข้ึนกว่าพืชที่ปลูกภายใต้สภาวะปกติ แสดงให้
เห็นว่าพืชที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือมีระดับความเครียดเพิ่มสูงข้ึนเมื่อปลูกในสภาวะขาดน้ าอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่ง
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ระดับกิจกรรมของเอนไซม์ SOD ในพืชที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือนี้ยังสูงกว่าพืชที่ปลูกด้วยเช้ือ endophytic 
bacteria ทั้ง 3 ชนิดอย่างมีนัยส าคัญเช่นกัน โดยระดับกิจกรรมของเอนไซม์ไม่แตกต่างจากระดับกิจกรรม
ของเอนไซม์ในพืชที่ปลูกภายใต้สภาวะปกติ ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าเช้ือทั้ง 3 ชนิด สามารถช่วยลด
ระดับความเครียดเมื่อพืชเผชิญกับสภาวะขาดน้ าได้ 
 จากนั้นท าการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ ascorbate peroxidase (APX) (รูปที่ 12) และ
เอนไซม์  catalase (CT) (รูปที่ 13) ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม  ROS-scavenging ซึ่งท าหน้าที่ในการเปลี่ยน 
H2O2 ที่เกิดจากปฏิกิริยาของเอนไซม์ SOD เมื่อท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระที่ถูกสร้างข้ึนจากสภาวะต่าง ๆ 
ดังที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น ซึ่งหากมี H2O2 สะสมอยู่ในเซลล์ในปริมาณมากจะเป็นพิษต่อเซลล์พืช ดังนั้นพืช
จึงต้องมีกระบวนการลดปริมาณ H2O2 โดยเอนไซม์ APX และ CT จะเปลี่ยน H2O2 ให้เป็นออกซิเจน และ
น้ า โดยผลการทดลองพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ APX และ CT เกิดข้ึนสูงในรากมากกว่าในต้น ซึ่งเป็นไปใน
ท านองเดียวกับระดับกิจกรรมของเอนไซม์ SOD ที่เกิดข้ึนในรากมากกว่าในล าต้นเช่นกัน ทั้งนี้อาจเป็นไปได้
ที่รากสัมผัสกับการเปลี่ยนแปลงในสภาวะแวดล้อมได้รวดเร็วกว่า อย่างไรก็ตามระดับกิจกรรมโดยรวมของ
เอนไซม์ APX ในพืชที่ปลูกภายใต้สภาวะปกติมีสูงกว่าพืชที่ปลูกภายใต้สภาวะขาดน้ า โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ระดับของเอนไซม์ในพืชที่ไม่ได้ท าการปลูกเช้ือ (non-inoculation) และพืชที่ปลูกเช้ือ SUTN9-2 สูง
มากกว่าพืชที่ปลูกเช้ือไอโซเลท R48 และ R64 อย่างมีนัยส าคัญ ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ที่ภายใต้สภาวะปกติ พืช
ยังสามารถสร้างเอนไซม์ APX ได้ดี และการปลูกเช้ือ SUTN9-2 อาจมีกลไกในการกระตุ้นการท างานของ
เอนไซม์ APX ได้มากกว่าไอโซเลท R48 หรือ R64 และเมื่อตรวจสอบระดับกิจกรรมของเอนไซม์ APX ในพืช
ที่ปลูกภายใต้สภาวะขาดน้ า พบว่าโดยรวมมีระดับกิจกรรมของเอนไซม์ลดลง อาจเป็นเพราะสภาวะขาดน้ า
อาจท าให้เอนไซม์ท างานได้น้อยลง แต่ยังพบว่าพืชที่มีการปลูกเช้ือไอโซเลท R48 ยังมีระดับกิจกรรมของ
เอนไซม์ APX สูงกว่าพืชในต ารับควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั้นเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท R48 อาจมีกลไกใน
การกระตุ้นการท างานของ APX ได้มากกว่า จึงส่งผลให้พืชมีการเจริญเติบโตได้ดีกว่าต ารับอื่นภายใต้สภาวะ
ขาดน้ า เช่นเดียวกับระดับกิจกรรมของเอนไซม์ catalase (CT) ที่เมื่อเผชิญกับสภาวะขาดน้ าท าให้มีระดับ
กิจกรรมน้อยกว่าในสภาวะปกติ แต่พบว่าพืชที่ปลูกเช้ือทั้ง 3 ต ารับ ไม่ได้กระตุ้นให้พืชมีกิจกรรมของเอนไซม์ 
CT เพิ่มมากขึ้นทั้งในสภาวะปกติ และสภาวะขาดน้ า แสดงให้เห็นว่าการที่ endophytic bacteria สามารถ
ส่งเสริมการเจริญของพืช หรือท าให้พืชทนต่อสภาวะการขาดน้ าได้ไม่ได้มาจากบทบาทของเอนไซม์ CT แต่
อาจเป็นบทบาทอื่น ๆ ของเช้ือ เช่น กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ความสามารถในการสร้าง
ฮอร์โมนเร่งการเจริญของพืช หรือเอนไซม์ที่อยู่ในกลุ่ม ROS-scavenging enzyme อื่น ๆ เป็นต้น 
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รูปท่ี 10 แสดงรงควัตถุที่เกี่ยวข้องกบัการสังเคาระห์แสงของข้าว คลอโรฟลิลเ์อ คลอโรฟลิลบ์ี และแคโรที
นอยด์ ในข้าวที่ปลูกในสภาวะปกติ (A) และสภาวะขาดน้ า (B) 

 

 

(A) 

(B) 



 

 

รูปท่ี 11 แสดงกิจกรรมของเอนไซม์ Superoxide dismutase (SOD) ในข้าวส่วนล าต้น (shoot), ราก (root) และโดยรวม (total) ที่ปลูกในสภาวะปกติ (A-C) และในสภาวะ
ขาดน้ า (D-F) 

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 
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รูปท่ี 12 แสดงกจิกรรมของเอนไซม์ Ascorbate peroxidase (APX) ในข้าวส่วนล าต้น (shoot), ราก (root) และโดยรวม (total) ที่ปลูกในสภาวะปกติ (A-C) และในสภาวะ
ขาดน้ า (D-F)  

 

  

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 
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รูปท่ี 13 แสดงกิจกรรมของเอนไซม์ Catalase (CT) ในข้าวส่วนล าต้น (shoot), ราก (root) และโดยรวม (total) ที่ปลกูในสภาวะปกติ (A-C) และในสภาวะขาดน้ า (D-F)  

 

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 



บทท่ี 5 

บทสรุปการทดลอง 

งานวิจัยนี้ได้คัดเลือกแบคทีเรียในกลุ่ม Bradyrhizobium sp. ที่สามารถเจริญอยู่ในเนื้อเยื่อพืช 
(endophytic bacteria) ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase และความสามารถในการสร้างฮอร์โมน
พืชในกลุ่มออกซิน (IAA) ได้จ านวน 2 ไอโซเลท คือ Bradyrhizobium sp. ไอโซเลท R48 และ R64 โดยเมื่อ
น ามาทดสอบเปรียบเทียบกับเช้ือ Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 ที่สามารถเป็น endophytic bacteria 
ในข้าวได้เช่นกัน ผลการทดลองพบว่า เช้ือทั้ง 3 ชนิด โดยเฉพาะไอโซเลท R64 มีคุณสมบัติในการส่งเสริม
การเจริญของพืชได้ดีเมื่อเจริญในสภาวะปกติ อย่างไรก็ตามเช้ือทั้ง 3 ชนิด ไม่สามารถใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพเพื่อ
ช่วยให้พืชเจริญได้เมื่อเจริญในสภาวะน้ าท่วมขัง แต่อย่างไรก็ตามมีแนวโน้มที่จะส่งเสริมการเจริญและท าให้
พืชทนต่อความเครียดที่เกิดจากสภาวะขาดน้ าได้ โดยเมื่อตรวจสอบต าแหน่งที่อยู่ของแบคทีเรีย พบว่าเช้ือ
สามารถเข้าสู่เนื้อเยื่อพืชได้จากทางราก และเคลื่อนที่ไปยังส่วนของล าต้นได้ โดยเมื่อตรวจสอบจ านวนของ
เช้ือแบคทีเรียในเนื้อเยื่อข้าวพบว่า ไอโซเลท R64 มีจ านวนเซลล์ในเนื้อเยื่อข้าวสูงที่สุด ซึ่งอาจเป็นปัจจัย
ส าคัญที่ท าให้เช้ือมีบทบาทในการส่งเสริมการเจริญของพืชได้เมื่อปลูกภายใต้สภาวะปกติ และเมื่อน ามา
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและทางชีวเคมีของต้นข้าวเมื่อปลูกเช้ือ endophytic bacteria 
เป็นปุ๋ยชีวภาพในสภาวะขาดน้ าในระดับกระถาง พบว่าถึงแม้เช้ือทั้ง 3 ชนิด จะไม่สามารถท าให้พืชเจริญได้ดี
เทียบเท่ากับการเจริญในสภาวะปกติ แต่เช้ือ endophytic bacteria โดยเฉพาะอย่างยิ่งไอโซเลท R48 และ 
R64 มีความสามารถในการกระตุ้นให้พืชสร้างรงควัตถุเพื่อใช้ในการสังเคราะห์แสงได้มากข้ึน ในขณะที่เช้ือ 
SUTN9-2 ถึงแม้ไม่สามารถส่งเสริมการเจริญของข้าวภายใต้สภาวะการขาดน้ าได้ดีเทียบเท่ากับไอโซเลท 
R48 หรือ R64 แต่พบว่าสามารถลดความเครียดในพืชได้ดีกว่า โดยพบว่าท าให้มีเปอร์เซ็นต์การฟื้นตัวของ
ข้าวหลังจากสภาวะขาดน้ า ได้ดีที่สุด ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า เช้ือ Bradyrhizobium ที่มีคุณสมบัติ เป็น 
endophytic bacteria ในเนื้อเยื่อข้าว อาจจะยังมีประสิทธิภาพเป็นปุ๋ยชีวภาพได้ไม่ดีเพียงพอในแง่ของการ
ส่งเสริมการเจริญของพืชในสภาวะขาดน้ า แต่อย่างไรก็ตามเป็นที่น่าสนใจว่าการใช้เช้ือกลุ่มนี้สามารถท าให้
พืชทนต่อสภาวะเครียด และฟื้นตัวจากการขาดน้ าได้ดีกว่าพืชที่ไม่ได้ปลูกเช้ือ ดังนั้นอาจใช้เช้ือในกลุ่มนี้
ร่วมกับการใช้ปุ๋ยอินทรีย์ หรือปุ๋ยเคมีในระดับต่ าเพื่อเพิ่มธาตุอาหารให้เพียงพอกับพืช ในขณะที่ใช้เช้ือกลุ่มนี้
เพื่อเพิ่มการสร้างฮอร์โมน IAA ที่ส่งเสริมการเจริญของราก พร้อมทั้งเช้ือเหล่านี้ยังมีคุณสมบัติลดระดับ
ความเครียดในพืช และเพิ่มการฟื้นตัว เพื่อลดความเสี่ยงต่อการสูญเสียผลผลิตหากต้องเผชิญกับสภาวะการ
ขาดน้ าในช่วงระยะเวลาหนึ่ง ๆ 
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