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พืชของแอคติโนมยัสีทกบัแบคทีเรีย Pseudomonas putida ในขา้วภายใตส้ภาวะความเค็ม. 
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คณะกรรมการควบคุมวิทยานิพนธ์: เศรษฐวชัร ฉ ่าศาสตร์ ปี พ.ศ. 2563. 

  
ปัญหาดินเคม็เป็นปัญหาส าคญัในการท าการเกษตรในประเทศไทยประการหน่ึง ความ

เคม็ของดินจะส่งผลใหพ้ืชชะงกัการเจริญเติบโตและส่งผลใหผ้ลผลิตของพืชตกต ่า กลยุทธ์หน่ึงท่ีจะ

ช่วยพืชใหส้ามารถทนทานต่อสภาวะความเคม็ของดินไดค้ือการใชแ้บคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัส่งเสริม

การเจริญเติบโตของพืช (PGPB) ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ี จึงไดน้ าแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกจากมูล

ไส้เดือนและผกับุง้ทะเลจ านวน 38 ไอโซเลต และ P. putida ATCC 17484 มาคดักรองและเลือกสาย

พนัธุ์ท่ีสามารถสร้างฮอร์โมนพืช IAA และ/หรือเอนไซม ์ACCD ในอาหารเหลวเล้ียงเช้ือท่ีมี

สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ 200-1,000 มิลลิโมลาร์ได ้และน าสายพนัธุ์ท่ีคดัเลือกไดไ้ปศึกษา

ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบเติบโตของขา้ว (Oryza sativa L. cv. KDML105) และจดั

จ าแนกแอคติโนมยัสีทสายพนัธุ์ท่ีคดัเลือกดว้ยยนี 16S rRNA ผลการคดักรองจากคุณสมบติัสร้าง

ฮอร์โมนพืช IAA และ/หรือเอนไซม ์ACCD ในอาหารเหลวเล้ียงเช้ือท่ีมีสารละลายเกลือโซเดียม

คลอไรด ์200-1,000 มิลลิโมลาร์ได ้พบวา่แอคติโนมยัสีทจ านวน 3 ไอโซเลตคือ BBUU144, 

BBUU161 และ BBUU500 และ P. putida ATCC 17484 ถูกคดัเลือกส าหรับผลการส่งเสริมการ

เจริญเติบโตพบวา่ BBUU500 ท่ีคดัแยกจากผกับุง้ทะเลสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของขา้วขาว

ดอกมะลิ 105 ไดดี้ท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบั BBUU144, BBUU161 และ P. putida ATCC 17484 ผล

การจดัจ าแนกแอคติโนมยัสีทท่ีถูกคดัเลือกทั้ง 3 ไอโซเลตพบวา่ เป็นสมาชิกของสกุล Streptomyces 

การศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ Streptomyces ทั้ง 3 สายพนัธุ์และ P. putida ATCC 17484 เป็นแบคทีเรีย

ท่ีมีคุณสมบติัเป็น PGPB และสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของขา้วท่ีเจริญในสภาวะดินเคม็ได้ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ  

59910007: MAJOR: BIOLOGICAL SCIENCES; M.Sc. (BIOLOGICAL SCIENCES) 
KEYWORDS: ACTINOMYCETES/ IAA/ acdS GENE/ ACC DEAMINASE/ SALINE 

CONDITION 
  JIRAWAN SITISUANJIK : COMPARATIVE STUDY OF PLANT GROWTH 

PROMOTING ACTIVITY OF ACTINOMYCETES AND PSEUDOMONAS PUTIDA IN RICE 
UNDER SALINE CONDITION. ADVISORY COMMITTEE: SAETHAWAT CHAMSART, 
2020. 

  
Soil salinity is a serious problem in agriculture in Thailand which suppresses the 

productivity of crop plants. One of the strategies to enable plants to tolerate saline soils is to use 

the plant growth-promoting bacteria (PGPB). In this study, 38 actinomycetes  isolated from 

earthworm castings and beach morning-glory, with P. putida ATCC 17484 were used to screen 

and select the strains that were able to produce indole-3-acetic acid (IAA) and/or 1-

aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACCD) in the broth media supplemented with 

200-1,000 mM NaCl solution. The selected strains were used to study the capability of promoting 

the growth of rice plant (Oryza sativa L. cv. KDML105). To identify the selected actinomycetes 

in the genus level, 16S rRNA gene was analyzed. The results of screening for producing IAA 

and/or ACCD in the presence of 200-1000 mM of NaCl solution, three actinomycetes including 

BBUU144, BBUU161 and BBUU500 and P. putida ATCC 17484 were selected. For the results 

of promoting the growth of plant, BBUU500 isolated from beach morning-glory has shown the 

most ability to promote the growth of rice plants when the compare with BBUU144, BBUU161 

and P. putida ATCC 17484. The result of the identification reveals that 3 selected actinomycetes 

belong to the genus Streptomyces. This study shows that three Streptomyces and P. putida ATCC 

17484 are PGPB and can promote the growth of rice plant grown in saline soil conditions. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  
 ดินเคม็ในประเทศไทยพบทัว่ไปในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และพื้นท่ีชายฝ่ัง
ทะเล (สมศรี อรุณินท,์ 2539) และดว้ยสถานการณ์ในปัจจุบนัท่ีสภาพภูมิอากาศมีการเปล่ียนแปลง
มากขึ้นจึงมีแนวโนม้ท่ีจะเกิดภาวะดินเคม็มากขึ้นซ่ึงจะส่งผลต่อพื้นท่ีเกษตรกรรม พืชท่ีปลูกในพื้น
ท่ีดินเคม็จะตอบสนองความเครียดโดยสร้างเอทิลีนสูงขึ้นและเกิดการเปล่ียนแปลง เช่นใบเหลือง 
หลุดร่วงและเอทิลีนยงัไปยบัย ั้งการเจริญเติบโต ท าใหพ้ืชลกัษณะแคระแกร็นและผลผลิตต ่า ซ่ึง
เกษตรกรมกัแกปั้ญหาความเคม็ของดินโดยใชส้ารเคมีร่วมกบัการใชปุ้๋ ยเคมีหรือปุ๋ ยชีวภาพเพื่อ
ส่งเสริมการเจริญของพืช จึงท าใหต้น้ทุนการผลิตสูงและเม่ือมีการใชส้ารเคมีเป็นระยะเวลานาน
อาจจะท าใหค้วามสมบูรณ์ของดินลดลง ดงันั้นจึงมีความพยายามท่ีจะใชก้ลุ่มแบคทีเรียส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช (Plant growth promoting bacteria; PGPB) เพื่อช่วยเพิ่มการเจริญเติบโตและลด
ความเครียดของพืชจากสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญเช่น ภายใตส้ภาวะดินเคม็ โดย
คุณสมบติัการเป็น PGPB นั้นจะพิจารณาจากการท่ีแบคทีเรียมีคุณสมบติัใดคุณสมบติัหน่ึงคือ 
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจน (Dobbelaere et al., 2003) สามารถยอ่ยสลายสารประกอบ
ฟอสเฟต การสร้างสารกลุ่มไซเดอโรฟอร์ (Matthijs et al., 2007) การสร้างเอนไซม ์1-
aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACCD) (Glick, 2014) และการสร้างฮอร์โมนพืชได ้
(Saleem et al., 2007) โดยพบวา่ PGPB ท่ีสร้างเอนไซม ์ACCD ไดจ้ะไปเปล่ียนสารตั้งตน้ของ 
เอทิลีนใหก้ลายเป็นแอมโมเนียและ α-ketobutyrate ส่งผลใหป้ริมาณของเอทิลีนในพืชลดลงช่วยให้
พืชเจริญเป็นปกติได ้(Honma & Shimomura 1978; Glick et al., 1998, 2007) นอกจากน้ี PGPB ท่ีมี
คุณสมบติัในการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ยงัช่วยเพิ่มความยาวของรากพืช ท าให้รากสามารถชอนไช
และดูดซึมสารอาหารภายในดินไดดี้ขึ้น (Patten & Glick, 1996) และ PGPB ท่ีมีการศึกษามานาน
แลว้คือ แบคทีเรีย Pseudomonas putida และพบวา่ P. putida นั้นเป็นแบคทีเรียท่ีสร้างฮอร์โมนพืช
IAA และเอนไซม ์ACCD ไดภ้ายใตส้ภาวะการมีสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดไ์ด ้(Mayak et al., 
1999) แต่หากความเขม้ขน้ของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดสู์งขึ้นถึงระดบัหน่ึงจะพบวา่  
P. putida จะมีการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ลดลง (Deshwal & Kumar, 2013) ดงันั้นการวิจยัคร้ังน้ีจึง
ไดพ้ยายามคน้หา PGPB จากกลุ่มแบคทีเรียแอคติโนมยัสีท เน่ืองจากพบรายงานวา่ แอคติโนมยัสีท 

1
0

5
4

5
6

1
7

4
1



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
4
0
4
2
5
6
3
 
1
2
:
5
2
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
5
0

 2 

ส่วนใหญ่มกัเป็นแบคทีเรียทนเคม็ (Waksman, 1959) เช่นพบรายงานวา่ แอคติโนมยัสีทในสกุล
Streptomyces บางชนิดสามารถสร้างฮอร์โมนพืช IAA ภายใตส้ภาวะการมีสารละลายเกลือโซเดียม
คลอไรดไ์ดสู้งกวา่สภาวะการไม่มีสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด ์และยงัพบอีกวา่บางชนิดช่วย
ส่งเสริมการเจริญของขา้วสาลีท่ีปลูกในดินท่ีมีสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดอ์ยู่ (Egamberdieva, 
2009; Sadeghi et al., 2012) นอกจากน้ีภายใตส้ภาวะท่ีไม่มีเกลือโซเดียมคลอไรด ์พบว่าแบคทีเรีย
แอคติโนมยัสีท S. filipinensis ท่ีสามารถสร้างทั้งฮอร์โมนพืช IAA และเอนไซม ์ACCD สามารถ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศไดดี้กวา่ S. atrovirens ท่ีสร้างเอนไซม ์ACCD เพียงอยา่ง
เดียว (El-Tarabily, 2008) อย่างไรก็ตามยงัไม่พบรายงานว่า แอคติโนมยัสีทท่ีสร้างทั้งฮอร์โมนพืช 
IAA และเอนไซม ์ACCD สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชภายใตส้ภาวะการมีสารละลาย
เกลือโซเดียมคลอไรดไ์ด ้ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีผูวิ้จยัจึงท าการคดักรองแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยก
จากมูลไส้เดือนและรากผกับุง้ทะเลท่ีมีคุณสมบติัทนเคม็ สร้างเอนไซม ์ACCD และ/หรือสร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA เพื่อน าแอคติโนมยัสีทท่ีคดัเลือกไดไ้ปศึกษาความสามารถในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของขา้วภายใตส้ภาวะการมีสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์โดยเปรียบเทียบกบั
แบคทีเรีย P. putida { 
 

1.2  วัตถปุระสงค์ของการวิจัย  

 เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตพืชของแอคติโนมยัสีทท่ีมี
คุณสมบติัสร้างฮอร์โมนพืช IAA และ/หรือเอนไซม ์ACCD ไดก้บัแบคทีเรีย P. putida ภายใต้
สภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ 0-1,000 มิลลิโมลาร์  
 

1.3  สมมติฐานของงานวจิัย 
 ประสิทธิภาพการสร้างฮอร์โมนพืช IAA และ/หรือเอนไซม ์ACCD ของแอคติโนมยัสีท
และแบคทีเรีย P. putida ในสารละลายโซเดียมคลอไรดท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ จะมีผลต่อความ 
สามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของขา้ว 
 

1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 ไดแ้อคติโนมยัสีทท่ีมีคุณสมบติัเป็น PGPB ชนิดใหม่ ๆ เพิ่มขึ้นและสามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของขา้วท่ีเจริญในสภาวะความเคม็ 
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1.5  ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 1.5.1  เลือกใชแ้อคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกไดจ้ากสองแหล่งคือมูลไส้เดือนจ านวน 30  
ไอโซเลต และจากรากผกับุง้ทะเลจ านวน 8 ไอโซเลต (แอคติโนมยัสีทคดัแยกโดยผูช่้วยวิจยัใน
โครงการวิจยัปี 2554 และโครงการวิจยัปี 2559 ของจนัทรา อินทนนท)์ และแบคทีเรีย P. putida 
ATCC 17484 (The American Type Culture Collection) ซ่ึงแบคทีเรียทั้งหมดเก็บรักษาไว ้ในหน่วย
วิจยัแอคติโนแบคทีเรีย (Actinobacteria Research Unit) ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยับูรพา 
 1.5.2  ศึกษาความสามารถในการทนเคม็ใชโ้ซเดียมคลอไรดท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ 0-1,000 
มิลลิโมลาร์ (0-7% w/v) 
 1.5.3  อาหารท่ีใชใ้นการศึกษาประกอบดว้ย 
   1.5.3.1  อาหารเหลว Minimal medium ใชเ้พื่อตรวจสอบการสร้างเอนไซม ์ACCD  
  1.5.3.2  อาหารเหลว Yeast extract-Dextrose (YD) ใชเ้พื่อตรวจสอบการผลิตฮอร์โมน
พืช IAA หาระดบัการเจือจางของเซลลท่ี์เหมาะสม และตรวจสอบการเจริญของแอคติโนมยัสีท
ภายใตส้ภาวะการเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
  1.5.3.3  เลือกใชอ้าหารเหลวสูตร YD อาหารแขง็สูตร YD, International       
Streptomyces Project (ISP) สูตรท่ี 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 9, Mannitol Soya (MS) และ Nutrient 
Agar (NA) เพื่อศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยา 
 1.5.4  ศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการเป็น PGPB ของแอคติโนมยัสีทกบั
แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 ในขา้วขาวดอกมะลิ 105 (Oryza sativa L. cv. KDML105) 
 1.5.5  ระบุและวิเคราะห์ยนี acdS ซ่ึงเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเอนไซม ์ACCD โดย
ใชว้ิธีพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction; PCR) 
 1.5.6  จดัจ าแนกแบคทีเรียแอคติโนมยัสีทในระดบัสกุลโดยการวิเคราะห์ยนี 16S rRNA 
โดยใชเ้ทคนิคทางชีวโมเลกุล ดว้ยวิธีพีซีอาร์และวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการโดยการ
สร้างแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ (Phylogenetic tree)  

 
1.6  ระยะเวลาด าเนินการวิจัย 
 เดือนธนัวาคม พ.ศ. 2560 ถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2563 
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 4 

1.7  สถานที่ท าการวิจัย 
 หน่วยวิจยัแอคติโนแบคทีเรีย (Actinobacteria Research Unit) ภาควิชาชีววิทยา  
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา วิทยาเขตบางแสน จงัหวดัชลบุรี 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 

 
2.1  แอติโนมัยสีท (Actinomycetes) 
 แอคติโนมยัสีทเป็นช่ือเรียกสมาชิกของแบคทีเรียท่ีอยูใ่นชั้น (Class) Actinobacteria  
ซ่ึงประกอบดว้ย 16 อนัดบั (Order) ไดแ้ก่ Actinomycetales, Actinopolysporales, Bifidobacteriales, 
Catenulisporales, Corynebacteriales, Frankiales, Glycomycetales, Jiangellales, Kineosporiales, 
Micrococcales, Micromonosporales, Propionibacteriales, Pseudonocardiales, Streptomycetales, 
Streptosporangiales และ Incertae sedis (ภาพท่ี 1) (Ludwig et al., 2012) ซ่ึงแอคติโนมยัสีทในสกุล 
(Genus) Streptomyces จดัอยู่ในอนัดบั Streptomycetales, วงศ ์(Family) Streptomycetaceae (Hong 
et al., 2009) เป็นกลุ่มท่ีมีจ านวนสมาชิกมากกวา่ 550 ชนิด (Species) จึงเป็นสกุลท่ีมีความ
หลากหลายอยา่งมาก (Kämpfer, 2012) ลกัษณะทัว่ไปของแอคติโนมยัสีทคือ เป็นแบคทีเรียแกรม
บวก (Gram positive) ท่ีมีปริมาณเบสกวานีน (Guanine; G) และไซโตซีน (Cytosine; C) ในดีเอ็นเอ
มากกวา่ 55% (Dhananjeyan et al., 2010) และมีการเจริญเป็นเส้นใย (Mycelium) บางชนิดมีการ
สร้างสปอร์ (Spore) คลา้ยเช้ือรา (Barka et al., 2016)  
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ภาพท่ี 1  อนัดบั (Order) ต่าง ๆ ของแบคทีเรียในชั้น (Class) Actinobacteria 
ภาพท่ี 1  อนัดบั (Order) ต่าง ๆ ของแบคทีเรียในชั้น (Class) Actinobacteria 
               ท่ีมา: Ludwig et al. (2012) 
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 2.1.1  วงชีวิต 
 แอคติโนมยัสีทมีวงชีวิตเร่ิมเม่ือสปอร์ตกลงในบริเวณท่ีมีอาหารเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโต สปอร์จะเกิดการงอกเป็นเส้นใยแทรกลงไปในอาหาร เรียกวา่ เส้นใยใตผ้ิวอาหาร  
(Substrate mycelium) เส้นใยเหล่าน้ีจะมีการแตกแขนงขยายวงกวา้งและอดัตวัอยา่งหนาแน่นแลว้
โผล่พน้ผิวโคโลนีชูขึ้นในอากาศเรียกวา่ เส้นใยเหนือผิวอาหาร (Aerial mycelium) แลว้เกิดการ
พฒันาเปล่ียนแปลงเป็นสปอร์ท่ีเห็นลกัษณะรูปร่างและสีต่าง ๆ เม่ือสปอร์เจริญเตม็ท่ีจะหลุดร่วงไป
ตกท่ีมีอาหารท่ีเหมาะสมก็จะงอกเป็นโคโลนีใหม่เร่ิมวงชีวิตใหม่ (ภาพท่ี 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2  วงชีวิตของแอคติโนมยัสีท 
ภาพท่ี 2  วงชีวิตของแอคติโนมยัสีท 
               ท่ีมา: Barka et al. (2016) 
 
 
 

  
 
 
 

การเจริญเติบโตของ

สปอร์ 

การก่อตวัของเส้นใยอากาศ 

การงอกของสปอร์ 

การกระจายของสปอร์ 

ระยะท่ีมีการผลิตยาปฏิชีวนะ 

การแตกก่ิงของสปอร์ 

เส้นใยใตผ้ิวอาหาร 

เส้นสายของสปอร์ 

สปอร์เด่ียว 

เส้นใยอากาศ 
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 2.1.2  การสร้างโคโลนี  
 การสร้างโคโลนีของแอคติโนมยัสีทอาจจะเร่ิมจากสปอร์เด่ียว อบัสปอร์ ส่วนของเส้นใย
ท่ีหกัหรือบางส่วนของโคโลนีเดิมตกลงในบริเวณหรือสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญแลว้เกิดการ
รวมตวัของเส้นใยเป็นกลุ่มเส้นใยท่ีหนาแน่น (ภาพท่ี 3) การสร้างโคโลนีอาจมีลกัษณะแบน (Flat) 
หรือยกสูงขึ้น (Raise) หรือปกคลุมดว้ยชั้นท่ีคลา้ยหนงัสัตว ์ลกัษณะของโคโลนีท่ีอ่อนมากไปจนถึง
โคโลนีท่ีแขง็มาก และโคโลนียงัมีสีท่ีแตกต่างกนัเช่น สีขาว (White), สีแดง (Red), สีเหลือง 
(Yellow), สีส้ม (Orange), สีม่วง (Purple), สีเขียว (Green), สีน ้าเงิน (Blue), สีน ้าตาล (Brown) และ
สีด า (Black) เป็นตน้ ลกัษณะผิวหนา้โคโลนีอาจเรียบ (Smooth), เป็นสันนูน (Ridged), เห่ียวยน่ 
(Wrinkled), เป็นเมด็ (Granular) หรือเป็นรูปทรงส่ีเหล่ียมจตัุรัส (Squamous) การเจริญของโคโลนี 
อาจเป็นแผน่ยาวตามรอยขีดหรือขึ้นเป็นกระจุกอดัแน่นหรือขึ้นเป็นจุด ๆ กระจาย ๆ หรือผสมกนั
สองแบบ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีท่ีมีความแตกต่างตั้งแต่หน่วยมิลลิเมตรจนถึง
เซนติเมตร ขนาดโคโลนีท่ีแตกต่างกนัยงัขึ้นอยูก่บัอาย ุสภาวะการเจริญ และสปีชีส์ (Species)  
(สุจรรยา ฉายแสง, 2556) 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3  การสร้างโคโลนีบนอาหารแขง็ของแอคติโนมยัสีท  
ภาพท่ี 3  การสร้างโคโลนีบนอาหารแขง็ของแอคติโนมยัสีท 
               ท่ีมา: Li et al. (2016) 
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 2.1.3  การสร้างสปอร์  
 การสร้างสปอร์ของแอคติโนมยัสีทอาจเกิดขึ้นเด่ียว ๆ หรือเกิดเป็นเส้นสายสั้น ๆ มี
รูปร่างหรือผิวสปอร์ท่ีแตกต่างกนั (ภาพท่ี 4) (สุจรรยา ฉายแสง, 2556) บางชนิดมีการสร้างสปอร์
แบบไม่อาศยัเพศเรียกวา่ โคนิดิโอสปอร์ (Conidiospore) หรือโคนิเดีย (Conidia) สปอร์ท่ีเคล่ือนท่ี
ได ้(Flagella) และสปอร์ท่ีมีถุงหุม้ (Sporangia) การสร้างสปอร์สามารถสร้างบนเส้นใยใตผ้ิวอาหาร 
หรือเส้นใยเหนือผิวอาหาร แอคติโนมยัสีทสกุล Micromonospora, Micropolyspora และ 
Thermoactinomycetes มีการสร้างเส้นใยใตผ้ิวอาหาร สกุล Streptomyces สร้างเส้นใยเหนือผิว
อาหาร การสร้างสปอร์อาจสร้างเป็นสายสั้น ๆ เช่น สมาชิกท่ีอยูใ่นสกุล Actinomadura, 
Saccharopolyspora และ Sporicthya บางสกุลมีการสร้างสปอร์เป็นสายยาวประมาณ 100 สปอร์ 
เช่นสกุล Streptomyces, Nocardioides, Kitasatospora และ Streptoverticillium (Barka et al., 2016) 
(ภาพท่ี 5) 
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ภาพท่ี 4  รูปร่างและลกัษณะผิวสปอร์ 
ภาพท่ี  4  รูปร่างและลกัษณะผิวสปอร์ 

ก. กลม (Globose), ข. รูปไข่ (Ovoid), ค. รูปแท่งสั้นอว้น (Doliform), ง. รูปแท่ง (Rod-   
shape), จ. รูปแท่งโคง้ (Allantoid), ฉ. รูปไต (Reniform), ช. มีแฟลกเจลลา 1 อนัท่ีปลาย
เซลล ์(Monopolarmonotrichous), ซ. มีแฟลกเจลลารอบเซลล(์Peritrichous), ฌ. มีแฟล
กเจลลาหลายอนั (Polytrichous), ญ. มีแฟลกเจลลาหลายอนัท่ีปลายขั้วเซลล ์
(Monopolarpolytrichous, Lophotrichous), ฎ. มีแฟลกเจลลาหลายอนัใกลข้ั้วเซลล ์
(Subpolarpolytrichous), ฏ. มีแฟลกเจลลาหลายอนัท่ีดา้นขา้งเซลล ์(Lateral polytrichous), 
ฐ. ผิวสปอร์เรียบ (Smooth), ฑ. ผิวสปอร์เห่ียวยน่ไม่เป็นระเบียบ (Irregular rugose), ฒ. ผิว
สปอร์เห่ียวย่นแบบขนาน (Parallel rugose), ณ. ผิวสปอร์เป็นปุ่ มๆ (Warty), ด. ผิวสปอร์
เป็นตุ่มเลก็ๆ (Tuberculate), ต. ผิวสปอร์เป็นตุ่มมีดอก (Verrucose), ถ. ผิวสปอร์มีหนาม
แหลม (Spiny), ท. ผิวสปอร์มีขน (Hairy) 
ท่ีมา: Li et al. (2016) 
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ภาพท่ี 5  ลกัษณะสปอร์แบบต่าง ๆ ท่ีพบในแอคติโนมยัสีท 
ภาพท่ี 5  ลกัษณะสปอร์แบบต่าง ๆ ท่ีพบในแอคติโนมยัสีท 
               ท่ีมา: Barka et al. (2016)  
 

2.1.4  แหล่งท่ีอยู่อาศัย  
 แอคติโนมยัสีทมีการแพร่กระจายอยา่งกวา้งขวางในธรรมชาติ และสภาพแวดลอ้มทาง
นิเวศวิทยาท่ีหลากหลายสามารถอาศยัอยู่ในดิน น ้าจืด น ้าทะเล และอากาศ (Barka et al., 2016) และ
ดินบริเวณรอบรากพืช (Rhizosphere) (Anwar et al., 2016) บางกลุ่มยงัอาศยัภายในช่องวา่งระหวา่ง
เซลลเ์น้ือเยือ่พืชเรียกวา่ เอนโดไฟต ์(Endophytes) (Masand et al., 2015) 
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2.2  แอคติโนมัยสีทเอนโดไฟต์  
 เอนโดไฟตเ์ป็นกลุ่มจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ แอคติโนมยัสีท แบคทีเรีย และเช้ือรา (Strobel & 
Daisy, 2003) มีวงจรชีวิตเพียงบางช่วงของชีวิตหรืออาจอยูอ่าศยัทั้งชีวิตภายในช่องวา่งระหวา่งเซลล์
เน้ือเยือ่พืช โดยไม่ก่อใหเ้กิดโรคและเป็นอนัตรายต่อพืชซ่ึงเอนโดไฟตจ์ะเขา้ไปเพิ่มจ านวนและ
อาศยัภายในช่องวา่งระหวา่งเซลลเ์น้ือเยือ่พืชหรืออาจอยูใ่นส่วนราก ล าตน้ ก่ิง หรือใบ โดยใชชี้วิต
ร่วมกบัพืช คือสร้างความสัมพนัธ์อยูร่่วมกนัแบบอิงอาศยั (Symbionts) กบัพืช และช่วยส่งเสริมการ
เจริญและการลดความเครียดพืชจากสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต (Qin et al., 2011)  

แอคติโนมยัสีทท่ีเป็นเอนโดไฟตจ์ะเรียกวา่ เอนโดไฟติกแอคติโนมยัสีท (Endophytic 
Actinomycetes) (Matsumoto & Takahashi, 2017) สามารถพบแพร่หลายในธรรมชาติในพืชท่ีอาศยั
อยูใ่นสภาพแวดลอ้มทั้งทางน ้าและบนบก สามารถคดัแยกไดจ้ากส่วนต่าง ๆ ของพืชเช่น ราก 
(Indananda et al., 2011), ล าตน้ (Xing et al., 2013), ใบ (Zhu et al., 2012), ผล (Du et al., 2013) และ
เมลด็ (Li et al., 2012) มีความสามารถสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใหม่ ๆ ท่ีสามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโตพืชได ้ โดยสร้างสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (Phytohormones) เช่น IAA 
(Auxins) (Goudjal et al.,  2014), จิบเบอเรลลิน (Gibberellins) และเอนไซม ์1- aminocyclopropane-
1-carboxylate (ACC) deaminase (Xing et al., 2012) เป็นตน้ นอกจากน้ียงัสามารถสร้าง 
ไซเดอโรฟอร์ (Siderophore) (Nimnoi et al., 2010) และช่วยในการตรึงไนโตรเจน มีรายงานพบวา่
ในสกุล Frankia ท่ีคดัแยกไดจ้ากปมรากของพืชตระกลูสน (Comptonia peregrine) สามารถตรึง
ไนโตรเจนจากอากาศเปล่ียนไปเป็นธาตุอาหารท่ีเป็นประโยชน์ต่อพืชไดเ้ช่นเดียวกบัไรโซเบียมท่ี
พบในปมรากพืชตระกลูถัว่ (Okazaki, 2004) และในสกุล Streptomyces, Streptoverticillium และ 
Streptosporangium คดัแยกไดจ้ากรากกลว้ยในประเทศจีนสามารถท าหนา้ท่ีเป็นตวัแทนควบคุมทาง
ชีวภาพ (Biological control) (Cao et al., 2005) และช่วยป้องกนัเช้ือโรคพืช (El-Tarabily, 2003)  
บางชนิดยงัเป็นยาปฏิชีวนะ (Antibiotics) ไดอี้กดว้ย (Akshatha et al., 2014)  
(Akshatha, Nalini, D'Souza, & Prakash, 2014; Cao, Qiu, You, Tan, & Zhou, 2005; El-Tarabily, Nassar, Hardy, & Sivasithamparam, 2003; Jaemsaeng, Jantasuriyarat, & 
Thamchaipenet, 2018a, 2018b; Matsumoto & Takahashi, 2017; Nimnoi, Pongsilp, & Lumyong, 2010; Qin, Xing, Jiang, Xu, & Li, 2011; G. Strobel, Daisy, Castillo, & Harper, 2004) 
(Gary Strobel & Daisy, 2003) 
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2.3  กรดอนิโดล-3-แอซิติก (Indole-3-acetic acid; IAA) 
 เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (Phytohormones) จดัเป็นฮอร์โมนพืชในกลุ่ม
ออกซิน (IAA) สร้างขึ้นท่ีบริเวณราก (Root) ใบเล้ียง (Cotyledons) และใบอ่อน (Young leaf) 
(Ljung et al., 2001) ถูกผลิตขึ้นจากพืช เช้ือรา และแบคทีเรียบางชนิด มีบทบาทส าคญัในการช่วย
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Li et al., 2018) โดยจะกระตุน้การขยายขนาดของเซลล ์การงอก
ของเมลด็ การเกิดรากและการเจริญเติบโตของตน้อ่อน (El-Tarabily, 2008) นอกจากน้ียงัมีสาร
สังเคราะห์หลายชนิดท่ีมีคุณสมบติัคลา้ย IAA เพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ทางการเกษตรไดแ้ก่ NAA  
(1-Naphthylacetic acid), IBA 4-(Indol-3-butyric acid), 2, 4-D (2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid) 
และ 4-CPA (4-Chlorophenoxyacetic acid) ส่วน IAA ธรรมชาติ (Natural auxins) ท่ีพืชและ
จุลินทรียส์ามารถสร้างขึ้นไดโ้ดยอาศยัสารตั้งตน้ (Precursor) คือ ทริปโตแฟน (Tryptophan) เช่น 
Indole-3-acetic acid (IAA), Indole-3-butyric acid (IBA), 4-Chloroindole3-acetic acid (4-Cl-IAA) 
และ 2-Phenylacetic acid (PAA) (Korasick., 2013) ดงันั้นหากเติม Tryptophan ลงในอาหารเล้ียง
เช้ือจะมีผลท าใหเ้ช้ือแบคทีเรียมีความสามารถในการผลิต IAA ได ้(Spaepen et al., 2007) มีราย
งานวิจยัของ Hariharan et al. (2014) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการสร้าง IAA และการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช โดยแอคติโนมยัสีทคดัแยกไดจ้ากดินบริเวณรอบรากตน้ขา้วท่ีเก็บ
จากนาขา้วในเขตภาคใตข้องรัฐทมิฬนาฑู (Tamil Nadu) ประเทศอินเดียพบวา่ Streptomyces sp. 
VSMGT1014 สร้างฮอร์โมนพืชออกชินได ้15.96 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในสภาวะท่ีเหมาะสมคือ
ในอาหาร ISP2 ท่ีเติม 0.5% L-tryptophan ระยะเวลา 5 วนัท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่า pH 
เท่ากบั 8 และสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้ขา้วเพิ่มขึ้นคือ ความยาวราก 52% และความ
ยาวล าตน้ 54.55% เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ไดรั้บเช้ือ  
 แบคทีเรียท่ีสังเคราะห์ IAA ไดพ้บในหลากหลายสกุลไดแ้ก่ Acetobacter, 
Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium, 
Corynebacterium, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Herbaspirillum, Klebsiella, 
Methylobacterium, Microbacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Paracoccus, Pseudomonas, 
Rhizobium, Rhodococcus, Sphingomonas, Streptomyces, Xanthomonas, Anabaena, Anabaenopsis, 
Calothrix, Chlorogloeopsis, Cylindrospermum, Gloeothece, Nostoc, Plectonema, และ 
Synechocystis (Tsavkelova et al., 2006) แต่ปริมาณการสร้างแตกต่างกนัไปขึ้นกบัชนิด สกุล และ
สภาวะแวดลอ้มท่ีแบคทีเรียอาศยัอยูโ่ดยพบรายงานของ Shan et al. (2018) รายงานผลการศึกษา
แบคทีเรียแอคติโนแบคทีเรียจ านวนทั้งหมด 46 ไอโซเลตท่ีคดัแยกไดจ้ากส่วนของใบ ล าตน้ และ
รากของตน้ชา (Camellia sinensis) 15 สายพนัธุ์ท่ีปลูกในมณฑลฝเูจ้ียน (Fujian) ประเทศจีนพบวา่ 
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สามารถสร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดจ้ านวน 43 ไอโซเลตหรือคิดเป็น 93.5% และความเขม้ขน้ IAA 
อยูใ่นช่วง 2.2 ถึง 43.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึง Microbacterium testaceum XY051 สร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA ไดม้ากท่ีสุดคือ 43.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ี Piscicoccus intestinalis 
XY145 และ Streptomyces levis XY006 สร้างได ้18.7 และ 12.7 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
และรายงานของ Toumatia et al. (2016) รายงานวา่ แอคติโนมยัสีท Streptomyces mutabilis IA1 ซ่ึง
คดัแยกไดจ้ากดินในทะเลทรายซาฮารา (Sahara) สามารถสร้างฮอร์โมนพืช IAA ได ้74.39 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Khamna et al. (2009) รายงานวา่ แอคติโนมยัสีทสกุล Streptomyces 
CMU-H009 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินบริเวณรอบรากตะไคร้ (Cymbopogon citrates) สามารถสร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA ไดสู้งถึง 143.95 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (El-Tarabily & Sivasithamparam 2006; 
Sadeghi et al., 2012) และ Anwar et al. (2016) คดัแยกแอคติโนมยัสีทจากดินบริเวณรอบตน้ขา้ว
สาลี (Triticum aestivum) และมะเขือเทศ (Solanum lycopersicum) ในรัฐปัญจาบ (Punjab) ประเทศ
ปากีสถานโดยการตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ดว้ยวิธี Colorimetric Analysis ท่ีมีความ
เขม้ขน้ L-tryptophan 0, 100, 200, 300,400 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรพบวา่ แอคติโนมยัสีท
Streptomyces nobilis WA-3, Streptomyces kunmingenesis WC-3 และ Streptomyces enissocaesilis 
TA-3 สร้างฮอร์โมนพืช IAA ได ้79.5, 79.23 และ 69.26 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ของ L-tryptophan 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ียงัพบรายงานว่า แบคทีเรีย
บางชนิดนอกจากสร้าง IAA ไดแ้ลว้ยงัสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตพืชได ้เช่นรายงานของ 
Patten and Glick (2002) พบวา่ แบคทีเรีย Pseudomonas putida GR12-2 สามารถสร้างฮอร์โมนพืช 
IAA และส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้กลา้ Canola มีการงอกของเมลด็เพิ่มขึ้นถึง 35-50% และ
พบวา่ แอคติโนมยัสีทสกุล Streptomyces สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดใ้นสภาวะ
ความเคม็ เช่นรายงานของ Sadeghi et al. (2012) รายงานวา่ แอคติโนมยัสีท Streptomyces ท่ีอาศยัอยู่
บริเวณรอบรากพืชจ านวนมากสร้างฮอร์โมนพืช IAA สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้
ภายใตส้ภาวะความเคม็ได ้ 
(Sergeeva, Hirkala, & Nelson, 2007) (Kittell, Helinski, & Ditta, 1989; Cheryl L. Patten & Glick, 2002) 

  
(Kobayashi, Suzuki, Fujita, Masuda, & Shimizu, 1995) 
(Khalid, Arshad, & Zahir, 2004; C. L. Patten & Glick, 1996) (Spaepen, Vanderleyden, & Remans, 2007; Thomashow, Reeves, & Thomashow, 1984) (Theunis, Kobayashi, Broughton, & Prinsen, 
2004) (Costacurta, Keijers, & Vanderleyden, 1994; Hartmann, Singh, & Klingmüller, 1983; Kobayashi et al., 1995; Koga, Adachi, & Hidaka, 1991; Legault, Lerat, Nicolas, & Beaulieu, 2011; 
Perley & Stowe, 1966; Phi, Park, Ryu, Park, & Ghim, 2008; Pollmann, Muller, Piotrowski, & Weiler, 2002; Pollmann, Neu, & Weiler, 2003; Sekine, Watanabe, & Syono, 1989; Suzuki, He, & 
Oyaizu, 2003; Tomihama et al., 2016) 
(Duca, Lorv, Patten, Rose, & Glick, 2014; Khan, Khatun, & Islam, 2016) 
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2.4  เอนไซม์ 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase  
 เป็นเอนไซมท่ี์ถูกสร้างไดจ้ากกลุ่มแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant 
growth promoting bacteria; PGPB) ช่วยการกระตุน้การเจริญเติบโตพืชคือ การลดระดบัเอทิลีนใน
พืชโดยจะยอ่ยสลาย 1-amiocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) ซ่ึงเป็นสารตวักลางในการ
สังเคราะห์เอทิลีนใหก้ลายเป็นแอมโมเนียและ α- ketobutyrate จากนั้นแบคทีเรียจะน าไปใชเ้ป็น
แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน (Honma & Shimomura, 1978; Glick, 1998) ซ่ึงเอนไซม ์ACC 
deaminase (ACCD) ถูกควบคุมการสร้างโดยยนี acdS (Govindasamy et al., 2008)  
 PGPB ท่ีสร้างเอนไซม ์ACCD ไดจ้ะอาศยัอยูบ่ริเวณพื้นผิวรากและเมลด็พืช บางชนิดอาจ
พบไดบ้นใบไม ้ดอกไม ้หรือภายในช่องวา่งระหวา่งเซลลเ์น้ือเยื่อพืช (Glick et al., 1998) เช่น 
Agrobacterium genomovars, Azospirillum lipoferum, Alcaligenes, Bacillus, Burkholderia, 
Enterobacter, Methylobacterium fujisawaense, Pseudomonas, Ralstonia solanacearum, 
Rhizobium, Rhodococcus, Sinorhizobium meliloti และ Variovorax paradoxus (Belimov et al., 
2001; Blaha et al., 2006; Rasche et al., 2006; Duan et al., 2009; Chernin & Glick., 2012) ซ่ึง
จ านวนแบคทีเรียรอบรากพืช (Rhizosphere) จะสูงกวา่ในดิน 1-1,000 เท่า เน่ืองจากรากจะหลัง่สาร
(Root exudates) ท่ีประกอบไปดว้ยน ้าตาล กรดอินทรีย ์และกรดอะมิโน สารเหล่าน้ีจะเป็นแหล่ง
อาหารของแบคทีเรีย (Glick, 2014) 
 กระบวนการสร้างเอทิลีนในพืชเร่ิมตน้จากกรดอะมิโนเมไธโอนีน (Methionine) ซ่ึงเป็น
กรดอินทรียท่ี์พืชสังเคราะห์ไดเ้องถูกเปลี่ยนไปเป็น S-adenosyl methionine (SAM) ต่อมา SAM จะ
ถูกเปลี่ยนไปเป็น ACC ดว้ยเอนไซม ์ACC synthase และในขั้นตอนสุดทา้ย ACC จะถูกเปลี่ยนไป
เป็นเอทิลีนดว้ยเอนไซม ์ACC oxidase (Glick et al., 2007) การควบคุมระดบัเอทิลีนในพืชจะท าให้
พืชเจริญไดอ้ยา่งเป็นปกติในสภาวะท่ีตอ้งเผชิญกบัสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมเช่น ความแหง้แลง้ 
น ้าท่วม สภาวะดินเคม็ และสภาวะท่ีมีการปนเป้ือนของสารพิษ ท าใหพ้ืชมีระดบัเอทิลีนสูงขึ้น 
ดงันั้นการใช ้PGPB ท่ีสร้างเอนไซม ์ACCD จะยอ่ยสลาย ACC ท าใหร้ะดบัของ ACC นอกเซลลพ์ืช
ลดลง พืชจึงตอ้งขบั ACC ออกจากเซลลม์ากขึ้นเพื่อรักษาสมดุลของระดบั ACC บริเวณภายในและ
ภายนอกเซลลใ์หใ้กลเ้คียงกนั การท่ี ACC ถูกขบัออกนอกเซลลม์ากขึ้นท าใหส้ารตวักลางในการ
สังเคราะห์เอทิลีนภายในเซลลพ์ืชลดลง การสังเคราะห์เอทิลีนในเซลลพ์ืชจึงลดลงตามไปดว้ยท าให้
พืชยงัคงเจริญไดต้ามปกติ (Arshad et al., 2007) นอกจากน้ี Tryptophan ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ในการ
สังเคราะห์ IAA ในพืชบางส่วนจะถูกแบคทีเรียน าไปใช ้การสังเคราะห์ IAA ของพืชและแบคทีเรีย
จะช่วยกระตุน้การเพิ่มจ านวนเซลลแ์ละการขยายตวัของเซลลพ์ืชแลว้ยงัไปกระตุน้ให ้SAM 
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เปล่ียนเป็น ACC ในพืชเพิ่มขึ้น และแบคทีเรียสังเคราะห์ IAA มากเกินไปจะท าใหไ้ปยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตพืช อยา่งไรก็ตามการสังเคราะห์ IAA ของพืชและแบคทีเรียไม่ไดเ้กิดขึ้นจากปริมาณ 
เอทิลีนในพืชสูงขึ้น และปริมาณเอทิลีนในพืชสูงจะไปยบัยั้งการส่งสัญญาณของ IAA (IAA signal 
transduction) ท าใหก้ารแสดงออกของเอนไซม ์ACC synthase ท่ีกระตุน้โดย IAA ถูกก าจดั  
(ภาพท่ี 6) ในพืชท่ีมีปฏิสัมพนัธ์กบั PGPB ท่ีสร้างเอนไซม ์ACCD และฮอร์โมน IAA ปริมาณ 
เอทิลีนจะนอ้ยกวา่พืชท่ีมีปฏิสัมพนัธ์กบั PGPB ท่ีสร้างฮอร์โมน IAA ไดเ้พียงอยา่งเดียว PGPB ท่ี
สร้างเอนไซม ์ACCD จะท าใหป้ริมาณเอทิลีนในพืชลดลง ส่งผลใหเ้กิดการยบัย ั้งการส่งสัญญาณ
ของ IAA ลดลงดว้ย และ PGPB ท่ีสร้างเอนไซม ์ACCD และฮอร์โมน IAA จะส่งเสริมการเจริญ 
เติบโตพืชได ้โดยเพิ่มการแสดงออกของเอนไซม ์ACC synthase ดว้ยฮอร์โมน IAA และท าให้
ปริมาณเอทิลีนลดลงดว้ยเอนไซม ์ACCD จึงสรุปไดว้า่ การท างานร่วมกนัระหวา่งเอนไซม ์ACCD 
และฮอร์โมน IAA คือลดปริมาณเอทิลีนในพืชและส่งเสริมการเจริญเติบโตพืช (Glick, 2014; 
Gamalero & Glick, 2015)  
 
(Khamna, Yokota, & Lumyong, 2009; Tsavkelova, Klimova, Cherdyntseva, & Netrusov, 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6  การท างานร่วมกนัระหวา่งเอนไซม ์ACCD และฮอร์โมนพืช IAA 
ภาพท่ี 6  การท างานร่วมกนัระหวา่งเอนไซม ์ACCD และฮอร์โมนพืช IAA ในการส่งเสริมการ   
               เจริญเติบโตพืชโดยแบคทีเรีย PGPB 
               ท่ีมา: Gamalero and Glick (2015)  
Arshad, Sa leem,  & Huss ain,  2007; Bel imov e t al ., 2001; G lick, P enrose, & L i,  1998; Govindasamy , Sen thi lkumar, G aikwad , &  Annapurna, 2008; Honma & Shimomura, 1978) 
  

ความเครียดพืช 

เซลลพื์ช เซลลแ์บคทีเรีย 
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 Pastor et al. (2016) ตรวจสอบกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD ในอาหารท่ีมี ACC 
เป็นแหล่งไนโตเจนเพียงแหล่งเดียวพบวา่ แบคทีเรีย P. putida PCI2 สามารถการเจริญในอาหารท่ีมี 
ACC ไดดี้กวา่อาหารท่ีไม่มี ACC ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ P. putida PCI2 สร้างเอนไซม ์ACCD ได ้และ
รายงานวิจยัของ Nadeem et al. (2010) พบวา่ P. putida W2 สร้างเอนไซม ์ACCD ได ้364 µmol kg-1 
h-1 และสร้างฮอร์โมนพืช IAA ได ้6.2 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของขา้ว
สาลี (Triticum aestivum L.) ภายใตส้ภาวะความเคม็ได ้และ Wang et al. (2018) รายงานวา่  
P. putida WMQ-7 สร้างเอนไซม ์ACCD ได ้0.671 ยนิูตต่อไมโครกรัม สามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของขา้วสาลีไดใ้นสภาวะท่ีไม่มีเกลือ  
 Anwar et al. (2016) รายงานวา่ แอคติโนมยัสีทสกุล Streptomyces คดัแยกไดจ้ากดิน 
บริเวณรอบตน้ขา้วสาลี (Triticum aestivum) และตน้มะเขือเทศ (Solanum lycopersicum) สร้าง
เอนไซม ์ACCD ไดค้ือ S. mutabilis WD-3 สร้างเอนไซม ์ACCD ไดสู้งสุดคือ 1.9 มิลลิโมลต่อลิตร 
ในขณะท่ี S. djakartensis TB-4, Streptomyces sp. WA-1, S. kunmingensis WC-3 และ S. nobilis 
WA-3 สร้างเอนไซม ์ACCD ได ้1.81, 1.65, 1.59 และ 1.29 มิลลิโมลต่อลิตร ตามล าดบั และ  
El-Tarabily. (2008) ยงัรายงานวา่ แอคติโนมยัสีท S.  filipinensis และ S. atrovirens สามารถสร้าง
เอนไซม ์ACCD ไดแ้ละ S.  filipinensis ยงัสร้างฮอร์โมนพืช IAA สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของตน้มะเขือเทศอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกบั S. albovinaceus ไม่สร้างฮอร์โมนพืช IAA และ  
S. globosus ไม่สร้างทั้งเอนไซม ์ACCD และฮอร์โมนพืช IAA 
 Qin et al. (2015) รายงานวา่ แอคติโนมยัสีทสกุล Streptomyces ท่ีคดัแยกไดจ้ากเมลด็พืช
น ้ามนัสบู่ด า (Jatropha curcas L.) คือไอโซเลต KLBMP 1213 และ KLBMP 1234 สร้างเอนไซม ์
ACCD ได ้3.86 และ 75.25 µmol α- ketobutyrate mg-1 h-1 ตามล าดบั นอกจากน้ียงัคดัแยกไดจ้าก
ส่วนล าตน้จ านวน 5 ไอโซเลตคือ KLBMP 1036, KLBMP 1040, KLBMP 1051, KLBMP 1076 
และ KLBMP 1200 สร้างเอนไซม ์ACCD ได ้9.80, 28.59, 17.20, 19.13 และ 17.83µmol α- 
ketobutyrate mg-1 h-1 ตามล าดบั และแอคติโนมยัสีทสกุล Kibdelosporangium คดัแยกไดจ้ากรากพืช
น ้ามนัสบู่ด า (Jatropha curcas L.) คือไอโซเลต KLBMP 1111T สร้างเอนไซม ์ACCD ได ้0.092 
µmol α- ketobutyrate mg-1 h-1 (Xing et al.,2012)  
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2.5  ดินเค็ม (Saline Soil) 
  คือสภาวะท่ีมีปริมาณเกลือปะปนอยูใ่นดินมากเกินไป เกลือท่ีพบส่วนใหญ่ในดินเคม็คือ 
เกลือแกง มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) และมีช่ือทางแร่วิทยาวา่ แร่เฮไลต ์(Halite) 
โดยมีองคป์ระกอบท่ีส าคญัคือ ธาตุโซเดียม และธาตุคลอรีนในรูปคลอไรด ์เม่ือมีในปริมาณมากใน
ดินจะส่งผลท าใหเ้ป็นอุปสรรคต่อการเพาะปลูก การเจริญเติบโตและผลผลิตของพืชลดลง เน่ืองจาก
พืชท่ีปลูกอยูใ่นพื้นท่ีดินเคม็จะเกิดสภาวะการขาดน ้า มีอาการของใบไหม ้พืชจะไดรั้บพิษของ
ไอออนต่าง ๆ ท่ีละลายออกมาเกินความตอ้งการและขาดสมดุลของธาตุอาหารพืช นอกจากน้ีความ
เคม็จะท าใหเ้กิดการฟุ้ งกระจายของดิน ท าให้โครงสร้างดินไม่อยูต่วั ดินจะแน่น น ้าซึมผา่นไดย้าก
และรากพืชจะไชชอนไดย้าก ซ่ึงอิทธิพลของเกลือจะท าใหพ้ืชปกติไม่สามารถเจริญเติบโตได ้แต่พืช
ทนเคม็และพืชชอบความเคม็จะเจริญเติบโตได ้(เอิบ เขียวร่ืนรมณ์, 2550) 
 วิธีวดัความเคม็ของดินมีหลายวิธีแต่ท่ีนิยมใชท้ัว่ไปแลว้ค่าท่ีใชก้  าหนดความเขม้ขน้ของ
ความเคม็ท่ีวดัไดม้กัใชค้่าการน าไฟฟ้าของดิน (Electrical conductivity; EC) มีหน่วยเป็นเดซิซีเมน
เมตร (dS/m) ค่าการน าไฟฟ้าของดินท่ีสกดัไดจ้ากดินท่ีอ่ิมตวัดว้ยน ้า (Electrical conductivity at 
Saturatian extract; ECe) ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสมาใชป้ระเมินปริมาณเกลือและอิทธิพลของ
เกลือในดินต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืช (ตารางท่ี 1) { 
 
ตารางท่ี 1  ปริมาณเกลือในดินท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโตของพืช (สมสรี อรุณินท,์ 2539) 
ตารางท่ี 1  ปริมาณเกลือในดินท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโตของพืช 

ECe (dS/m) เกลือในดิน (%) ระดบัความเคม็ อิทธิพลต่อพืช 
2 < 0.1 ไม่เคม็ ไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตและผลผลิต

ของพืช 
2-4 0.1-0.2 เคม็เลก็นอ้ย มีผลต่อพืชท่ีไม่ทนเคม็ 
4-8 0.2-0.4 เคม็ปานกลาง มีผลต่อพืชหลายชนิด 
8-16 0.4-0.8 เคม็มาก พืชทนเคม็เท่านั้นท่ียงัเจริญเติบโตไดดี้ 
16 > 0.8 เคม็จดั พืชทนเคม็นอ้ยชนิดหรือพืชชอบเกลือท่ี

เจริญเติบโตไดดี้ 
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2.5.1  ผลกระทบของความเค็มต่อพชื (Salinity effect on plant) 
 ความเคม็มีผลต่อพืชในสองวิธีหลกัคือ ความเขม้ขน้เกลือในดินสูง ท าใหค้วามสามารถ 
ในการดูดซึมน ้าของรากลดลง และความเขม้ขน้เกลือท่ีสะสมภายในพืช อาจเป็นพิษท าใหเ้กิดการ
ยบัย ั้งกระบวนการทางสรีรวิทยาและชีวเคมี เช่น การดูดซึมสารอาหาร ผลกระทบเหล่าน้ีจะท าให้
การเจริญเติบโตและการอยูร่อดของพืชลดลง ซ่ึงถูกอธิบายไวใ้นแบบจ าลองสองเฟสท่ีอธิบายถึง
ความเครียดจากเกลือของออสโมติก (Osmotic) และอิออน (Ionic effects) แสดงดงัภาพท่ี 7  
(Munns, 1995) 
 
 2.5.1.1  ความเคม็ในดินท่ีมีปริมาณมากเกินไป จะส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตพืช 
เน่ืองจากความเขม้ขน้ของเกลือในดินสูงจะท าใหค้วามสามารถในการดูดซึมของพืชลดลง พืชจึง
ตอ้งใชพ้ลงังานมากกวา่ปกติเพื่อดูดน ้าและธาตุอาหารมาใชใ้นการเจริญเติบโตเช่น การสะสม
โซเดียมมากเกินไปในผนงัเซลลส์ามารถน าไปสู่ความเครียดจากความดนัออสโมติก (Osmotic 
pressure) และการตายของเซลลไ์ดอ้ยา่งรวดเร็ว เกลือในดินท าใหน้ ้าในดินมีแรงดนัออสโมติก
เพิ่มขึ้นและความต่างศกัยข์องน ้า (Water potential) ลดลงจะท าใหเ้ซลลพ์ืชมีอาการขาดน ้าและอาจ
ถึงตายได ้เพราะน ้าจะไหลจากบริเวณท่ีม่ีความต่างศกัยสู์ง (เกลือเจือจาง) ไปสู่บริเวณท่ีมีความต่าง
ศกัยท่ี์ต ่ากวา่ (เกลือเขม้ขน้) หากดินมีเกลือในสารละลายดินเขม้ขน้กวา่ในพืช ความเป็นประโยชน์
ของน ้าในดินจะลดลง ท าใหพ้ืชไม่สามารถดูดน ้าจากดินได ้ส่งผลกระทบต่อการงอกและการ
เจริญเติบโต พืชแสดงอาการเฉา หรือขอบใบไหม ้(Munns, 2002) {Munns, 2002 #187} 
 2.5.1.2  ความเขม้ขน้ของเกลือท่ีสะสมในพืชสูงอาจเป็นพิษ เพราะปริมาณไอออนท่ี
มากเกินไป (Ion-excess effect) เม่ือเขา้สู่พืช พืชเกิดการสะสมไอออนพิษเช่น โซเดียม (Na+), 
แมกนีเซียม (Mg+2), คลอรีน (Cl-), คาร์บอเนต (CO3

-2) และซลัเฟต (SO4
-2) จะยบัย ั้งกระบวนการทาง

สรีรวิทยาและชีวเคมีต่าง ๆ เช่น กระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสง ความเป็นพิษของเกลือส่วนใหญ่
เกิดจากการสะสมโซเดียมและคลอรีน มกัเกิดขึ้นในใบแก่ ท าใหเ้กิดการหลุดร่วงของใบ 
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ภาพท่ี 7  การตอบสนองของการเจริญเติบโตพืชต่อความเคม็สองระยะ  
ภาพท่ี 7  การตอบสนองของการเจริญเติบโตพืชต่อความเคม็สองระยะ (Two-phase growth  
               response to salinity) 

               ท่ีมา: Läuchli and Grattan (2007) 
 
 2.5.2  การใช้แบคทีเรียลดความความเครียดพชืท่ีเกดิจากสภาวะความเค็ม 
 การแกไ้ขปัญหาดินเคม็ดว้ยการลดความเป็นพิษท่ีเกิดจากความเคม็สูงโดยอาศยักลุ่ม
แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth promoting bacteria; PGPB) เช่น 
Azospirillum brasilense, Pseudomonas syringae, P. fluorescens, Enterobacter aerogenes, 
Azospirillum, Achromobacter piechaudii และ Bacillus insolitus (Dimkpa et al., 2009) ซ่ึงอาศยัอยู่
บริเวณรอบรากพืช (Rhizosphere) และในรากพืช (Endorhizosphere) จะช่วยจดัการธาตุอาหาร 
ควบคุมโรค และส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชผา่นกลไกทางตรงและทางออ้ม การเจริญเติบโต
ของพืชโดยทางออ้มจะลดหรือควบคุมเช้ือโรคพืชและทางตรงจะผลิตฮอร์โมนพืช (Phytohormone) 
และการสร้างไซเดอโรฟอร์ (Kohler et al., 2006) ซ่ึงมีรายงานวา่เช้ือรา Arbuscular mycorrhizal 
ช่วยเพิ่มการเจริญเติบโตของพืชภายใตค้วามเคม็ (Cho et al., 2006) และรายงานวิจยัของ Kohler et 
al. (2006) แสดงใหเ้ห็นถึงประโยชน์ของแบคทีเรีย P. mendocina ช่วยปรับปรุงดิน แบคทีเรีย  
P. alcaligenes PsA15, Bacillus polymyxa BcP26 และ Mycobacterium phlei MbP18 สามารถทน
ต่ออุณหภูมิและความเขม้ขน้ของเกลือสูง ท าใหส้ามารถเจริญไดใ้นสภาวะแหง้แลง้และความเคม็ 

เติมเกลือทีละนอ้ย 

อตัราการเจริญเติบโต 

เวลา (หน่ึงวนัถึงหน่ึงสัปดาห์) 

พืชทนเคม็ 

พืชไม่ทนเคม็ 

       (ความเครียดออสโมติก)             (ผลกระทบเฉพาะเกลือ) 

 ระยะท่ี 1                                  ระยะท่ี 2 
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(Egamberdiyeva, 2007) นอกจากน้ียงัพบวา่ แบคทีเรีย P. putida Rs198 สามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของฝ้ายภายใตส้ภาวะความเคม็ได ้(Yao et al., 2010) และแบคทีเรีย Bacillus subtilis 
และ Arthrobacter sp. สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของขา้วสาลีภายใตส้าวะความเคม็ได ้
(Upadhyay et al., 2012) #90} 
 Wang et al. (2019) รายงานว่า แอคติโนมยัสีท Streptomyces chartreusis WZS021 สร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA ได ้30.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้ออ้ย
ภายใตส้ภาวะความแหง้แลง้ 
 Jaemsaeng et al. (2018) รายงานวา่แอคติโนมยัสีท Streptomyces sp. GMKU 336 คดัแยก
ไดจ้ากรากพืชสมุนไพร Clerodendrum serratum (L.) Moon สามารถสร้างเอนไซม ์ACCD ได ้2.85 
µmol α-ketobutyrate mg protein-1h-1 และส่งเสริมการเจริญเติบโตขา้วขาวดอกมะลิ 105 (Oryza 
sativa L. cv. KDML105) ภายใตส้ภาวะความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์150 มิลลิโมลาร์   
 Detraksa (2018) รายงานผลการศึกษาแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกไดจ้ากดินบริเวณรอบราก
ตน้ออ้ยและขา้ว โดยคดักรองแอคติโนมยัสีทท่ีสามารถสร้างฮอร์โมนพืช IAA พบวา่ Streptomyces 
sp. AS13-2 และ Streptomyces sp. AS14-2 สร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดสู้งสุดคือ 17.17 และ 29.02 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และ Streptomyces sp. AS14-2 สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของตน้ออ้ยมีความยาวราก ล าตน้ น ้าหนกัสด น ้าหนกัแหง้เพิ่มขึ้น เม่ือเทียบกบัชุดควบคุมคือไม่ได้
รับเช้ือ 
 Palaniyandi et al. (2014) ศึกษาแบคทีเรียแอคติโนมยัสีท Streptomyces sp. PGPA39 ช่วย
ลดความเครียดพืชจากสภาวะความเคม็และสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้มะเขือเทศ 
(‘Micro Tom’ tomato) พบวา่ Streptomyces sp. PGPA39 สร้างฮอร์โมนพืช IAA 6.27 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ในสภาวะท่ีไม่มีสารละลายโซเดียมคลอไรดแ์ละสร้างเอนไซม ์ACCD ได ้สามารถ
ส่งเสริมการเจริญของตน้มะเขือเทศท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์180 มิลลิโมลาร์ ตน้
ท่ีไดรั้บเช้ืออตัราการเติบโตท่ีสูงขึ้นอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บเช้ือ และการเจริญ
ลดลงเม่ือเทียบกบัชุดควบคุมคือ ไม่มีเกลือโซเดียมคลอไรดแ์ละไม่ไดรั้บเช้ือ 
 Yan et al. (2014) ศึกษากิจกรรมการส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้มะเขือเทศ 
(Solanum lycopersicum L.) ในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 90 และ 190  
มิลลิโมลาร์พบวา่ ตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บเช้ือแบคทีเรีย P. putida UW4 เจริญเติบโตสูงกวา่ตน้มะเขือ
เทศท่ีไม่ไดรั้บเช้ือ และระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์เพิ่มขึ้น ทั้งในตน้ท่ีไม่ไดรั้บเช้ือและ
ตน้ท่ีไดรั้บเช้ือ ความยาวล าตน้ มวลน ้าหนกัสดและน ้าหนกัแหง้ลดลง แต่ในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้
เกลือโซเดียมคลอไรด ์90 มิลลิโมลาร์ ตน้ท่ีไดรั้บเช้ือ ความยาวล าตน้เพิ่มสูงขึ้น 34.3 มิลลิเมตร ซ่ึง
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ยาวกวา่ตน้ท่ีไม่ไดรั้บเช้ือท่ีความเขม้ขน้เกลือเดียวกนัอยา่งมีนยัส าคญั ในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้
เกลือโซเดียมคลอไรด ์190 มิลลิโมลาร์ ความยาวล าตน้ 22.7 มิลลิเมตร ซ่ึงมีความคลา้ยคลึงกบัตน้ท่ี
ไม่ไดรั้บเช้ือ 
 Qin et al. (2014) รายงานวา่แอคติโนมยัสีท Streptomyces sp. KLBMP 5084 สร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA และสร้างเอนไซม ์ACCD ได ้สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของ Limonium 
sinense ในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 100 และ 250 มิลลิโมลาร์ พบวา่ใน
สภาวะท่ีมีความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 100 และ 250 มิลลิโมลาร์ ตน้ L. sinense ท่ีไดรั้บ
เช้ือมีความยาวรากและใบเพิ่มขึ้น เม่ือเทียบกบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บเช้ือ 
 Sadeghi et al. (2012) ศึกษากิจกรรมส่งเสริมการเจริญเติบโตพืชของ Streptomyces ใน
การสร้างฮอร์โมนพืช IAA และไซเดอโรฟอร์ภายใตส้ภาวะดินเคม็พบวา่ Streptomyces ไอโซเลต C 

ในสภาวะท่ีไม่มีสารละลายโซเดียมคลอไรดส์ร้างฮอร์โมนพืช IAAได ้2.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดียมคลอไรด ์300 มิลลิโมลาร์ สร้างฮอร์โมนพืช IAA ได ้4.7 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถส่งเสริมการเจริญของขา้วสาลี โดยอตัราการงอก ความยาวล าตน้ 
และน ้าหนกัแหง้ราก ล าตน้ เพิ่มขึ้นอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ไดรั้บเช้ือ 
(Wang et al., 2019)  
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2.6  การจัดจ าแนกแบคทีเรีย  
 การจดัจ าแนกแอคติโนมยัสีทจะใชว้ิธีอนุกรมวิธานแบบโพลีฟาสิก (Polyphasic 
taxonomy) ซ่ึงประกอบไปดว้ย การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) สรีรวิทยา 
(Physiology) อนุกรมวิธานทางเคมี (Chemotaxonomy) ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์ส่วนประกอบของเซลล์
โดยวิธีทางเคมีและสร้างแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ (Phylogenetic tree) จากยนี 16S rRNA และ
วิเคราะห์ความสัมพนัธ์ของจีโนมของแบคทีเรียโดยวิธีท า DNA-DNA hybridization 
 
 2.6.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics)  
 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาคือ การศึกษาลกัษณะรูปร่าง ขนาด สีของเส้นใยทั้งเหนือผิว
อาหารและใตผิ้วอาหารสีของสปอร์ รงควตัถุท่ีสร้างขึ้น ลกัษณะของเส้นสายสปอร์ การสร้างซูโอ
สปอร์ (Zoospores) ใน Vesicles หรือในอบัสปอร์หรือไม่  การเคล่ือนท่ีของสปอร์ รวมทั้งรูปร่าง
และลกัษณะผิวของสปอร์ ซ่ึงการศึกษาผิวสปอร์และโครงสร้างท่ีละเอียดจะศึกษาโดยใชก้ลอ้ง
จุลทรรศน์อิเลก็ตรอน (Scanning electron microscope; SEM) (รัตนาภรณ์ ศรีวิบูลย,์ 2552) 
 
 2.6.2  การวิเคราะห์ยีน 16S rRNA  
 ยนี 16S ไรโบโซมอลอาร์เอน็เอ (16S rRNA gene) มีลกัษณะเป็นโครงสร้างทุติยภูมิของ
อาร์เอน็เอท่ีไม่มีการแปลรหัส แต่มีหนา้ท่ีส าคญัในการสังเคราะห์โปรตีนร่วมกบัไรโบโซมอลของ
โปรตีนหลายชนิดรวมเป็นไรโบโซม  โดยไรโบโซมจะมีอยูใ่นส่ิงมีชีวิตทุกชนิด ในโพรแคริโอต
(Prokaryote) มีขนาด 70S ซ่ึงประกอบดว้ยสองหน่วยยอ่ยคือ หน่วยขนาดใหญ่ 50S (Large subunit) 
ไดแ้ก่ชนิด 23S rRNA ขนาดประมาณ 2,904 นิวคลีโอไทดแ์ละ 5S rRNA ขนาดประมาณ 120 
นิวคลีโอไทดร์วมอยูก่บัโปรตีน 34 ชนิด และหน่วยขนาดเลก็ 30S (Small subunit) ไดแ้ก่ชนิด 16S 
rRNA ขนาดประมาณ 1,541 นิวคลีโอไทด ์รวมอยูก่บัโปรตีน 21 ชนิด (ลดัดา, 2547) 
 ยนี 16S rRNA นิยมถูกน ามาใชใ้นการวิเคราะห์เพื่อบ่งช้ีความแตกต่างและความ
หลากหลายทางพนัธุกรรม เน่ืองจากความเหมาะสมของโมเลกุลท่ีมี 1,500 นิวคลีโอไทด ์รวมทั้งมี
ส่วนของบริเวณอนุรักษแ์ละความผนัแปรเพียงพอส าหรับจดักลุ่มหรือบอกความสัมพนัธ์ ซ่ึงหากยนี
มีความผนัแปรสูงหรือเกิดการกลายพนัธุ์ (Mutation) จะท าใหข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดสู์ญหายไป
และไม่สามารถท าการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด ์(Alignment) ได ้เน่ืองจาก
ในการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทดค์ือ การเปรียบเทียบหาส่วนท่ีเหมือนและ
ต่างกนัของล าดบันิวคลีโอไทด ์ 
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 แบคทีเรียจะมียนี 16S rRNA ท่ีมีรหสัส าหรับโมเลกุลไรโบโซมซ่ึงมีความแตกต่างกนัใน
แบคทีเรียแต่ชนิดและบางช่วงของสายดีเอ็นเอของยนี 16S rRNA ท่ีมีล าดบัเบสเหมือนกนัใน
แบคทีเรียทุกชนิด ซ่ึงส่วนท่ีเหมือนกนัน้ีสามารถน ามาใชอ้อกแบบไพรเมอร์ (Primer) เพื่อเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอ (PCR amplification) ซ่ึงถือวา่เป็นสากล (Universal primers) โดยไพรเมอร์ 1 คู่น้ี
สามารถขยายเพิ่มจ านวนยนี 16S rRNA ไดจ้ากแบคทีเรียทุกชนิดท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งท่ีท าการศึกษา 
 จากการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ในแอคติโนมยัสีท Streptomyces 
พบวา่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 982 ถึง 998 ซ่ึงมีความยาว 16 คู่เบสเป็นส่วนท่ีมีความแตกต่างกนัสูง 
ในแต่ละชนิดเรียกบริเวณน้ีว่า อลัฟา (Alpha region หรือ Variable region) และภายในบริเวณอลัฟา
ยงัประกอบดว้ยบริเวณแกมมา (Gamma region) คือ ต าแหน่งนิวคลีโอไทดท่ี์ 170 ถึง 200 ซ่ึงจะพบ
ความแตกต่างของนิวคลีโอไทดร์ะหวา่งชนิดไดม้ากท่ีสุด นอกจากน้ียงัพบความแตกต่างไดอี้กระยะ
หน่ึงท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 1,102 ถึง 1,122 ซ่ึงเรียกบริเวณเบตา (Bata region) (Stackebrandt et 
al., 1991a; 1991b) ช่วงท่ีแตกต่างกนัของล าดบัเบสในสายดีเอ็นเอนั้นสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ใน
การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย 
 Duan et al. (2019) คดัแยกแอคติโนมยัสีทจากดินบริเวณรอบรากตน้ขา้วสาลี (Triticum 
aestivum L.) ไดแ้ก่ไอโซเลต NEAU-A15T, NEAU-A13 และ NEAU-C4 โดยท าการตรวจสอบและ
จดัจ าแนกโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ของยนี 16S rRNA การวิเคราะห์สายวิวฒันาการของล าดบัยนี 16S 
rRNA แสดงให้เห็นวา่ทั้ง 3ไอโซเลตจดัอยูใ่นสกุล Glycomyces{ 
 Watanabe et al. (2003) คดัแยกแอคติโนมยัสีทจากทางเดินอาหารของปลวกจ านวน 5 
สกุลไดแ้ก่ Heterosiphonia japonica, Neotermes koshunensis, Reticulitermes speratus, 
Coptotermes formosanus และ Odontotermes formosanus โดยน ามาท าการศึกษาลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาพบวา่ สามารถคดัแยกแอคติโนมยัสีทจากทางเดินอาหารได ้จากนั้นจึงท าการเพิ่ม
ปริมาณสารพนัธุกรรมในบริเวณ 16S rRNA และพบวา่แอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกไดเ้ป็นแอคติโนมยั
สีทสกุล Streptomyces 
 Kataoka et al. (1997) ไดท้ าการจดัจ าแนกชนิดของแบคทีเรียจ านวน 89 สายพนัธุ์ในสกลุ 
Streptomyces เพื่อศึกษาล าดบัต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ีความยาว 120 bp บริเวณอลัฟาของยนี 16S 
rRNA (rDNA) และออกแบบคู่ไพรเมอร์บริเวณปลาย 5′ ของ 16S rRNA ต าแหน่งนิวคลีโอไทดท่ี์ 1 
ถึง 20 (Sense primer) และ 481 ถึง 500 (Antisense primer) เพื่อเพิ่มปริมาณบริเวณอลัฟาของยนี 
16S rRNA ดว้ยวิธีพีซีอาร์ พบวา่ความแตกต่างของบริเวณดงักล่าวสามารถจ าแนก Streptomyces ใน
แต่ละชนิดได ้
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 การเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี 16S rRNA ในระดบั
สกุล (Genus) แต่ละชนิดใชห้ลกัการค านวณหาความน่าจะเป็นจากค่าสัมประสิทธ์ิความคลา้ยคลึง 
เม่ือค านวณค่าสัมประสิทธ์ิความคลา้ยคลึงแต่ละกลุ่มรวมกนั สามารถแสดงผลในรูปตาราง
เปรียบเทียบความคลา้ยคลึง โดยค่าความคลา้ยคลึงน้ีสามารถน ามาวิเคราะห์โดยใชโ้ปรแกรม
EZbiocloud (https://www.ezbiocloud.net/login) และใชโ้ปรแกรม MEGA7 เพื่อสร้างเป็นผงัแสดง
ความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการชาติพนัธุ์ได ้(Phylogenetic tree) การจดัจ าแนกแอคติโนมยัสีทใน
ระดบัสกุลโดยใชล้ าดบัเบสของยนี 16S rRNA เป็นท่ีนิยมกนัมากท่ีสุดในการใชเ้ป็นเคร่ืองหมาย
ทางพนัธุกรรมท่ีใชส้ าหรับสายวิวฒันาการของแบคทีเรียและอนุกรมวิธานโดยมีสาเหตุดงัน้ี 
 2.6.2.1  มีอยูใ่นเกือบทุกแบคทีเรียและมกัจะอยูเ่ป็น Multigene family หรือ Operons 
 2.6.2.2  การท างานของยนี 16S rRNA เม่ือเวลาผา่นไปจะไม่เปลี่ยนแปลง แต่ถา้มีการ
เปล่ียนแปลงล าดบัไปแบบสุ่ม แสดงใหเ้ห็นวา่มีการวิวฒันาการเกิดขึ้น 
 2.6.2.3  ยนี 16S rRNA มีขนาดใหญ่พอส าหรับจดัเก็บขอ้มูลทางพนัธุกรรม 
(Indananda, 2013) 
 ดงันั้นการศึกษาสายวิวฒันาการท่ีอยูบ่นพื้นฐานของยนี 16S rRNA จะมีเพิ่มมากขึ้นใน
ระบบอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายวิวฒันาการชาติพนัธุ์บนพื้นฐานของ 16S ribosomal DNA ยงั
ช่วยใหก้ารตรวจสอบขอ้เท็จจริงของวิวฒันาการพื้นฐานของแบคทีเรียส าหรับการระบุตวัตนหรือจดั
จ าแนก  
 การวิเคราะห์ค่าความคลา้ยคลึงของยนี 16S rRNA (Genetic similarities) ท าใหใ้น 
ปัจจุบนัน้ีมีการใชค้่าความคลา้ยคลึงของยนี 16S rRNA เป็นตวับ่งช้ีการเป็นแบคทีเรียชนิดใหม่ โดย
หากค่าความคลา้ยคลึงของยนีนอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 97% เม่ือเทียบกบัขอ้มูลชนิดของแบคทีเรียท่ีเป็น
ท่ีรู้จกัทั้งหมดท่ีมีในอนุกรมวิธาน จะไดรั้บการพิจารณาให้เป็นชนิดใหม่ และชนิดท่ีค่าความ
คลา้ยคลึงของยนี 16S rRNA มากกวา่หรือเท่ากบั 97% พบวา่ยงัไม่เป็นท่ีชดัเจนวา่เป็นชนิดใหม่ ซ่ึง
ค่าความคลา้ยคลึงของยนี 16S rRNA มกัน ามาพิจารณาร่วมกบัค่าเปอร์เซ็นตก์ารจบักนัของ DNA ท่ี
เกิดจากการท า DNA hybridization (Amann et al., 1992; Stackebrandt & Goebel, 1994; 
Vandamme et al., 1996; Stackebrandt et al., 2002; Gevers et al., 2005; Janda & Abbott, 2007) 
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ภาพท่ี 8  ความสัมพนัธ์ Intraclass ของ Class Actinobacteria 
ภาพท่ี 8  ความสัมพนัธ์ Intraclass ของ Class Actinobacteria แสดงให้เห็นทั้ง 5 Order คือ 
                Actinomycetales, Bifidobacteriales, Acidimicrobiales, Coriobacteriales และ   
                Rubrobacteria บนพื้นฐานการวิเคราะห์ล าดบัยนี 16S rRNA                 
                ท่ีมา: Zhi et al. (2009) 
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 2.6.3  การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์เชิงวิวัฒนาการชาติพนัธุ์ (Phylogenetics)  
 การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการชาติพนัธุ์เป็นการศึกษาวิวฒันาการของ
ส่ิงมีชีวิตโดยใชแ้ผนภาพคลา้ยตน้ไม ้โดยใชค้วามรู้ทางชีววิทยาและวิวฒันาการความสัมพนัธ์ 
และสามารถเปล่ียนแปลงไดถ้า้มีความรู้ใหม่เรียกวา่ Phylogeny หรือ Evolutionary tree โดยมี
สมมุติฐานหลกัวา่ ส่ิงมีชีวิตท่ีมีขอ้มูลทางโมเลกุลเหมือนกนั (Homologous) มีบรรพบุรุษร่วมกนั
แลว้ค่อย ๆ มีการมีการเปล่ียนแปลงไปตามการเวลา จึงมีการแยกออกจากกนัคร้ังละสองก่ิง แต่ละ
จุดท่ีแยกออกจากกนัเกิดไดอ้ยา่งอิสระ ซ่ึง Phylogenetic tree ประกอบไปดว้ยส่วนต่าง ๆ แสดงดงั
ภาพท่ี 9   
 
           Taxon  หรือ Terminal node 
 
                            
                                                                                                                        
 
                                                                                                                                
                                                                                              
 

ภาพท่ี 9  องคป์ระกอบของ Phylogenetic tree 
ภาพท่ี 9  องคป์ระกอบของ Phylogenetic tree              
               ท่ีมา: สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล (2552) 
 
 กลุ่มของ Taxon หรือหน่วยอนุกรมวิธานแยกมาจากบรรพบุรุษร่วม (Common ancestor) 
เดียวกนัเรียกวา่ เคลด (Clade) หรือ Monophyletic group ซ่ึง Taxon ท่ีอยูใ่กลก้นั เรียกวา่ Sister 
taxon มีจุดท่ีเป็นบรรพบุรุษร่วมกนั ส่วน Taxon ท่ีมีบรรพบุรุษร่วมมากกวา่หน่ึงจุดไม่จดัเป็นเคลด 
เรียกวา่ Paraphyletic group 
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 การสร้างผงัความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการชาติพนัธุ์เพื่อวิเคราะห์ความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมหรือความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการโดยใชห้ลกัฐานทางโมเลกุล การสร้างผงัความสัมพนัธ์
ทางวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยอาศยั Character-based จะใชก้บัขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดโ์ดย
เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นคู่ ๆ นบัจ านวนการกลายพนัธุ์ (Mutation) ท่ีเกิดขึ้น มี 2 วิธี 
 2.6.3.1  Maximum parsimony เร่ิมจากการหาล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์เป็นบรรพบุรุษ 
สร้าง tree โดยหาความเป็นไปไดท่ี้จะเกิดการเปล่ียนแปลงนอ้ยท่ีสุดจากล าดบันิวคลีโอไทดข์อง                  
บรรพบุรุษจนถึงปัจจุบนั การเปรียบเทียบล าดบัล าดบันิวคลีโอไทด์จะเลือกเฉพาะต าแหน่งท่ีพบการ
แทนท่ีเบสเดียวกนัอยา่งนอ้ย 2 ตวัอยา่งหรือเกิดการแทนท่ีเบสท่ีต าแหน่งนั้นอยา่งนอ้ย 2 คร้ัง 
 2.6.3.2  Maximum likelihood ใชโ้มเดลของความน่าจะเป็นเพื่อเลือก Tree ท่ีดีท่ีสุดมี
ความเป็นไปไดม้ากท่ีสุดสร้าง Tree ทุกแบบแลว้เปรียบเทียบความน่าจะเป็น โดยพิจารณาจากล าดบั
เบสทั้งหมด  
 แต่ไม่วา่จะเลือกใชวิ้ธีใดก็มีโอกาสเกิดความคลาดเคล่ือนได ้ดงันั้นจึงเพิ่มความเช่ือมัน่
ดว้ยการท า Bootstrap การสร้าง Tree ดว้ยวิธีน้ีคือ Clustering based method โดยดูจาก Distance 
matrix แลว้เร่ิมจบัคู่ท่ีเหมือนกนัมากท่ีสุด นิยมใชวิ้ธี Neighbor joining เป็นวิธีท่ีค่อย ๆ ลดขนาด
ของเมทริกซ์ลง เพื่อใหอ้ตัราการเกิดวิวฒันาการถูกตอ้งจะมีการปรับค่า Distance ใหม่ (สุรินทร์ ปิยะ
โชคณากุล, 2552) 
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บทที ่3  
วธีิด าเนินการวจิัย 

 
3.1  วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิจัย 

 3.1.1  พชืท่ีใช้ในการทดลอง  
 ขา้วขาวดอกมะลิ 105 (Oryza sativa L. cv. KDML105)  
 
 3.1.2  อาหารเลี้ยงเช้ือ (แสดงวิธีการเตรียมในภาคผนวก ก) 
 3.1.2.1  อาหารสูตร Mannitol soya (MS) 
 3.1.2.2  อาหารสูตร Nutrient agar (NA) 
 3.1.2.3  อาหารสูตร Yeast extract-dextrose agar (YD) 
 3.1.2.4  อาหารสูตร Tryptone yeast extract broth (ISP1) 
 3.1.2.5  อาหารสูตร Yeast malt agar (ISP2) 
 3.1.2.6  อาหารสูตร Oatmeal agar (ISP3)  
 3.1.2.7  อาหารสูตร Inorganic salt starch agar (ISP4) 
 3.1.2.8  อาหารสูตร Glycerol asparagine agar (ISP5) 
 3.1.2.9  อาหารสูตร Peptone yeast extract iron agar (ISP6) 
 3.1.2.10  อาหารสูตร Tyrosine agar (ISP7) 
 3.1.2.11  อาหารสูตร Carbon utilization ager (ISP9) 
 3.1.2.12  อาหารสูตร Minimal medium (MM) 
 3.1.2.13  อาหารสูตร Yeast extract-dextrose (YD) 
 
 3.1.3  สารเคมีและสารละลายท่ีใช้ทดสอบ (แสดงวิธีการเตรียมในภาคผนวก ก) 
 3.1.3.1  Normal saline solution  
 3.1.3.2  Sodium chloride  
 3.1.3.3  L-tryptophan   
 3.1.3.4  Salkowski’s reagent 
 3.1.3.5  สารละลายคริสตลัไวโอเลต (Crystal violet) 
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 3.1.3.6  สารละลายซาฟรานิน (Safranin O)   
 3.1.3.7  สารละลายไอโอดีน 
 3.1.3.8  95% Ethanol  
 3.1.3.9  Sodium hypochlorite  
 
 3.1.4  วัสดุอุปกรณ์ 
  3.1.4.1  ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar flow clean bench) 
 3.1.4.2  ตูบ้่มเช้ือ (Incubator) 
 3.1.4.3  หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave) 
 3.1.4.4  เคร่ืองเขยา่ (Shaker) 
 3.1.4.5  เคร่ืองชัง่แบบละเอียด (Analytical balance) 
 3.1.4.6  เคร่ืองชัง่แบบหยาบ (Balance for approximate weighing) 
 3.1.4.7  เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
 3.1.4.8  เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (Mastercycler nexus GSX1 Eppendorf) 
 3.1.4.9  เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Centrifuge) 
 3.1.4.10  เคร่ืองผสมสาร (Votex) 
 3.1.4.11  กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Light microscope) 
 3.1.4.12  กลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (Stereo microscope) 
 3.1.4.13  กลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scaning electron   
 microscope) 
 3.1.4.14  กลอ้งถ่ายรูป (Camera)  
 3.1.4.15  เคร่ืองแกว้ (บีกเกอร์, ขวดรูปชมพู่, กระบอกตวง, กรวยกรอง, จานเพาะเช้ือ, 
 หลอดทดลอง, ขวดเก็บสาร, แท่งแกว้สามเหล่ียม)     
 3.1.4.16  กระจกสไลด ์(Microscope slide)    
 3.1.4.17  กระจกปิดสไลด ์(Cover slide) 
 3.1.4.18  ห่วงเขี่ยเช้ือ (Inoculating loop) 
 3.1.4.19  ปากคีบ (Forcep) 
 3.1.4.20  ไซริงคก์รองสาร (Syringe filter membranes pore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร) 
 3.1.4.21  กระดาษกรอง (Filter paper whatman No.2) 
 3.1.4.22  เคร่ืองดูดสารละลายอตัโนมติั (Automatic micropipette) 
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 3.1.4.23  ไมโครปิเปตทิป (Pipette tip for micropipette) 
 3.1.4.24  หลอดไมโครเซ็นตริฟิวกข์นาด 0.2 และ 1.5 มิลลิลิตร 
                      (Microcentrifuge tube )  
 3.1.4.25  อะลูมิเนียมฟอยด ์(Aluminium foil) 
 3.1.4.26  หลอดหยด (Dropper) 
 3.1.4.27  หลอดฉีดยา       
 3.1.4.28  กระดาษช าระ 
 3.1.4.29  ส าลี  
 3.1.4.30  กระถางพลาสติกและดิน    
 3.1.4.31  โรงเรือนส าหรับปลูกขา้ว 
 

3.2  วิธีการด าเนินการวิจัย 
 3.2.1  การท าให้เช้ือบริสุทธ์ิ 
 น าแบคทีเรียแอคติโนมยัสีทท่ีเก็บรักษาไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียสในหน่วยวิจยัแอคติโน
แบคทีเรียจ านวน 38 ไอโซเลต ซ่ึงแบคทีเรียเหล่าน้ีคดัแยกภายใตโ้ครงการวิจยัของ จนัทรา 
อินทนนท ์ในปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 และพ.ศ. 2559 มาท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยใชอ้าหารแขง็สูตร MS 
และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 (ATCC: The American Type Culture Collection) เล้ียงบน
อาหารแขง็สูตร NA ส าหรับหมายเลขรหสัของแอคติโนมยัสีทไอโซเลตต่าง ๆ ใชร้หสัเป็น BBUU 
(Biology-Burapha University) (ตารางท่ี 2) 
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ตารางท่ี 2  หมายเลขรหสัแบคทีเรียแอคติโนมยัสีท 
ตารางท่ี 2  หมายเลขรหสัแบคทีเรียแอคติโนมยัสีท 

BBUU   แหล่งคดัแยก 
จ านวน 
(ไอโซเลต) 

คดัแยกปี 

105, 112, 114, 118, 134, 144,145, 146, 
149, 150, 151, 155/1, 155/2, 157, 160, 
161, 162, 163, 164, 165/1, 165/2, 166, 
168, 179, 180, 186, 187, 190, 192, 195 

มูลไส้เดือน 30 
โครงการวิจยัของ 
จนัทรา อินทนนท ์
 ในปี พ.ศ. 2559 

500, 903, 904, 905, 906, 907,908, 909 
รากผกับุง้ 
ทะเล 

8 
โครงการวิจยัของ 
จนัทรา อินทนนท ์ 
ในปี พ.ศ. 2554  

 รวม 38  
  
 เล้ียงแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร MS โดยน าห่วงเขี่ยเช้ือแตะสปอร์เช้ือจาก Stock 
culture ท่ีเก็บไวใ้นกลีเซอรอลความเขม้ขน้ 20% ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสลงบนอาหารดว้ยดว้ย
วิธี Cross streak แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั  
 เล้ียงแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 บนอาหารแขง็สูตร NA โดยน าห่วงเขี่ยเช้ือแตะ
เช้ือจาก Stock culture ท่ีเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียสลงบนอาหารดว้ยดว้ยวิธี Cross 
streak แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วนั 
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3.2.2  การย้อมแกรมแบคทีเรีย 
 เตรียมสไลดส์ าหรับการยอ้มแกรม โดยใชห้ลอดหยดน ้าลงไปสไลด ์1 หยด แลว้น าห่วง
เขี่ยเช้ือแตะโคโลนีท่ีปรากฏบนอาหารแขง็ ลงบนสไลดเ์กลี่ยออกใหเ้ป็นฟิลม์บาง ๆ เขี่ยใหเ้ช้ือผสม
กบัน ้ากระจายเขา้กนัดีทิ้งไวใ้นอากาศใหแ้หง้ จึงน าสไลดไ์ปผา่นเปลวไฟโดยหงายดา้นท่ีมีเช้ือขึ้น 
ใหเ้ปลวไฟผา่นดา้นล่างของสไลด ์2-3 คร้ัง หยดสารละลายคริสตลัไวโอเลต จนท่วมสไลดทิ์้งไว ้1 
นาที แลว้ลา้งออกดว้ยน ้ากลัน่และหยดสารละลายไอโอดีนจนท่วมสไลด ์ทิ้งไว ้1 นาที แลว้ลา้งออก
โดยค่อย ๆ หยด 95% Ethanol เอียงสไลดไ์ปมาจนกระทัง่สีม่วงเร่ิมจางแลว้จึงรีบลา้งออกดว้ยน ้า
กลัน่ หยดสารละลายซาฟรานินใหท้่วมทิ้งไว ้30 วินาทีแลว้ลา้งออกดว้ยน ้ากลัน่ ซบัดว้ยกระดาษ
ช าระทิ้งไวใ้หแ้หง้ แลว้น ามาศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ใชแ้สง (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ และปรีชา 
สุวรรณพินิจ, 2557) 
 

 3.2.3  คัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีสร้างฮอร์โมนพชื IAA 
 3.2.3.1  คดัเลือกไอโซเลตท่ีสามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารแขง็สูตร YD โดยน า 
แอคติโนมยัสีทท่ีเจริญบนอาหารแขง็สูตร MS และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 บนอาหาร
แขง็สูตร NA มาเล้ียงต่อบนอาหารแขง็สูตร YD ดว้ยวิธี Cross streak แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนัและตรวจสอบการเจริญเติบโต  
 3.2.3.2  ท า Serial dilution โดยน าแอคติโนมยัสีทท่ีเจริญเติบโตไดบ้นอาหารแขง็สูตร 
YD และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484  เจือจางเซลลเ์ป็น 10-1-10-6  ในอาหารเหลว YD จากนั้น
นบัจ านวนโคโลนีเพื่อเลือกระดบัการเจือจางท่ีเหมาะสมดว้ยวิธีการ Plate count 
 3.2.3.3  คดัเลือกไอโซเลตท่ีสร้างฮอร์โมนพืช IAA โดยใชเ้ซลลใ์นระดบัการเจือจางท่ี
เหมาะสมตามขอ้ 3.2.3.2 มาปริมาตร 100 ไมโครลิตร เล้ียงในอาหารเหลวสูตร YD ท่ีมี Tryptophan 
0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร บ่มในท่ีมืดโดยเขยา่ตลอดเวลาท่ีความเร็วรอบ 
250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เพื่อแยกเอาส่วนใส (Supernatant) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดใหม่
และเติมสารละลาย Salkowsky’reagent ปริมาตร 4 มิลลิลิตรน าไปบ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 24 ชัว่โมงท่ี
อุณหภูมิหอ้ง จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 530 นาโนเมตร เพื่อตรวจสอบการสร้าง IAA ตามวิธี
ของ Ahmad et al. (2008) และน าไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ IAA ท่ีอยูใ่นช่วงความ
เขม้ขน้ 5 ถึง 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงดงัภาพภาคผนวก ค-2 {Ahmad 
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3.2.4  คัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีมียีน acdS 
 น าแอคติโนมยัสีทท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2.3 มาสกดัจีโนมิคดีเอ็นเอ (DNA Extraction) 
ดว้ยชุดสกดัดีเอน็เอส าเร็จรูป TIANamp Genomic DNA Kit และเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยวิธีพีซีอาร์ 
โดยใช ้Specific ATT082 Sense primer (5’- CAGTCCAACCACACSGCSCAG -3’) และ ATT082 
Anti-sense primer (5’- GCCATSGACTTSCCCTCGTASAC -3’) (Indananda, 2013) แลว้ท าให้
ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์บริสุทธ์ิโดยชุด GeneJet™ PCR Purification Kit และส่งวิเคราะห์ผลท่ีบริษทั First 
Base Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย น าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ปเปรียบเทียบค่า
คลา้ยคลึงกนั โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN ในฐานขอ้มูล NCBI (www.ncbi.nih.gov/blast) 
 
 3.2.5  ตรวจสอบการสร้างเอนไซม์ ACCD  
  3.2.5.1  คดัเลือกอาหารท่ีแบคทีเรียเจริญเติบโตไดดี้ โดยน าแอคติโนมยัสีทท่ีคดัเลือก
ไดจ้ากขอ้ 3.2.4 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484  มาเล้ียงในอาหารเหลวสูตร YD จากนั้น
เล้ียงต่อในอาหารแขง็สูตร YD และอาหารแขง็สูตร ISP2, ISP3, ISP4 และ ISP5 (ท า 3 ซ ้า) ดว้ยวิธี 
Cross streak  แลว้จึงน าเพลทไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นตรวจสอบ
การเจริญเติบโตเพื่อคดัเลือกอาหาร   
  3.2.5.2  ตรวจสอบการสร้างเอนไซม ์ACCD ในอาหารท่ีมี ACC เป็นแหล่งไนโตรเจน
เพียงแหล่งเดียว (Honma & Shimomura, 1978) 
    3.2.5.2.1  ตรวจสอบบนอาหารแขง็โดยขดูเซลลใ์นเพลทอาหารท่ีเจริญดีท่ีสุด 1 
ลูปมาเล้ียงบนอาหารแขง็ Minimal medium (Hopwood, 1967) Minimal medium ท่ีเติม 0.1% 
(NH4)2SO4 และ Minimal medium ท่ีเติม ACC 0.3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตรรวม 20 มิลลิลิตร (ท า 3 ซ ้า) 
ดว้ยวิธี Simple streak แลว้จึงน าเพลทไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 14 วนั จากนั้น
ตรวจสอบการเจริญเติบโต 
   3.2.5.2.2  ตรวจสอบในอาหารเหลวโดยขดูเซลลใ์นเพลทอาหารท่ีเจริญดีท่ีสุด 1 
ลูปมาเล้ียงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเหลว Minimal medium ท่ีเติม ACC 0.3 มิลลิโมลาร์ Minimal 
medium ท่ีเติม 0.1% (NH4)2SO4 และ Minimal medium ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร (ท า 3 ซ ้า) น าไป
บ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 วนัแลว้จึงเก็บเซลล์
น าไปลา้งดว้ย 0.9% Normal saline และดูดเซลลป์ริมาตร 100 ไมโครลิตรไปเล้ียงซ ้าในอาหาร
แบบเดิมอีกคร้ัง (ท า 3 ซ ้า) คดัเลือกแบคทีเรียไอโซเลตท่ีสามารถเจริญไดใ้นอาหารเหลว Minimal 
medium ท่ีเติม ACC (El-Tarabily, 2008) และตรวจสอบการเจริญเติบโตโดยการหาน ้าหนกัแหง้  
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 3.2.5.3  ตรวจสอบกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD 
 น าเช้ือแอคติโนมยัสีทและแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 ท่ีเจริญในอาหารเหลว 
YD ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาลา้งเซลลด์ว้ย 0.9% Normal Saline และดูดเซลลป์ริมาตร 100 
ไมโครลิตร ไปเล้ียงในอาหาร Minimal medium ท่ีเติม ACC 0.3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตรรวม 10 
มิลลิลิตร น าไปบ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 วนั จึง
น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้ยา้ยส่วนใสใส่หลอดใหม่ 
เติม 2,4-Dinitro-phenylhydrazine น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร แลว้น าไป
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ α-ketobutyrate ท่ีอยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 0.1 ถึง 1.0 มิลลิโมล 
(Jaemsaeng et al., 2018) แสดงดงัภาพภาคผนวก ง-7    
 
 3.2.6  คัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีทนเค็ม 
 น าแอคติโนมยัสีทท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2.3 และขอ้ 3.2.5 ท่ีเจริญบนอาหารแขง็สูตร MS 
และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 บนอาหารแขง็สูตร NA มาเล้ียงในอาหารสูตรท่ีคดัเลือกได้
ในขอ้ 3.2.5.1 โดยเติมเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ 0-1, 000 มิลลิโมลาร์ (0-7% w/v) ดว้ยวิธี Cross 
streak ท า 3 ซ ้าและน าเพลทไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นตรวจสอบ
การทนเคม็ 
 
 3.2.7  ตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพชื IAA ภายใต้สภาวะท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรด์
ท่ีระดับความเข้มข้น 0-1,000 มิลลิโมลาร์ และวัดเจริญเติบโตโดยหาน ้าหนักแห้ง 
 3.2.7.1  น าเซลลแ์บคทีเรียซ่ึงคดัเลือกไดใ้นขอ้ 3.2.6 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 
17484 ลา้งดว้ยสารละลาย 0.9% Normal saline แลว้จึงดูดเซลลแ์ขวนลอย 100 ไมโครลิตร ใส่ใน
อาหารเหลวสูตร YD ท่ีมี Tryptophan 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลายโซเดียมคลอไรดท่ี์
ระดบัความเขม้ขน้ 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 มิลลิโมลาร์ (Sadeghi et al., 2012) น าไปบ่มใน
ท่ีมืดบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้น
ตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ตามวิธีการในขอ้ 3.2.3.3 
 3.2.7.2  หาน ้าหนกัแหง้ โดยกรองเซลลจ์ากขอ้ 3.2.7.1 ผา่นกระดาษกรอง แลว้น าแผ่น 
กระดาษกรองวางบนเพลทแกว้ น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 วนั แลว้น าไปชัง่
น ้าหนกัแหง้ 
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 3.2.8  การศึกษาการส่งเสริมการเจริญเติบโตในข้าวขาวดอกมะลิ 105 (Oryza sativa  
L. cv. KDML105)  
 3.2.8.1  การฆ่าเช้ือบนผิวเมล็ด 
 ลา้งเมลด็ขา้วดว้ยน ้าสะอาด จากนั้นท าการฆ่าเช้ือบนผิวเมลด็ดว้ย 70% Ethanol 
 เป็นเวลา 5 นาทีและ 1% NaOCl เป็นเวลา 5 นาที แลว้จึงลา้งใหส้ะอาดอีกคร้ังดว้ยน ้ากลัน่ท่ี
ปราศจากเช้ือ แช่เมลด็ขา้วในน ้ากลัน่เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าเมลด็ขา้วท่ีผา่นการลา้งฆ่าเช้ือ
บนผิวเมลด็มาแช่ในสารละลายสปอร์แอคติโนมยัสีทไอโซเลต BBUU144, ไอโซเลต BBUU161 
(104 CFU/ml), ไอโซเลต BBUU500 (103 CFU/ml)  และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 (106 

CFU/ml) เป็นเวลา 4 ชัว่โมงตามวิธี Rungin et al. (2012)  
 3.2.8.2  การทดสอบอตัราการงอกของเมลด็ 
 น าเมลด็ขา้วท่ีผา่นการแช่ในสารละลายสปอร์แอคติโนมยัสีทและแบคทีเรีย P. putida 
ATCC 17484 โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 5 ชุดการทดลองคือ เมลด็ท่ีแช่ในสารละลายสปอร์ 
แอคติโนมยัสีททั้งหมด 3 ไอโซเลตไดแ้ก่ BBUU144, BBUU161, BBUU500 และแบคทีเรีย 
 P. putida ATCC 17484  ชุดท่ีเมลด็ไม่มีการแช่สารละลายสปอร์ (ชุดควบคุม) ซ่ึงท าการทดลองชุด
ละ 30 เมลด็ (ท า 5 ซ ้า) โดยแต่ละชุดการทดลองจะน าเมล็ดท่ีแช่และไม่ถูกแช่ในสารละลายสปอร์มา
เรียงในเพลทท่ีมีกระดาษช าระและเติมสารละลายความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ 0, 75 และ 
150 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งในท่ีมืดเป็นเวลา 3 วนัและอีก 4 วนัในท่ี
มีแสง (Ramadoss et al., 2013) สังเกตการงอกของเมลด็ พร้อมบนัทึกจ านวนเมลด็ขา้วท่ีงอกทุกวนั 
และเม่ือส้ินสุดระยะเวลาในการทดลองจึงค านวณค่าเปอร์เซ็นตก์ารงอก (Germination percentage) 
ดงัน้ี  
  
 Germination rate (%)   =   Number of seeds germinated   x 100 
                     Total number of seeds 
 
 
 
 
 
 
 
  

1
0

5
4

5
6

1
7

4
1



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
4
0
4
2
5
6
3
 
1
2
:
5
2
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
5
0

 37 

 3.2.8.3  การปลูกขา้วในสภาวะโรงเรือน 
       3.2.8.3.1  การเตรียมตน้กลา้ขา้ว 
 น าเมลด็ขา้วท่ีผา่นการฆ่าเช้ือบนผิวเมลด็แลว้มาปลูกในถาดพลาสติกท่ีรองดว้ย
กระดาษช าระ ท าในสภาวะปลอดเช้ือ และทิ้งไว ้ท่ีอุณหภูมิหอ้งในท่ีมืดเป็นเวลา 3 วนั และอีก 4 วนั
ในท่ีมีแสง จึงคดัเลือกตน้ขา้วท่ีมีความแขง็แรงมาท าการตดัปลายรากดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือและแช่
ในสารละลายสปอร์แอคติโนมยัสีทไอโซเลต BBUU144, ไอโซเลต BBUU161 (104 CFU/ml),  
ไอโซเลต BBUU500 (103 CFU/ml)  และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 (106 CFU/ml) เป็นเวลา  
4 ชัว่โมง จากนั้นจึงยา้ยตน้ขา้วไปปลูกในดินภายใตส้ภาวะโรงเรือน 
 3.2.8.3.2  การเตรียมดิน 
 ชัง่ดิน 1 กิโลกรัมท่ีมีการเติมความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ 0, 75 และ 150 
มิลลิโมลาร์ ใส่ถุงพลาสติกแลว้น ามาน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
จ านวน 2 คร้ัง จากนั้นน าดินมาพกัใหเ้ยน็แลว้ใส่ดิน 10 กรัม ลงไป ในกระถางพลาสติกขนาด 5 x 5 
x 5 เซนติเมตร 
  3.2.8.3.3  การปลูกขา้วภายใตส้ภาวะโรงเรือน 
 การทดลองวิธีละ 4 ซ ้า ซ่ึงจะปลูกตน้ขา้วจ านวน 1 ตน้ต่อกระถาง (1 ซ ้าการ
ทดลองคือ 4 กระถาง) โดยมีชุดควบคือชุดท่ีตน้ขา้วท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือและแบ่งการการทดลอง
ออกเป็น 15 ชุดแสดงดงัตารางท่ี 3 
 
ตารางท่ี 3  การออกแบบการทดลองปลูกขา้วในสภาวะโรงเรือน 
 
ชุดท่ี แบคทีเรีย ความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์(มิลลิโมลาร์) 

1 ไม่ไดรั้บเช้ือ 0 

2 ไม่ไดรั้บเช้ือ 75 

3 ไม่ไดรั้บเช้ือ 150 

4 BBUU144  0 

5 BBUU144  75 

6 BBUU144  150 

7 BBUU161 0 

 

ชุดควบคุม 
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ตารางท่ี  3  (ต่อ) 
 
ชุดท่ี แบคทีเรีย ความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์(มิลลิโมลาร์) 

8 BBUU161 75 

9 BBUU161 150 

10 BBUU500 0 

11 BBUU500 75 

12 BBUU500 150 

13 P. putida ATCC 17484 0 

14 P. putida ATCC 17484 75 

15 P. putida ATCC 17484 150 

 
 โดยแต่ละชุดการทดลองถูกน ามาเก็บรักษาไวใ้นสภาวะโรงเรือนระยะเวลา 30 วนั 
รดน ้าวนัละ 1 คร้ังและเม่ือครบ 15 วนัจึงใส่ปุ๋ ย และเม่ือครบระยะเวลา 30 วนั จึงวดัความยาวราก 
ความยาวล าตน้ และชัง่น ้าหนกัสด น ้าหนกัแหง้ โดยการหาค่าน ้าหนกัแหง้จะน าตน้ขา้วไปอบท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั 
 
 3.2.9  การจัดจ าแนกแอคติโนมัยสีทในระดับสกลุ 
  3.2.9.1  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
 ศึกษารูปร่างลกัษณะโคโลนี สีของสปอร์ และรงควตัถุท่ีสร้างขึ้นบนอาหารแขง็ โดย
น าแอคติโนมยัสีทท่ีเจริญบนอาหารแขง็สูตร MS มาเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร YD, ISP2, ISP3, ISP4, 
ISP5, ISP6, ISP7 และ ISP9 ดว้ยวิธี วิธี Cross streak แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 21 วนั จึงตรวจสอบผลดว้ยวิธี Color Harmony Manual (Jacobson et al., 1958) ศึกษาเส้นใย 
และการสร้างสปอร์ โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ SEM {Jacobson, 1958 #122} 
 3.2.9.2  16S rRNA gene 
 สกดัจีโนมิคดีเอ็นเอ โดยใชชุ้ดส าเร็จ TIANamp Genomic DNA Kit (TIANGEN 
Biotech (Beijing) Co.,LTD., ประเทศจีน) น าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดไ้ปเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ โดยใช ้Primer 
1F และ 1530R (Kataoka et al., 1997) เพิ่มปริมาณยนี 16S rRNA ในหลอดทดลองดว้ยเคร่ือง PCR 
น าผลิตภณัฑ ์PCR ท่ีไดไ้ปตรวจสอบโดย Agarose gel electrophoresis และเตรียมผลิตภณัฑ ์PCR 
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ใหบ้ริสุทธ์ิ โดยใชชุ้ดส าเร็จ GeneJet™ PCR Purification Kit ส่งผลิตภณัฑ ์PCR ท่ีบริสุทธ์ิไป
วิเคราะห์ท่ีบริษทั First Base Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย แลว้น ามาเปรียบเทียบค่า
คลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทด ์ในฐานขอ้มูล EZbiocloud (https://www.ezbiocloud.net/identify)  
และวิเคราะห์สายวิวฒันาการในโปรแกรม MEGA7 โดยใช ้Maximum Parsimony, Maximum 
Likelihood และ Neighbour-Joining Method (Saitou & Nei, 1987) {Saitou, 1987 #81} 
 

 3.2.10  วิเคราะห์ผลทางสถิติ  
 วิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยน าขอ้มูลไปวิเคราะห์ผลทางสถิติในโปรแกรม Minitab (เวอร์
ชัน่ 18) ใชผ้ลการวิเคราะห์ ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของแต่ละชุดทดลองโดยใช ้Tukey 
Multiple ท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
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บทที ่4 
ผลและอภิปรายผลการวจิัย 

 
4.1  การท าให้บริสุทธ์ิ 
 ผลการน าแอคติโนมยัสีทจ านวนทั้งหมด 38 ไอโซเลตและแบคทีเรีย P. putida ATCC 
17484 มาท าใหบ้ริสุทธ์ิ เพื่อศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารแขง็สูตร MS และแบคทีเรีย 
 P. putida ATCC 17484 บนอาหารแขง็สูตร NA ดว้ยวิธีการ Cross streak จากนั้นตรวจสอบการเป็น
แบคทีเรียแอคติโนมยัสีทเบ้ืองตน้ดว้ยการยอ้มแกรมพบวา่ ไดแ้อคติโนมยัสีทเป็นโคโลนีเด่ียว และ
โคโลนีท่ีบริสุทธ์ิจ านวนทั้งหมด 35 ไอโซเลต ซ่ึงโคโลนีส่วนใหญ่มีการสร้างเส้นใยใตผ้ิวอาหาร
เป็นสีครีม เส้นใยเหนือผิวอาหารเป็นสีขาว สปอร์เป็นสีเทา และรงควตัถุเป็นสีชมพ ู(ตารางท่ี 4, 5 
และภาพภาคผนวก ข-1) โดยทุกไอโซเลตแสดงลกัษณะการเจริญเป็นโคโลนีเหมือนกบัแอคติโนมยั
สีทในสกุล Streptomyces ท่ีมีทั้งเส้นใยใตผิ้วอาหารและเส้นใยเหนือผิวอาหาร (ก่ิงจนัทน์ มะลิซอ้น, 
2555) เม่ือน าไอโซเลตท่ีบริสุทธ์ิมาตรวจสอบการเป็นแบคทีเรียแอคติโนมยัสีทเบ้ืองตน้ดว้ยการ
ยอ้มแกรมพบวา่ ติดสีม่วงของคริสตลัไวโอเลต ซ่ึงบ่งช้ีวา่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (นงลกัษณ์ 
สุวรรณพินิจ และปรีชา สุวรรณพินิจ, 2557) (ภาพภาคผนวก ข-2) และพบวา่มีจ านวน 3 ไอโซเลต
คือ BBUU905, BBUU908 และ BBUU909 ไม่สามารถเจริญเติบโตได ้ส่วนแบคทีเรีย P. putida 
ATCC 17484 เม่ือน ามาท าใหบ้ริสุทธ์ิบนอาหารแขง็สูตร NA พบวา่ โคโลนีมีลกัษณะเป็นสีครีม 
และไม่สร้างสปอร์ (ภาพท่ี 10) การยอ้มแกรมพบวา่ ติดสีแดงของซาฟรานินเหมือนแบคทีเรีย 
Escherichia coli ท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Lim et al., 2010) (ภาพท่ี 11) { 
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ตารางท่ี 4  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร MS อาย ุ7 วนั 

ตารางท่ี 4  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร MS 

ล าดบัท่ี ไอโซเลต 
ลกัษณะการเจริญบนอาหารแขง็สูตร MS 
เส้นใยใตผ้ิว
อาหาร 

เส้นใยเหนือผิว
อาหาร 

สปอร์ รงควตัถุ 

1 BBUU105 Cream White Gray Ultra pink 

2 BBUU112 Cream White Gray Ultra pink 

3 BBUU114 Cream White Gray Ultra pink 
4 BBUU118 Cream White Battleship gray Ultra pink 
5 BBUU134 Cream White Gray Ultra pink 
6 BBUU144 Cream White Gray Ultra pink 
7 BBUU145 Persian orange White Gray Ultra pink 
8 BBUU146 Cream White Gray - 
9 BBUU149 Cream White Gray - 
10 BBUU150 Cream White Taupe gray - 
11 BBUU151 Cream White Gray Ultra pink 
12 BBUU155/1 Chamoiess White White Taupe 
13 BBUU155/2 Chamoiess White White Taupe 
14 BBUU157 Cream White Gray Ultra pink 

15 BBUU160 Cream White Gray Ultra pink 

16 BBUU161 Cream White Gray Ultra pink 

17 BBUU162 Cream White Gray Ultra pink 

18 BBUU163 Cream White Gray Ultra pink 

19 BBUU164 Cream White Battleship gray Ultra pink 
20 BBUU165/1 Cream White Gray Ultra pink 
21 BBUU165/2 Cream White Gray Ultra pink 
22 BBUU166 Cream White Battleship gray Ultra pink 
23 BBUU168 Carrot orange White Gray Camel 
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ตารางท่ี 4  (ต่อ) 
 

ล าดบัท่ี ไอโซเลต  
ลกัษณะการเจริญบนอาหารแขง็สูตร MS 

เส้นใยใตผ้ิว
อาหาร 

เส้นใยเหนือผิว
อาหาร 

สปอร์ รงควตัถุ 

24 BBUU179 Cream White Battleship gray - 
25 BBUU180 Camel White Gray Ecru 
26 BBUU186 Cream White Cadet gray - 
27 BBUU187 Camel White Gray Ecru 
28 BBUU190 Cream White Gray Ecru 
29 BBUU192 Umber Taupe Umber - 
30 BBUU195 Cream White Gray Ecru 
31 BBUU500 Cream White White - 
32 BBUU903 Cream White Battleship gray - 
33 BBUU904 Cream White Taupe gray  - 
34 BBUU906 Cream White Gray Golden yellow 
35 BBUU907 Cream White Battleship gray - 

 
“หมายเหต”ุ  สัญลกัษณ์ (-) คือ ไม่สร้าง 
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ภาพท่ี 10  ลกัษณะการเจริญบนอาหารแขง็สูตร MS ของแอคติโนมยัสีทและแบคทีเรีย P. putida  

ATCC 17484 บนอาหารแขง็สูตร NA (ก) คือ ไอโซเลต BBUU144 (ข) คือ ไอโซเลต 
BBUU161 (ค) คือไอโซเลต BBUU500 และ (ง) คือ แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484  
 
 

ภาพท่ี 10  ลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียบนอาหารแขง็สูตร MS และ NA 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

1 mm 

1 mm 

1 mm 

1 mm 

ก

ข 

ค 

ง 

1
0

5
4

5
6

1
7

4
1



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
4
0
4
2
5
6
3
 
1
2
:
5
2
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
5
0

 44 

ตารางท่ี 5  ลกัษณะการเจริญและการสร้างสปอร์ของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร MS  
                  อาย ุ7วนั 
 
ล าดบัท่ี ไอโซเลต  การเจริญเติบโตบนอาหาร การสร้างสปอร์ 
1 BBUU105 ดีมาก ดีมาก 

2 BBUU112 ดีมาก ดีมาก 

3 BBUU114 ดีมาก ดีมาก 

4 BBUU118 ดีมาก ดีมาก 

5 BBUU134 ดีมาก ดีมาก 

6 BBUU144 ดีมาก ดีมาก 

7 BBUU145 ปานกลาง ดี 
8 BBUU146 ดีมาก ดีมาก 

9 BBUU149 ดีมาก ปานกลาง 
10 BBUU150 ดีมาก ดีมาก 

11 BBUU151 ดีมาก ดีมาก 

12 BBUU155/1 ปานกลาง ดี 
13 BBUU155/2 ดีมาก ดีมาก 

14 BBUU157 ดีมาก ดีมาก 

15 BBUU160 ดีมาก ดีมาก 

16 BBUU161 ดีมาก ดีมาก 

17 BBUU162 ดีมาก ดีมาก 

18 BBUU163 ดีมาก ดีมาก 

19 BBUU164 ดีมาก ดีมาก 

20 BBUU165/1 ดีมาก ดีมาก 

21 BBUU165/2 ปานกลาง ดี 
22 BBUU166 ดีมาก ดีมาก 

23 BBUU168 ดี ดี 

24 BBUU179 ดีมาก ดีมาก 

ตารางท่ี 5  ลกัษณะการเจริญและการสร้างสปอร์ของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร MS   
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ตารางท่ี 5  (ต่อ) 
 
ล าดบัท่ี ไอโซเลต  การเจริญเติบโตบนอาหาร การสร้างสปอร์ 

25 BBUU180 ดีมาก ดีมาก 

26 BBUU186 ดีมาก ดี 

27 BBUU187 ปานกลาง ดี 

28 BBUU190 ดี ดี 

29 BBUU192 ดีมาก นอ้ย 

30 BBUU195 ดีมาก ดีมาก 

31 BBUU500 ดีมาก ดีมาก 

32 BBUU903 ดีมาก ดีมาก 

33 BBUU904 ดีมาก ดีมาก 

34 BBUU906 ดีมาก ดีมาก 

35 BBUU907 ดีมาก ดีมาก 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11  การยอ้มแกรมแบคทีเรียแกรมบวก (ก) คือ ไอโซเลต BBUU168 (ข) คือ ไอโซเลต 

BBUU500 (ค) คือ ไอโซเลต BBUU907 และ (ง) คือ E. coli แบคทีเรียแกรมลบ 
ภาพท่ี 11  การยอ้มแกรมแบคทีเรีย 
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4.2  ผลการคัดเลอืกแอคติโนมัยสีทที่สร้างฮอร์โมนพชื IAA 
 ผลการตรวจสอบการเจริญเติบโต โดยคดัเลือกแอคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีสามารถ
เจริญเติบโตไดบ้นอาหารแขง็สูตร YD พบวา่ แอคติโนมยัสีทจ านวนทั้งหมด 35 ไอโซเลตสามารถ
เจริญเติบโตไดดี้บนอาหารแขง็สูตร YD ส่วนใหญ่มีการสร้างเส้นใยใตผ้ิวอาหารเป็นสีครีม (Cream) 
เส้นใยเหนือผิวอาหารเป็นสีขาว สปอร์เป็นสีเทา และไม่สร้างรงควตัถุ (ตารางท่ี 6, 7 และภาพ
ภาคผนวก ค-1)  
 ผลการตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ในอาหารเหลวสูตร YD ท่ีมี Tryptophan 
0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ดว้ยสารละลาย Salkowsky’ 
reagent ตามวิธีของ Ahmad et al. (2008) พบวา่ สามารถสร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดจ้ านวน 27  
ไอโซเลต ความเขม้ขน้IAAอยูใ่นช่วง 1.36 ถึง 15.71 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และพบวา่แอคติโนมยั
สีทท่ีมีความเขม้ขน้ IAA มากกวา่หรือเท่ากบั 7.00 (+++) ไดแ้ก่ ไอโซเลต BBUU144 สร้างฮอร์โมน
พืช IAA ไดสู้งสุดคือ 15.71 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และไอโซเลต BBUU149 คือ 9.21 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ความเขม้ขน้ IAA อยูใ่นช่วง 4.00-6.00 (++) จ านวน 10 ไอโซเลตไดแ้ก่ BBUU145, 
BBUU150, BBUU162, BBUU164, BBUU165/1, BBUU180, BBUU187, BBUU500, BBUU903 
และ BBUU907 ความเขม้ขน้ IAA อยูใ่นช่วง 1.00-3.00 (+) จ านวน 15 ไอโซเลตไดแ้ก่ BBUU112, 
BBUU114, BBUU118, BBUU134, BBUU151, BBUU160, BBUU161, BBUU163, BBUU165/2, 
BBUU166, BBUU186, BBUU190, BBUU192, BBUU904 และ BBUU906 โดยพบวา่สามารถ
สร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดสู้งกวา่แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484  ท่ีสร้างฮอร์โมนพืช IAA ได้
เพียง 1.07 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Gopalakrishnan et al. (2014) พบวา่
แอคติโนมยัสีทไอโซเลต CAI-85 คดัแยกไดจ้ากปุ๋ ยหมกัมูลไส้เดือน (Eisenia foetida) บริเวณรอบ
รากพืช (Pongamia pinnata) สร้างฮอร์โมน IAA ไดสู้งถึง 43.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เช่นเดียวกบั 
Streptomyces sp. PT2 คดัแยกไดจ้ากส่วนรากของ Panicum turgidum สร้างฮอร์โมนพืช IAA ได ้
127 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ Streptomyces ramulosus EUSKR2S82 สร้างฮอร์โมนพืช IAA ได ้
28.03 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Goudjal et al., 2014; Himaman et al., 2016) ในขณะท่ีแบคทีเรีย  
P. putida FA-56 และ P.  putida FA-8 สร้างฮอร์โมนพืช IAA ได ้23.02 และ13.92 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรตามล าดบั (Hernández-Montie et al., 2017) และ P.  putida Ws3 สร้างฮอร์โมนพืช IAA 
ได ้4.83 มิลลิกรัมต่อลิตร (Marzban et al., 2016) อยา่งไรก็ตามการตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพืช 
IAA ดว้ยวิธี Colorimetric Analysis เป็นเพียงการตรวจสอบเบ้ืองตน้เท่านั้น มีรายงานวิจยัของ 
Bharucha et al. (2013) พบวา่แบคทีเรีย P. putida UB1 สร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดสู้งสุดคือ 591.80 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จึงยนืยนัผลการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ดว้ยวิธีการสกดั IAA และ Thin-layer 
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chromatography (TLC) พบว่า จุดสีชมพท่ีูแยกออกมามีค่า Rf สอดคลอ้งกบั IAA มาตรฐานท่ีมีค่า 
Rf เดียวกนัคือ 0.36 และแอคติโนมยัสีท Streptomyces ASU14 สร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดสู้งสุด 
2,256 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า Rf  คือ 0.90 (Abd-Alla et al., 2013) จากการตรวจสอบการสร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA ยงัพบวา่มีแอคติโนมยัสีทจ านวน 8 ไอโซเลตไม่สร้างฮอร์โมนพืช IAA คือ 
BBUU105, BBUU146, BBUU155/1, BBUU155/2, BBUU157, BBUU168, BBUU179 และ 
BBUU195 (ตารางท่ี 8) ดงันั้นจึงคดัเลือกแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือนจ านวน 30 
ไอโซเลตท่ีสามารถสร้างและไม่สร้างฮอร์โมนพืช IAA ได ้และคดัแยกไดจ้ากรากผกับุง้ทะเลคือ 
ไอโซเลต BBUU500 สามารถสร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดสู้งสุด และแบคทีเรีย P. putida ATCC 
17484 ไปท าการตรวจสอบการมียนี acdS ในขั้นตอนต่อไป 
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ภาพท่ี 12  ลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียบนอาหารแขง็สูตร YD บ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส 
                 เป็นเวลา 7 วนั (ก) คือไอโซเลต BBUU144 (ข) คือไอโซเลต BBUU161 (ค) คือ 
                 ไอโซเลต BBUU500 และ (ง) คือ แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 
 

ภาพท่ี 12  ลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียบนอาหารแขง็สูตร YD  
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ตารางท่ี 6  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร YD อาย ุ7 วนั 
ตารางท่ี 6  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร YD 

ล าดบัท่ี ไอโซเลต  
ลกัษณะการเจริญบนอาหารแขง็สูตร YD 
เส้นใยใตผ้ิว
อาหาร 

เส้นใยเหนือผิว
อาหาร 

สปอร์ รงควตัถุ 

1 BBUU105 Cream White Gray - 
2 BBUU112 Cream White Gray - 
3 BBUU114 Cream White Gray - 
4 BBUU118 Cream White Gray - 
5 BBUU134 Cream White Battleship gray - 
6 BBUU144 Cream White Gray Ultra pink 
7 BBUU 145 Cream White Taupe gray - 
8 BBUU146 Cream White Gray - 
9 BBUU149 Vanilla Army green White - 
10 BBUU150 Cream White Gray - 
11 BBUU151 Cream White Taupe gray - 
12 BBUU155/1 Camel White Gray - 
13 BBUU155/2 Camel White Taupe gray - 
14 BBUU157 Cream White Gray - 
15 BBUU160 Cream White Gray - 
16 BBUU161 Cream White Gray Ultra pink 

17 BBUU162 Cream White Gray - 
18 BBUU163 Cream White Gray - 
19 BBUU164 Cream White Battleship gray - 
20 BBUU165/1 Cream White Battleship gray - 
21 BBUU165/2 Cream White Gray - 
22 BBUU166 Camel White Taupe gray - 
23 BBUU168 Cream White Gray - 
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ตารางท่ี 6  (ต่อ) 
 

ล าดบัท่ี ไอโซเลต  
ลกัษณะการเจริญบนอาหารแขง็สูตร YD 

เส้นใยใตผ้ิว
อาหาร 

เส้นใยเหนือผิว
อาหาร 

สปอร์ รงควตัถุ 

24 BBUU 179 Cream White Cadet gray - 
25 BBUU180 Cream White Taupe gray - 
26 BBUU186 Camel White Gray - 
27 BBUU187 Camel White Gray - 
28 BBUU190 Camel White Gray - 
29 BBUU192 Chamoisee Umber Umber - 
30 BBUU195 Eggshell White Battleship gray - 
31 BBUU500 Cream White White - 
32 BBUU903 Cream White Battleship gray Olive 

33 BBUU904 Cream White Taupe gray - 

34 BBUU906 Cream White Gray Ecru 

35 BBUU907 Cream White Battleship gray - 

 
 “หมายเหต”ุ  1.  ล าดบัท่ี 1 ถึง 30 คดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือนและล าดบัท่ี 31 ถึง 35 คดัแยกไดร้าก  
            ผกับุง้ทะเล  
   2.  สัญลกัษณ์ (-) คือ ไม่สร้าง 
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ตารางท่ี 7  ลกัษณะการเจริญและการสร้างสปอร์ของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร YD      
                  อาย ุ7 วนั 
 

ล าดบัท่ี ไอโซเลต  การเจริญเติบโตบน
อาหาร 

การสร้างสปอร์ 

1 BBUU105 ดีมาก ดีมาก 

2 BBUU112 ดีมาก นอ้ยมาก 

3 BBUU114 ดีมาก ดีมาก 

4 BBUU118 ดีมาก ดีมาก 

5 BBUU134 ดีมาก ดีมาก 

6 BBUU144 ดีมาก ดีมาก 

7 BBUU145 ดีมาก ดีมาก 

8 BBUU146 ดีมาก นอ้ยมาก 

9 BBUU149 ดีมาก นอ้ย 

10 BBUU150 ดีมาก ปานกลาง 

11 BBUU151 ดีมาก ดี 

12 BBUU155/1 ดีมาก นอ้ย 

13 BBUU155/2 ดีมาก ปานกลาง 

14 BBUU157 ดีมาก ดีมาก 

15 BBUU160 ดีมาก นอ้ย 

16 BBUU161 ดีมาก ดีมาก 

17 BBUU162 ดีมาก นอ้ย 

18 BBUU163 ดีมาก ดี 

19 BBUU164 ดีมาก ปานกลาง 

20 BBUU165/1 ดีมาก ปานกลาง 

21 BBUU165/2 ดีมาก ปานกลาง 

22 BBUU166 ดีมาก ดี 

23 BBUU168 ดีมาก ปานกลาง 

ตารางท่ี 7   ลกัษณะการเจริญและการสร้างสปอร์ของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร YD  
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ตารางท่ี 7  (ต่อ) 
 
ล าดบัท่ี ไอโซเลต การเจริญเติบโตบน

อาหาร 
การสร้างสปอร์ 

24 BBUU179 ดีมาก ดีมาก 

25 BBUU180 ดีมาก ดีมาก 

26 BBUU186 ดีมาก นอ้ยมาก 

27 BBUU187 ดี ปานกลาง 

28 BBUU190 ดีมาก ดี 

29 BBUU192 ดีมาก ปานกลาง 

30 BBUU195 ดีมาก นอ้ย 

31 BBUU500 ดีมาก นอ้ยมาก 

32 BBUU903 ดีมาก ดี 

33 BBUU904 ดีมาก ดี 

34 BBUU906 ดีมาก ดี 

35 BBUU907 ดีมาก ดี 
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ตารางท่ี 8  ความสามารถในการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ของแอคติโนมยัสีท 
การสร้างฮอร์โมนพืช  
ล าดบัท่ี ไอโซเลต  ความเขม้ขน้ IAA (µg/ml) การสร้าง IAA 
1 BBUU105 - - 
2 BBUU112 2.52±0.00 + 
3 BBUU114 3.62±0.00  + 
4 BBUU118 3.06±0.00 + 
5 BBUU134 3.62±0.00 + 
6 BBUU144 15.71±0.01 +++ 
7 BBUU145 4.12±0.01 ++ 
8 BBUU146 - - 
9 BBUU149 9.21±0.00 +++ 
10 BBUU150 4.01±0.00 ++ 
11 BBUU151 2.31±0.04 + 
12 BBUU155/1 - - 
13 BBUU155/2 - - 
14 BBUU157 - - 
15 BBUU160 1.81±0.08 + 
16 BBUU161 3.09±0.00 + 
17 BBUU162 4.01±0.00 ++ 
18 BBUU163 1.65±0.00 + 
19 BBUU164 4.41±0.00 ++ 
20 BBUU165/1 4.77±0.00 ++ 
21 BBUU165/2 2.23±0.00 + 
22 BBUU166 3.00±0.01 + 
23 BBUU168 - - 
24 BBUU179 - - 
25 BBUU180 4.19±0.00 ++ 
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ตารางท่ี 8  (ต่อ) 
 
ล าดบัท่ี ไอโซเลต  ความเขม้ขน้ IAA (µg/ml) การสร้าง IAA 
26 BBUU186 3.56±0.00 + 
27 BBUU187 4.17±0.00 ++ 
28 BBUU190 3.32±0.00 + 
29 BBUU192 3.05±0.00 + 
30 BBUU195 - - 
31 BBUU500 6.27±0.00 ++ 
32 BBUU903 5.09±0.00 ++ 
33 BBUU904 1.36±0.00 + 
34 BBUU906 1.74±0.00 + 
35 BBUU907 5.48±0.00 ++ 

 
“หมายเหต”ุ  1.  ความเขม้ขน้ IAA (µg/ml) (+++) คือ ≥ 7.00, (++) คือ 4.00-6.00, (+) คือ 1.00-              
           3.00 และ (-) คือ ไม่สร้างฮอร์โมนพืช IAA และ µg/ml คือ หน่วยไมโครกรัมต่อ              
                           มิลลิลิตร 
      2.  ล าดบัท่ี 1 ถึง 30 คดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือนและล าดบัท่ี 31 ถึง 35 คดัแยกไดร้าก              
           ผกับุง้ทะเล 
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4.3  ผลคัดเลอืกแอคติโนมัยสีทที่มียีน acdS 
ผลการสกดัจีโนมิคดีเอน็เอดว้ยชุดสกดัดีเอ็นเอส าเร็จรูป TIANamp Genomic DNA Kit 

โดยน าแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือนจ านวน 30 ไอโซเลตไดแ้ก่ BBUU105, 
BBUU112, BBUU114, BBUU118, BBUU134, BBUU144, BBUU145, BBUU146, BBUU149, 
BBUU150, BBUU151, BBUU155/1, BBUU155/2, BBUU157, BBUU160, BBUU161, 
BBUU162, BBUU163, BBUU164, BBUU165/1, BBUU165/2, BBUU166, BBUU168, 
BBUU179, BBUU180, BBUU186, BBUU187, BBUU190, BBUU192 และ BBUU195 คดัแยกได้
จากรากผกับุง้ทะเลไดแ้ก่ ไอโซเลต BBUU500 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 พบวา่
สามารถสกดัจีโนมิคดีเอ็นเอไดบ้ริสุทธ์ิ เม่ือตรวจสอบดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลก็โตโฟรีซีส (ภาพท่ี 
13) ก่อนจะท าการเพิ่มปริมาณยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์  

 
            1          2         3         4         5 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 13  ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส  
 ช่องท่ี 1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Ladder 
 ช่องท่ี 2 คือ ดีเอ็นเอของไอโซเลต BBUU105 
                 ช่องท่ี 3 คือ ดีเอน็เอของไอโซเลต BBUU114 
 ช่องท่ี 4 คือ ดีเอ็นเอของไอโซเลต BBUU118 
 ช่องท่ี 5 คือ ดีเอ็นเอของไอโซเลต BBUU144 
 

3,000 bp 
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 ผลการสกดัดีเอ็นเอท่ีไดถู้กน ามาเพิ่มปริมาณช้ินยนี acdS  โดยใชชุ้ด Degenerate primer 
ATT082F และ ATT082R ซ่ึงออกแบบโดย Indananda (2013) พบวา่ แอคติโนมยัสีทจ านวน 10  
ไอโซเลตคือ BBUU105, BBUU114, BBUU118, BBUU134, BBUU144, BBUU145, BBUU157, 
BBUU168, BBUU179 และ BBUU187 สามารถเพิ่มปริมาณไดแ้ละเป็นแถบเดียวท่ีมีขนาดประมาณ 
600 นิวคลีโอไทด ์(ภาพท่ี 14) และเม่ือน าผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของทั้ง 10 ไอโซเลตน้ีหาล าดบั 
นิวคลีโอไทดพ์บวา่ หาล าดบันิวคลีโอไทดไ์ดข้นาดระหวา่ง 618-664 นิวคลีโอไทด ์เม่ือน าล าดบั 
นิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ปเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล GenBank พบวา่มีค่าความคลา้ยคลึง 
93-99% กบัเอนไซม ์ACCD ท่ีพบในแอคติโนมยัสีทสกุล Streptomyces (ตารางท่ี 9 และภาพ
ภาคผนวก ง-3) แลว้เม่ือน าล าดบักรดอะมิโนของแอคติโนมยัสีทไอโซเลต BBUU114, BBUU157, 
BBUU168, BBUU179 และ BBUU187 ไปสร้างผงัแสดงความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการเพื่อเป็นการ
ยนืยนัผลการจดัจ าแนกดว้ยยีน acdS  ยงัพบวา่มีความใกลชิ้ดกบัแบคทีเรียในสกุล Streptomyces 
และยงัมีความสัมพนัธ์กบั Pseudomonas fluorescens F113 และ P. putida UW4 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ี
ไดรั้บการยอมรับวา่ มียนี acdS (Shah et al., 1998; Hontzeas et al., 2004; Govindasamy et al., 
2008) และจากผงัแสดงความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการจะสังเกตไดว้า่มีเช้ือรา Fusarium solani เป็น
ตวัแสดงความแตกต่างท่ีอยูน่อกกลุ่มอยา่งชดัเจน (ภาพท่ี 15) จากผลน้ีจึงคดัเลือกไอโซเลต 
BBUU144 ท่ีมีคุณสมบติัมีการเพิ่มปริมาณช้ินยนี acdS  และไม่มีการเพิ่มปริมาณช้ินยนี acdS ไดแ้ก่ 
BBUU161, BBUU500 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 ไปตรวจสอบการสร้างเอนไซม ์
ACCD ในอาหารท่ีมี ACC เป็นแหล่งไนโตรเจนเพียงแหล่งเดียว 
{Shah, 1998 #339} 
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              1         2      3        4       5 

 
ภาพท่ี 14  ผลการตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของยนี acdS 
ภาพท่ี 14  ผลการตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของยนี acdS 
 ช่องท่ี 1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Ladder 
 ช่องท่ี 2 คือ ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของไอโซเลต BBUU105 
 ช่องท่ี 3 คือ ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของไอโซเลต BBUU114  
 ช่องท่ี 4 คือ ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของไอโซเลต BBUU118 
 ช่องท่ี 5 คือ ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของไอโซเลต BBUU134  ผล 
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ภาพ 

 
ภาพท่ี 15  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ยนี acdS ของแอคติโนมยัสีท โดยใช ้Neighbor-Joining   
                 method สัญลกัษณ์ • หมายถึง ต าแหน่งซ ้ากบั Maximum Likelihood method และ            
                 Maximum Parsimony method  
ภาพท่ี 15  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ยนี acdS  

 Streptomyces tricolor 
 Streptomyces reticuli 
 Streptomyces rochei 

 Streptomyces coelicoflavus 
 Streptomyces diastaticus 

 Streptomyces luteus 
 Streptomyces davaonensis 

 Streptomyces pactum 
 Streptomyces phyllanthi 
 Streptomyces olivochromogenes 

 Streptomyces spongiae 
 Streptomyces viridosporus 

 Streptomyces violaceoruber 
 Streptomyces cellulosae 
 Streptomyces lincolnensis 

 Streptomyces mirabilis 
 Streptomyces griseorubiginosus 
 BBUU168 

 Streptomyces ipomoeae 
 Streptomyces bobili 

 Streptomyces nigra 
 Streptomyces africanus 
 Streptomyces afghaniensis 

 Streptomyces olindensis 
 Streptomyces iakyrus 
 Streptomyces swartbergensis 

 Pseudomonas fluorescens F113 
 Pseudomonas putida UW4 

 BBUU144 
 BBUU157 

 BBUU179 
 BBUU187 
 Fusarium solani 
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4.4  ผลตรวจสอบการสร้างเอนไซม์ ACCD 
 ผลการคดัเลือกอาหารท่ีเช้ือแบคทีเรียเจริญเติบโตไดดี้ โดยน าแอคติโนมยัสีทท่ีคดัเลือก
ไดค้ือมีการเพิ่มปริมาณยนี acdS ไดค้ือไอโซเลต BBUU144 และไม่มีการเพิ่มปริมาณยีน acdS คือ 
ไอโซเลต BBUU161, ไอโซเลต BBUU500 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 มาเล้ียงใน
อาหารเหลวสูตร YD จากนั้นน ามาเล้ียงต่อในอาหารแขง็สูตร YD, ISP2, ISP3, ISP4 และ ISP5 
ระยะเวลา 7 วนัพบวา่แสดงผลในตารางท่ี 10 และ 11 โดยไอโซเลต BBUU144, BBUU161, 
BBUU500 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 สามารถเจริญไดดี้มากในอาหารแขง็สูตร YD, 
ISP3 และ ISP5 แอคติโนมยัสีททั้ง 3 ไอโซเลตมีการสร้างสปอร์ไดดี้มากในอาหารแขง็สูตร ISP3 
แต่ในอาหารแขง็สูตร YD พบวา่มีเพียงไอโซเลต BBUU144 และ BBUU161 สร้างสปอร์ไดดี้มาก
ส่วนไอโซเลต BBUU500 สร้างสปอร์ไดน้อ้ยมาก (ภาพท่ี 16) นอกจากน้ียงัพบวา่ แอคติโนมยัสีท
ทั้ง 3 ไอโซเลตสร้างสปอร์ไดน้อ้ยมากในอาหารแขง็สูตร ISP5 ในขณะท่ีแบคทีเรีย P. putida ATCC 
17484 ไม่สามารถสร้างสปอร์ไดใ้นทุกสูตรอาหาร (ภาพภาคผนวก ง-4) ดงันั้นจึงเลือกเช้ือแบคทีเรีย
ท่ีเจริญบนอาหารแขง็สูตร YD เป็นระยะเวลา 7 วนัไปท าการทดลองต่อไป 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี  16  ลกัษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียบนอาหารแขง็สูตร YD บ่มท่ีอุณหภูมิ 29  
                  องศาเซลเซียส อาย ุ7 วนั (ก) คือ ไอโซเลต BBUU144 (ข) คือ ไอโซเลต BBUU161 
                  (ค) คือ ไอโซเลต BBUU500 และ (ง) คือ แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 
ภาพท่ี 16  ลกัษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียบนอาหารแขง็สูตร YD 
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ตารางท่ี 10  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตรต่าง ๆ อาย ุ7 วนั 
ตารางท่ี 10  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร ๆ 

แบคทีเรีย อาหารสูตร 
ลกัษณะสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตรต่าง  ๆ 
เส้นใยใตผ้ิว
อาหาร 

เส้นใยเหนือผิว
อาหาร 

สปอร์ รงควตัถุ 

BBUU144 

YD Cream White Gray Ultra pink 
ISP2 Vanilla White Gray Ultra pink 
ISP3 Cream White Gray Ultra pink 
ISP4 Cream White Gray Deep pink 
ISP5 Isabelline White Gray Deep pink 

BBUU161 

YD Cream White Gray Ultra pink 
ISP2 Vanilla White Gray Ultra pink 
ISP3 Cream White Gray Ultra pink 
ISP4 Cream White Gray Deep pink 
ISP5 Isabelline White Gray Deep pink 

BBUU500 

YD Cream White White - 
ISP2 Cream White White - 
ISP3 Cream White White - 
ISP4 Eggshell White White - 
ISP5 Cream White White - 

 
“หมายเหต”ุ  สัญลกัษณ์ (-) คือ ไม่สร้าง 
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ตารางท่ี 11  ลกัษณะการเจริญและการสร้างสปอร์ของแบคทีเรียบนอาหารแขง็สูตรต่าง ๆ อาย ุ7 วนั      
 

แบคทีเรีย อาหารสูตร 
การเจริญเติบโตบน
อาหาร 

การสร้างสปอร์ 

BBUU144 

YD ดีมาก ดีมาก 

ISP2 ดีมาก ดีมาก 

ISP3 ดีมาก ดีมาก 

ISP4 ดีมาก ปานกลาง 

ISP5 ดีมาก นอ้ยมาก 

BBUU161 

YD ดีมาก ดีมาก 

ISP2 ดีมาก ดีมาก 

ISP3 ดีมาก ดีมาก 

ISP4 ดีมาก ปานกลาง 

ISP5 ดีมาก นอ้ยมาก 

BBUU500 

YD ดีมาก นอ้ยมาก 
ISP2 ดี นอ้ย 
ISP3 ดีมาก ดีมาก 

ISP4 ดีมาก นอ้ย 

ISP5 ดีมาก นอ้ยมาก 

P. putida ATCC 
17484 

YD ดีมาก - 

ISP2 ปานกลาง - 
ISP3 ดีมาก - 

ISP4 นอ้ย - 

ISP5 ดีมาก - 

 
“หมายเหต”ุ  สัญลกัษณ์ (-) คือ ไม่สร้าง 
ตารางท่ี 11  ลกัษณะการเจริญและการสร้างสปอร์ของแบคทีเรียบนอาหารแขง็สูตรต่าง ๆ 
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 ผลการตรวจสอบการสร้างเอนไซม ์ACCD ในอาหารแขง็และอาหารเหลวท่ีมี ACC เป็น
แหล่งไนโตรเจนเพียงแหล่งเดียว โดยการน าแอคติโนมยัสีททั้งหมด 3 ไอโซเลตคือ BBUU144, 
BBUU161, BBUU500 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 มาเล้ียงในอาหารท่ีใชต้รวจสอบการ
สร้างเอนไซม ์ACCD พบวา่ แอคติโนมยัสีททั้งหมด 3 ไอโซเลตและแบคทีเรีย P. putida ATCC 
17484 สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารแขง็ Minimal medium (MM) (Hopwood, 1967) อาหาร 
MM ท่ีเติม 0.1% (NH4)2SO4 (ชุดควบคุม) และอาหาร MM ท่ีเติม ACC 0.3 มิลลิโมลาร์ (ภาพท่ี 17) 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ El-Tarabily (2008) พบวา่แอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกจากดินบริเวณรอบ
รากตน้มะเขือเทศจ านวน 17 ไอโซเลตสามารถเจริญเติบโตและสร้างสปอร์บนอาหารแขง็ DF ท่ีเติม 
(NH4)2SO4 และ DF ท่ีเติม ACC 3 มิลลิโมลาร์ เช่นเดียวกบัแบคทีเรีย P. putida PCI2 มีการเจริญได้
ดีในอาหารท่ีมี ACC ซ่ึงเป็นแหล่งไนโตเจนเพียงแหล่งเดียว เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารท่ีไม่มี ACC 
พบวา่ P. putida PCI2 ไม่สามารถเจริญเติบโตได ้(Pastor et al., 2016) ซ่ึงการตรวจสอบการสร้าง
เอนไซม ์ACCD บนอาหารแขง็ไม่สามารถบอกไดแ้น่ชดัว่าแบคทีเรียสร้างเอนไซม ์ACCD ไดจ้ริง
หรือไม่ จึงท าการตรวจสอบในอาหารเหลวท่ีมี ACC ซ่ึงเป็นแหล่งไนโตเจนเพียงแหล่งเดียว โดย
การหาน ้าหนกัแหง้พบวา่ แอคติโนมยัสีททั้งหมด 3 ไอโซเลตมีการเจริญในอาหาร 3 ชนิดไม่
แตกต่างกนั และมีความสามารถในการเจริญไดดี้กวา่แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 (ตารางท่ี 12 
และภาพท่ี 18) แอคติโนมยัสีทสามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดในอาหาร MM และอาหาร MM ท่ีเติม ACC 
0.3 มิลลิโมลาร์ แต่ในอาหาร MM ท่ีเติม 0.1% (NH4)2SO4 มีการเจริญไดน้อ้ย (ตารางภาคผนวก ง-1 
และภาพภาคผนวก ง-5) ซ่ึงการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในอาหารเหลว MM ท่ีเติม ACC 0.3  
มิลลิโมลาร์ จะตอ้งมีการเจริญเติบโตสูงกวา่ในอาหารเหลว MM ดงันั้นจึงตอ้งเล้ียงแบคทีเรียไวใ้น
อาหารเหลวทั้ง 3 ชนิดระยะเวลานานมากกวา่ 1 เดือน จากผลการตรวจสอบการสร้างเอนไซม ์
ACCD แสดงใหเ้ห็นวา่ แอคติโนมยัสีทไอโซเลต BBUU144, BBUU161, BBUU500 และแบคทีเรีย 
P. putida ATCC 17484 สามารถเปล่ียน ACC โดยใชเ้อนไซม ์ACCD ใหเ้ป็นแอมโมเนียและ 
Ketobutyrate สามารถน าไปใชเ้พื่อด ารงชีวิตและเจริญได ้(ภาพท่ี 19) ดงันั้นจึงน าแอคติโนมยัสีท
ทั้งหมด 3 ไอโซเลตและแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 ไปตรวจสอบกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์
ACCD ต่อไป 
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          1                        2                        3                             1                        2                        3 

       
                                   (ก)                  (ข)  
 
         1                        2                        3                             1                        2                        3 

       
                 (ค)                    (ง) 
ภาพท่ี 17  การตรวจสอบการสร้างเอนไซม ์ACCD ของแบคทีเรียบนอาหารแขง็ MM 
ภาพท่ี 17  การตรวจสอบการสร้างเอนไซม ์ACCD ของแบคทีเรียบนอาหารแขง็ MM  
 (ก) ไอโซเลต BBUU144  
 (ข) ไอโซเลต BBUU161 
 (ค) ไอโซเลต BBUU500 
 (ง) แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 
 1  คือ อาหาร MM 
 2  คือ อาหาร MM ท่ีเติม 0.1% (NH4)2SO4 
 3  คือ อาหาร MM ท่ีเติม ACC 0.3 มิลลิโมลาร์  
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ตารางท่ี 12  การเจริญของแบคทีเรียในอาหารเหลว Minimal medium ทั้ง 3 ชนิดระยะเวลา           
                    30 วนั โดยการหาน ้าหนกัแหง้ (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 

แบคทีเรีย 

การเจริญเติบโตในอาหารเหลว MM  

อาหาร MM 
อาหาร MM ท่ีเติม 

0.1% (NH4)2SO4 

อาหาร MM ท่ีเติม 

ACC 0.3 มิลลิโมลาร์ 

BBUU144 8.775±0.544a 2.850±1.266bc 9.325±0.759a 

BBUU161 8.400±1.203a 2.500±1.214bc 8.000±1.122a 

BBUU500 8.575±0.427a 3.025±1.372bc 8.875±2.175a 

P. putida ATCC 17484 5.400±3.488ab 1.275±0.568c 6.175±2.326ab 

 
“หมายเหต”ุ  อกัษรต่างกนัแสดงวา่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 18  การเจริญของแบคทีเรียในอาหารเหลว Minimal medium ทั้ง 3 ชนิด 
ภาพท่ี 18  การเจริญของแบคทีเรียในอาหารเหลว Minimal medium ทั้ง 3 ชนิด 
ตารางท่ี 12  การเจริญของแบคทีเรียในอาหารเหลว Minimal medium ทั้ง 3 ชนิด 
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            1                  2                   3                                   1                   2                  3 

             
                                (ก)                 (ข)  
 
           1                  2                   3                                   1                   2                  3 

             
                                 (ค)                                (ง)  
ภาพท่ี 19  การตรวจสอบการสร้างเอนไซม ์ACCD ของแบคทีเรียในอาหารเหลว MM 
ภาพท่ี 19  การตรวจสอบการสร้างเอนไซม ์ACCD ของแบคทีเรียในอาหารเหลว MM  
 (ก) ไอโซเลต BBUU144  
 (ข) โซเลต BBUU161 
 (ค) ไอโซเลต BBUU500 
 (ง) แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 
 1  คือ อาหาร MM 
   2  คือ อาหาร MM ท่ีเติม 0.1% (NH4)2SO4 
 3  คือ อาหาร MM ท่ีเติม ACC 0.3 มิลลิโมลาร์ 
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ผลการตรวจสอบกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD ในอาหารเหลว MM ท่ีเติม ACC 0.3 
มิลลิโมลาร์ ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมงพบวา่ ไอโซเลต BBUU144, ไอโซเลต BBUU500 และ
แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 มีกิจกรมมการสร้างเอนไซม ์ACCD ซ่ึงไอโซเลต BBUU144 มี
กิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD ไดดี้ท่ีสุดคือ 103.000, 220.100 และ 407.500 nmol α-keto mg 
protein-1 h-1 ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมงตามล าดบั และมีกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD 
ไดดี้กวา่ไอโซเลต BBUU500 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 ในขณะท่ีไอโซเลต BBUU161
ไม่พบกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD (ตารางท่ี 13) ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Qin et al. 
(2015) รายงานวา่ แอคติโนมยัสีทคดัแยกไดจ้ากตน้สบู่ด า (Jatropha curcas L.) ทั้งหมด 19 
ไอโซเลตอยูใ่นสกุล Streptomyces, Nonomuraea, Micrococcus และ Kibdelosporangium สร้าง
เอนไซม ์ACCD ได ้3.86 ถึง 75.82 µmol mg-1h-1 แบคทีเรีย  P. putida 4, P. putida 11, P. putida 
108 และ P. putida 159 สร้างเอนไซม ์ACCD ได ้2.305, 2.409, 5.030 และ2.981 µM α-
ketobutyrate mg protein-1h-1 ตามล าดบั (Jalili et al., 2009) และ P. putida สร้างเอนไซม ์ACCD ได ้
186 nmol/h (Ullah & Bano, 2019) นอกจากน้ียงัพบวา่ เม่ือระยะเวลาเพิ่มขึ้นท่ีระยะเวลา 72 ชัว่โมง 
กิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD  ของไอโซเลต BBUU144 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 
จะเพิ่มขึ้น แต่ไอโซเลต BBUU500 พบวา่เม่ือระยะเวลาเพิ่มขึ้นกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD 
จะลดลงท่ีระยะเวลา 72 ชัว่โมง (ภาพท่ี 20 และภาพภาคผนวก ง-6){ 
 
ตารางท่ี 13  การตรวจสอบกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD  
 

แบคทีเรีย 
กิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD (nmol α-keto mg protein-1 h-1) 
24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 72 ชัว่โมง 

BBUU144 103.000±1.874a 220.100±1.679a 407.500±3.378a 
BBUU161 - - - 
BBUU500 9.400±1.135b 196.700±3.914ab 79.600±3.462b 
P. putida ATCC 17484 9.400±2.703b 79.600±4.622b 126.500±0.976b 

 
“หมายเหต”ุ  1.  อกัษรต่างกนัแสดงวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
      2.  สัญลกัษณ์ (-) คือ ไม่สร้าง 
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ภาพท่ี 20  การตรวจสอบกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD  
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4.5  ผลการคัดเลอืกแอคติโนมันสีทที่ทนเค็ม 
 ผลการคดัเลือกแอคติโนมนัสีทท่ีทนเคม็ โดยการน าแอคติโนมนัสีททั้งหมด 3 ไอโซเลต
คือ BBUU144, BBUU161, BBUU500 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 มาเล้ียงในอาหารแขง็
สูตร YD ซ่ึงเป็นสูตรอาหารท่ีคดัเลือกไดแ้ละเติมเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ 0-1,000 มิลลิโมลาร์  
(0-7% w/v) พบวา่ไอโซเลต BBUU144 (ภาพท่ี 21) และไอโซเลต BBUU161 สามารถทนเคม็ได ้
7% ไอโซเลต BBUU500 ทนเคม็ได ้6% และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 ทนเคม็ได ้5% 
(ตารางท่ี 14 และภาพภาคผนวก จ-1) ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Gopalakrishnan et al. (2014) 
รายงานวา่ แอคติโนมยัสีทไอโซเลต CAI-13, CAI-85, CAI-93, CAI-140, CAI-155 และ KAI-180 
คดัแยกไดจ้ากปุ๋ ยหมกัมูลไส้เดือนดิน (Eisenia foetida) จากพืชสมุนไพร 6 ชนิดไดแ้ก่ Allium 
sativum, Pongamia pinnata, Azadirachta indica, Melia azedarach, Thevetia peruviana และ Oryza 
sativa สามารถทนเคม็ได ้8% แต่ไอโซเลต CAI-13 และ CAI-93 ทนเคม็ไดสู้งถึง 10 และ 12% 
ตามล าดบั นอกจากน้ีงานวิจยัของ Qin et al. (2014) ยงัพบวา่ แอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกไดจ้ากใบของ 
Limonium sinense (Girard) Kuntze คือ Streptomyces sp. KLBMP 5084 สามารถสร้างฮอร์โมนพืช
IAA และเอนไซม ์ACCD ทนเคม็ได ้7% ส่วน Streptomyces sp. PGPA39 และ Streptomyces sp. 
PGPA42 ทนเคม็ได ้6% (Palaniyandi et al., 2014) งานวิจยัของ Jaemsaeng et al. (2018) พบวา่ 
Streptomyces sp.GMKU 336 คดัแยกไดจ้ากพืชสมุนไพรสามารถสร้างเอนไซม ์ACCD แต่ไม่สร้าง
ฮอร์โมนพืชIAAทนเคม็ได ้6% และแบคทีเรีย P. putida R4 สร้างฮอร์โมนพืช IAAไดเ้พียงอยา่ง
เดียวทนเคม็ได ้5% (Egamberdieva et al., 2015) เช่นเดียวกบัรายงานวิจยัของ He et al. (2018) 
พบวา่ P. putida Rs-198 ทนเคม็ได ้5% จากผลการคดัเลือกแอคติโนมยัสีทท่ีทนเคม็ทั้ง 3 ไอโซเลต
และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 สามารถทนเคม็ไดจึ้งถูกน าไปตรวจสอบการสร้างฮอร์โมน
พืช IAA ภายใตส้ภาวะท่ีมีความเขม้ขน้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ ในขั้นตอนต่อไป  
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ตารางท่ี 14  ความสามารถในการทนเคม็ของแบคทีเรีย 
ตารางท่ี 14  ความสามารถในการทนเคม็ของแบคทีเรีย 

แบคทีเรีย 
การสร้างฮอร์โมน

พืช IAA 

การสร้างเอนไซม ์

ACCD 

ความสามารถใน

การทนเคม็  

BBUU144 +++ + 7% 

BBUU161 + - 7% 

BBUU500 ++ + 6% 

P. putida ATCC 17484 + + 5% 

 
“หมายเหต”ุ  สัญลกัษณ์ (+) คือ สร้าง, (-) คือ ไม่สร้าง 
ภาพท่ี 21  โคโลนีบนอาหารแขง็สูตร YD ท่ีเติมเกลือโซเดียคลอไรดท่ี์ 0-1,000 มิลลิโมลาร์  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 21  ลกัษณะโคโลนีของแอคติโนมยัสีทไอโซเลต BBUU144 บนอาหารแขง็สูตร YD       
 ท่ีเติมเกลือโซเดียคลอไรดท่ี์ 0-1,000 มิลลิโมลาร์ (0-7% w/v) อาย ุ7 วนั  

1 mm 
 

1 mm 1 mm 

3% 4% 5% 

1 mm 

6% 

1 mm 

7% 

1 mm 1 mm 1 mm 

0% 1% 2% 

1
0

5
4

5
6

1
7

4
1



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
4
0
4
2
5
6
3
 
1
2
:
5
2
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
5
0

71 

4.6  ผลการตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพชื IAA ภายใต้สภาวะที่มีสารละลายโซเดียม
คลอไรด์ที่ระดับความเข้มข้น 0-1,000 มิลลโิมลาร์ และวัดการเจริญเติบโตโดยหาน ้าหนัก
แห้ง 
 ผลการตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ภายใตส้ภาวะท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอ 
ไรดท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ 0-1,000 มิลลิโมลาร์ โดยเลือกเซลลใ์นระดบัเจือจางท่ีเหมาะสมและตรวจ
นบัจ านวนโคโลนีของแอคติโนมยัสีทไอโซเลต BBUU144, BBUU161, BBUU500 และแบคทีเรีย 
P. putida ATCC 17484 ท่ีเจริญในอาหารเหลวสูตร YD ดว้ยวิธี Plate count ซ่ึงระดบัการเจือจางท่ี
เหมาะสมควรมีการเจริญของโคโลนีระหวา่ง 30-300 โคโลนีหรือ Colony forming unit (CFU) 
พบวา่ ไอโซเลต BBUU144 และ BBUU161 มีการเจริญของจ านวนโคโลนีท่ีเหมาะสมในระดบัการ
เจือจางท่ี 10-4 คือ 1.71 x 106 และ 5.00 x 106 CFU/ml ตามล าดบั ไอโซเลต BBUU500 ในระดบัการ
เจือจางท่ี 10-3 คือ 4.50 x 105CFU/ml และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 ในระดบัการเจือจางท่ี 
10-6 คือ 4.20 x 108 CFU/ml (ตารางท่ี 15 และภาพท่ี 22) 
 
ตารางท่ี 15  การตรวจนบัจ านวนของแบคทีเรียดว้ยวิธี Plate count 
 

ระดบัการ 
เจือจาง 

จ านวนโคโลนี (CFU/ml) 
BBUU144 BBUU161 BBUU500 P. putida ATCC 17484 

10-1 - - - - 
10-2 - - - - 
10-3 - - 4.50 x 105 - 
10-4 1.71 x 106 5.00 x 106 5.67 x 105 - 
10-5 4.60 x 106 4.67 x 106 3.33 x 106 - 
10-6 1.57 x 107 2.67 x 107 1.11 x 107 4.20 x 108 

 
“หมายเหต”ุ  สัญลกัษณ์ (-) คือ ไม่สามารถนบัจ านวนโคโลนีได ้
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(ก) (ข) 
 

ภาพท่ี 22  การตรวจสอบการเจริญในระดบัเจือจางท่ีเหมาะสมของแอคติโนมยัสีทไอโซเลต  
                 BBUU144 ดว้ยวิธี Plate count 
 (ก) การเจริญของจ านวนโคโลนีท่ีเหมาะสมในระดบัการเจือจางท่ี 10-4  
   (ข) ลกัษณะของโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารแขง็สูตร YD 
ภาพท่ี 22  การตรวจสอบการเจริญในระดบัเจือจางท่ีเหมาะสมดว้ยวิธี Plate count 
countผลการตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพืช IAA โดยน าเซลลใ์นระดบัเจือจางท่ีคดัเลือกไดม้าเล้ียง
ในอาหารเหลว YD ท่ีเติม Tryptophan 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลายโซเดียมคลอไรดท่ี์
ระดบัความเขม้ขน้ 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 มิลลิโมลาร์พบวา่ แบคทีเรียท่ีมีการสร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA สารละลายจะเปล่ียนเป็นสีส้มอมชมพู และสารละลายท่ีไม่มีการสร้างฮอร์โมนพืช
IAA จะไม่เปล่ียนสีหรือยงัคงสีน ้าตาลอมเหลืองของอาหาร เม่ือน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 530 
นาโนเมตร (ภาพท่ี 23) โดยท่ีในสภาวะท่ีไม่มีสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด ์แอคติโนมยัสีททั้ง 3 
ไอโซเลตคือ BBUU144 BBUU161 และ BBUU500 สร้างฮอร์โมนพืช IAA ได ้15.711, 3.094 และ 
6.269 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ซ่ึงสูงกวา่แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 สร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA ได ้1.074 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดียม
คลอไรด ์200, 800 และ1,000 มิลลิโมลาร์ ไอโซเลต BBUU500 สร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดสู้งสุดคือ 
5.913, 7.966 และ10.960 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั นัน่คือความสามารถในการสร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA จะสูงขึ้น เม่ือระดบัความเขม้สารละลายโซเดียมคลอไรดเ์พิ่มขึ้น เช่นเดียวกบั 
Streptomyces ไอโซเลต C สามารถสร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดสู้งสุดคือ 4.7 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดียมคลอไรด ์300 มิลลิโมลาร์ ในขณะท่ีระดบัความเขม้ขน้
สารละลายโซเดียมคลอไรด ์0 มิลลิโมลาร์สร้างฮอร์โมนพืช IAA ได ้2.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(Sadeghi et al., 2012) ท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดียมคลอไรด ์400 มิลลิโมลาร์ แบคทีเรีย 
P. putida ATCC 17484 สร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดสู้งสุดคือ 17.182 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่เม่ือ

ระดบัการเจือจาง 10-4 
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ระดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดียมคลอไรด์เพิม่ขึ้นคือ 800 และ 1,000 มิลลิโมลาร์ การสร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA จะค่อย ๆ ลดลงคือ 5.584 และ 4.752 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 
16) ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Egamberdieva et al. (2015) รายงานวา่ P. putida R4 สร้าง
ฮอร์โมนพืช IAAได ้8.9 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีระดบัความเขม้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 1.5% 
หรือ 257 มิลลิโมลาร์ นอกจากน้ียงัพบวา่ ในสภาวะท่ีมีสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดไ์อโซเลต 
BBUU161 สร้างฮอร์โมนพืช IAA ไดน้อ้ยท่ีสุด (ภาพท่ี 24 และภาพภาคผนวก ฉ-1) 
 ผลการตรวจสอบการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดียม
คลอไรด ์0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 มิลลิโมลาร์ พบวา่ ไอโซเลต BBUU144 สามารถเจริญ 
เติบโตไดสู้งสุดมีน ้าหนกัแห้งคือ 23.614, 64.143, 82.214, 109.129 และ 147.971 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรตามล าดบั (ตารางท่ี 17) เช่นเดียวกบัรายงานวิจยัของ Sadeghi et al. (2012) พบวา่  
แอคติโนมยัสีท Streptomyces ไอโซเลต C สามารถเจริญเติบโตไดสู้งสุดท่ีระดบัความเขม้สาร 
ละลายโซเดียมคลอไรด ์300 มิลลิโมลาร์ นอกจากน้ียงัพบวา่ ท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลาย
โซเดียมคลอไรด ์800 มิลลิโมลาร์ แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 มีการเจริญเติบโตสูงสุดคือ 
109.329 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงการเจริญเติบโตไม่แตกกนักบัไอโซเลต BBUU144 และการเจริญ 
เติบโตของแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 จะลดลงเม่ือระดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดียม
คลอไรด ์1,000 มิลลิโมลาร์ ในขณะท่ีความสามารถในการเจริญเติบโตของไอโซเลต BBUU144 
BBUU161 และ BBUU500 จะเพิ่มสูงขึ้น เม่ือระดบัความเขม้สารละลายโซเดียมคลอไรดเ์พิ่มขึ้น 
(ภาพท่ี 25 และภาพภาคผนวก ฉ-2) จากผลการตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ภายใตส้ภาวะ
ท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรดต์่าง ๆ ซ่ึงมีผลแตกต่างกนัของแอคติโนมยัสีททั้ง 3 ไอโซเลตและ
แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 จึงถูกน าไปศึกษากิจกรรมการส่งเสริมการเจริญเติบโตในขา้วขาว
ดอกมะลิ 105 (Oryza sativa L. cv. KDML105) ต่อไป 
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                                   (ก)                       (ข) 
 

         
   (ค)                  (ง) 
 
ภาพท่ี 23  การสร้างฮอร์โมนพืช IAA ของแบคทีเรียท่ีระดบัความเขม้สารละลายโซเดียมคลอไรด์     
                 0-1,000 มิลลิโมลาร์ 
   (ก) ไอโซเลต BBUU144  

(ข) ไอโซเลต BBUU161  
(ค) ไอโซเลต BBUU500  

 (ง) แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 
 
ภาพท่ี 23  การสร้างฮอร์โมนพืช IAA ของแบคทีเรียท่ีความเขม้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0-1,000 
มิลลิโมลาร์ 
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ภาพท่ี 24  การสร้างฮอร์โมนพืช IAA ของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0-1,000 มิลลิโมลาร์ 
 

ภาพท่ี 24  การสร้างฮอร์โมนพืช IAA ของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรด์                   
                 0-1,000 มิลลิโมลาร์ 
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ภาพท่ี 25  การเจริญของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0-1,000 มิลลิโมลาร์ 

ภาพท่ี 25  การเจริญของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0-1,000 มิลลิโมลาร์ 
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ความเข้มข้นสารละลายเกลอืโซเดียมคลอไรด์ (มิลลโิมลาร์)
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4.7  ผลการศึกษาการส่งเสริมการเจริญเติบโตในข้าวขาวดอกมะล ิ105 (Oryza sativa L. 
cv. KDML105)  
 ผลการศึกษาการส่งเสริมการเจริญเติบโตในขา้วขาวดอกมะลิ 105 เพื่อดูผลทั้งทางดา้น
เชิงบวกในการกระตุน้การเจริญและผลเชิงลบในการยบัย ั้งการเจริญของเมลด็ขา้ว โดยเมลด็ขา้วท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้มาแช่ในน ้ากลัน่เป็นเวลา 24 ชัว่โมงแลว้น ามาวางในเพลทท่ีมีความเขม้ขน้
สารละลายโซเดียมคลอไรด ์0, 75 และ 150 มิลลิโมลาร์ เป็นระยะเวลา 7 วนั โดยวดัเปอร์เซ็นต ์
อตัราการงอกเปรียบเทียบกบัชุดท่ีไม่ผา่นการแช่สารละลายสปอร์ (ชุดควบคุม) ซ่ึงชุดการทดลองท่ี
ผา่นการแช่ในสารละลายสปอร์ไอโซเลต BBUU144 (104 CFU/ml), BBUU 161 (104 CFU/ml), 
BBUU500 (103 CFU/ml) และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 (106 CFU/ml) พบวา่ ผลของ 
แอคติโนมยัสีททั้ง 3 ไอโซเลตและแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 มีผลต่อการเจริญของเมลด็
ขา้วโดยมีค่าเปอร์เซ็นตอ์ตัราการงอกของเมลด็แตกต่างกนั (ตารางท่ี 18) โดยเมลด็ท่ีถูกแช่ดว้ย
สารละลายสปอร์ไอโซเลต BBUU500 มีอตัราการงอกของเมลด็สูงกวา่ไอโซเลต BBUU144,  
ไอโซเลต BBUU161, แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 และชุดควบคุม ท่ีระดบัความเขม้ขน้
สารละลายโซเดียมคลอไรด ์0, 75 และ 150 มิลลิโมลาร์ (ภาพท่ี 26)  
 
ตารางท่ี 18  เปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมลด็ขา้วขาวดอกมะลิ 105 

ตารางท่ี 18  เปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมลด็ขา้วขาวดอกมะลิ 105 

แบคทีเรีย 
ความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์(มิลลิโมลาร์) 
0 75 150 

Control 80.667±8.628ab 62.000±1.824ab 43.333±11.304b 
BBUU144 58.666±14.258c 58.667±13.864b 44.667±13.038b 
BBUU161 51.333±8.692c 54.667±14.644b 47.333±12.338b 
BBUU500 91.333±6.498a 82.667±2.789a 71.333±8.367a 
P. putida ATCC 17484 68.667±11.926bc 54.000±10.111b 50.667±10.382ab 

 
“หมายเหต”ุ  อกัษรต่างกนัแสดงวา่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
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ภาพท่ี 26  เปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมลด็ขา้วขาวดอกมะลิ 105 
 
 ผลการศึกษาการส่งเสริมการเจริญเติบโตในขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในสภาวะโรงเรือน 
โดยน าตน้ขา้วท่ีมีความแขง็แรงมาท าการตดัปลายรากดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือและแช่ในสารละลาย
สปอร์ไอโซเลต BBUU144 (104 CFU/ml),  BBUU161 (104 CFU/ml), BBUU500 (103 CFU/ml) 
และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 (106 CFU/ml) เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นศึกษาการส่งเสริม
การเจริญเติบโตของขา้วในกระถางท่ีมีดินท่ีระดบัความเขม้เกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 75 และ 150 
มิลลิโมลาร์ เป็นระยะเวลา 30 วนั จึงวดัผลการเจริญของตน้ขา้วโดยวดัความยาวราก ล าตน้ น ้าหนกั
สด และน ้าหนกัแหง้พบวา่ แสดงดงัตารางท่ี 19 ไอโซเลต BBUU500 สามารถส่งเสริมการเจริญ 
เติบโตของตน้ขา้วมีความยาวราก ความยาวล าตน้ น ้าหนกัสดล าตน้ และน ้าหนกัแหง้ของรากและ 
ล าตน้เพิ่มขึ้น เม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ขา้วท่ีไม่ไดรั้บเช้ือ (ชุดควบคุม) ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือ
โซเดียมคลอไรด ์0, 75 และ 150 มิลลิโมลาร์ โดยไอโซเลต BBUU500 ส่งเสริมความยาวล าตน้
สูงสุดคือ 40.508, 36.875 และ 30.208 เซนติเมตร ตามล าดบั (ภาพท่ี 28) น ้าหนกัแหง้ล าตน้สูงสุดคือ 
0.381, 0.293 และ 0.233 กรัม ตามล าดบั (ภาพท่ี 32) นอกจากน้ียงัพบวา่ ตน้ขา้วท่ีไดรั้บเช้ือ 
ไอโซเลต BBUU500 มีน ้าหนกัแหง้รากสูงสุดคือ 0.108 และ 0.093 กรัม ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือ
โซเดียมคลอไรด ์75 และ 150 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั (ภาพท่ี 31) และตน้ขา้วท่ีไดรั้บเช้ือไอโซเลต 
BBUU144, BBUU500 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 มีความยาวรากเพิ่มขึ้นสูงกวา่ตน้ขา้ว
ท่ีไม่ไดรั้บเช้ือ (ภาพท่ี 27) ในขณะท่ีตน้ขา้วท่ีไดรั้บเช้ือและไม่ไดรั้บเช้ือมีน ้าหนกัสดรากไม่
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แตกต่างกนั (ภาพท่ี 29) แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 มีน ้าหนกัสดล าตน้สูงสุดคือ 2.165,  
1.626 และ 1.698 กรัม ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 0, 75 และ 150 มิลลิโมลาร์
ตามล าดบั (ภาพท่ี 30) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานวิจยัของ Jaemsaeng et al. (2018) พบวา่  
แอคติโนมยัสีท Streptomyces sp. GMKU 336 สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตความยาวราก ล าตน้ 
น ้าหนกัสด และน ้าหนกัแหง้ของตน้ขา้วขาวดอกมะลิ105 (Oryza sativa L. cv. KDML105) ภายใต้
สภาวะความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์0 และ150 มิลลิโมลาร์ และรายงานวิจยัของ Tamreihao 
et al. (2018) พบวา่ แอคติโนมยัสีท Streptomyces sp. MBRL 10 สามารถส่งเสริมอตัราการงอก 
ดชันีความแขง็แรงของเมลด็ ความยาวรากและล าตน้ของขา้ว (Oryza sativa) ไดสู้งสุด {T 
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ตารางท่ี 19  การเจริญของตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ ภายใตส้ภาวะ  
                    โรงเรือน ระยะเวลา 30 วนั 
ตารางท่ี 19  การเจริญของตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ระดบัต่าง ๆ  
แบคทีเรีย ความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์(มิลลิโมลาร์) 

0 75 150 
ความยาวราก (เซนติเมตร) 
Control 9.958±0.302c

 7.333±0.289d
 6.458±0.191c 

BBUU144 12.667±0.629a
 10.708±0.402bc 10.208±1.041b

 

BBUU161 10.250±0.090c
 9.667±0.439c 7.875±0.661c

 

BBUU500 12.358±0.359ab 11.042±0.260b
 10.875±0.625b

 

P. putida ATCC 17484 11.592±0.302b 14.475±0.753a
 13.150±0.788a 

ความยาวล าตน้ (เซนติเมตร) 
Control 32.508±0.898bc

 26.958±0.473d
 19.958±0.711b

 

BBUU144 33.000±1.841bc
 29.833±0.946cd

 20.708±1.018b
 

BBUU161 32.267±1.130c 32.083±0.564bc
 21.917±1.377b

 

BBUU500 40.508±0.605a 36.875±1.639a
 30.208±1.063a

 

P. putida ATCC 17484 36.258±2.131b
 34.058±2.0.43ab

 33.708±2.557a
 

น ้าหนกัสดราก (กรัม) 
Control 1.101±0.288a

 0.899±0.187a 0.666±0.099a
 

BBUU144 1.240±0.227a
 1.053±0.031a

 0.808±0.033a
 

BBUU161 1.151±0.068a 0.987±0.027a
 0.695±0.045a

 

BBUU500 1.290±0.134a 1.083±0.067a
 0.861±0.039a

 

P. putida ATCC 17484 1.250±0.091a
 0.816±0.220a

 0.865±0.220a
 

น ้าหนกัสดล าตน้ (กรัม) 
Control 1.374±0.123c

 0.755±0.152c
 0.506±0.053d

 

BBUU144 1.382±0.095c
 0.943±0.021bc

 0.769±0.097c
 

BBUU161 1.350±0.039c 1.212±0.107ab
 0.613±0.084cd

 

BBUU500 1.816±0.109b 1.525±0.257a
 1.257±0.157b

 

P. putida ATCC 17484 2.165±0.076a
 1.626±0.187a

 1.698±0.087a 
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ตารางท่ี 19  (ต่อ) 
 
แบคทีเรีย ความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์(มิลลิโมลาร์) 

0 75 150 
น ้าหนกัแหง้ราก (กรัม) 
Control 0.104±0.029a

 0.085±0.008bc
 0.062±0.012b 

BBUU144 0.122±0.017a
 0.104±0.002ab 0.082±0.006ab

 

BBUU161 0.112±0.016a
 0.090±0.004abc 0.078±0.002ab

 

BBUU500 0.125±0.029a 0.108±0.001a
 0.093±0.010a

 

P. putida ATCC 17484 0.109±0.005a 0.077±0.014c
 0.096±0.009a 

น ้าหนกัแหง้ล าตน้ (กรัม) 
Control 0.229±0.010c

 0.147±0.021c
 0.125±0.020b

 

BBUU144 0.259±0.024c
 0.172±0.007bc

 0.133±0.008b
 

BBUU161 0.271±0.003bc 0.224±0.024abc
 0.131±0.021b

 

BBUU500 0.381±0.057a 0.293±0.056a
 0.233±0.031a

 

P. putida ATCC 17484 0.346±0.013ab
 0.251±0.027bc

 0.283±0.017a
 

 
“หมายเหต”ุ  อกัษรต่างกนัแสดงวา่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
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ภาพท่ี 27  ความยาวรากตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ 
 

        
 
ภาพท่ี 28  ความยาวล าตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ  
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ภาพท่ี 29  น ้าหนกัสดรากตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ 
 

 
ภาพท่ี 30  น ้าหนกัสดล าตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ  
ภาพท่ี 30  น ้าหนกัสดล าตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ  
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ภาพท่ี 31  น ้าหนกัแหง้รากตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรดต่์าง ๆ  
ภาพท่ี 31  น ้าหนกัแหง้รากตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรดต่์าง ๆ 

 
ภาพท่ี 32  น ้าหนกัแหง้ล าตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ   
ภาพท่ี 32  น ้าหนกัแหง้ล าตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ   
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          1                     2                    3                                         1                      2                    3 

                          
               (ก) ไอโซเลต BBUU144                                                     (ข) ไอโซเลต BBUU161                           
 
      1                         2                  3                                             1                     2                   3 

                                                  
              (ค) ไอโซเลต BBUU500                                         (ง) แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 
ภาพท่ี 33  การเจริญเติบโตของตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรดต์่าง ๆ 
                                                        1                    2                    3 

 
                                                (จ) ไม่คลุกเช้ือแบคทีเรีย (ชุดควบคุม) 
 
ภาพท่ี 33  การเจริญเติบโตของตน้ขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรดต์่าง ๆ ภายใต ้

สภาวะโรงเรือนระยะเวลา 30 วนั ซ่ึงมีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรดด์งัน้ี 
หมายเลข 1 คือ 0 มิลลิโมลาร์, 2 คือ 75 มิลลิโมลาร์และ 3 คือ 150 มิลลิโมลาร์  
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                      (ก) ไอโซเลต BBUU144                                            (ข) ไอโซเลต BBUU161                           
 

                  
                     (ค) ไอโซเลต BBUU500                                (ง) แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 
 

 
                   (จ) ไม่คลุกเช้ือแบคทีเรีย (ชุดควบคุม) 
 
ภาพท่ี 34  แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 
                 0, 75 และ 150 มิลลิโมลาร์ ภายใตส้ภาวะโรงเรือนระยะเวลา 30 วนั 

 

ภาพท่ี 34  แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตขา้วท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ 
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4.8  ผลการจัดจ าแนกแอคติโนมัยสีทในระดับสกุล 
 ผลการศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาและตรวจสอบการเจริญเติบโตบนอาหารแขง็สูตร 
YD, ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6, ISP7 และ ISP9 พบวา่แสดงดงัตารางท่ี 20 และ 21 
แอคติโนมยัสีทไอโซเลต  BBUU144  BBUU161 และ BBUU500 สามารถเจริญและสร้างสปอร์ได้
ดีบนอาหารสูตร ISP3 ในเวลา 21 วนั ซ่ึงรวดเร็วกวา่อาหารแขง็สูตรอ่ืน ๆ (ภาพท่ี 35) โดยลกัษณะ
สัณฐานวิทยาของไอโซเลต BBUU 144 และ BBUU161 มีการสร้างรงควตัถุสีชมพ ูบนอาหารสูตร 
YD, ISP1, ISP2 และ ISP3 แลว้ยงัสร้างรงควตัถุสีชมพ ูบนอาหารสูตร ISP4 และ ISP5 ส่วน 
ไอโซเลต BBUU500 ไม่สร้างรงควตัถุบนอาหารทุกชนิด (ภาพภาคผนวก ซ-1) แอคติโนมยัสีททั้ง 3 
ไอโซเลตท่ีเจริญไดร้วดเร็วบนอาหารสูตร ISP 3 จึงเลือกไปเพื่อท าการวิเคราะห์ลกัษณะสปอร์ดว้ย
กลอ้ง SEM พบสปอร์เป็นสายยาว มีการแตกแขนง มีรูปร่างเป็นท่อนสั้น ๆ (Rod-shape) ขนาด
ประมาณ 1 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 36, 37 และ 38) ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีพบในสกุล Streptomyces spp. 
และ Frankia spp. ผิวสปอร์เรียบ ซ่ึงลกัษณะสัณฐานวิทยาของสปอร์ถือวา่เป็นส่วนส าคญัท่ีใชใ้น
การจดัอนุกรมวิธานของแอคติโนมยัสีท (Barka et al., 2016) แต่อยา่งไรก็ตามลกัษณะสปอร์
สามารถบ่งบอกไดเ้พียงวา่แอคติโนมยัสีททั้ง 3 ไอโซเลตเป็นสมาชิกของชั้น (Class) Actinobacteria 
ซ่ึงหากตอ้งการจดัจ าแนกในระดบัสกุล จ าเป็นตอ้งใชก้ารวิเคราะห์ยนี 16S rRNA และสร้างแผนภูมิ
วิวฒันาการชาติพนัธ์ต่อไป 
ภาพท่ี 35  ลกัษณะการเจริญของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร ISP3  

 
 
ภาพท่ี 35  ลกัษณะการเจริญของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร ISP3 บ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศา 
                 เซลเซียส อาย ุ21 วนั (ก) คือ ไอโซเลต BBUU144, (ข) คือ ไอโซเลต BBUU161 และ (ค)      
                 คือ ไอโซเลต BBUU500 
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ตารางท่ี 20  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตรต่าง ๆ อาย ุ21 วนั 
ตารางท่ี 20  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตรต่าง ๆ 

ไอโซเลต อาหารสูตร 

ลกัษณะสัณฐานวิทยาบนอาหารแขง็สูตรต่าง ๆ 
เส้นใยใตผ้ิว

อาหาร 

เส้นใยเหนือผิว

อาหาร 
สปอร์ รงควตัถุ 

BBUU144 

YD Cream White Gray Ultra pink 

ISP1 Cream White Gray Ultra pink 

ISP2 Vanilla White Gray Ultra pink 

ISP3 Cream White Gray Ultra pink 

ISP4 Cream White Gray Deep pink 

ISP5 Isabelline White Gray Deep pink 

ISP6 Cream White Gray - 
ISP7 Eggshell White Gray - 
ISP9 Eggshell White Gray - 

BBUU161 

YD Cream White Gray Ultra pink 

ISP1 Cream White Gray Ultra pink 

ISP2 Vanilla White Gray Ultra pink 

ISP3 Cream White Gray Ultra pink 

ISP4 Cream White Gray Deep pink 

ISP5 Isabelline White Gray Deep pink 

ISP6 Cream White Gray - 

ISP7 Eggshell White Gray - 

ISP9 Eggshell White Gray - 
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ตารางท่ี 20  (ต่อ) 
 

ไอโซเลต อาหารสูตร 

ลกัษณะสัณฐานวิทยาบนอาหารแขง็สูตรต่าง ๆ 
เส้นใยใตผ้ิว

อาหาร 

เส้นใยเหนือผิว

อาหาร 
สปอร์ รงควตัถุ 

BBUU500 

YD Cream White White - 

ISP1 Cream White White - 

ISP2 Cream White White - 

ISP3 Cream White White - 

ISP4 Eggshell White White - 

ISP5 Cream White White - 

ISP6 Cream White White - 

ISP7 Cream White White - 

ISP9 Cream White White - 

 
“หมายเหต”ุ สัญลกัษณ์ (-) คือ ไม่สร้าง 
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ตารางท่ี 21  ลกัษณะการเจริญและการสร้างสปอร์ของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตรต่าง ๆ 
                    อาย ุ21 วนั 
 

ไอโซเลต  อาหารสูตร การเจริญเติบโตบนอาหาร การสร้างสปอร์ 

BBUU144 

YD ดีมาก ดีมาก 

ISP1 ดีมาก ดีมาก 

ISP2 ดีมาก ดีมาก 

ISP3 ดีมาก ดีมาก 

ISP4 ดีมาก ดีมาก 

ISP5 ดีมาก นอ้ยมาก 

ISP6 ดีมาก ดีมาก 

ISP7 ดีมาก ดีมาก 

ISP9 ดีมาก ดีมาก 

BBUU161 

YD ดีมาก ดีมาก 

ISP1 ดีมาก ดีมาก 

ISP2 ดีมาก ดีมาก 

ISP3 ดีมาก ดีมาก 

ISP4 ดีมาก ดีมาก 

ISP5 ดีมาก นอ้ยมาก 

ISP6 ดีมาก ดี 

ISP7 ดีมาก ดีมาก 

ISP9 ดีมาก ดีมาก 

 
ตารางท่ี 21  ลกัษณะการเจริญและการสร้างสปอร์ของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตรต่าง ๆ 
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ตารางท่ี 21  (ต่อ) 
 

ไอโซเลต  อาหารสูตร การเจริญเติบโตบนอาหาร การสร้างสปอร์ 

BBUU500 

YD ดีมาก นอ้ยมาก 
ISP1  ดีมาก ดีมาก 

ISP2 ดี ดีมาก 

ISP3 ดีมาก ดีมาก 

ISP4 ดีมาก ปานกลาง 

ISP5 ดีมาก นอ้ยมาก 

ISP6 ดี ดี 

ISP7 ดีมาก ดีมาก 

ISP9 ดีมาก ปานกลาง 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 36  ลกัษณะของสปอร์จากกลอ้ง SEM ของแอคติโนมยัสีท BBUU144 บนอาหารแขง็สูตร     
                 ISP3 บ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส นาน 21 วนั  
                 (ก) สปอร์เป็นสายยาว มีการแตกแขนง (Brached mycelia) 
                 (ข) สปอร์เรียงตวัเป็นสายยาวมีรูปร่างเป็นท่อนสั้น ๆ ขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร 
                 ผิวสปอร์เรียบ 
ภาพท่ี 36  ลกัษณะของสปอร์จากกลอ้ง SEM ของแอคติโนมยัสีท BBUU144  
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ภาพท่ี 37  ลกัษณะของสปอร์จากกลอ้ง SEM ของแอคติโนมยัสีท BBUU161 บนอาหารแขง็สูตร   
                 ISP3 บ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส นาน 21 วนั 
                 (A) สปอร์เป็นสายยาว มีการแตกแขนง (Brached mycelia) 
                 (B) สปอร์เรียงตวัเป็นสายยาวมีรูปร่างเป็นท่อนสั้น ๆ ขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร  
                 ผิวสปอร์เรียบ 
ภาพท่ี 37  ลกัษณะของสปอร์จากกลอ้ง SEM ของแอคติโนมยัสีท BBUU161 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 38  ลกัษณะของสปอร์จากกลอ้ง SEM ของแอคติโนมยัสีท BBUU500 บนอาหารแขง็สูตร   
                 ISP3 บ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส นาน 21 วนั สปอร์มีลกัษณะเป็นรูปแท่งสั้น ๆ  
                 เรียงตวัเป็นเส้นยาว ผิวสปอร์เรียบ ขนาดประมาณ 0.9 ไมโครเมตร 
 
 

ภาพท่ี 38  ลกัษณะของสปอร์จากกลอ้ง SEM ของแอคติโนมยัสีท BBUU500 
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ผลการวิเคราะห์ลกัษณะโดยการหาล าดบัเบสของยนี 16S rRNA และสร้างแผนภูมิ
วิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยการน าดีเอน็เอไปเพิ่มปริมาณยนี 16S rRNA โดยใช ้Primer 1F และ 
1530R พบวา่สามารถเพิ่มปริมาณยนี 16S rRNA ไดแ้ถบเดียว (ภาพท่ี 39) แลว้เม่ือน านิวคลีโอไทด์
ของแอคติโนมยัสีท BBUU144, BBUU161 และ BBUU500 ไปเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์
ในฐานขอ้มูลของ EZbiocloud (https://www.ezbiocloud.net/identify) พบวา่ นิวคลีโอไทดมี์ขนาด 
944-1,440 ของยนี 16S rRNA ซ่ึงแอคติโนมยัสีท BBUU144 มีค่าคลา้ยคลึงสูงสุด 99.68% กบั 
Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399 แอคติโนมยัสีท BBUU161 มีคลา้ยคลึงสูงสุด 99.63% 
กบั Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773 และแอคติโนมยัสีท BBUU500 มี
คลา้ยคลึงสูงสุด 98.71% กบัStreptomyces flavalbus NEAU-QY24 (ตารางท่ี 22) และเม่ือน าขอ้มูล 
นิวคลีโอไทดม์าสร้างแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์พบวา่แอคติโนมยัสีททั้ง 3 ไอโซเลตมี
วิวฒันาการชาติพนัธุ์ร่วมกบัสมาชิกของแอคติโนมยัสีทในสกุล Streptomyces (ภาพท่ี 43) ดงันั้นผล
การวิเคราะห์ลกัษณะโดยใชท้ั้งสัณฐานวิทยาร่วมกบัการสร้างแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์จึงท าให้
สามารถระบุไดว้า่ BBUU144, BBUU161 และ BBUU500 เป็นสมาชิกของสกุล Streptomyces 
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ภาพท่ี 39  ผลการตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของยนี 16S rRNA  
 ช่องท่ี 1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Ladder 
 ช่องท่ี 2 คือ ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของแอคติโนมยัสีท BBUU500 
 ช่องท่ี 3 คือ ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของแอคติโนมยัสีท BBUU144 
 ช่องท่ี 4 คือ ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของแอคติโนมยัสีท BBUU161 
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ภาพท่ี 40  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Neighbor-Joining method ของแอคติโนมยัสีท    

BBUU144 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ และใช ้Kitasatospora niigatensis DSM     
44781T เป็นส่ิงมีชีวิตท่ีอยูน่อกกลุ่ม (Outgroup) ใชค้่า Bootstrap (%) 1,000 คร้ังระยะห่าง
ของการแทนท่ีของล าดบันิวคลีโอไทดเ์ท่ากบั 0.005 สัญลกัษณ์ • หมายถึง ต าแหน่งซ ้า
กบั Maximum Likelihood method และ Maximum Parsimony method 

 
 
ภาพท่ี 40  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ของแอคติโนมยัสีท BBUU144 กบั Streptomyces  
 
ๆ

 Streptomyces fragilis NRRL 2424T 
 Streptomyces chilikensis RC 1830T 

 Streptomyces flaveolus NBRC 3715T 
 Streptomyces eurythermus ATCC-14975T 

 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399T 
 BBUU144 

 Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773T 
 Streptomyces tritolerans DAS 165T 
 Streptomyces marokkonensis Ap1T 
 Streptomyces coelescens DSM 40421T 
 Streptomyces violaceorubidus LMG 20319T 

 Streptomyces tendae ATCC 19812 T 
 Streptomyces rubrogriseus LMG 20318T 
 Streptomyces thinghirensis DSM 41919T 
 Streptomyces althioticus NRRL B-3981T 
 Streptomyces matensis NBRC 12889T 

 Kitasatospora niigatensis DSM 44781T 
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ภาพท่ี 41  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Neighbor-Joining method ของแอคติโนมยัสีท   
 BBUU161 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ และใช ้Kitasatospora niigatensis DSM    
                 44781T เป็นส่ิงมีชีวิตท่ีอยูน่อกกลุ่ม (Outgroup) ใชค้่า Bootstrap (%) 1,000 คร้ัง   
 ระยะห่างของการแทนท่ีของล าดบันิวคลีโอไทดเ์ท่ากบั 0.005 สัญลกัษณ์ • หมายถึง   
 ต าแหน่งซ ้ากบั Maximum Likelihood method และ Maximum Parsimony method 
 
ภาพท่ี 41  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ของแอคติโนมยัสีท BBUU161 กบั Streptomyces 

 

 

 

 Streptomyces violaceolatus DSM 40438T 
 Streptomyces humiferus DSM 43030T 

 Streptomyces coelescens DSM 40421T 
 Streptomyces anthocyanicus NBRC 

14892T 
 Streptomyces tricolor NBRC 15461T 
 Streptomyces violaceoruber NBRC 12826T 

 Streptomyces rubrogriseus LMG 20318T 
 Streptomyces lienomycini LMG 20091T 

 Streptomyces thinghirensis DSM 

41919T  Streptomyces marokkonensis Ap1T 
 BBUU161 
 Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773T 

 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399T 
 Streptomyces fragilis NRRL 2424T 
 Streptomyces chilikensis RC 1830T 

 Streptomyces ambofaciens ATCC 23877T 
 Kitasatospora niigatensis DSM 44781T 
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ภาพท่ี 42  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Neighbor-Joining method ของแอคติโนมยัสีท     
                 BBUU500 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ และใช ้Kitasatospora niigatensis DSM                     
                 44781T เป็นส่ิงมีชีวิตท่ีอยูน่อกกลุ่ม (Outgroup) ใชค้่า Bootstrap (%) 1,000 คร้ัง      
                 ระยะห่างของการแทนท่ีของล าดบันิวคลีโอไทดเ์ท่ากบั 0.005 สัญลกัษณ์ • หมายถึง 
                 ต าแหน่งซ ้ากบั Maximum Likelihood method และ Maximum Parsimony method  
 
 
ภาพท่ี 42  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ของแอคติโนมยัสีท BBUU500 กบั Streptomyces 
 
 
 

 Streptomyces filipinensis NBRC 12860T 
 Streptomyces durhamensis NRRL B-3309T 

 Streptomyces yaanensis Z4T 
 Streptomyces actinomycinicus RCU-197T 

 Streptomyces echinatus NBRC 12763T 
 Streptomyces lanatus NBRC 12787T 

 Streptomyces xiangtanensis LUSFXJT 
 Streptomyces gilvifuscus T113T 

 Streptomyces curacoi DSM 40107T 
 Streptomyces pseudovenezuelae DSM 40212T 

 Streptomyces panaciradicis 1MR-8T 
 Streptomyces sasae JR-39T 

 BBUU500 
 Streptomyces flavalbus NEAU-QY24T 

 Streptomyces lannensis TA4-8T 
 Streptomyces chromofuscus NBRC 12851T 

 Kitasatospora niigatensis DSM 44781T 
92 

99 

92 

91 

66 

87 

62 

67 

55 

0.005

0 

1
0

5
4

5
6

1
7

4
1



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
4
0
4
2
5
6
3
 
1
2
:
5
2
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
5
0

102 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 43  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ของแอคติโนมยัสีทกบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ 
ภาพท่ี 43  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Neighbor-Joining method ของแอคติโนมยัสีทกบั     
 Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง 

 Streptomyces rubrogriseus LMG 20318T 
 Streptomyces tendae ATCC 19812T 
 Streptomyces lienomycini LMG T0091T 
 Streptomyces violaceorubidus LMG 20319T 

 Streptomyces tritolerans DAS 165T 
 Streptomyces violaceoruber NBRC 12826T 
 Streptomyces tricolor NBRC 15461T 
 Streptomyces anthocyanicus NBRC 14892T 
 Streptomyces coelescens DSM 40421T 

 Streptomyces fragilis NRRL 2424T 
 Streptomyces chilikensis RC 1830T 

 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399 T 
 Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773T 

 BBUU144 
 BBUU161 

 Streptomyces ambofaciens ATCC 23877T 
 Streptomyces thinghirensis DSM 41919T 

 Streptomyces althioticus NRRL B-3981T 
 Streptomyces matensis NBRC 12889T 

 Streptomyces eurythermus ATCC-14975T 
 Streptomyces echinatus NBRC 12763T 

 Streptomyces actinomycinicus RCU-197T 
 Streptomyces yaanensis Z4T 

 Streptomyces filipinensis NBRC 12860T 
 Streptomyces durhamensis NRRL B-3309T 

 Streptomyces xiangtanensis LUSFXJT 
 Streptomyces lanatus NBRC 12787T 

 BBUU500 
 Streptomyces flavalbus NEAU-QY24T 

 Streptomyces curacoi DSM 40107T 
 Streptomyces gilvifuscus T113T 
 Streptomyces panaciradicis 1MR-8T 

 Streptomyces sasae JR-39T 
 Streptomyces lannensis TA4-8T 

 Kitasatospora niigatensis DSM 44781T 
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บทที ่5 
สรุปผลการวจัิย 

 
5.1  สรุปผลการวิจัย 
 5.1.1  แอคติโนมยัสีททั้งหมด 38 ไอโซเลตในโครงการวิจยัของ จนัทรา อินทนนท์ ในปี 
พ.ศ. 2559 คดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือนจ านวน 30 ไอโซเลตและจากรากผกับุง้ทะเลจ านวน 8  
ไอโซเลต ในปี พ.ศ. 2554 แอคติโนมยัสีททั้งหมดใชร้หสัเป็น BBUU (Biology-Burapha 
University) ส าหรับการท าใหบ้ริสุทธ์ิพบวา่ แอคติโนมยัสีทจ านวน 35 ไอโซเลตและแบคทีเรีย 
P. putida ATCC 17484 สามารถท าใหบ้ริสุทธ์ิได ้เม่ือตรวจสอบการเป็นแบคทีเรียแอคติโนมยัสีท
เบ้ืองตน้ดว้ยการยอ้มแกรมพบวา่ ติดสีม่วงของคริสตลัไวโอเลต ซ่ึงบ่งช้ีวา่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 ติดสีแดงของซาฟรานินเป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
 5.1.2  ตรวจสอบการฮอร์โมนพืช IAA แอคติโนมยัสีทสามารถสร้างฮอร์โมนพืช IAA ได้
จ านวน 27 ไอโซเลตพบวา่ ไอโซเลต BBUU144 BBUU161 และ BBUU500 สร้างฮอร์โมนพืช IAA
ได ้15.711, 3.094 และ 6.269 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั ซ่ึงสูงกวา่แบคทีเรีย P. putida 
ATCC 17484 สร้างฮอร์โมนพืช IAAได ้1.074 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
 5.1.3  ตรวจสอบการมียนี acdS โดยใชชุ้ด Degenerate primer ATT082F และ ATT082R 
ซ่ึงออกแบบโดย Indananda (2013) พบวา่ แอคติโนมยัสีจ านวน 10 ไอโซเลตคือ BBUU105, 
BBUU114, BBUU118, BBUU134, BBUU144, BBUU145, BBUU157, BBUU168, BBUU179 
และ BBUU187 สามารถเพิ่มปริมาณไดแ้ละเป็นแถบเดียวท่ีมีขนาดประมาณ 600 นิวคลีโอไทด ์มีค่า
ความคลา้ยคลึง 93-99% กบัเอนไซม ์ACCD ท่ีพบในแอคติโนมยัสีทสกุล Streptomyces ซ่ึง 
ไอโซเลต BBUU144 เพิ่มปริมาณยนีไดแ้ละเป็นแถบเดียวท่ีมีขนาด 648 นิวคลีโอไทด ์มีค่าความ
เหมือนสูงสุด 94% กบั Streptomyces sp. MBT28  
 5.1.4  ตรวจสอบกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD ในอาหารท่ีมี ACC เป็นแหล่งไนโต
เจนเพียงแหล่งเดียว  
  5.1.4.1  การคดัเลือกอาหารท่ีแบคทีเรียเจริญเติบโตไดดี้ พบวา่ ไอโซเลต BBUU144, 
BBUU161, BBUU500 และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 สามารถเจริญไดดี้มากบนอาหารแขง็
สูตร YD ระยะเวลา 7 วนั 
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  5.1.4.2  ตรวจสอบการสร้างเอนไซม ์ACCD ในอาหารแข็งและอาหารเหลว Minimal 
medium (MM) ท่ีมี ACC เป็นแหล่งไนโตเจนเพียงแหล่งเดียว พบวา่ ไอโซเลต BBUU144, 
BBUU500, BBUU161และแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 เจริญเติบโตไดใ้นอาหารแขง็ 3 ชนิด
คือ MM,  MM ท่ีเติม 0.1% (NH4)2SO4 และ MM ท่ีเติม ACC 0.3 มิลลิโมลาร์ได ้เม่ือตรวจสอบการ
เจริญในอาหารเหลวโดยการหาน ้าหนกัแหง้ พบวา่แอคติโนมยัสีททั้ง 3 ไอโซเลตเจริญเติบโตใน
อาหารทั้ง 3 ชนิดไดดี้กวา่แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484  
 5.1.4.3  ตรวจสอบกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD ในอาหารเหลว MM ท่ีเติม ACC 
0.3 มิลลิโมลาร์ ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมงพบวา่ ไอโซเลต BBUU144 สร้างเอนไซม ์ 
ACCD สูงสุดคือ 103.000, 220.100 และ 407.500 nmol α-keto mg protein-1 h-1 ตามล าดบั 
 5.1.5  ตรวจสอบความสามารถในการทนเคม็เกลือโซเดียมคลอไรด ์0-7% พบวา่  
ไอโซเลต BBUU144 และ BBUU161 ทนเคม็ได ้7% ไอโซเลต BBUU500 ทนเคม็ได ้6% และ
แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 ทนเคม็ได ้5%  
 5.1.6  ตรวจสอบการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ในสภาวะท่ีมีสารละลายเกลือโซเดียมคลอ
ไรค ์0, 200, 400, 600, 800 และ1,000 มิลลิโมลาร์ พบวา่ ไอโซเลต BBUU500 สร้างฮอร์โมนพืช 
IAA ไดสู้งคือ 7.966 และ 10.690 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดียม
คลอไรด ์800 และ 1,000 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั ในขณท่ีแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 สร้าง
ฮอร์โมนพืช IAAไดสู้งสุดคือ 17.182 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลาย
โซเดียมคลอไรด ์400 มิลลิโมลาร์ ส าหรับการเจริญเติบโตโดยการหาน ้าหนกัแหง้พบวา่ เม่ือระดบั
ความเขม้ขน้สารละลายโซเดียมคลอไรคเ์พิ่มขึ้น ไอโซเลต BBUU144, BBUU161 และ BBUU500 
สามารถเจริญเติบโตไดสู้งขึ้น และท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดียมคลอไรค ์0-1,000  
มิลลิโมลาร์ ไอโซเลต BBUU144 สามารถเจริญเติบโตไดสู้งสุด ในขณะท่ีแบคทีเรีย P. putida 
ATCC มีการเจริญเติบโตสูงสุดท่ีระดบัความเขม้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 800 มิลลิโมลาร์และ
ค่อย ๆ ลดลง เม่ือความเขม้สารละลายโซเดียมคลอไรด์เพิ่มขึ้น 
 5.1.7  ผลการศึกษาการส่งเสริมการเจริญเติบโตในขา้วขาวดอกมะลิ 105 (Oryza sativa L. 
cv. KDML105) พบวา่ เมลด็ขา้วท่ีถูกแช่ในสารละลายสปอร์ไอโซเลต BBUU500 มีอตัราการงอก
เมลด็ ความยาวราก ความยาวล าตน้ น ้าหนกัสดล าตน้ น ้าหนกัของแหง้รากและล าตน้เพิ่มขึ้น เม่ือ
เปรียบเทียบกบัตน้ขา้วท่ีไม่ไดรั้บเช้ือ (ชุดควบคุม) ท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดียมคลอไรด ์
0, 75 และ 150 มิลลิโมลาร์  
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 5.1.8  การจดัจ าแนกแอคติโนมยัสีทในระดบัสกุล โดยใชล้กัษณะทางสัณฐานวิทยาและ
การวิเคราะห์แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ ไอโซเลต BBUU144 BBUU161 และ BBUU500 
สามารถเจริญไดดี้และสร้างสปอร์ภายในเวลา 3 สัปดาห์บนอาหารแขง็สูตร ISP3 ลกัษณะสปอร์เม่ือ
ตรวจดว้ยกลอ้ง SEM พบสปอร์เป็นสายยาวมีรูปร่างเป็นท่อนสั้น ๆ ขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร 
ผิวสปอร์เรียบ การสร้างแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์จากล าดบัดีเอน็เอของยีน 16S rRNA ขนาด 
944-1,440 นิวคลีโอไทด ์พบวา่ BBUU144, BBUU161 และ BBUU500 มีวิวฒันาการชาติพนัธุ์
ร่วมกบัสมาชิกของแอคติโนมยัสีทในสกุล Streptomyces  
 

5.2   ข้อเสนอแนะ 
 การศึกษาต่อไปจะควรท าการจดัจ าแนกไอโซเลตท่ีเหลือและน าทุกไอโซเลตตรวจสอบ
การเป็นแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตพืช รวมทั้งตรวจสอบการสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
เพื่อท่ีจะใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท์างธรรมชาติท่ีสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ไดต้่อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ, สารเคมีหรือสารละลาย  
และเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรม 
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1.  สูตรการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 1.1  Mannitol soya agar (MS) 
  Mannitol    20  กรัม 
  Soybeen    20  กรัม 
  Agar     20  กรัม 
  น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

 1.2  Nutrient agar (NA) 
  Nutrient agar    28  กรัม 
  น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

 1.3  Yeast extract-Dextrose (YD)  
  Yeast extract    10  กรัม 
  D-glucose    10  กรัม 
  น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

 1.4  Yeast extract-dextrose agar (YD) 
 Yeast extract    10  กรัม 
 D-glucose    10  กรัม 
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 Agar     20.00  กรัม
 น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

 1.5  Tryptone yeast extract broth (ISP1) 
 Casein enzymic hydrohysate   5  กรัม 
 Yeast extract    3  กรัม 
  Agar      20  กรัม 
 pH (25 องศาเซลเซียส)    7.0±0.2 
 น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร  
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 1.6  Yeast malt agar (ISP2) 
  Peptic digest of animal tissue  5  กรัม 
  Yeast extract    3  กรัม 
  Malt extract     3  กรัม 
  Dextrose     10  กรัม 
  Agar      20  กรัม 
  pH (25 องศาเซลเซียส)    6.2±0.2 
  น ้ากลัน่     490  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 490 มิลลิลิตร ตม้ใหเ้ดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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 1.7  Oatmeal agar (ISP3) 
  Oat Meal    20  กรัม 
  Agar      18  กรัม 
  Trace salts solution   1  มิลลิลิตร 
  Ferric sulphate heptahydrate    0.001  กรัม  
  Manganese chloride tetrahydrate   0.001  กรัม 
  Zinc sulphate heptahydrate    0.001  กรัม 
  pH (25 องศาเซลเซียส)    7.3±0.2 
  น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 1.8  Inorganic salt starch agar (ISP4) 
  Agar      20  กรัม 
  Soluble starch    10  กรัม 
  Calcium carbonate    2  กรัม 
  Aมิลลิโมลาร์onium sulphate    2  กรัม 
  Di-potassium phosphate    1  กรัม 
  Magnesium sulphate    1  กรัม 
  Sodium chloride     1  กรัม 
  Ferrous sulphate     0.001  กรัม 
  Manganous chloride   0.001  กรัม 
  Zinc sulphate    0.001  กรัม 
  pH (25 องศาเซลเซียส)    7.2±0.2 
  น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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 1.9  Glycerol asparagine agar (ISP5) 
  Agar      20  กรัม 
  L- asparagine    1  กรัม 
  Di-potassium phosphate    1  กรัม 
  Ferric sulphate heptahydrate   0.001  กรัม 
  Magnesium chloride heptahydrate  0.001  กรัม 
  Zinc sulphate heptahydrate   0.001  กรัม 
  Trace salt soln. (ml)    1  กรัม 
  pH (25 องศาเซลเซียส)    7.4±0.2 
  น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดและเติม 
Glycerol ปริมาตร10 มิลลิลิตร แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
  
 1.10  Peptone yeast extract iron agar (ISP6) 
  Agar     15  กรัม 
  Sodium thiosulphate   0.08  กรัม 
  Dipotassium phosphate   1  กรัม 
  Ferric aมิลลิโมลาร์onium citrate  0.05  กรัม 
  Yeast extract    1  กรัม 
  Proteose peptone    5  กรัม 
  Peptic digest of animail tissue  15  กรัม 
 pH (25 องศาเซลเซียส)    6.7±0.2 
 น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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 1.11   Tyrosine agar (ISP7) 
   Agar     20  กรัม 
  Trace salt solution (ml)   1  กรัม 
  Sodium chloride    0.5  กรัม 
  Magnesium sulphate 7H2O   0.5  กรัม 
  Dipotassium phosphate   0.5  กรัม 
  L-Tyrosine    0.5  กรัม 
  L-Asparagine    1  กรัม 
  Sodium tartarate    1.77  มิลลิกรัม  
  Manganese chloride 4H2O   1.80  มิลลิกรัม 
  Boric acid    2.85  มิลลิกรัม 
  Zinc chloride    0.02  มิลลิกรัม 
  Sodium molybclate 2H2O   0.025  มิลลิกรัม 
  Cobalt chloride 6H2O   0.04  มิลลิกรัม 
  Copper chloride 2H2O   0.027  มิลลิกรัม 
  Ferrous sulphate 7H2O   1.36  มิลลิกรัม 
  pH (25 องศาเซลเซียส)    7.3±0.1  
 น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
 ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดและเติม 
Glycerol ปริมาตร 15 มิลลิลิตร แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 1.12  Carbon utilization ager (ISP9) 
  Agar     15  กรัม 
  Dipotassium phosphate   5.65  กรัม 
  Monopotassium phosphate   2.38  กรัม 
  Aมิลลิโมลาร์onium sulphate   2.64  กรัม 
  Magnesium phosphate   1  กรัม 
  Manganese chloride   0.0079  กรัม 
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  Copper sulphate    0.0064  กรัม 
  Zinc sulphate    0.0015  กรัม 
  Ferrous sulphate    0.0011  กรัม 
  pH (25°C)     7.0±0.2  
 น ้ากลัน่     900  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ตม้ใหเ้ดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 1.13  Minimal medium 
 K2HPO4    0.50   กรัม 
 MgSO4.6H2O     0.20  กรัม 
 FeSO4.7H2O     0.01   กรัม 
 น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 1.14  Minimal medium agar 
 K2HPO4    0.50   กรัม 
 MgSO4.6H2O     0.20   กรัม 
 FeSO4.7H2O     0.01   กรัม 
 Agar     15.00  กรัม 
 น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
  ละลายผสมส่วนทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดแลว้น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ีแรงดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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2. การเตรียมสารเคมีและสารละลาย 

 2.1  Stock tryptophan 10 mg/ml 
  L-tryptophan    0.10  กรัม 
  ชัง่ L-tryptophan 0.1 กรัม ละลายดว้ยน ้ากลัน่ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นน ามากรอง
ดว้ยฟิลเตอร์ขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 
 
 2.2  เตรียม Salkowski’s reagent 
  FeCl3     3.60  กรัม 
  7.9 M H2SO4    130  มิลลิลิตร 
  ปริมาตรท่ีตอ้งการเตรียม   300  มิลลิลิตร 
  น า FeCl33.6 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร 170 มิลลิลิตรจากนั้นค่อย ๆ เติม 7.9 M 
H2SO4ปริมาตร 130 มิลลิลิตร ลงไปชา้ ๆ จะไดป้ริมาตรทั้งหมด 300 มิลลิลิตร เก็บสารละลายใส่
ขวดสีชา 
 

 2.4  เตรียม Stock ความเข้มข้นเกลือ 1 M 
 ชัง่ NaCl 5.8 กรัม ละลายในอาหารเหลว YD ปริมาตร 100  มิลลิลิตร 
 
 2.5  เตรียมความเข้มข้นเกลือ โซเดียมคลอไรด์ (800, 600, 400, 200 และ 0 มิลลิโมลาร์) 
โดยเจือจางจาก Stock  
  ความเขม้ขน้เกลือ    1,000   มิลลิโมลาร์ 
  ความเขม้ขน้เกลือเร่ิมตน้                    1,000  มิลลิโมลาร์ 
  ความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ีตอ้งการ            800  มิลลิโมลาร์ 
  ปริมาตรท่ีตอ้งการเตรียม    10   มิลลิลิตร 
  สูตรเคมีในการค านวณ         C1V1  = C2V2 
                                                        1,000 mM × V1 = 800 mM × 10 ml 
                                                                             V1 = 800 mM × 10 ml 
                                                                         1,000 ml 
                                                                             V1 = 8 ml 
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  ปิเปตความเขม้ขน้เกลือจาก Stock 1,000 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดว้ยอาหารเหลว YD ใหเ้ท่ากบั 10 ml (การเตรียมความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์600, 
400, 200 และ 0 มิลลิโมลาร์ ค านวณดงัเช่นสูตรเคมีขา้งตน้) 
 
 2.6  เตรียม Stock ACC 
  ตอ้งการความเขม้ขน้    0.30         โมล 
  ชัง่ ACC 0.09 กรัม ละลายในน ้ากลัน่  3    มิลลิลิตร 
 
 2.7  เตรียม Stock (NH4)2SO4 ความเข้มข้นเกลือ 1 M 
  ตอ้งการความเขม้ขน้   1               โมล 
  ชัง่ (NH4)2SO4 13.214 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 100    มิลลิลิตร 
 
 2.8  เตรียม 0.1% (w/v) 2,4-Dinitro-phenylhydrazine (เตรียมใน 2 M HCl) 
  ชัง่ 2,4-Dinitro-phenylhydrazine 0.2 กรัม ละลายใน 2 M HCl ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 
 
 2.9  เตรียม 2 M HCl 
 เตรียม 2 M HCl จาก Conc HCl ปริมาตร 500 mL 
 ความเขม้ขน้ของกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ (Conc HCl)  = 12 โมล 
 เติม Conc HCl 83.333  มิลลิลิตร ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีมี 
น ้ากลัน่อยูใ่นขวดแลว้คร่ึงขวด จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ 
 
 2.10  เตรียม 0.56 M HCl 
 เตรียม 0.56 M HCl จาก Conc HCl ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 ความเขม้ขน้ของกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ (Conc HCl)  = 12 โมล 
 เติม Conc HCl 23.333 มิลลิลิตร ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีมี 
น ้ากลัน่อยูใ่นขวดแลว้คร่ึงขวด จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ 
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3.  เทคนคิทางพนัธุวิศวกรรม 
 3.1  การสกดัจีโนมิคดีเอ็นเอ (DNA Extraction) 
 3.1.1  น าเซลลแ์บคทีเรียท่ีเจริญในอาหารเหลวสูตร YD ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดไมโครเซ็นติฟิวกข์นาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้เทอาหารทิ้ง 
 3.1.2  ท าการลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปเขยา่บน
เคร่ืองผสมสารเป็นเวลา 30 วินาที แลว้ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทน ้ากลัน่ทิ้งโดยท าการลา้งเซลลซ์ ้า 2 รอบเพื่อใหไ้ดเ้ซลลท่ี์
สะอาด  
 3.1.3  เซลลท่ี์ลา้งแลว้ถูกน ามาบดเซลลด์ว้ยไนโตรเจนเหลว (Liquid nitrogen) ใน
โกร่งท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นดูดเซลลท่ี์บดละเอียดใส่ในหลอดไมโครเซ็นติฟิวกข์นาด 1.5 
มิลลิลิตร 
 3.1.4  เติม Lysis buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพื่อบ่มเซลลแ์ละท าใหเ้ซลลแ์ตก 
โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้จึงท าลาย RNA ดว้ยการเติม RNase-A 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
 3.1.5  เติม 2% SDS ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั 
 3.1.6  เติม Phenol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพื่อยอ่ยสลายโปรตีน น าไปเขยา่บน
เคร่ืองผสมสารเป็นเวลา 30 วินาทีแลว้ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  
 3.1.7  ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติม 3M NaCH3COOH 0.1 เท่าของปริมาตรดีเอน็เอและ
เติม Isopropanol ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตรดีเอน็เอท่ีได ้ท าการกลบัหลอดเบา ๆ เพื่อใหส้ารละลาย
ผสมกนั แลว้น าไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และน าไปป่ันเหว่ียงดว้ย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้เทสารละลายทิ้ง 
 3.1.8  ลา้งตะกอนดีเอน็เอดว้ย 70% Ethanol ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นน าไป
ป่ันเหว่ียงอีกคร้ังดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที แลว้
เทสารละลายทิ้ง 
 3.1.9  ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แหง้เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลว้ตรวจสอบผลิตภณัฑด์ว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟริซีสตามวิธี 
ขอ้ 3.3   
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 3.2  การสกดัจีโนมิคดีเอ็นเอ (DNA Extraction) โดยใชชุ้ดส าเร็จ TIANamp Genomic 
DNA Kit 
 3.2.1  น าเซลลแ์บคทีเรียท่ีเจริญในอาหารเหลวสูตร YD ปริมาณ 1 มิลลิลิตรใส่ใน
หลอดไมโครเซ็นติฟิวกข์นาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้เทอาหารทิ้ง 
 3.2.2  ท าการลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตรน าไปเขยา่บน
เคร่ืองผสมสารเป็นเวลา 30 วินาที แลว้ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทน ้ากลัน่ทิ้งโดยท าการลา้งเซลลซ์ ้า 2 รอบเพื่อใหไ้ดเ้ซลลท่ี์
สะอาด 
 3.2.3  เติม Buffer GA ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
 3.2.4  เติม RNase ปริมาตร 4 ไมโครลิตร น าไปเขยา่บนเคร่ืองผสมสารเป็นเวลา 30 
วินาทีแลว้น าไปบ่มบนเคร่ืองเขยา่ตลอดเวลาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  
 3.2.5  เติม Protinase K  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าไปเขยา่บนเคร่ืองผสมสารเป็น
เวลา 30 วินาทีแลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-3 ชัว่โมง  
 3.2.6  เติม Buffer GB ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปเขยา่บนเคร่ืองผสมสารเป็น
เวลา 30 วินาทีแลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 3.2.7  เติม Ab EtOH ปริมาตร 200 µl น าไปเขยา่บนเคร่ืองผสมสารเป็นเวลา 30 วินาที 
 3.2.8  ยา้ยสารละลายจากขอ้ 3.2.7  ลงใน Spin Columns CB3 น าไปป่ันเหว่ียงดว้ย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาทีแลว้เทสารละลายใน 
Collection tube ทิ้ง 
 3.2.9  เติม Buffer GD ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน Spin Columns CB3 น าไปป่ัน
เหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาทีแลว้เท
สารละลายใน Collection tube ทิ้ง 
 3.2.10  เติม Buffer PW ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน Spin Columns CB3 น าไปป่ัน
เหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาทีแลว้เทสาร 
ละลายใน Collection tube ทิ้ง (ท าซ ้า 2 รอบ)  
  3.2.11  ยา้ยส่วนของ Spin Columns CP3 ใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นติฟิวกข์นาด 1.5 
มิลลิลิตร แลว้เติม Buffer TE ปริมาตร 25 ไมโครลิตรบ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาทีจึง
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น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาทีจะได้
ส่วนใสท่ีถูกกรองแลว้ในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก ์ 
  3.2.12  ตรวจสอบผลิตภณัฑดี์เอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโตรโฟริซีส
ตามวิธีขอ้ 3.3 
 
 3.3  การตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
 3.3.1  เตรียมถาดรองเจลวางบนพื้นเรียบ 
 3.3.2  ชัง่ผงอะกาโรสจ านวน 0.4 กรัม ลงในขวดรูปชมพู่ เติม Electrophoresis buffer 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 3.3.3  ปิดขวดรูปชมพู่ ดว้ยแผน่ออลูมิเนียมฟอยลพ์ร้อมเจาะรู ท าใหอ้ะกาโรสละลาย
ในไมโครเวฟ แลว้น าออกมาวางทิ้งไวใ้หอุ้ณหภูมิลดลงถึงประมาณ 60-55 องศาเซลเซียส 
 3.3.4  เทอะกาโรสลงในถาดรองเจลท่ีเตรียมไว ้พยายามอยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ วางหวี
ลงท่ีปลายดา้นหน่ึงของถาดรองเจล ใหซ่ี้ของหวีอยูห่่างจากปลายของเจลประมาณ 1 เซนติเมตร 
จากนั้นรอใหเ้จลแขง็ตวั 
 3.3.5  หลงัจากเจลแขง็ตวั น าถาดไปวางใน Electrophoresis chamber เทบฟัเฟอร์ (0.5 
TAE) ลงไปจนท่วมเจล ใหบ้ฟัเฟอร์ท่วมเจลขึ้นมาประมาณ 3 มิลลิเมตรแลว้ค่อย ๆ ดึงหวีออก 
 3.3.6  ผสม DNA sample หรือผลิภณัฑพ์ีซีอาร์ (PCR product) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร
กบั 6X loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และน ้ากลัน่ท่ีปลอดเช้ือปริมาตร 3 ไมโครลิตร หยอด
ตวัอยา่งใส่ในช่องท่ี 2 ของเจลเป็นตน้ไป โดยใชไ้มโครปิเปต (ช่องแรกใส่ DNA marker)  
 3.3.7  เม่ือหยอดตวัอยา่งเรียบร้อยแลว้ ปิดฝา Electrophoresis chamber แลว้ต่อ
ขั้วไฟฟ้าเขา้กบั Power supply ตั้ง Voltage mini-gel ท่ี 100 โวลต ์ใชเ้วลาประมาณ 30 นาที เม่ือ 
Bromphenol blue เคล่ือนท่ีไปไดป้ระมาณ 80% ของความยาวเจล จึงหยดุกะแสไฟฟ้า  
 3.3.8  ยอ้มเจลดว้ย Ethidium bromide (EtBr) 10 นาที 
 3.3.9  ลา้งแผน่เจลดว้ยน ้าเปล่า 2-3 คร้ัง แลว้จึงน าไปเขา้เคร่ือง UV Transilluminator  
 3.3.10  แลว้ตรวจผลการสกดัดีเอ็นเอและผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์บนัทึกภาพดว้ยกลอ้ง
ดิจิตอล 
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 3.4  การเตรียมดีเอ็นเอให้บริสุทธ์ิโดยชุด TIANamp Genomic DNA Kit (TIANGEN) 
  3.4.1  น าดีเอน็เอทั้งหมดท่ีสกดัใส่ลงใน Spin Columns CP3 น าไปป่ันเหว่ียงดว้ย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แลว้เทสารละลายใน Collection tube ทิ้ง 
  3.4.2  เติม Buffer GD ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แลว้เทสารละลายใน Collection tube ทิ้ง 
  3.4.3  ลา้ง Spin Columns CP3 โดยเติม Buffer PW ปริมาตร 600 ไมโครลิตร น าไป
ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เทสารละลายท่ีไหลผา่น Collection 
tube ทิ้ง (ท าซ ้า 2 คร้ัง) 
  3.4.4  ยา้ยส่วนของ Spin Columns CP3 ใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นติฟิวกข์นาด 1.5 
มิลลิลิตร 3.4.5  เติม Buffer TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยเติมให้ตรงกบัแผ่นกรองใน Spin 
Columns CP3 เพื่อชะดีเอ็นเอท่ีติดอยู่ตรงแผน่กรอง บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที 
  3.4.6  น าหลอดไมโครเซ็นติฟิวกท่ี์มี Spin Columns CP3 ไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จะไดส่้วนใสท่ีถูกกรองแลว้ในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก ์ 
  3.4.7  ตรวจสอบผลิตภณัฑดี์เอน็เอท่ีบริสุทธ์ิโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโตรโฟริซีส
ตามวิธีขอ้ 3.3 
 

 3.5  การเพิม่จ านวนดีเอ็นเอบริเวณยีน acdS ด้วยวิธีการท า PCR 
 การเพิ่มปริมาณของยนีโดยใชคู้่ไพรเมอร์ Degenerate Primer ATT082F และ ATT082R 
ท่ีมีความจ าเพาะต่อบริเวณอนุรักษข์องยนี acdS โดยเตรียมส่วนผสมสารละลายท่ีใชใ้นการท า
ปฏิกิริยา PCR ทั้งหมด (ตารางท่ี 1) ใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นติฟิวกข์นาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้
กนั ดูดใส่ลงใน PCR microtube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ตามดว้ย DNA template 2 ไมโครลิตรใส่ PCR 
microtubeลงในเคร่ือง Thermal cycle ตั้งโปรแกรมปฏิกิริยา PCR โดยใชป้ฏิกิริยาและอุณหภูมิตาม
ตารางท่ี 2 ปรับตามวิธีการของ Indananda (2010) ตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์โดยวิธีอะกาโรส
เจลอิเลกโตรโฟริซีสตามวิธีขอ้ 3.3 
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ตารางท่ี 1  สารละลายท่ีใชเ้ป็นองคป์ระกอบในการเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยวิธี PCR 
 
สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
Taq DNA polymerase 
Dream Taq Buffer 
DMSO 
dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
Primer-F 
Primer-R 
 DNA 
Sterile H2O (DW) 

0.1  
2.6  
2.0  
0.4  
0.5  
0.5  
2.0  
23.0  

Total 20  
 
“หมายเหต”ุ  1.  Taq DNA polymerase ใส่เป็นล าดบัสุดทา้ย  
         2.  การหาปริมาตรน ้า (DW) น าปริมาตรสารทั้งหมด - ปริมาตรสารท่ีค านวณไว ้           
      (ไม่มีปริมาตรน ้า) 
 
ตางรางท่ี 2  ปฏิกิริยา PCR ในแต่ละรอบ 
 
ขั้นตอนปฏิกิริยา PCR อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 
Pre-denaturation 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final-extension 

94 
94 
55 
72 
72 

180 
30 
30 
90 
240 

 
 
 
 

จ านวน 30 รอบ 

1
0

5
4

5
6

1
7

4
1



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
4
0
4
2
5
6
3
 
1
2
:
5
2
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
5
0

121 

 
 

 3.6  การเตรียมผลิตภัณฑ์พซีีอาร์ให้บริสุทธ์ิจากเจลโดยชุด TIANgel Midi 
DNA Purification Kit 
 3.6.1  ตดัเจลบริเวณท่ีมีแถบพีซีอาร์ขนาดท่ีตอ้งการใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
  3.6.2  เติม Buffer  PN ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ต่อน ้าหนกัอะกาโรสเจล 0.1 กรัม 
  3.6.3  บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนกวา่อะกาโรสเจลละลายผสมกบั Buffer  
PN  เป็นเน้ือเดียวกนั 
  3.6.4  เตรียม Spin Column CA2 ดว้ยการเติม Buffer BL ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
แลว้น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีแลว้เทสารละลายใน 
Collection tube ทิ้ง 
  3.6.5  ดูดสารละลายจากขอ้ 3.6.3 ใส่ลงใน Spin Column CA2 แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 นาที จึงน าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
แลว้เทสารละลายใน Collection tube ทิ้ง 
  3.6.6  ลา้ง Spin Column CA2 โดยเติม Buffer PW ปริมาตร 600 ไมโครลิตร น าไป
ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายท่ีไหลผา่น Collection 
tube ทิ้ง (ท าซ ้า 2 รอบ) 
  3.6.7  ยา้ยส่วนของ Spin Column CA2 ใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นติฟิวกข์นาด 1.5 
มิลลิลิตร 
  3.6.8  เติม Buffer EB ปริมาตร 25 ไมโครลิตร โดยเติมให้ตรงกบัแผ่นกรองใน 
Column เพื่อชะผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีติดอยู่ตรงแผน่กรอง บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที 
   3.6.9  น าหลอดไมโครเซ็นติฟิวกท่ี์มี Spin Column CA2 ไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จะไดส่้วนใสท่ีถูกกรองในหลอดไมโครเซ็นติฟิวกป์ริมาตร 
0.25 มิลลิลิตร 
 3.6.10  ตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีบริสุทธ์ิโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโตรโฟริซีส 
ตามวิธีขอ้ 3.3 
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ภาคผนวก ข 
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร MS  

และการยอ้มแกรมแบคทีเรีย 
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ภาพภาคผนวก ข-2  การยอ้มแกรม (Gram staining) ก าลงัขยาย 100 เท่า 
 

ไอโซเลต การยอ้มแกรม ไอโซเลต การยอ้มแกรม 

BBUU105 

 

BBUU144 

 

BBUU112 BBUU145 

 

BBUU114 BBUU146 

 

 
BBUU118 
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BBUU134 BBUU150 
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ภาพภาคผนวก ข-2  (ต่อ) 
 

ไอโซเลต การยอ้มแกรม ไอโซเลต การยอ้มแกรม 

BBUU151 

 

BBUU161 

 

BBUU155/1 BBUU162 

BBUU155/2 BBUU163 

BBUU157 BBUU164 

BBUU160 BBUU165/1 
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ภาพภาคผนวก ข-2  (ต่อ)  
 

ไอโซเลต การยอ้มแกรม ไอโซเลต การยอ้มแกรม 

BBUU165/2 

 

BBUU186 

 

BBUU166 BBUU187 

BBUU168 BBUU190 

BBUU179 BBUU192 

BBUU180 BBUU195 
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ภาพภาคผนวก ข-2  (ต่อ)  
 

ไอโซเลต การยอ้มแกรม ไอโซเลต การยอ้มแกรม 

BBUU500 

 

BBUU906 

 

BBUU903 BBUU907 

BBUU904 
แบคทีเรีย 
P. putida 

ATCC 17484 
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ภาคผนวก ค 
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็สูตร YD  

และกราฟมาตรฐานของ IAA 
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ภาพภาคผนวก ค-2  กราฟมาตรฐานของ IAA ท่ีอยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 5 ถึง 50 ไมโครกรัมต่อ            
                                 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 
ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี acdS , ล  าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี acdS ท่ีแปลงเป็น
กรดอะมิโน, แผนผงัความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของแอคติโนมยัสีท,ลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยาบนอาหารแขง็สูตรต่าง ๆ ของแบคทีเรีย, ขอ้มลูการเจริญของ
แบคทีเรียในอาหารเหลว Minimal medium ทั้ง 3 ชนิด, กิจกรรมการสร้าง

เอนไซม ์ACCD และกราฟมาตรฐานของ α-ketobutyrate  
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ภาพภาคผนวก ง-1  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี acdS ของแอคติโนมยัสีท 
 
1.  ไอโซเลต BBUU105 
     1 GCGGGGGGGC GTTCGGCGGC GCGGGCTGCG CTGCGTGCTG GTGCAGGAGA 
   51 GCTGGGTGGA CTGGCCCGAC GCCGTGTACG ACAAGGTCGG CAACATCCTG 
 101 GTCTCCCGGC TCGCCGGGGC CGACGTGCGG CTGGTGAGGG CCGGGTTCGG 
 151 GATCGGCTTC AAGGAGAGCT GGGAACAGGC CCTCAAGGAG GTCGAGGACG 
 201 CGGGAGGCAA GCCGTACGCC ATCCCCGCCG GCGCCTCCGA CCATCCGCTC 
 251 GGCGGGCTCG GCTTCGCCGG CTGGGCGTAC GAGGTCGCCG AGCAGGAGAG 
 301 GGAACTGGGC GTCTTCTTCG ACACCGTCGT GGTCTGCTCG GTGACCGGTT 
 351 CCACCCAGGC CGGCATGGTG GCCGGGTTCC GCGCCCTGGA GGAGGCGGGC 
 401 GGGCGGCCCC GGCGCGTCGT CGGCATCGAC GCGTCCGCGG ACCCCGCCCG 
 451 CACCCGCGAG CAGATCGCCC GGATCGCCGA CCGCACGGGG CGGCTCATCG 
 501 GCGTGAGCGG CGCACTCACG GAGGCGGACG TCGAACTCGA CGAGCGGTAC 
 551 CACGCGGGCA CGTACGGCAT TCCCGACGAC ACCACCCTCG CGGCGATGCG 
 601 GCTCGCCGCC CGGACCGAGG GCATGGTCAC CGACCCGGTC TACGAGGGCA 
 651 GTTCGATGGC AAA 
 
2.  ไอโซเลต BBUU114 
     1 CTGCGCTGCG TGCTGGTGCA GGAGAGCTGG GTGGACTGGC CCGACGCCGT 
   51 GTACGACAAG GTCGGCAACA TCCTGGTCTC CCGGCTCGCC GGGGCCGACG 
 101 TGCGGCTGGT GAGGGCCGGG TTCGGGATCG GCTTCAAGGA GAGCTGGGAA 
 151 CAGGCCCTCA AGGAGGTCGA GGACGCGGGA GGCAAGCCGT ACGCCATCCC 
 201 CGCCGGCGCC TCCGACCATC CGCTCGGCGG GCTCGGCTTC GCCGGCTGGG 
 251 CGTACGAGGT CGCCGAGCAG GAGAGGGAAC TGGGCGTCTT CTTCGACACC 
 301 GTCGTGGTCT GCTCGGTGAC CGGTTCCACC CAGGCCGGCA TGGTGGCCGG 
 351 GTTCCGCGCC CTGGAGGAGG CGGGCGGGCG GCCCCGGCGC GTCGTCGGCA 
 401 TCGACGCGTC CGCGGACCCC GCCCGCACCC GCGAGCAGAT CGCCCGGATC 
 451 GCCGACCGCA CGGGGCGGCT CATCGGCGTG AGCGGCGCAC TCACGGAGGC 
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ภาพภาคผนวก ง-1  (ต่อ) 
 
501 GGACGTCGAA CTCGACGAGC GGTACCACGC GGGCACGTAC GGCATTCCCG 
 551 ACGACACCAC CCTCGCGGCG ATGCGGCTCG CCGCCCGGAC CGAGGGCATG 
601 GTCACCGACC CGGTCTACGA GGGCAAGT 
 
3.  ไอโซเลต BBUU118 
     1 GGCCCCCCCG CGGCGGGCCT GCGCTGCGTG CTGGTGCAGG AGAGCTGGGT 
   51 GGACTGGCCC GACGCCGTGT ACGACAAGGT CGGCAACATC CTGGTCTCCC 
 101 GGCTCGCCGG GGCCGACGTG CGGCTGGTGA GGGCCGGGTT CGGGATCGGC 
 151 TTCAAGGAGA GCTGGGAACA GGCCCTCAAG GAGGTCGAGG ACGCGGGAGG 
 201 CAAGCCGTAC GCCATCCCCG CCGGCGCCTC CGACCATCCG CTCGGCGGGC 
 251 TCGGCTTCGC CGGCTGGGCG TACGAGGTCG CCGAGCAGGA GAGGGAACTG 
 301 GGCGTCTTCT TCGACACCGT CGTGGTCTGC TCGGTGACCG GTTCCACCCA 
 351 GGCCGGCATG GTGGCCGGGT TCCGCGCCCT GGAGGAGGCG GGCGGGCGGC 
 401 CCCGGCGCGT CGTCGGCATC GACGCGTCCG CGGACCCCGC CCGCACCCGC 
 451 GAGCAGATCG CCCGGATCGC CGACCGCACG GGGCGGCTCA TCGGCGTGAG 
 501 CGGCGCACTC ACGGAGGCGG ACGTCGAACT CGACGAGCGG TACCACGCGG 
 551 GCACGTACGG CATTCCCGAC GACACCACCC TCGCGGCGAT GCGGCTCGCC 
 601 GCCCGGACCG AGGGCATGGT CACCGACCCG GTCTACGAGG GCAAGTCGAT 
 651 GGCAAAA 
 
4.  ไอโซเลต BBUU134 
     1 GCCCGTCGCT GTGCGACGCG CGGGCTGCGC TGCGTGCTGG TGCAGGAGAG 
   51 CTGGGTGGAC TGGCCCGACG CCGTGTACGA CAAGGTCGGC AACATCCTGG 
 101 TCTCCCGGCT CGCCGGGGCC GACGTGCGGC TGGTGAGGGC CGGGTTCGGG 
 151 ATCGGCTTCA AGGAGAGCTG GGAACAGGCC CTCAAGGAGG TCGAGGACGC 
 201 GGGAGGCAAG CCGTACGCCA TCCCCGCCGG CGCCTCCGAC CATCCGCTCG 
 251 GCGGGCTCGG CTTCGCCGGC TGGGCGTACG AGGTCGCCGA GCAGGAGAGG 
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ภาพภาคผนวก ง-1  (ต่อ) 
 
301 GAACTGGGCG TCTTCTTCGA CACCGTCGTG GTCTGCTCGG TGACCGGTTC 
 351 CACCCAGGCC GGCATGGTGG CCGGGTTCCG CGCCCTGGAG GAGGCGGGCG 
 401 GGCGGCCCCG GCGCGTCGTC GGCATCGACG CGTCCGCGGA CCCCGCCCGC 
 451 ACCCGCGAGC AGATCGCCCG GATCGCCGAC CGCACGGGGC GGCTCATCGG 
 501 CGTGAGCGGC GCACTCACGG AGGCGGACGT CGAACTCGAC GAGCGGTACC 
 551 ACGCGGGCAC GTACGGCATT CCCGACGACA CCACCCTCGC GGCGATGCGG 
 601 CTCGCCGCCC GGACCGAGGG CATGGTCACC GACCCGGTCT ACGAGGGCAA 
 651 GTCGATGGCA AA 
 
5.  ไอโซเลต BBUU144 
     1 GGGACGCGCG GGCTGCGCTG CGTGCTGGTG CAGGAGAGCT GGGTGGACTG 
   51 GCCCGACGCC GTGTACGACA AGGTCGGCAA CATCCTGGTC TCCCGGCTCG 
 101 CCGGGGCCGA CGTGCGGCTG GTGAGGGCCG GGTTCGGGAT CGGCTTCAAG 
 151 GAGAGCTGGG AACAGGCCCT CAAGGAGGTC GAGGACGCGG GAGGCAAGCC 
 201 GTACGCCATC CCCGCCGGCG CCTCCGACCA TCCGCTCGGC GGGCTCGGCT 
 251 TCGCCGGCTG GGCGTACGAG GTCGCCGAGC AGGAGAGGGA ACTGGGCGTC 
 301 TTCTTCGACA CCGTCGTGGT CTGCTCGGTG ACCGGTTCCA CCCAGGCCGG 
 351 CATGGTGGCC GGGTTCCGCG CCCTGGAGGA GGCGGGCGGG CGGCCCCGGC 
 401 GCGTCGTCGG CATCGACGCG TCCGCGGACC CCGCCCGCAC CCGCGAGCAG 
 451 ATCGCCCGGA TCGCCGACCG CACGGGGCGG CTCATCGGCG TGAGCGGCGC 
 501 ACTCACGGAG GCGGACGTCG AACTCGACGA GCGGTACCAC GCGGGCACGT 
 551 ACGGCATTCC CGACGACACC ACCCTCGCGG CGATGCGGCT CGCCGCCCGG 
 601 ACCGAGGGCA TGGTCACCGA CCCGGTCTAC GAGGGCAAGT CGATGGAA 
 
6.  ไอโซเลต BBUU145 
     1 TCGGGGGCCC GGGGGGGGAC GAAGGTGCGT GCTGGTGCAG GAGAAGTTGG 
   51 GTCGAAGTGG CCGGACGCCG TGTACGACAA GGTCGGCAAC ATCCTGATCA 
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ภาพภาคผนวก ง-1  (ต่อ) 
 
101 GCCGGCTCGC CGGGGCCGAG GTGCGGTTGG TGCGGGCGGG GTTCGGGATC 
 151 GACTTCAAGG AGAGCTGGGA GCAGGCGTTG CGGGACGTCG AGGCGGCGGG 
 201 CGGCAGGCCG TACGCCATCC CCGCCGGCGC CTCCGACCAC CCGCTCGGCG 
 251 GCCTCGGCTT CGCCCGCTGG GCGTACGAGG TCGCCGCACA GGAACGGCAG 
 301 TCGGGCGTCT TCTTCGACAC GGTGGTCGTG TGCTCGGTGA CCGGGTCCAC 
 351 GCAGGCGGGC ATGGTCGCGG GATTCCGGGC GCTCGAAGAG GCCGGCGGAC 
 401 GGCGGCGGCG CGTGATCGGC ATCGACGCGT CCGCCGAACC CGCCGCCACC 
 451 CATGAGCAGA TCACCCGGAT CGCCCGCGCC ACCGGCGAAC TCACCGGCGT 
 501 CGAGGAAGAG CTGACGGAAG TAGACGTCGA ACTGGACGCG CGGTACCACG 
 551 CGGGCACGTA CGGCATCCCC GACGAGTCCA CCCTGGAAGC GATGCGGCTG 
 601 GCCGCCCGGA CGGAGGGCAT GGTCACCGAC CCGGTCTACG AGGGAGTTCC 
 651 CATGGCAAA 
 
7.  ไอโซเลต BBUU157 
     1 GTGCTGGTGC AGGAGAGCTG GGTGGACTGG CCCGACGCCG TGTACGACAA 
   51 GGTCGGCAAC ATCCTGGTCT CCCGGCTCGC CGGGGCCGAC GTGCGGCTGG 
 101 TGAGGGCCGG GTTCGGGATC GGCTTCAAGG AGAGCTGGGA ACAGGCCCTC 
 151 AAGGAGGTCG AGGACGCGGG AGGCAAGCCG TACGCCATCC CCGCCGGCGC 
 201 CTCCGACCAT CCGCTCGGCG GGCTCGGCTT CGCCGGCTGG GCGTACGAGG 
 251 TCGCCGAGCA GGAGAGGGAA CTGGGCGTCT TCTTCGACAC CGTCGTGGTC 
 301 TGCTCGGTGA CCGGTTCCAC CCAGGCCGGC ATGGTGGCCG GGTTCCGCGC 
 351 CCTGGAGGAG GCGGGCGGGC GGCCCCGGCG CGTCGTCGGC ATCGACGCGT 
 401 CCGCGGACCC CGCCCGCACC CGCGAGCAGA TCGCCCGGAT CGCCGACCGC 
 451 ACGGGGCGGC TCATCGGCGT GAGCGGCGCA CTCACGGAGG CGGACGTCGA 
 501 ACTCGACGAG CGGTACCACG CGGGCACGTA CGGCATTCCC GACGACACCA 
 551 CCCTCGCGGC GATGCGGCTC GCCGCCCGGA CCGAGGGCAT GGTCACCGAC 
 601 CCGGTCTACG AGGGCAAG 
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ภาพภาคผนวก ง-1  (ต่อ) 
 
8.  ไอโซเลต BBUU168 
     1 GGGGGCCCCG GGGCCCCGCG CCGGGCTCAG TGCGTCCTGG TGCAGGAGAG 
   51 CTGGGTGGAG TGGCCGGACT CCGTGTACGA CAAGGTCGGC AACATCCTCA 
 101 TCAGCAGGCT GGCGGGAGCC GACGTACGGC TGGTGCGGGC CGGGTTCGGG 
 151 ATCGGGTTCA AGGAGAGCTG GGAACTGGCG CTGCGCGAGG TCGAGGAGTC 
 201 CGGCGGCAAG CCGTACGCCA TCCCGGCCGG CGCCTCCGAC CACCCGCTCG 
 251 GCGGCCTCGG CTTCGCGGGC TGGGCCTATG AAGTCGCCGA GCAGGAACGG 
 301 CAGTCGGACG TCTTCTTCGA CACGGTCATC GTCTGCTCGG TGACCGGGTC 
 351 GACCCAGGCC GGCATGGTCG CCGGGTTCGC CGCGCTGGAG CAGGCCGGCG 
 401 GCCGTGCGCG CCGCGTCATC GGCATCGACG CCTCGGCCAA GCCCACCGAG 
 451 ACCCGCGAAC AGATCGCCCG CATCGCCCAC CGCACCGGCC GACTCATAGG 
 501 CGTCGAGCGG GAGCTGACCG TCGACGACGT AGAACTCGAC GAGCGCTACC 
 551 ACGCGGGCAT CTACGGCATC CCGGACGACA CCACCCTGGC GGCGATGCGC 
 601 CTCGCGGCCC GCACCGAGGG CATGGTGACG GACCCGGTCT ACGAGGGCAA 
 651 GTCCGATGGC AAAA 
 
9.  ไอโซเลต BBUU179 
     1 GCCCGGGGCT TGCGCGGGGA CGGGCTCAGT GCGTGCTCGT GCAGGAGAGT 
   51 TGGGTGGACT GGCCCGACGC CGTGTACGAC AAGGTCGGCA ACATCCTGAT 
 101 CAGCCGGCTG GCCGGGGCCG ATGTGCGGCT GGTGAAGGCC GGCTTCGGCA 
 151 TCGGCTTCAA GGAGAGCTGG GAGCGGGCGC TCCGGGAGGT CGAGGAGGGC 
 201 GGCGGGAAGC CGTACGCCAT CCCGGCCGGG GCCTCCGACC ATCCGCTCGG 
 251 CGGACTCGGC TTCGCCGGGT GGGCGCATGA GGTGGCCGAG CAGGAGCGGG 
 301 AGCTGGGCGT CTTCTTCGAC ACCGTCGTGG TGTGCTCGGT GACCGGGTCG 
 351 ACCCAGGCCG GCATGGTCGC CGGGTTCGCC GCGCTGGAGG AGGCGGGCGG 
 401 GCGGGCCCGG CGGGTGCTCG GCATCGACGC CTCGGCGAAG CCGGCCGCGA 
 451 CCCGCGGTCA GATCGCCCGT ATCGCCGACC GCACCGGCCA GCTCATCGGC 
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ภาพภาคผนวก ง-1  (ต่อ) 
 
501 TTGAAGCGTG AGCTGACCGA GGCGGACGTC GAACTCGACG AGCGGTACCA 
 551 CGCGGGTGTC TACGGCGTCC CCGACGAGGC GACCCTGGCG GCGATGCGGC 
 601 TCGCCGCCCG GACGGAGGGG ATGGTCACCG ACCCCGTCTA CGAGGGCAGT 
 651 TCCATGGCAA A 
 
10.  ไอโซเลต BBUU87 
     1 GGCCCGGGCG TTTCGCCGGG GCGGGCTCAG TGCGTGCTCG TGCAGGAGAG 
  51 TTGGGTGGAC TGGCCCGACG CCGTGTACGA CAAGGTCGGC AACATCCTGA 
 101 TCAGCCGGCT GGCCGGGGCC GATGTGCGGC TGGTGAAGGC CGGCTTCGGC 
 151 ATCGGCTTCA AGGAGAGCTG GGAGCGGGCG CTCCGGGAGG TCGAGGAGGG 
 201 CGGCGGGAAG CCGTACGCCA TCCCGGCCGG GGCCTCCGAC CATCCGCTCG 
 251 GCGGACTCGG CTTCGCCGGG TGGGCGCATG AGGTGGCCGA GCAGGAGCGG 
 301 GAGCTGGGCG TCTTCTTCGA CACCGTCGTG GTGTGCTCGG TGACCGGGTC 
 351 GACCCAGGCC GGCATGGTCG CCGGGTTCGC CGCGCTGGAG GAGGCGGGCG 
 401 GGCGGGCCCG GCGGGTGCTC GGCATCGACG CCTCGGCGAA GCCGGCCGCG 
 451 ACCCGCGGTC AGATCGCCCG TATCGCCGAC CGCACCGGCC AGCTCATCGG 
 501 CTTGAAGCGT GAGCTGACCG AGGCGGACGT CGAACTCGAC GAGCGGTACC 
 551 ACGCGGGTGT CTACGGCGTC CCCGACGAGG CGACCCTGGC GGCGATGCGG 
 601 CTCGCCGCCC GGACGGAGGG GATGGTCACC GACCCCGTCT ACGAGGGCAA 
 651 GTCCATGGCA A 
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ภาพภาคผนวก ง-2  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี acdS ท่ีแปลงเป็นกรดอะมิโนของแอคติโนมยัสีท 
 
1.  ไอโซเลต BBUU105 
     1 MPSVRAASRI AARVVSSGMP YVPAWYRSSS STSASVSAPL TPMSRPVRSA 
   51 IRAICSRVRA GSADASMPTT RRGRPPASSR ARNPATMPAW VEPVTEQTTT 
 101 VSKKTPSSLS CSATSYAQPA KPSPPSGWSE APAGMAYGLP PASSTSLRAC 
 151 SQLSLKPIPN PALTSRTSAP ASRETRMLPT LSYTASGQST QLSCTSTQRS 
 201 PRRRTPPR 
 
2.  ไอโซเลต BBUU114  
     1 MPSVRAASRI AARVVSSGMP YVPAWYRSSS STSASVSAPL TPMSRPVRSA 
   51 IRAICSRVRA GSADASMPTT RRGRPPASSR ARNPATMPAW VEPVTEQTTT 
 101 VSKKTPSSLS CSATSYAQPA KPSPPSGWSE APAGMAYGLP PASSTSLRAC 
 151 SQLSLKPIPN PALTSRTSAP ASRETRMLPT LSYTASGQST QLSCTSTQR 
 
3.  ไอโซเลต BBUU118 
      1 MPSVRAASRI AARVVSSGMP YVPAWYRSSS STSASVSAPL TPMSRPVRSA 
   51 IRAICSRVRA GSADASMPTT RRGRPPASSR ARNPATMPAW VEPVTEQTTT 
 101 VSKKTPSSLS CSATSYAQPA KPSPPSGWSE APAGMAYGLP PASSTSLRAC 
 151 SQLSLKPIPN PALTSRTSAP ASRETRMLPT LSYTASGQST QLSCTSTQRR 
 201 PAAGG 
 
4.  ไอโซเลต BBUU134 
    1 MPSVRAASRI AARVVSSGMP YVPAWYRSSS STSASVSAPL TPMSRPVRSA 
  51 IRAICSRVRA GSADASMPTT RRGRPPASSR ARNPATMPAW VEPVTEQTTT 
 101 VSKKTPSSLS CSATSYAQPA KPSPPSGWSE APAGMAYGLP PASSTSLRAC 
 151 SQLSLKPIPN PALTSRTSAP ASRETRMLPT LSYTASGQST QLSCTSTQRS 
 201 PRVAQRR 
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ภาพภาคผนวก ง-2  (ต่อ) 
 
5.  ไอโซเลต BBUU144 
    1 MPSVRAASRI AARVVSSGMP YVPAWYRSSS STSASVSAPL TPMSRPVRSA 
   51 IRAICSRVRA GSADASMPTT RRGRPPASSR ARNPATMPAW VEPVTEQTTT 
 101 VSKKTPSSLS CSATSYAQPA KPSPPSGWSE APAGMAYGLP PASSTSLRAC 
 151 SQLSLKPIPN PALTSRTSAP ASRETRMLPT LSYTASGQST QLSCTSTQRS 
 201 PRV 
 
6.  ไอโซเลต BBUU145 
     1 MPSVRAASRI ASRVDSSGMP YVPAWYRASS STSTSVSSSS TPVSSPVARA 
   51 IRVICSWVAA GSADASMPIT RRRRPPASSS ARNPATMPAC VDPVTEHTTT 
 101 VSKKTPDCRS CAATSYAQRA KPRPPSGWSE APAGMAYGLP PAASTSRNAC 
 151 SQLSLKSIPN PARTNRTSAP ASRLIRMLPT LSYTASGHFD PTSPAPARTF 
 201 VPPRAP 
 
7.  ไอโซเลต BBUU157 
     1 MPSVRAASRI AARVVSSGMP YVPAWYRSSS STSASVSAPL TPMSRPVRSA 
   51 IRAICSRVRA GSADASMPTT RRGRPPASSR ARNPATMPAW VEPVTEQTTT 
 101 VSKKTPSSLS CSATSYAQPA KPSPPSGWSE APAGMAYGLP PASSTSLRAC 
 151 SQLSLKPIPN PALTSRTSAP ASRETRMLPT LSYTASGQST QLSCTS 
 
8.  ไอโซเลต BBUU168   
    1 MVAGFAALEQ AGGRARRVIG IDASAKPTET REQIARIAHR TGRLIGVERE 
  51 LTVDDVELDE RYHAGIYGIP DDTTLAAMRL AARTEGMVTD PVYEGKSDGK 
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ภาพภาคผนวก ง-2  (ต่อ) 
 
9.  ไอโซเลต BBUU179 
     1 MPSTRRARPP ASSSAANPAT MPAWVDPVTE HTTTVSKKTP SSRSCSATSC 
   51 AHPAKPSPPS GWSEAPAGMA YGFPPPSSTS RSARSQLSLK PMPKPAFTSR 
 101 TSAPASRLIR MLPTLSYTAS GQSTQLSCTS TH 
 
10.  ไอโซเลต BBUU87 
     1 MPSTRRARPP ASSSAANPAT MPAWVDPVTE HTTTVSKKTP SSRSCSATSC 
   51 AHPAKPSPPS GWSEAPAGMA YGFPPPSSTS RSARSQLSLK PMPKPAFTSR 
 101 TSAPASRLIR MLPTLSYTAS GQSTQLSCTS TH 
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ภาพภาคผนวก ง-3  แผนผงัความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของแอคติโนมยัสีท 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1  ไอโซเลต BBUU 105 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  ไอโซเลต BBUU 114 

 Streptomyces sp. SS52 

 Streptomyces sp. SHP22-7 

 Streptomyces sp. WAC06128 

 Streptomyces luteus 

 Streptomyces pactum 
 Streptomyces sp. H23 

 Streptomyces diastaticus 

 Streptomyces sp. KPB2 

 Streptomyces sp. NRRL WC-3753 

 Streptomyces violaceoruber 
 BBUU114 

100 
56 

45 

37 

83 

43 
49 

0.200 

 Streptomyces diastaticus 

 Streptomyces sp. H23 

 Streptomyces sp. KPB2 

 Streptomyces sp. NRRL WC-3753 

 Streptomyces sp. Cเซนติเมตร 
 Streptomyces luteus 

 Streptomyces nigra 

 Streptomyces viridosporus 

 Streptomyces davaonensis 

 Streptomyces cellulosae 

 BBUU105 
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ภาพภาคผนวก ง-3  (ต่อ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3  ไอโซเลต BBUU 118 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
ภาพท่ี 4  ไอโซเลต BBUU 134 
 

 Streptomyces nigra 

 Streptomyces sp. JHA19 

 Streptomyces griseorubiginosus 

 Streptomyces caeruleatus 

 Streptomyces sp. NL15-2K 

 Streptomyces reticuli 
 Streptomyces sp. SHP22-7 

 Streptomyces sp. CC71 

 Streptomyces griseoviridis 

 Streptomyces mirabilis 

 BBUU118 

100 

100 

65 
49 

35 
16 

36 
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0.200 

 Streptomyces sp. KPB2 

 Streptomyces sp. H23 

 Streptomyces sp. NRRL 

 Streptomyces luteus 

 Streptomyces davaonensis 

 Streptomyces ipomoeae 

 Streptomyces olindensis 

 Streptomyces africanus 

 Streptomyces fulvoviolaceus 

 Streptomyces lincolnensis 

 BBUU134 
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ภาพภาคผนวก ง-3  (ต่อ) 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
ภาพท่ี 5  ไอโซเลต BBUU 144 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6  ไอโซเลต BBUU 145 
 

 Streptomyces swartbergensis 

 Streptomyces iakyrus 

 Streptomyces africanus 

 Streptomyces bobili 
 Streptomyces nigra 

 Streptomyces reticuli 
 Streptomyces viridosporus 

 Streptomyces pactum 

 Streptomyces mirabilis 

 Streptomyces lincolnensis 

 BBUU144 

54 

30 
21 

47 

24 

37 

27 
25 

0.200 

 Streptomyces tricolor 

 Streptomyces reticuli 
 Streptomyces hokutonensis 

 Streptomyces sp. GKU 895 

 Streptomyces bungoensis 

 Streptomyces incarnatus 

 Streptomyces durhamensis 

 Streptomyces showdoensis 

 Streptomyces griseus 

 Streptomyces sp. NRRL F-5727 

 BBUU145 

99 
78 

97 

63 

50 

17 

16 

26 

0.200 

1
0

5
4

5
6

1
7

4
1



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
4
0
4
2
5
6
3
 
1
2
:
5
2
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
5
0

150 

 

ภาพภาคผนวก ง-3  (ต่อ) 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7  ไอโซเลต BBUU 145 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 8  ไอโซเลต BBUU 168 

 Streptomyces lincolnensis 

 Streptomyces cellulosae 

 Streptomyces sp. NEAU-SSA 

 Streptomyces afghaniensis 

 Streptomyces resistomycificus 

 Streptomyces sp. GKU 895 

 Streptomyces olindensis 

 Streptomyces caeruleatus 

 Streptomyces tricolor 

 Streptomyces reticuli 
 BBUU157 

75 

51 

55 
66 

27 31 

15 

17 

0.200 

 Streptomyces bobili 
 Streptomyces griseoruber 

 Streptomyces humi 
 BBUU168 

 Streptomyces scabiei 
 Streptomyces galbus 

 Streptomyces hyaluromycini 
 Streptomyces xylophagus 

 Streptomyces chartreusis 

 Streptomyces geranii 
 Streptomyces phaeochromogenes 81 
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ภาพภาคผนวก ง-3  (ต่อ) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9  ไอโซเลต BBUU 179 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพท่ี 10  ไอโซเลต BBUU 187 

 Streptomyces regalis 

 Streptomyces acidiscabies 

 Streptomyces caeruleatus 

 Streptomyces geranii 
 Streptomyces lincolnensis 

 Streptomyces africanus 

 Streptomyces pactum 

 Streptomyces chartreusis 

 Streptomyces iakyrus 

 Streptomyces swartbergensis 

 BBUU179 

64 

49 

44 

41 

19 

12 

16 

9 

0.200 

 Streptomyces africanus 

 Streptomyces afghaniensis 

 Streptomyces chartreusis 

 Streptomyces swartbergensis 

 Streptomyces sp. NRRL 

 Streptomyces sp. NRRL S-146 

 Streptomyces iakyrus 

 Streptomyces sp. A244 

 Streptomyces sp. SLBN-192 

 Streptomyces sp. Ag82 G6-1 

 BBUU187 

94 
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ภาพท่ี 11  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Maximum Likelihood method ของแอคติโนมยัสีท     
                 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ 
 

 Streptomyces coelicoflavus 
 Streptomyces diastaticus 
 Streptomyces tricolor 
 Streptomyces reticuli 
 Streptomyces rochei 

 Streptomyces viridosporus 
 Streptomyces davaonensis 

 Streptomyces luteus 
 Streptomyces pactum 

 Streptomyces phyllanthi 
 Streptomyces olivochromogenes 

 Streptomyces spongiae 
 Streptomyces violaceoruber 
 Streptomyces cellulosae 
 Streptomyces lincolnensis 

 Streptomyces mirabilis 
 Streptomyces griseorubiginosus 

 Fusarium solani 
 BBUU144 
 BBUU157 
 BBUU179 
 BBUU187 

 Pseudomonas fluorescens F113 
 Pseudomonas putida UW4 

 Streptomyces olindensis 
 Streptomyces bobili 

 Streptomyces nigra 
 BBUU168 

 Streptomyces africanus 
 Streptomyces afghaniensis 

 Streptomyces iakyrus 
 Streptomyces ipomoeae 
 Streptomyces swartbergensis 
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ภาพท่ี 12  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Maximum Parsimony method ของแอคติโนมยัสีท     
                 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง 

 Streptomyces mirabilis 
 Streptomyces griseorubiginosus 
 Streptomyces lincolnensis 
 Streptomyces violaceoruber 
 Streptomyces cellulosae 
 Streptomyces phyllanthi 
 Streptomyces olivochromogenes 
 Streptomyces spongiae 
 Streptomyces coelicoflavus 
 Streptomyces diastaticus 
 Streptomyces tricolor 
 Streptomyces reticuli 
 Streptomyces luteus 
 Streptomyces pactum 
 Streptomyces rochei 
 Streptomyces viridosporus 
 Streptomyces davaonensis 
 BBUU168 
 Streptomyces nigra 
 Pseudomonas fluorescens F113 
 Pseudomonas putida UW4 
 Fusarium solani 
 BBUU144 
 BBUU157 
 BBUU179 
 BBUU187 
 Streptomyces bobili 
 Streptomyces africanus 
 Streptomyces iakyrus 
 Streptomyces ipomoeae 
 Streptomyces swartbergensis 
 Streptomyces olindensis 
 Streptomyces afghaniensis 

98 
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ตารางภาคผนวก ง-2  ขอ้มูลการตรวจสอบกิจกรรมการสร้างเอนไซม ์ACCD 
 

ไอโซเลต 
เวลา
(ชัว่โมง) 

หลอดท่ี 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร การสร้าง

ACCD คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย S.D. 

BBUU144 

24 

1 0.010 0.017 0.016 

0.014 0.002 0.103 

2 0.017 0.017 0.013 
3 0.013 0.014 0.016 
4 0.015 0.016 0.014 
5 0.011 0.011 0.012 
6 0.011 0.012 0.011 

48 

1 0.020 0.018 0.018 

0.019 0.002 0.220 

2 0.023 0.024 0.023 
3 0.019 0.021 0.021 
4 0.021 0.022 0.022 
5 0.021 0.019 0.018 
6 0.020 0.021 0.022 

72 

1 0.029 0.026 0.025 

0.027 0.003 0.408 

2 0.022 0.022 0.021 
3 0.025 0.020 0.020 
4 0.020 0.020 0.024 
5 0.024 0.022 0.026 
6 0.029 0.031 0.029 
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ตารางภาคผนวก ง-2  (ต่อ) 
 

ไอโซเลต 
เวลา
(ชัว่โมง) 

หลอดท่ี 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร การสร้าง

ACCD คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย S.D. 

BBUU500 

24 

1 0.009 0.010 0.009 

0.010 0.001 0.009 

2 0.008 0.009 0.010 
3 0.008 0.009 0.010 
4 0.007 0.009 0.010 
5 0.009 0.010 0.012 
6 0.013 0.010 0.012 

48 

1 0.014 0.011 0.012 

0.018 0.004 0.197 

2 0.011 0.016 0.019 
3 0.013 0.015 0.017 
4 0.017 0.021 0.020 
5 0.023 0.021 0.023 
6 0.021 0.02 0.022 

72 

1 0.016 0.016 0.016 

0.013 0.003 0.080 

2 0.015 0.014 0.015 
3 0.010 0.012 0.015 
4 0.006 0.008 0.007 
5 0.010 0.013 0.011 
6 0.017 0.013 0.018 
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ตารางภาคผนวก ง-2  (ต่อ) 
 

แบคทีเรีย 
เวลา
(ชัว่โมง) 

หลอดท่ี 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร การสร้าง

ACCD คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย S.D. 

P. putida 
ATCC 
17484 

24 

1 0.007 0.005 0.005 

0.010 0.003 0.009 

2 0.012 0.012 0.013 
3 0.012 0.013 0.010 
4 0.011 0.013 0.011 
5 0.006 0.009 0.007 
6 0.009 0.010 0.010 

48 

1 0.010 0.010 0.008 

0.013 0.005 0.080 

2 0.011 0.012 0.007 
3 0.010 0.009 0.009 
4 0.014 0.015 0.014 
5 0.024 0.021 0.018 
6 0.012 0.016 0.018 

72 

1 0.017 0.016 0.017 

0.015 0.001 0.127 

2 0.017 0.013 0.014 
3 0.014 0.015 0.014 
4 0.015 0.015 0.013 
5 0.013 0.015 0.014 
6 0.013 0.015 0.015 
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ภาพภาคผนวก ง-7  กราฟมาตรฐานของ α-ketobutyrate ท่ีอยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 0.1 ถึง 1.0 
                                มิลลิโมล 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.0427x + 0.0096
R² = 0.9491
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ภาคผนวก จ 
ลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียบนอาหารแขง็สูตร YD ท่ีเติม 

เกลือโซเดียมคลอไรด ์0-1,000 มิลลิโมลาร์ (0-7% w/v) 
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ภาคผนวก ฉ 
การสร้างฮอร์โมนพืช IAA และการเจริญของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะท่ีมี

สารละลายโซเดียมคลอไรด ์0-1,000  มิลลิโมลาร์ 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  ขอ้มูลการสร้างฮอร์โมนพืช IAA ของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะท่ีมีสารละลาย    
                                    โซเดียมคลอไรด ์0-1,000  มิลลิโมลาร์ โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 530  
                                    นาโนเมตร 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU144 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

0 มิลลิโมลาร์ 

1 0.314 0.313 0.313 

15.711 0.032 

2 0.315 0.314 0.313 
3 0.249 0.252 0.252 
4 0.276 0.278 0.279 
5 0.282 0.281 0.281 
6 0.340 0.342 0.342 
7 0.265 0.265 0.264 
8 0.323 0.323 0.325 
9 0.328 0.328 0.330 

200 มิลลิโมลาร์ 

1 0.102 0.103 0.101 

2.691 0.024 

2 0.091 0.091 0.091 
3 0.108 0.108 0.109 
4 0.148 0.144 0.144 
5 0.082 0.084 0.086 
6 0.147 0.144 0.143 
7 0.082 0.087 0.081 
8 0.099 0.100 0.099 
9 0.091 0.092 0.092 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU144 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

400 มิลลิโมลาร์ 

1 0.199 0.195 0.198 

5.208 0.035 

2 0.107 0.108 0.108 
3 0.124 0.124 0.124 
4 0.126 0.123 0.125 
5 0.173 0.175 0.172 
6 0.100 0.198 0.198 
7 0.106 0.106 0.107 
8 0.174 0.179 0.173 
9 0.113 0.115 0.112 

600 มิลลิโมลาร์ 

1 0.156 0.154 0.155 

4.617 0.017 

2 0.132 0.130 0.132 
3 0.132 0.131 0.131 
4 0.104 0.104 0.103 
5 0.151 0.150 0.150 
6 0.131 0.129 0.127 
7 0.159 0.151 0.159 
8 0.123 0.120 0.120 
9 0.130 0.130 0.130 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU144 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

800 มิลลิโมลาร์ 

1 0.106 0.107 0.107 

4.524 0.027 

2 0.120 0.120 0.199 
3 0.189 0.188 0.188 
4 0.135 0.136 0.137 
5 0.15 0.152 0.151 
6 0.118 0.117 0.117 
7 0.125 0.121 0.123 
8 0.103 0.104 0.102 
9 0.124 0.122 0.125 

1,000 มิลลิโมลาร์ 

1 0.136 0.134 0.134 

4.463 0.012 

2 0.132 0.133 0.138 
3 0.140 0.140 0.139 
4 0.124 0.123 0.123 
5 0.130 0.130 0.126 
6 0.147 0.147 0.144 
7 0.111 0.111 0.110 
8 0.123 0.123 0.123 
9 0.149 0.143 0.149 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU161 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

0 มิลลิโมลาร์ 

1 0.123 0.122 0.122 

3.094 0.010 

2 0.108 0.109 0.110 
3 0.107 0.107 0.107 
4 0.118 0.118 0.118 
5 0.115 0.114 0.113 
6 0.115 0.114 0.115 
7 0.124 0.124 0.124 
8 0.103 0.103 0.103 
9 0.092 0.091 0.091 

200 มิลลิโมลาร์ 

1 0.069 0.067 0.067 

0.409 0.004 

2 0.074 0.073 0.073 
3 0.068 0.068 0.068 
4 0.076 0.076 0.076 
5 0.072 0.070 0.071 
6 0.069 0.069 0.069 
7 0.075 0.073 0.073 
8 0.078 0.077 0.077 
9 0.068 0.068 0.068 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU161 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

400 มิลลิโมลาร์ 

1 0.071 0.071 0.070 

1.067 0.009 

2 0.072 0.073 0.073 
3 0.075 0.075 0.075 
4 0.082 0.082 0.082 
5 0.081 0.081 0.081 
6 0.079 0.078 0.079 
7 0.095 0.094 0.094 
8 0.088 0.087 0.087 
9 0.090 0.090 0.089 

600 มิลลิโมลาร์ 

1 0.086 0.087 0.087 

1.094 0.015 

2 0.074 0.073 0.073 
3 0.054 0.054 0.054 
4 0.085 0.085 0.084 
5 0.064 0.064 0.064 
6 0.092 0.092 0.092 
7 0.096 0.096 0.096 
8 0.099 0.099 0.099 
9 0.086 0.087 0.087 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU161 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

800 มิลลิโมลาร์ 

1 0.079 0.079 0.078 

1.557 0.001 

2 0.073 0.072 0.072 
3 0.093 0.094 0.093 
4 0.093 0.093 0.093 
5 0.096 0.096 0.096 
6 0.080 0.079 0.080 
7 0.088 0.089 0.090 
8 0.095 0.095 0.095 
9 0.100 0.101 0.101 

1,000 มิลลิโมลาร์ 

1 0.072 0.073 0.073 

0.403 0.015 

2 0.053 0.052 0.053 
3 0.061 0.061 0.061 
4 0.055 0.057 0.057 
5 0.084 0.083 0.083 
6 0.058 0.057 0.059 
7 0.095 0.094 0.095 
8 0.084 0.084 0.084 
9 0.081 0.081 0.081 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU500 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

0 มิลลิโมลาร์ 

1 0.159 0.158 0.158 

6.269 0.002 

2 0.156 0.156 0.156 
3 0.160 0.161 0.162 
4 0.160 0.161 0.161 
5 0.161 0.162 0.162 
6 0.161 0.160 0.160 
7 0.155 0.155 0.155 
8 0.157 0.157 0.158 
9 0.158 0.159 0.159 

200 มิลลิโมลาร์ 

1 0.156 0.156 0.157 

5.913 0.007 

2 0.148 0.146 0.146 
3 0.160 0.160 0.160 
4 0.165 0.165 0.166 
5 0.156 0.156 0.154 
6 0.156 0.156 0.156 
7 0.151 0.151 0.151 
8 0.144 0.144 0.144 
9 0.147 0.148 0.148 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU500 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

400 มิลลิโมลาร์ 

1 0.153 0.152 0.152 

5.752 0.010 

2 0.155 0.155 0.155 
3 0.160 0.160 0.161 
4 0.164 0.165 0.164 
5 0.151 0.152 0.152 
6 0.140 0.140 0.140 
7 0.134 0.134 0.135 
8 0.156 0.158 0.157 
9 0.145 0.146 0.147 

600 มิลลิโมลาร์ 

1 0.149 0.150 0.150 

5.456 0.004 

2 0.153 0.152 0.153 
3 0.146 0.147 0.146 
4 0.147 0.148 0.148 
5 0.143 0.143 0.143 
6 0.139 0.147 0.146 
7 0.140 0.140 0.140 
8 0.143 0.143 0.143 
9 0.150 0.150 0.150 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU500 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

800 มิลลิโมลาร์ 

1 0.172 0.172 0.172 

7.966 0.008 

2 0.182 0.182 0.182 
3 0.181 0.189 0.183 
4 0.184 0.184 0.184 
5 0.191 0.191 0.190 
6 0.196 0.197 0.197 
7 0.173 0.173 0.173 
8 0.190 0.190 0.190 
9 0.185 0.185 0.185 

1,000 มิลลิโมลาร์ 

1 0.195 0.195 0.195 

10.960 0.070 

2 0.214 0.214 0.214 
3 0.201 0.201 0.201 
4 0.171 0.171 0.171 
5 0.357 0.356 0.356 
6 0.214 0.214 0.214 
7 0.196 0.195 0.195 
8 0.169 0.169 0.169 
9 0.342 0.342 0.341 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
แบคทีเรีย  P. putida ATCC 17484 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

0 มิลลิโมลาร์ 

1 0.080 0.082 0.082 

1.074 0.015 

2 0.079 0.080 0.078 
3 0.098 0.100 0.096 
4 0.057 0.057 0.057 
5 0.071 0.070 0.069 
6 0.082 0.080 0.080 
7 0.106 0.108 0.108 
8 0.072 0.071 0.072 
9 0.088 0.088 0.087 

200 มิลลิโมลาร์ 

1 0.123 0.122 0.123 

3.765 0.011 

2 0.110 0.110 0.111 
3 0.132 0.132 0.131 
4 0.119 0.119 0.119 
5 0.127 0.126 0.125 
6 0.102 0.102 0.102 
7 0.117 0.116 0.116 
8 0.138 0.138 0.138 
9 0.128 0.128 0.127 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
แบคทีเรีย  P. putida ATCC 17484 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

400 มิลลิโมลาร์ 

1 0.374 0.376 0.374 

17.182 0.124 

2 0.121 0.121 0.126 
3 0.454 0.454 0.455 
4 0.339 0.340 0.342 
5 0.297 0.275 0.275 
6 0.333 0.334 0.333 
7 0.497 0.500 0.499 
8 0.152 0.153 0.154 
9 0.334 0.334 0.334 

600 มิลลิโมลาร์ 

1 0.167 0.167 0.167 

5.8189 0.011 

2 0.162 0.161 0.162 
3 0.162 0.162 0.162 
4 0.155 0.155 0.155 
5 0.150 0.150 0.150 
6 0.130 0.130 0.130 
7 0.146 0.146 0.146 
8 0.149 0.149 0.149 
9 0.149 0.149 0.149 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1  (ต่อ) 
 
ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
แบคทีเรีย  P. putida ATCC 17484 

IAA (µg/ml) S.D. 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

800 มิลลิโมลาร์ 

1 0.155 0.154 0.154 

5.584 0.008 

2 0.141 0.142 0.142 
3 0.146 0.145 0.145 
4 0.148 0.150 0.149 
5 0.141 0.141 0.141 
6 0.155 0.155 0.155 
7 0.163 0.163 0.163 
8 0.142 0.142 0.142 
9 0.146 0.146 0.146 

1,000 มิลลิโมลาร์ 

1 0.136 0.137 0.137 

4.752 0.008 

2 0.153 0.153 0.153 
3 0.135 0.135 0.135 
4 0.127 0.126 0.128 
5 0.135 0.136 0.135 
6 0.127 0.126 0.127 
7 0.137 0.137 0.137 
8 0.140 0.140 0.140 
9 0.135 0.134 0.134 
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ตารางภาคผนวก ฉ-2  ขอ้มูลการเจริญของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรด ์  
                                    0-1,000 มิลลิโมลาร์ โดยหาน ้าหนกัแหง้ (กรัมต่อมิลลิลิตร) 
 

ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU144 

ค่าเฉล่ีย S.D. น ้าหนกักระดาษกรอง 
ก่อนอบ หลงัอบ นน. แหง้ 

0 มิลลิโมลาร์ 

1 0.177 0.198 0.021 

 
0.024 
 

0.002 

2 0.174 0.196 0.022 
3 0.175 0.199 0.024 
4 0.174 0.196 0.021 
5 0.179 0.205 0.026 
6 0.182 0.209 0.027 
7 0.178 0.202 0.024 

200 มิลลิโมลาร์ 

1 0.176 0.243 0.068 

0.064 0.014 

2 0.178 0.249 0.071 
3 0.183 0.266 0.082 
4 0.179 0.251 0.073 
5 0.167 0.226 0.059 
6 0.187 0.242 0.055 
7 0.174 0.215 0.041 

400 มิลลิโมลาร์ 

1 0.171 0.268 0.097 

0.083 0.018 

2 0.170 0.230 0.060 
3 0.173 0.272 0.099 
4 0.169 0.268 0.099 
5 0.174 0.253 0.079 
6 0.177 0.236 0.059 
7 0.177 0.265 0.088 
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ตารางภาคผนวก ฉ-2 
 

ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU144 

ค่าเฉล่ีย S.D. น ้าหนกักระดาษกรอง 
ก่อนอบ หลงัอบ นน. แหง้ 

600 มิลลิโมลาร์ 

1 0.171 0.256 0.085 

0.084 0.016 

2 0.177 0.268 0.091 
3 0.180 0.291 0.111 
4 0.177 0.260 0.083 
5 0.179 0.242 0.064 
6 0.179 0.246 0.067 
7 0.177 0.265 0.088 

800 มิลลิโมลาร์ 

1 0.180 0.292 0.112 

0.109 0.033 

2 0.166 0.303 0.137 
3 0.173 0.317 0.144 
4 0.172 0.309 0.137 
5 0.168 0.238 0.070 
6 0.175 0.275 0.100 
7 0.182 0.245 0.064 

1,000 มิลลิโมลาร์ 

1 0.181 0.312 0.131 

0.148 0.013 

2 0.170 0.310 0.141 
3 0.179 0.338 0.159 
4 0.180 0.345 0.165 
5 0.168 0.304 0.136 
6 0.175 0.335 0.160 
7 0.183 0.328 0.145 
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ตารางภาคผนวก ฉ-2 
 

ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU161 

ค่าเฉล่ีย S.D. น ้าหนกักระดาษกรอง 
ก่อนอบ หลงัอบ นน. แหง้ 

0 มิลลิโมลาร์ 

1 0.177 0.187 0.010 

0.010 0.002 

2 0.175 0.187 0.012 
3 0.170 0.183 0.012 
4 0.177 0.189 0.011 
5 0.179 0.186 0.008 
6 0.177 0.185 0.009 
7 0.180 0.188 0.008 

200 มิลลิโมลาร์ 

1 0.179 0.201 0.022 

0.021 0.003 

2 0.179 0.195 0.016 
3 0.178 0.201 0.023 
4 0.176 0.200 0.024 
5 0.177 0.197 0.019 
6 0.179 0.199 0.020 
7 0.178 0.199 0.021 

400 มิลลิโมลาร์ 

1 0.176 0.206 0.029 

0.031 0.002 

2 0.178 0.209 0.030 
3 0.176 0.204 0.029 
4 0.177 0.210 0.033 
5 0.177 0.209 0.033 
6 0.187 0.218 0.031 
7 0.180 0.215 0.035 
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ตารางภาคผนวก ฉ-2 
 

ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU161 

ค่าเฉล่ีย S.D. น ้าหนกักระดาษกรอง 
ก่อนอบ หลงัอบ นน. แหง้ 

600 มิลลิโมลาร์ 

1 0.175 0.222 0.047 

0.038 0.019 

2 0.181 0.225 0.044 
3 0.169 0.227 0.058 
4 0.172 0.236 0.064 
5 0.176 0.199 0.023 
6 0.178 0.195 0.017 
7 0.181 0.198 0.017 

800 มิลลิโมลาร์ 

1 0.174 0.216 0.042 

0.047 0.029 

2 0.176 0.220 0.044 
3 0.177 0.197 0.020 
4 0.177 0.203 0.026 
5 0.178 0.204 0.025 
6 0.172 0.245 0.073 
7 0.174 0.273 0.100 

1,000 มิลลิโมลาร์ 

1 0.175 0.256 0.081 

0.064 0.025 

2 0.171 0.269 0.098 
3 0.178 0.260 0.082 
4 0.183 0.241 0.058 
5 0.182 0.241 0.059 
6 0.185 0.218 0.032 
7 0.176 0.210 0.035 
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ตารางภาคผนวก ฉ-2 
 

ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU500 

ค่าเฉล่ีย S.D. น ้าหนกักระดาษกรอง 
ก่อนอบ หลงัอบ นน. แหง้ 

0 มิลลิโมลาร์ 

1 0.178 0.190 0.013 

0.015 0.004 

2 0.174 0.184 0.011 
3 0.183 0.203 0.019 
4 0.175 0.187 0.012 
5 0.183 0.203 0.019 
6 0.175 0.187 0.012 
7 0.182 0.199 0.017 

200 มิลลิโมลาร์ 

1 0.180 0.212 0.033 

0.031 0.005 

2 0.172 0.202 0.031 
3 0.179 0.218 0.039 
4 0.178 0.212 0.035 
5 0.177 0.204 0.027 
6 0.174 0.197 0.023 
7 0.178 0.208 0.030 

400 มิลลิโมลาร์ 

1 0.182 0.231 0.048 

0.046 0.002 

2 0.175 0.220 0.046 
3 0.175 0.218 0.043 
4 0.181 0.226 0.046 
5 0.177 0.224 0.047 
6 0.181 0.226 0.045 
7 0.170 0.216 0.046 
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ตารางภาคผนวก ฉ-2 
 

ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
ไอโซเลต BBUU500 

ค่าเฉล่ีย S.D. น ้าหนกักระดาษกรอง 
ก่อนอบ หลงัอบ นน. แหง้ 

600 มิลลิโมลาร์ 

1 0.171 0.236 0.065 

0.066 0.005 

2 0.168 0.231 0.063 
3 0.175 0.237 0.062 
4 0.174 0.240 0.066 
5 0.169 0.230 0.061 
6 0.177 0.250 0.073 
7 0.175 0.248 0.073 

800 มิลลิโมลาร์ 

1 0.179 0.243 0.063 

0.071 0.007 

2 0.178 0.248 0.069 
3 0.177 0.245 0.068 
4 0.176 0.242 0.066 
5 0.178 0.261 0.083 
6 0.176 0.251 0.075 
7 0.178 0.252 0.074 

1,000 มิลลิโมลาร์ 

1 0.177 0.262 0.086 

0.087 0.002 

2 0.175 0.265 0.091 
3 0.191 0.276 0.086 
4 0.180 0.265 0.084 
5 0.181 0.268 0.087 
6 0.173 0.260 0.088 
7 0.174 0.261 0.088 
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ตารางภาคผนวก ฉ-2 
 

ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 

ค่าเฉล่ีย S.D. น ้าหนกักระดาษกรอง 
ก่อนอบ หลงัอบ นน. แหง้ 

0 มิลลิโมลาร์ 

1 0.168 0.173 0.005 

0.007 0.004 

2 0.173 0.177 0.003 
3 0.181 0.187 0.006 
4 0.179 0.183 0.003 
5 0.172 0.185 0.013 
6 0.177 0.184 0.007 
7 0.177 0.189 0.011 

200 มิลลิโมลาร์ 

1 0.181 0.192 0.011 

0.016 0.004 

2 0.176 0.195 0.020 
3 0.179 0.201 0.022 
4 0.177 0.194 0.017 
5 0.176 0.192 0.016 
6 0.170 0.183 0.013 
7 0.177 0.189 0.012 

400 มิลลิโมลาร์ 

1 0.173 0.201 0.028 

0.027 0.003 

2 0.176 0.206 0.030 
3 0.177 0.198 0.022 
4 0.163 0.190 0.027 
5 0.179 0.208 0.029 
6 0.179 0.205 0.026 
7 0.178 0.206 0.028 
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ตารางภาคผนวก ฉ-2 
 

ระดบัสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 

หลอดท่ี 
แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 

ค่าเฉล่ีย S.D. น ้าหนกักระดาษกรอง 
ก่อนอบ หลงัอบ นน. แหง้ 

600 มิลลิโมลาร์ 

1 0.180 0.249 0.069 

0.057 0.016 

2 0.182 0.258 0.076 
3 0.181 0.256 0.076 
4 0.177 0.218 0.041 
5 0.176 0.218 0.042 
6 0.176 0.219 0.043 
7 0.184 0.238 0.054 

800 มิลลิโมลาร์ 

1 0.174 0.274 0.100 

0.109 0.034 

2 0.174 0.253 0.080 
3 0.176 0.279 0.104 
4 0.177 0.350 0.174 
5 0.178 0.315 0.136 
6 0.178 0.266 0.088 
7 0.176 0.260 0.085 

1,000 มิลลิโมลาร์ 

1 0.179 0.230 0.051 

0.073 0.024 

2 0.176 0.221 0.044 
3 0.184 0.284 0.100 
4 0.173 0.272 0.099 
5 0.179 0.230 0.051 
6 0.173 0.253 0.079 
7 0.180 0.265 0.086 

 

1
0

5
4

5
6

1
7

4
1



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
4
0
4
2
5
6
3
 
1
2
:
5
2
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
5
0

 
 

 

193 
 

ภา
พภ

าค
ผน

วก
 ฉ
-1 
 กา

รส
ร้า
งฮ
อร์
โม

นพ
ืช I

AA
 ขอ

งแ
บค

ทีเ
รีย
ภา
ยใ
ตส้

ภา
วะ
ท่ีมี

สา
รล
ะล

าย
โซ

เดีย
มค

ลอ
ไร
ด ์0

-1,
00

0 มิ
ลลิ

โม
ลา
ร์  

       
 

 คว
าม
เข้
มข้

น 
IA

A 
(µ

g/m
lค
วา
มเ
ข้ม

ข้น
 IA

A 
(µ

g/m
l 

     

01020

0
20
0

40
0

60
0

80
0

1,0
00

ความเข้มข้น IAA 
(ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร)

คว
าม
เข้
มข้

นส
าร
ละ
ลา
ยโ
ซเ
ดยี

มค
ลอ

ไร
ด์(

มลิ
ลโิ
มล

าร์
)

BB
UU

14
4

a 

c 
b 

bc
 

bc
 

bc
 

 

0510

0
20
0

40
0

60
0

80
0

1,0
00

ความเข้มข้น IAA 
(ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร)

คว
าม
เข้
มข้

นส
าร
ละ
ลา
ยโ
ซเ
ดยี

มค
ลอ

ไร
ด์(

มลิ
ลโิ
มล

าร์
)

BB
UU

16
1

a 

c 
bc

 
b 

c 
bc

 

b 
b 

b 
b 

b 

01020

0
20
0

40
0

60
0

80
0

1,0
00

ความเข้มข้น IAA 
(ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร)

คว
าม
เข้
มข้

นส
าร
ละ
ลา
ยโ
ซเ
ดยี

มค
ลอ

ไร
ด์ (

มลิ
ลโิ
มล

าร์
)

P. 
pu

tid
aA

TC
C 

17
48

4

b 
b 

a 

b 
b 

b 

01020

0
20
0

40
0

60
0

80
0

1,0
00

ความเข้มข้น IAA 
(ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร)

คว
าม
เข้
มข้

นส
าร
ละ
ลา
ยโ
ซเ
ดยี

มค
ลอ

ไร
ด์(

มลิ
ลโิ
มล

าร์
)

BB
UU

50
0

a 
b 

b 
b 

b 
b 

1
0

5
4

5
6

1
7

4
1



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
4
0
4
2
5
6
3
 
1
2
:
5
2
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
5
0

 
 

 

194 
 

ภา
พภ

าค
ผน

วก
 ฉ
-2 

 กา
รเจ

ริญ
เติบ

โต
ขอ

งแ
บค

ทีเ
รีย
ภา
ยใ
ตส้

ภา
วะ
ท่ีมี

สา
รล
ะล

าย
โซ

เดีย
มค

ลอ
ไร
ดท่ี์

ระ
ดบั

คว
าม
เขม้

ขน้
 0-

1,0
00
 มิ
ลลิ

โม
ลา
ร์ 

         

  
 

  

05010
0

15
0

20
0

0
20
0

40
0

60
0

80
0

1,0
00

น า้หนักแห้ง 
(มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร)

คว
าม
เข้
มข้

นส
าร
ละ
ลา
ยโ
ซเ
ดยี

มค
ลอ

ไร
ด์ (

มลิ
ลโิ
มล

าร์
)

BB
UU

16
1

05010
0

15
0

20
0

0
20
0

40
0

60
0

80
0

1,0
00

น า้หนักแห้ง 
(มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร)

คว
าม
เข้
มข้

นส
าร
ละ
ลา
ยโ
ซเ
ดยี

มค
ลอ

ไร
ด์ (

มลิ
ลโิ
มล

าร์
)

P. 
pu

tid
aA

TC
C 

17
48

4

c 
c

c 
b 

a 

b 

05010
0

15
0

20
0

0
20
0

40
0

60
0

80
0

1,0
00

น า้หนักแห้ง
(มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร)

คว
าม
เข้
มข้

นส
าร
ละ
ลา
ยโ
ซเ
ดยี

มค
ลอ

ไร
ด์ (

มลิ
ลโิ
มล

าร์
)

BB
UU

50
0

a 
d 

b 
b 

e 
c 

c

 

bc
 

bc

 

ab
 

a

 
ab

 

05010
0

15
0

20
0

0
20
0

40
0

60
0

80
0

1,0
00

น า้หนักแห้ง 
(มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร)

คว
าม
เข้
มข้

นส
าร
ละ
ลา
ยโ
ซเ
ดยี

มค
ลอ

ไร
ด์ (

มลิ
ลโิ
มล

าร์
)

BB
UU

14
4

d 

bc
 

bc
 

b 
a 

c 

1
0

5
4

5
6

1
7

4
1



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
4
0
4
2
5
6
3
 
1
2
:
5
2
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
5
0

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ช 
กราฟและขอ้มูลผลของแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของ 

ขา้วขาวดอกมะลิ 105 (Oryza sativa L. cv. KDML105)  
ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรดต์่าง ๆ 
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ภาพภาคผนวก ช-1  แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตขา้วขาวดอกมะลิ 105 (Oryza sativa L. cv.   
                                 KDML105) ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต่าง ๆ  
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ภาคผนวก ซ 
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารแขง็สูตร YD, ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, 

ISP5, ISP6, ISP7 และ ISP9 อาย ุ21วนั, ลกัษณะของสปอร์จากกลอ้ง SEM ของ 
แอคติโนมยัสีทบนอาหารสูตรต่าง ๆ และแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธ์ุ 

ของแอคติโนมยัสีทกบั Streptomyces สายพนัธ์ุต่าง ๆ 
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ภาพภาคผนวก ซ-2  ลกัษณะของสปอร์จากกลอ้ง SEM ของแอคติโนมยัสีทบนอาหารแขง็ 
               สูตรต่าง ๆ บ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 21 วนั  
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1  อาหารแขง็สูตร ISP2 (ก) แอคติโนมยัสีท BBUU161 และ (ข) แอคติโนมยัสีท BBUU500

  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  อาหารแขง็สูตร ISP4 (ก) แอคติโนมยัสีท BBUU161, (ข) แอคติโนมยัสีท BBUU161 และ 
               (ค) แอคติโนมยัสีท BBUU500 
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ภาพภาคผนวก ซ-2  (ต่อ) 
 
 

  
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 3  อาหารแขง็สูตร ISP7 (ก) แอคติโนมยัสีท BBUU144 และ (ข) แอคติโนมยัสีท BBUU161 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  อาหารแขง็สูตร ISP9 (ก) แอคติโนมยัสีท BBUU144 และ (ข) แอคติโนมยัสีท BBUU161 
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ภาพภาคผนวก ซ-3  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ของแอคติโนมยัสีทกบั Streptomyces  
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Maximum Likelihood method ของแอคติโนมยัสีท    
               BBUU144 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ  
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ภาพภาคผนวก ซ-3  (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Maximum Parsimony method ของแอคติโนมยัสีท    
               BBUU144 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ  
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ภาพภาคผนวก ซ-3  (ต่อ) 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 3  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Maximum Likelihood method ของแอคติโนมยัสีท         
               BBUU161 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ 
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ภาพภาคผนวก ซ-3  (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Maximum Parsimony method ของแอคติโนมยัสีท    
               BBUU161 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ 
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ภาพภาคผนวก ซ-3  (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Maximum Likelihood method ของแอคติโนมยัสีท 
               BBUU500 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ 
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ภาพภาคผนวก ซ-3  (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 6  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Maximum Parsimony method ของแอคติโนมยัสีท   
                 BBUU500 กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ 
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ภาพภาคผนวก ซ-3  (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Maximum Likelihood method ของแอคติโนมยัสีท     
               กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง ๆ 
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ภาพภาคผนวก ซ-3  (ต่อ) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ โดยใช ้Maximum Parsimony method ของแอคติโนมยัสีท        
               กบั Streptomyces สายพนัธุ์ต่าง
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 Streptomyces lanatus NBRC 12787T 
 Streptomyces filipinensis NBRC 12860T 
 Streptomyces durhamensis NRRL B-3309T 
 BBUU500 
 Streptomyces flavalbus NEAU-QY24T 
 Streptomyces lannensis TA4-8T 
 Streptomyces curacoi DSM 40107T 
 Streptomyces gilvifuscus T113T 
 Streptomyces panaciradicis 1MR-8T 
 Streptomyces sasae JR-39T 
 Streptomyces echinatus NBRC 12763T 
 Streptomyces actinomycinicus RCU-197T 
 Streptomyces yaanensis Z4T 

88 

69 

77 

71 
57 

66 

66 

99 
54 

99 

76 

76 
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