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บทคัดย่อ 

ปัจจุบันเชื้อราไมคอร์ไรซ่า หรือหัวเชื้อไมคอร์ไรซ่าได้รับความนิยมในการน ามาใช้ในการเกษตร

อย่างแพร่หลายและมีแนวโน้มจะเพ่ิมจ านวนมากขึ้นเรื่อยๆ โดยเฉพาะน ามาใช้ในการปลูกร่วมกับพืช

สวน และการเกษตรอื่น ๆ เพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตและเสริมสร้างความแข็งแรงให้แก่พืช  อย่างไรก็

ตามการผลิตหัวเชื้อไมคอร์ไรซ่า ยังคงมีความยุ่งยากและต้องใช้ค่าใช้จ่ายที่สูง เนื่องจากเชื้อราไมคอร์ไร

ซ่าไม่สามารถเจริญหรือเพาะเลี้ยงได้โดยปราศจากพืชอาศัย ดังนั้นในการศึกษานี้จึงได้ท าการพัฒนา

วิธีการผลิตหัวเชื้อไมคอร์ไรซ่าโดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และเพ่ือ

ศึกษากลไกที่เชื้อจุลินทรีย์ส่งเสริมการสร้างสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่า ผลการทดลองพบว่าการใช้เชื้อ 

Brevibacillus sp. SUT47 ร่วมกับไมคอร์ไรซ่ามีส่วนช่วยส่งเสริมการเข้าสู่พืชของไมคอร์ไรซ่าและเพ่ิม

จ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่าที่น ามาทดสอบทั้ง 2 ชนิดคือ Claroideoglomus etunicatum และ 

Acaulospora tuberculata ได้ นอกจากนี้ยังพบว่าปัจจัยอ่ืน ๆ เช่น ธาตุฟอสฟอรัส และฮอร์โมนใน

กลุ่มออกซิน (indole acetic acid, IAA) เป็นอีกปัจจัยที่ส่งเสริมการเข้าสู่รากพืชและการเพ่ิมจ านวน

สปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าได ้แต่จ านวนสปอร์ท่ีเพ่ิมข้ึนนั้นน้อยกว่าจ านวนสปอร์ท่ีเพ่ิมข้ึนโดยใช้วิธีการ

ปลูกเชื้อร่วมกับ SUT47 ผลการวิเคราะห์โปรตีนของข้าวโพดที่แสดงออกในช่วงที่มีปฏิสัมพันธ์กับไมคอร์

ไรซ่า และเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ด้วยเทคนิค 2D-gel electrophoresis พบโปรตีนในกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับ

กลไกการป้องกันตัวของพืช และระบบภูมิคุมิกันภายในพืช โดยเฉพาะในกลุ่มของ reactive oxygen 

specie (ROS)  โดยพบว่าเชื้อแบคทีเรีย SUT47 ช่วยลดการท างานของกลไกการป้องกันและระบบ

ภูมิคุ้มกันภายในพืชได้ โดยการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ในกลุ่ม ROS-Scavenging  ในพืช ส่งผล

ในการยับยั้งกลไกการป้องกันและระบบภูมิคุ้มกันภายในพืชลดลง และท าให้เชื้อราไมคอร์ไรซ่าเข้าสู่พืช

ได้มากขึ้น และสร้างสปอร์ได้มากขึ้น จากการทดลองนี้จะสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการผลิตหัวเชื้อไม

คอร์ไรซ่าที่มีประสิทธิภาพและมีต้นทุนในการผลิตต่ าได้ต่อไป 
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ABSTRACT 

 Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are increasingly considered in agriculture, 

horticulture and others. AMF can be applied to increase crop yield and support plant 

health. However, the obligate biotrophic nature of AMF has complicated to develop 

AMF inoculum. In this study, we aimed at development the method of AMF 

production by using plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) and examined the 

mechanisms on how PGPR could improve mycorrhizal symbiosis and spore production 

in host plant. It was found that Brevibacillus sp. SUT47 was able to increase AMF spore 

production and root colonization more than 2 folds when compared with control of 

non-PGPR. Both genera of mycorrhiza, Claroideoglomus etunicatum and Acaulospora 

tuberculata significantly increased spore production when co-inoculated with SUT47.  

Low level of phosphorus and appropriate concentration of indole acetic acid (IAA) 

were also able to promote AMF spore production but in the level less than AMF spore 

production by using AMF co-inoculated with SUT47.  The 2D-gel electrophoresis was 

used to examine the plant protein expressed during the interaction with AMF and 

SUT47.  The results showed that the reactive oxygen species (ROS) were involved in 

this interaction. Brevibacillus sp. SUT47 could suppress plant ROS via induction of ROS 

scavenging enzymes and resulting in reducing plant defense system and plant 

immunity during mycorrhizal infection. Thus, the current data provide evidence that 

strain SUT47 can be used to enhance mycorrhizal colonization and spore production.  

This method can be applied for further efficient and low cost of mycorrhizal inoculum 

production. 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

1.1 ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำกำรวิจัย 

 เชื้อราไมคอร์ไรซ่าเป็นเชื้อราในดินที่สามารถพบได้ท่ัวไป มีรูปแบบการอยู่อาศัยแบบพ่ึงพาอาศัยซึ่ง

กันและกันกับพืชอาศัย เชื้อราไมคอร์ไรซ่าสามารถเข้าอาศัยกับพืชได้หลากหลายชนิดทั่วโลก  นอกจากนี้

เชื้อราไมคอร์ไรซ่ายังมีบทบาทและมีความส าคัต่่อระบบนิเวศของรรรมชา่ิ เชื้อราไมคอร์ไรซ่าเป็นที่

ยอมรับและรู้จักกันดีในฐานะผู้ช่วยดูดซับสารอาหารให้แก่พืชอาศัย ส่งเสริมการเจริตเ่ิบโ่ของพืช เพ่ิม

จ านวนผลผลิ่แก่พืช รวมถึงช่วยส่งเสริมให้พืชมีความ่้านทาน่่อความเครียดทั้งทางด้าน biotic และ 

abiotic stresses (S. E. Smith และ Read, 1996) นอกจากนี้เชื้อราไมคอร์ไรซ่ายังช่วยปรับปรุงโครงสร้าง

ของดินให้มีคุณภาพและมีบทบาทในการเพ่ิมประสิทริภาพของการสะสมคาร์บอนในดิน (Miller และ 

Jastrow, 2000) ปัจจุบันการใช้เชื้อราไมคอร์ไรซ่าถูกน ามาประยุก่์ใช้กันอย่างแพร่หลายและเพ่ิมจ านวน

ขึ้นเรื่อย ๆ โดยเฉพาะทางการเกษ่ร เช่น พืชสวน พืชไร่ การจัดสวน และ การปลูกป่า แม้กระทั่งในการ

จัดการสิ่งแวดล้อม การก าจัดมลพิษ่กค้างในดิน การเพ่ิมผลผลิ่ในการปลูกพืชแบบเกษ่รอินทรีย์ หรือ

การใช้เพ่ือลดอั่ราการใช้สารเคมีในการเกษ่ร (Johansson, Paul และ Finlay, 2004) บางผลิ่ภัณฑ์

ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่า เช่นปุ๋ยชีวภาพไมคอร์ไรซ่าถูกน าไปใช้กันอย่างแพร่หลายในหลายพ้ืนที่ เช่น ใช้

ส าหรับการจัดสวนหย่อม หรือใช้ในการจัดการราุ่อาหารของหต้าในสนามกอล์ฟ อย่างไรก็่ามในขณะที่

ความ่้องการของการใช้เชื้อราไมคอร์ไรซ่ามีเพ่ิมสูงขึ้นแ่่การผลิ่เชื้อราไมคอร์ไรซ่ายังคงท าได้น้อยและใช้

ค่าใช้จ่ายสูง เนื่องจากข้อจ ากัดของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าที่ไม่สามารถขยายจ านวนได้ถ้าขาดพืชอาศัย เพ่ือเพ่ิม

ประสิทริภาพในการผลิ่ปุ๋ยชีวภาพไมคอร์ไรซ่าให้ได้ปริมาณสูงขึ้น ในช่วงหลายสิบปีนี้ ได้มีการพัฒนา

วิรีการผลิ่ปุ๋ยชีวภาพเชื้อราไมคอร์ไรซ่าขึ้นมาหลากหลายวิรี ทั้งนี้ IJdo, Cranenbrouck และ Declerck 

(2011) ได้จัดประเภทของวิรีการผลิ่ปุ๋ยชีวภาพไมคอร์ไรซ่าออกเป็น 3 วิรีการใหต่ ๆ ด้วยกัน ได้แก่ 1) 

The substrate-base production system เป็นการเพาะเลี้ยงเชื้อราไมคอร์ไรซ่ากับพืชอาศัยโดยใช้วัสดุ

หยาบและราุ่อาหารที่เหมาะสม; 2) The substrate – free cultivation system เป็นการเพาะเลี้ยงเชื้อ

ราไมคอร์ไรซ่ากับพืชอาศัยโดยให้ราุ่อาหารที่เหมาะสมในรูปของของเหลวหรือสารละลาย; 3) The in 

vitro cultivation system เป็นการเพาะเลี้ยงเชื้อราไมคอร์ไรซ่ากับพืชอาศัยภายในห้องทดลองปลอดเชื้อ

และราุ่อาหารที่เหมาะสม   อย่างไรก็่ามถึงแม้จะมีวิรีการผลิ่ปุ๋ยชีวภาพเชื้อราไมคอร์ไรซ่าที่หลากหลาย 
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แ่่การผลิ่ปุ๋ยชีวภาพเชื้อราไมคอร์ไรซ่ายังคงได้ผลผลิ่ที่น้อย ทั้งนี้อาจเป็นเพราะเชื้อราไมคอร์ไรซ่าที่เกิด

เองในรรรมชา่ิมีปัจจัยจ าเป็นอ่ืน ๆ ที่เอ้ืออ านวย่่อการเจริตของเชื้อราที่ไม่สามารถสร้างขึ้นได้ในวิรีการ

เพราะเลี้ยงดังกล่าว ซึ่งจะได้ท าการศึกษา่่อไป ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเชื้อราไมคอร์ไรซ่าให้ได้มา่รฐาน ่้อง

ใช้่้นทุนการผลิ่สูงและ่้องท าการผลิ่ในหน่วยการผลิ่ขนาดใหต่เพ่ือให้สอดคล้องกับความ่้องการใช้

ปุ๋ยชีวภาพไมคอร์ไรซ่า ปัจจุบันได้มีการรายงาน การทดลองใช้เชื้อราไมคอร์ไรซ่าร่วมกับเชื้อแบคทีเรียใน

กลุ่มส่งเสริมการเจริตเ่ิบโ่ของพืช Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) ในการส่งเสริม

การเจริตของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าและได้ท าการศึกษาถึงความสัมพันร์ระหว่าง PGPR กับเชื้อราไมคอร์ไรซ่า

โดยเฉพาะในการประยุก่์ใช้ในงานทางด้านการเกษ่ร และ การจัดการทางด้านระบบนิเวศวิทยา 

(Adesemoye และ Kloepper, 2009) หลายผลการทดลองพบว่า เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม PGPR สามารถ

เพ่ิมอั่ราการเข้าสู่พืชอาศัยของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าและเพ่ิมประสิทริภาพของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าเป็นอย่างดี 

(Barea, Azcón และ Azcón-Aguilar, 2002; Barea, Pozo, Azcon และ Azcon-Aguilar, 2005) 

อย่างไรก็่ามความรู้เกี่ยวกับความสัมพันร์ระหว่างเชื้อราไมคอร์ไรซ่ากับ PGPR ยังไม่ชัดเจน  ดังนั้นหาก

ทราบถึงความสัมพันร์ดังกล่าว จะสามารถน าข้อมูลมาประยุก่์ใช้ในการผลิ่หัวเชื้อไมคอร์ไรซ่าได้ ดังนั้นใน

โครงการวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษาถึงความสัมพันร์หรือกลไกระหว่าง PGPR และเชื้อราไมคอร์ไรซ่า ในการ

ส่งเสริมการเข้าสู่พืชและการเพ่ิมจ านวนสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่า ซึ่งจะน ามาประยุก่์ใช้ในการปรับปรุง

วิรีการผลิ่ปุ๋ยชีวภาพไมคอร์ไรซ่าให้มีประสิทริภาพและได้ผลผลิ่ที่สูงขึ้นได้ โดยการใช้เชื้อในกลุ่ม PGPR 

่่อไป 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1.2.1 เพ่ือให้ได้เชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม PGPR และไมคอร์ไรซ่าที่สามารถใช้ร่วมกันส าหรับการเพ่ิมผลผลิ่

สปอร์ไมคอร์ไรซ่าได้  

1.2.2 เพ่ือให้ทราบอิทริพลของปัจจัย่่าง ๆ ที่มีผล่่อการเพ่ิมจ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่า 

1.2.3 เพ่ือให้ทราบถึงกลไกในระดับชีวโมเลกุลที่เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม PGPR สามารถท าให้เพ่ิม

จ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่าได้ 
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1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม PGPR ร่วมกับเชื้อราไมคอร์ไรซ่าเพ่ือ่รวจสอบความ

เป็นไปได้ในการเพ่ิมประสิทริภาพในการเข้าสู่พืชอาศัยและการเพ่ิมจ านวนสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่า

เทียบกับการเพาะเลี้ยงเชื้อราไมคอร์ไรซ่าที่ไม่ใช้เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม PGPR จากนั้นท าการทดสอบ

เพาะเลี้ยงเชื้อราไมคอร์ไรซ่าร่วมกับเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม PGPR โดยการลดระดับของราุ่ฟอสฟอรัสให้

อยู่ในระดับ่่ า และท าการทดสอบระดับของไฟโ่ฮอร์โมน (ออกซิน; indole acetic acid (IAA)) เพ่ือท า

การ่รวจสอบปัจจัยที่เป็นไปได้ในการเพ่ิมประสิทริภาพในการเข้าสู่พืชอาศัยและการเพ่ิมจ านวนสปอร์

ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่า จากนั้นท าการคัดเลือก่ ารับ (Treatment) ที่สามารถส่งเสริมประสิทริภาพใน

การเข้าสู่พืชอาศัยและการเพ่ิมจ านวนสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าสูงสุด มาศึกษากลไกลในระดับชีว

โมเลกุลของเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม PGPR และในพืช ที่สามารถเพ่ิมประสิทริภาพการเข้าสู่พืชอาศัยและ

การเพ่ิมจ านวนสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าโดยใช้เทคนิคทางด้าน Proteomics 

 

1.4 ประโยชน์ที่ได้รับจำกงำนวิจัย 

1.4.1 ได้ข้อมูลของเชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม PGPR ที่สามารถส่งเสริมการเข้าสู่รากพืชอาศัย และเพ่ิม

จ านวนสปอร์เชื้อราไมคอร์ไรซ่าได้ 

1.4.2 ได้หัวเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม PGPR เพ่ือใช้ร่วมกับไมคอร์ไรซ่า ส าหรับการพัฒนาให้เป็นปุ๋ย

ชีวภาพ 

1.4.3 ได้ทราบถึงอิทริพลหรือปัจจัย่่างๆ ที่มีผล่่อการเข้าสู่รากพืชอาศัย และเพ่ิมจ านวนสปอร์เชื้อ

ราไมคอร์ไรซ่า 

1.4.4 ได้ทราบถึงผลของการใช้ PGPR ร่วมกับไมคอร์ไรซ่า ในการส่งเสริมการเข้าสู่รากพืชอาศัย 

และ เพ่ิมจ านวนสปอร์เชื้อราไมคอร์ไรซ่า 

1.4.5 ได้ทราบถึงกลไกทางโมเลกุลของเชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม PGPR ในการส่งเสริมการเข้าสู่รากพืช

อาศัย และเพ่ิมจ านวนสปอร์เชื้อราไมคอร์ไรซ่า 
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บทที่ 2  

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

2. วิธีด ำเนินกำรวิจัยและสถำนที่ท ำกำรทดลอง / เก็บข้อมูล 

  เพ่ือให้บรรลุวั่ถุประสงค์ที่ 1 จะด าเนินการดัง่่อไปนี้  

2.1 รวบรวมสำยพันธุ์ของเชื้อจุลินทรีย์กลุ่มเป้ำหมำย  

เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม PGPR และเชื้อราไมคอร์ไรซ่า จาก ม. เทคโนโลยีสุรนารี และกรมวิชาการ

เกษ่ร โดยเชื้อในกลุ่ม PGPR จะมุ่งเน้นไปที่เชื้อที่เคยท าการรายงานว่าส่งเสริมการเจริตในข้าวโพดได้

เป็นอย่างด ีเนื่องจากในการทดลองนี้จะใช้ข้าวโพดเป็นพืชอาศัยให้แก่เชื้อราไมคอร์ไรซ่า โดยเชื้อ PGPR 

ที่คัดเลือกมา ได้แก่ เชื้อ Pseudomonas sp. (SUT19), Bacillus sp. (SUT1), Brevibacillus sp. 

(SUT 47), เชื้อ Azospirillum sp. และเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม PGPR ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC 

deaminase สูง โดยท าการเพาะเลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth (NB) บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 

จนเข้าสู่ระยะ Stationary phase (ระยะคงจ านวนเซลล์) ก่อนน ามาใช้ในการทดลอง่่อไป  

การเพาะเลี้ยงเชื้อราไมคอร์ไรซ่าร่วมกับ PGPR ท าได้โดย น าเมล็ดข้าวโพดสุวรรณที่ใช้ในการ

ลอง ท าการล้างและฆ่าเชื้อบริเวณผิวเมล็ดข้าวโพด ด้วย 75% (v/v) ethanol นาน 1 นาที จากนั้นล้าง

ด้วย 10% (w/v) sodium hypochlorite solution 5 นาที และล้างด้วยน้ าที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 5 

ครัง้ ก่อนน าไปท าการเพาะให้เมล็ดงอกบนกระดาษท่ีมีเปอร์เซ็น่์ความชื้น ประมาณ 60 % และบ่มในที่

มืด ณ อุณหภูมิห้อง ข้าวโพดที่งอกจะน าไปปลูกในกระถาง ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 12 เซน่ิเม่ร สูง 

16 เซน่ิเม่ร ปลูกเชื้อราไมคอร์ไรซ่าที่ใช้ในการทดสอบแ่่ละสายพันรุ์ คือ Claroideoglomus 

etunicatum และ Acaulospora tuberculata จ านวน 100 สปอร์่่อ่้น  โดยใช้ข้าวโพดสุวรรณ 

จ านวน 2 ่้น่่อ 1 กระถาง รดด้วยสารอาหารน้ า Hoagland solution จนพืชมีอายุครบ 90 วัน 

จากนั้นท าการร่อนด้วย่ะแกรง ขนาดมากกว่า 30 แ่่น้อยกว่า 500 ไมครอน ท าการปั่นแยกสปอร์ด้วย 

น้ า่าล 50% ด้วยความเร็วรอบ 5000 rpm ท าการคัดเลือกสปอร์ที่มีคุณภาพ และท าการ surface 

sterilized ด้วย antibiotic mixture (penicillin G [Sigma], streptomycin sulfate [Calbiochem], 

และ neomycin sulfate [Sigma], อย่างละ 5 มิลลิกรัม่่อลิ่ร ล้างด้วยน้ าสะอาด เก็บที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลอง่่อไป  
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2.2 กำรคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย ์PGPR ที่ส่งเสริมกำรผลิตสปอร์ของเชื้อรำไมคอร์ไรซ่ำ  

ท าการปลูกพืชดังอริบายในข้อ 2.1 จนพืชมีอายุครบ 90 วัน จากนั้นท าการ่รวจสอบ

เปอร์เซ็น่ก์ารครอบครองราก (root colonization) และการเข้าสู่รากข้าวโพด โดยวิรีย้อมด้วย trypan 

blue ่ามวิรีมา่รฐานของ International Culture Collection of VA Mycorrhizal Fungi (INVAM) 

และท าการนับสปอร์ เพ่ือทดสอบการส่งเสริมการเข้าสู่รากพืชและการเพ่ิมจ านวนสปอร์ ของเชื้อราไม

คอร์ไรซ่า โดยใช้เชื้อ PGPR ในแ่่ละชนิด 

 เพ่ือให้บรรลุวั่ถุประสงค์ที่ 2 จะด าเนินการดัง่่อไปนี้  

2.3 กำรทดสอบอิทธิพลของธำตุอำหำรต่อกำรเพิ่มจ ำนวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่ำ  

เชื้อ Brevibacillus sp. SUT 47 และไมคอร์ไรซ่า C. etunicatum ที่ได้จากการทดลองที่ 2.2 

ได้น ามาทดสอบหาปัจจัยของราุ่อาหาร่่อการส่งเสริมการเข้าสู่รากพืชและการเพ่ิมจ านวนสปอร์ของ

เชื้อราไมคอร์ไรซ่า โดยท าการเพาะเลี้ยงเชื้อราไมโคไรซ่า C. etunicatum ร่วมกับเชื้อ SUT 47 ที่

คัดเลือกได้ ในกระถาง่ามการทดลองที่ 2.2 และให้ราุ่อาหาร Hoagland solution ที่แ่ก่่างกัน 

(Millner และ Kitt, 1992) ได้แก่ 1) Hoagland solution สู่รเ่็ม; 2) Hoagland solution สู่รเ่็ม 

แ่่ให้ราุ่ฟอสฟอรัสในปริมาณ่่ า (2.0 ppm);  3) Hoagland solution ครึ่งสู่ร; 4) Hoagland 

solution ครึ่งสู่รแ่่ให้ราุ่ฟอสฟอรัสในปริมาณ่่ า (2.0 ppm)  (Ergle และ Eaton, 1957) ให้

สารอาหาร ในแ่่ละสู่ร ทุก ๆ 7  วัน จนครบ 90 วัน จากนั้นท าการ่รวจสอบการเปอร์เซ็น่์การเข้าสู่

รากข้าวโพด และท าการนับจ านวนสปอร์ของเชื้อราไมโคไรซ่า 

2.4 กำรทดสอบอิทธิพลของ IAA ต่อกำรส่งเสริมกำรเข้ำสู่รำกพืชและกำรเพิ่มจ ำนวนสปอร์

ของเชื้อรำไมคอร์ไรซ่ำ 

ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อ SUT 47 และไมคอร์ไรซ่า C. etunicatum ในกระถาง ่ามการทดลองที่ 

2.2 และให้ราุ่อาหาร Hoagland solution สู่รปก่ิ ผสมกับ ไฟโ่ฮอร์โมน Indole-3-acetic acid 

(IAA) ที่ความเข้มข้นแ่ก่่างกัน ได้แก่ ที่ 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 ppm ทุก ๆ 7 วัน จนครบ 90 

วัน จากนั้นท าการ่รวจสอบเปอร์เซ็น่์การเข้าสู่รากข้าวโพด และท าการนับสปอร์เปรียบเทียบกับการ

เพาะเลี้ยงเชื้อราไมคอร์ไรซ่าที่ให้ Hoagland solution สู่รปก่ิเพียงอย่างเดียว และ ใช้เชื้อจุลินทรีย์

ในกลุ่ม PGPR ร่วมด้วย 
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 เพ่ือให้บรรลุวั่ถุประสงค์ที่ 3 จะด าเนินการดัง่่อไปนี้ 

2.5 กำรศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในเชื้อ SUT 47 หลังกำรได้รับสำรที่ปลดปล่อย

จำกรำกพืช 

ท าการเพาะเมล็ดข้าวโพดในหลอดทดลองกับน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อและท าการเก็บน้ าในหลอด

ทดลองที่มีสารที่ผลิ่จากรากข้าวโพด (root exudates) ที่ระยะเวลา 1, 3 และ 7 วัน จากนั้นน าน้ า

่ัวอย่างดังกล่าว มาใช้ทดสอบกับเชื้อ SUT 47 โดยท าการผสม PGPR ที่เลี้ยงไว้ในอาหารเลี้ยงเชื้อเป็น

เวลา 48 ชั่วโมง ในอั่รา 1:1 ทิ้งไว้ในที่มืดนาน่่างกัน 1, 6 และ 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการ

่ก่ะกอนเซลล์ และน าเซลล์ที่ได้มาสกัดโปร่ีนทั้งหมด โดยใช้ 500 ไมโครลิ่รของสารละลาย lysis 

buffer ( 9 M urea, 0.5% v/v Triton X-100, 4% w/v CHAPS, 100 mM DTT and 2% v/v IPG 

buffer pH 3–10) แล้วน าไปท าให้เซลล์แ่กโดย เครื่อง Sonicator (Qsonica LLC, Newtown, CT) 

บนน้ าแข็ง ที่ 100 W และ 20 kHz นาน 30 วินาที 1-5 ครั้ง หรือจนได้ของเหลวใสเทียบเท่า lysis 

buffer ที่ไม่มีเซลล์ จากนั้นท าการ่ก่ะกอนเซลล์ ด้วย เครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm 

นาน 15 นาที แล้วดูดเก็บส่วนใสที่มีโปร่ีนละลายอยู่ และท าการหาปริมาณโปร่ีน โดยใช้วิรี Bradford 

assay เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปวิเคราะห์โปร่ีน ด้วยเทคนิค 2D gel 

electrophoresis ่่อไป  

2.6 กำรศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในรำกข้ำวโพดที่แสดงออกในช่วงท่ีมีปฏิสัมพันธ์

กับเชื้อ SUT 47 และเชื้อรำไมคอร์ไรซ่ำ 

ท าการสกัดโปร่ีนจากรากข้าวโพดในแ่ล่ะชุดการทดลอง ได้แก่ ข้าวโพด (non-inoculation), 

ข้าวโพดที่ท าการปลูกเชื้อไมคอร์ไรซ่า, ข้าวโพดทีป่ลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 และข้าวโพดที่ปลูก

เชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ร่วมกับเชื้อราไมคอร์ไรซา (W. Wang, Vignani, Scali และ Cresti, 2006) โดยน า

รากพืชในแ่่ละ่ัวอย่าง ่ัวอย่างละ 100 มิลลิกรัม มาบดร่วมกับการใช้ไนโ่รเจนเหลวให้ละเอียดด้วย

โกร่ง จากนั้นเ่ิม 10% TCA 500 มิลิลิ่ร ่ก่ะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,000 

rpm นาน 5 นาที เก็บส่วนใส่ และล้างด้วย 80% methanol ผสม 0.1 M ammonium acetate ท า

การ่ก่ะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง ด้วยความเร็วรอบ 12,000 rpm นาน 5 นาท ี เทส่วนใสทิ้ง จากนั้น

ล้าง่ะกอน ด้วย 80% acetone ท าการ่ก่ะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,000 rpm 

นาน 5 นาที เทส่วนใส่ทิ้ง ่ะกอนที่ได้ปล่อยทิ้งไว้ให้แห้ง ณ อุณหภูมิห้อง ก่อนเ่ิม 1 มิลิลิ่ร ของ
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สารละลาย SDS extraction buffer (1% (w/v) SDS, 0.15 M Tris-HCl (pH 8.8), 0.1 M DTT, 1 

mM EDTA, 2 mM PMSF, protease inhibitors (1:1,000)) ผสม Phenol อั่รา 1:1 ผสมสารละลาย

ด้วยเครื่องเขย่า (Vortex) บ่มเป็นเวลา 10 นาที ก่อนน าไปท าการ่ก่ะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงด้วย

ความเร็วรอบ 12,000 rpm นาน 5 นาที  ดูดเก็บส่วนบนของสารละลาย ใส่หลอดใหม่ เ่ิม 500 

ไมโครลิ่ร ของ 0.1 M ammonium acetate ละลายใน methanol บ่มใน -20 องศาเซลเซียส นาน 

30 นาที ก่อนน าไปท าการ่ก่ะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,000 rpm นาน 10 นาท ี

่ะกอนที่ได้ปล่อยทิ้งไว้ให้แห้ง ณ อุณหภูมิห้อง จากนั้นละลาย่ะกอนโปร่ีนใน 50 ไมโครลิ่ร ด้วย

สารละลาย rehydration buffer (8 M Urea, 20 mMDTT, 2% v/v CHAPS, 2% v/v IPG buffer 

pH 3–10 and bromophenol blue) ท าการหาจ านวนโปร่ีน โดยใช้วิร ี Bradford assay เก็บท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปวิเคราะห์โปร่ีน ด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis ่่อไป 

 การวิเคราะห์โปร่ีนโดยเทคนิค 2D gel electrophoresis ท าการเ่รียม่ัวอย่างโปร่ีน

เข้มข้น 250 ไมโครกรัม่่อมิลลิลิ่ร น ามาผสมกับสารละลาย rehydration buffer ให้ได้ปริมา่ร 250 

ไมโครลิ่ร ก่อนน าไปบ่ม ร่วมกับ nonlinear pH 3–10 IPG strips (Immobiline DryStrip gels, GE 

Healthcare Life Sciences) นาน 1 คืน และน ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Ettan IPGphor 3 Isoelectric 

Focusing System ่ั้งค่าการวิเคราะห์อั่โนมั่ิ เพ่ือท าการแยกโปร่ีนในแนวระนาบ (แยก่ามค่า 

isoelectric point)  จากนั้นน า Strip ที่ได้มาท าการแยกโปร่ีนในแนว่ามขนาด molecular weight 

ใน 12 % acrylamide gel ให้กระแสไฟฟ้า 80 โวล่ ์ด้วยเครื่อง electrophoresis   ผลโปร่ีนที่ได้

น ามาวิเคราะห์ spot โดยใช้โปรแกรม 2 De-gel image master 7 เพ่ือคัดเลือก spot ของโปร่ีนที่มี

การแสดงออกท่ีแ่ก่่างกันเทียบกับ่ัวอย่างที่ใช้เชื้อราไมคอร์ไรซ่าเพียงอย่างเดียว กับ่ัวอย่างที่ใช้เชื้อ

ราไมคอร์ไรซ่าร่วมกับ PGPR จากนั้นท าการเก็บ spot ของโปร่ีนที่่้องการและน าไปย่อยด้วย trypsin 

[Sequencing grade modified Trypsin V5111, Promega, Madison] น าโปร่ีนที่ได้ไปวิเคราะห์

ด้วยเครื่อง Liquid chromatography–mass spectrometry (LC-MS ) น าผลที่ได้มา่รวจสอบชนิด

ของโปร่ีน โดยใช้การ่รวจสอบ Peptide Mass Fingerprint (PMF)  โดยใช้โปรแกรม MASCOT 

(http://www.matrixscience.com) และฐานข้อมูล เช่น SWISS-PROT, PIR, PRF, PDB, and 

GenBank CDS   
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 2.7 กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีนในรำกข้ำวโพด 

 เพ่ือยืนยันผลของโปร่ีนที่พบว่ามีการแสดงออกในระหว่างปฏิสัมพันร์ จึงได้ท าการ่รวจสอบการ

แสดงออกของยีนที่สัมพันร์กับโปร่ีนนั้น ๆ ในระดับ mRNA โดยได้ท าการ สกัด RNA รากพืช ที่ท าการ

ปลูกในสภาพวะเช่นเดียวกันกับการทดสอบกลไกของ PGPR และ เชื้อราไมคอร์ไรซ่า ใน่้นข้าวโพด โดย

การทดลองประกอบไปด้วยชุดการทดลอง ดังนี้ ข้าวโพด, ข้าวโพดที่ท าการปลูกเชื้อไมคอร์ไรซ่า, 

ข้าวโพดที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 และ ข้าวโพดที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซา 

ท าการสกัด RNA ออกมาจากรากพืช ในแ่่ละชุดการทดลองด้วย  “RNeasy Plant Mini Kit” จาก

บริษัท QIAGEN  จากนั้นน า RNA ดังกล่าวมาเปลี่ยนให้เป็น DNA คู่สม (cDNA) ด้วย ‘Quantitect 

Reverse Transcription Kit” ส าหรับ cDNA Synthesis จากบริษัท QIAGEN ขั้น่อนถัดไป น า cDNA 

ที่ได้มาท าการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับโปร่ีนดังกล่าว  ด้วยเครื่อง real-time PCR 

(The LightCycler® 480 System) โดยใช้ primer ที่ได้รับการออกแบบอย่างเจาะจงจากล าดับนิวคลีโอ

ไทดค์ู่สม (cDNA) ทีจ่ากฐานข้อมูล SWISS-PROT และเทียบกับฐานข้อมูล NCBI โดยท าการออกแบบ 

primer ของแ่่ละโปร่ีน ด้วย GenScript (https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer)  

ดัง่าราง  

Spot 

no. 
Protein name Primers 5’-3’ TM °C Size (bp) 

0 Beta-hydroxyacyl-acyl carrier protein 

(ACP) dehydratase 

Fw  = GGTGGATCTCGAGACAACTTC 

Rw = TCAGTGTATCGCCAGCAATC 

58 

59 

82 

1 Pathogenesis-related protein 1 (PR-1) Fw  = CCTGGGTGTCCGAGAAGCA 

Rw =  ACAGCCGATGGCGGTGGAGT 

60 

60 

133 

2 Superoxide dismutase (SOD_Mn) Fw  =  TTTGGAAGAACCTCAAGCCT 

Rw =  GCCTTCTGCATTCATCCTCT 

58 

59 

125 

5  APx1 - Cytosolic Ascorbate 

Peroxidase (APX) 

Fw  =  TAGGGAGGACAAGCCTCAAC 

Rw =   CTCAGGTGGTCAGAACCCTT 

59 

59 

72 

8 Ascorbate peroxidase (POD1) Fw  = CAGGGAGGACAAGCCTCAG  

Rw = CAGAACCCTTAGTGGCATCA 

58 

58 

63 

19 Chaperonin (Cpn)  Fw  =  TATGCTGGGACTGAGGTTGA 

Rw = TGAGAGGCTTCATGTCCTTCAC 

56 

57 

134 

20 Glutathione S-transferase 1 (GST-I) Fw  =  AGAGCTGTTGAGGGAAGGAA 

Rw = AGCGGTGTACTGGTTAGCCT 

56 

59 

82 

8 APx1 - Cytosolic Ascorbate Peroxidase Fw  =  GCAACGATGTCCTGATCACT 

Rw = AGAGGGCAACAATGTCCTGAT 

57 

57 

73 
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     2.8 กำรศึกษำกิจกรรมของเอนไซม์ในรำกข้ำวโพด  

 ท าการสกัดเอนไซม์แ่่ละชนิดออกมาจากรากชุดเดียวกันกับที่ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของ

ยีน โดยใช้รากพืช 0.5 กรัม่่อการสกัดเอนไซม์แ่่ละชนิด น ามาบดให้ละเอียดในไนโ่รเจนเหลว และใช้

สารละลายในการสกัดที่แ่ก่่างกันออกไปในแ่่ละเอนไซม์  

การสกัดเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) ด้วย 0.2 M citrate 

phosphate buffer (pH 6.5) ที่ 4 องศาเซลเซียส ผสมสารละลายของปฏิกิริยา (reaction mixture) 

ปริมา่ร 3 มิลลิลิ่ร (50 mM phosphate buffer pH 7.8 ,13 mM methionine ,75 µM 

nitroblue tetrazolium (NBT), 0.1 mM Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA), 0.05 ml 

enzyme extract, 2 µM riboflavin) ใส่ 2 µM riboflavin เป็นสาร่ัวสุดท้าย ผสมให้เข้ากันและน า

หลอดผสมสารละลาย ของปฏิกิริยา ไปวางไว้ที่มีแสงจากหลอดไฟฟลูออเรสเซน่์ 18 W เป็นเวลา 10 

นาที ระยะห่าง 5 เซน่ิเม่ร ปฏิกิริยาจะเริ่มเกิด ส่วนหลอดผสมสารละลายของปฏิกิริยาที่ไม่ได้ใส่

สารละลายเอนไซม์สกัด เป็นหลอด ควบคุมปฏิกิริยา ส่วนหลอดผสมสารละลายของปฏิกิริยาที่ไม่ถูกแสง

เป็นหลอดไม่เกิดปฏิกิริยา (Blank) และเม่ือครบ 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยน าหลอดผสมสารละลายของ

ปฏิกิริยาไปไว้ในที่มืด และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเม่ร (1 หน่วยของ

เอนไซม์ (unit enzyme) เท่ากับ 50% ของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 nm ของหลอด 

ควบคุม) (Beauchamp และ Fridovich, 1971)  

การสกัดเอนไซม์ Ascorbate peroxidase (APX) (EC1.11.1.1) ด้วย 0.1 M phosphate 

buffer (pH 7.0) ท าการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ โดยใช้ 1 มิลลิลิ่ร ของ 0.25 มิลลิลิ่ร of 100 mM 

potassium phosphate buffer (pH 7.0), 0.25 มิลลิลิ่ร of 1 mM ascorbate, 0.25 มิลลิลิ่ร of 

0.4 mM EDTA-4H, 0.19 มิลลิลิ่ร distilled น้ า, 0.05 มิลลิลิ่ร enzyme extract and 0.01 

มิลลิลิ่ร of 10 mM H2O2 และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 290 นาโนเม่ร แล้ว

่รวจสอบการดูดแสงที่ลดลงของ ascorbate (Nakano และ Asada, 1981)    

การสกัดเอนไซม์ Catalase (CT) (E.C.1.11.1.6) ท าได้โดยใช้ 50 mmol phosphate buffer 

(pH 7.0) ท าการวัดกิจกรรมของเอนไซม์  1 มิลลิลิ่ร ของสารละลาย 0.95 มิลลิลิ่ร ของ 50 mM 

potassium phosphate buffer (pH 7.0) ผสมกับ 10 mM H2O2 และ 0.05 มิลลิลิ่ร enzyme 
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extract   และน าไปวัดค่า การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 240 นาโนเม่ร  จากการดูดแสงที่ลดลงของ 

H2O2 (Nakano และ Asada, 1981) 

การ่รวจสอบปริมาณ Salicylic acid (SA) โดยการสกัด SA ออกมาจากรากโดยใช้ ethanol 

จากนั้นท าการ่รวจกิจกรรมของเอนไซม์ โดยวัดกิจกรรมของเอนไซม์  ปฏิกิริยาการดูดกลืนแสง ของ  

FeCl3 ที่เปลี่ยนไป เปรียบเทียบกับกราฟมา่รฐานของ Salicylic acid  บริสุทริ์ จากบริษัท Sigma 

(Warrier, Paul และ Vineetha, 2013) 
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บทที่ 3 

ผลกำรทดลองและวิเครำะห์ข้อมูล 

จากผลการทดลองในระยะเวลา 90 วัน พบว่า เชื้อ Brevibacillus sp. SUT47 เมื่อใช้ร่วมกับ

ไมคอร์ไรซ่าแล้วให้ผลส่งเสริมการเข้าสู่รากพืชของไมคอร์ไรซ่าและเพ่ิมจ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่าทั้ง

สองสายพันรุ์ได้อย่างมีนัยส าคัตยิ่งทางสถิ่ิเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (control) (่ารางที่ 1) ดังนั้น

ในการศึกษานี้จึงไดน้ าเชื้อ SUT47 มาใช้ในการทดลอง่่อไป เพื่อหาปัจจัยที่มีผล่่อการส่งเสริมการเข้าสู่

รากพืชของไมคอร์ไรซ่าและเพ่ิมจ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่า  โดยในการทดลองขั้น่่อไปได้เลือก

ทดสอบเฉพาะไมคอร์ไรซ่าสายพันรุ์ A. tuberculata เนื่องจากมีผลการสร้างสปอร์ได้สูงที่สุด โดยได้

ท าการศึกษาอิทริพลของราุ่อาหาร่่อการเข้าสู่รากพืชและการสร้างสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่า และ

เชื้อราไมคอร์ไรซ่าเมื่อใช้ร่วมกับ SUT47 ทั้งนี้ผลการทดลองพบว่า อาหารทั้ง 4 สู่ร ได้แก่ 1) 

Hoagland solution สู่รเ่็ม, 2) Hoagland solution สู่รเ่็ม แ่่ให้ราุ่ฟอสฟอรัสในปริมาณ่่ า 

(2.0 ppm),  3) Hoagland solution ครึ่งสู่ร, 4) Hoagland solution ครึ่งสู่ร แ่่ให้ราุ่ฟอสฟอรัส

ในปริมาณ่่ า (2.0 ppm) มีอิทริพลในการส่งเสริมการเข้าสู่พืช โดย Hoagland solution สู่รเ่็มให้

ราุ่ฟอสฟอรัสในปริมาณ่่ า (2.0 ppm)  ให้ผลส่งเสริมการเข้าสู่พืช และการสร้างสปอร์ของเชื้อราไม

คอร์ไรซ่าได้อย่างมีนัยส าคัตยิ่งทางสถิ่ิ ดัง่ารางที่ 2 และ 3 

 

ตำรำงท่ี 1 แสดงจ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่าที่ปลูกร่วมกับเชื้อ PGPR ที่ 90 วันหลังการปลูก 

Treatments 
Spores No. % Roots colonization 

A. tuberculata  C.etunicatum  A.tuberculata  C.etunicatum  

Control 350  130 c 210  34.96 c 49.33  6.62 b 42.10  3.19 b 

SUT 47 (Brevibacillus sp.) 1931  206.5 a 558  47.50 a 70.97  8.00 a 51.31  1.68 a  

SUT 19 (Pseudomonas 
sp.)  

1086  136.7 b 453  45.94 b 64.55  5.66 a 47.87  2.64 a 

SUT 1 (Bacillus sp.) 180  27.75 c 225  25 c  48.12  8.69 b 43.52  3.36 b 
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ตำรำงท่ี 2 แสดงเปอร์เซ็น่์การเข้าสู้รากพืชของไมคอร์ไรซ่าที่ 90 วันหลังการปลูก 

Percent Root colonization 

Treatment 

Hoagland's solution 

Full strength 
Full strength 

low phosphate 
Half strength 

Half strength 

low phosphate 

Control 12.626±0.83b 6.876±0.81c 7.398±0.83b 7.698±1.44b 

ACC deaminase 

containing bacteria 
17.538±1.62b 13.606±1.30b 9.812±0.98b 10.818±1.28b 

Sinorhizobium BL3 18.004±3.01b 10.392±1.16bc 9.114±0.81b 8.892±2.18b 

Azospirillum sp. 13.488±2.51b 10.558±1.35bc 7.034±0.83b 11.43±2.32b 

Brevibacillus sp. SUT47 26.284±2.51a 18.720±2.13a 16.25±1.37a 19.87±1.87a 

 

ตำรำงท่ี 3 แสดงจ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่าที่ 90 วันหลังการปลูก 
 

Number of spores production 

Treatment 

Hoagland's solution 

Full strength 
Full strength 

low phosphate 
Half strength 

Half strength 

low phosphate 

Control 161.34±11.17 136.00±7.23b 125.00±32.05b 174.00±10.06ab 

ACC deaminase 

containing bacteria 
134.33±10.27 151.00±5.51b 172.67±8.37ab 176.33±4.63ab 

Sinorhizobium BL3 170.00±15.31 133.67±4.48b 199.33±9.35a 139.00±10.69b 

Azospirillum sp. 145.00±17.01 160.67±8.41b 169.33±6.74ab 175.33±3.18ab 

Brevibacillus sp. SUT47 172.00±5.51 253.00±17.10a 211.67±8.67a 206.33±35.98a 

จากผลการทดลองเห็นได้ว่า การที่พืชได้รับราุ่ฟอสฟอรัสในปริมาณ่่ า มีส่วนช่วยท าให้พืช

ยอมรับ เชื้อราไมคอร์ไรซ่าให้เข้าอาศัยในรากเพ่ิมมากขึ้น ซึ่งเชื้อไมคอร์ไรซ่าเองมีคุณสมบั่ิในการดูดซับ

และส่งถ่ายราุ่ฟอสฟอรัสไปให้พืชได้ เพ่ือแลกเปลี่ยนกับน้ า่าลที่ได้จากการสังเคราะห์แสงของพืช ซึ่ง

เป็นแหล่งพลังงานที่เชื้อราไมคอร์ไรซ่าจะได้รับจากพืชได้เพียงทางเดียวเท่านั้น (Johanssonและคณะ 
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2004; F. Smith และ Smith, 1997) ในส่วนของ เชื้อ SUT47 ที่มีการส่งเสริมการผลิ่สปอร์ของเชื้อรา

ไมคอร์ไรซ่าได้สูงนั้น ส่วนหนึ่งอาจเป็นเพราะ เชื้อ SUT47 เป็น PGPR ที่สามารถผลิ่ ไฟโ่ฮอร์โมน 

(IAA) และสร้าง biofilm ได้ นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการดูดซับฟอสฟอรัสได้ นอกจากนี้ยังมีการ

รายงานว่า เชื้อ Paenibacillus ที่แยกได้จากเชื้อไมคอร์ไรซ่าเองก็มีความสามารถในการเพ่ิมจ านวนเส้น

ใยของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าได้ (Horii และ Ishii, 2006) อย่างไรก็่ามปัจจัยอ่ืนที่ส่งผล่่อการส่งเสริมการ

ผลิ่สปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าได้สูงนั้นไม่ได้เกิดจาก PGPR หรือเชื้อราไมคอร์ไรซ่าเพียงอย่างเดียว แ่่

ยังคงอยู่ภายใ่้การควบคุมของพืชด้วย โดยเฉพาะ กลไกลการป้องกัน่ัวเอง (plant defense system) 

และระบบภูมิคุมกันของพืช (plant immunity)  และปัจจัยอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวข้องอีกเช่น ระบบการส่ง

สัตตาณทางชีวภาพ (symbiotic signaling) และปัจจัยภายนอกอ่ืน เช่น ภาวะเครียด อุณหภูมิ 

ความชื้น เป็น่้น (Baron และ Zambryski, 1995; Bonfante และ Requena, 2011; García‐

Garrido และ Ocampo, 2002)  

ดังนั้นจึงได้ท าการทดสอบการเพ่ิมจ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่าที่อาจได้รับอิทริพลมาจากไฟโ่

ฮอร์โมน IAA โดยผลการทดลองพบว่า การใช้ เชื้อ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่า ส่งผลให้มีการเพ่ิม

จ านวนสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าอย่างมีนัยส าคัตยิ่งทางสถิ่ิ เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ไฟโ่ฮอร์โมน 

IAA ในระดับความเข้มข้นที่แ่ก่่างกัน โดยพบว่าที่ความเข้มข้นของ IAA 100 ppm ให้ผลการเพ่ิม

จ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่าเพ่ิมขึ้นได้อย่างมีนัยส าคัต เมื่อเปรียบเทียบกับการให้ IAA ที่ระดับความ

เข้มข้นอ่ืน ๆ (รูปที่ 1) ดังนั้นจากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า ไฟโ่ฮอร์โมน IAA มีส่วนช่วยในการ

ส่งเสริมการเพ่ิมจ านวนสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าด้วยเช่นกัน นอกจากนีย้ังพบว่าเชื้อ SUT47 สามารถ

เร่งการเจริตเ่ิบโ่ของรากและขนราก (early root hair production) ได้ (รูปที่ 2) ทั้งนี้อาจเป็นผลมา

จากการที่ เชื้อ SUT47 สามารถผลิ่ไฟโ่ฮอร์โมน IAA ได้ ซึ่งการเร่งการเจริตเ่ิบโ่ของรากและขน

รากได้นี้เป็นการเพ่ิมพ้ืนที่ในการท าให้เชื้อราไมคอร์ไรซ่าเข้าสู้รากพืชได้มากขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับการ

ทดลองที่มีรายงานมาก่อน (X. Wang, Pan, Chen, Yan และ Liao, 2011) อย่างไรก็่ามการใช้ IAA มี

ผลทั้งในทั้งเชิงบวกและเชิงลบขึ้นอยู่กับความเข้มข้นที่เหมาะสมแก่พืช เป็นที่น่าสังเก่ว่าจากการทดลอง

ไฟโ่ฮอร์โมน IAA สามารถเพ่ิมจ านวนสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่าได้จริง แ่่ยังคงน้อยกว่าเมื่อ

เปรียบเทียบกับการใช้เชื้อ SUT47 จากข้อสังเก่นี้ สามารถ่ั้งสมมุ่ิฐานได้ว่า เชื้อ SUT47 มีกลไก

ส าคัตบางอย่างนอกเหนือจากที่กล่าวมาในเบื้อง่้นนี้ ดังนั้นจึงได้ท าการศึกษาเพ่ือ่รวจสอบและพิสูจน์

หากลไกอ่ืน ๆ ่่อไปโดยใช้เทคนิคทางการวิเคราะห์ด้วยโปร่ีน (Proteomics technique)  
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รูปที่ 1 กราฟแสดงจ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่า่่อ่้น เมื่อให้ไฟโ่ฮอร์โมน IAA ที่ความเข้มข้นที่

แ่ก่่างกัน เปรียบเทียบกับการใช้เชื้อ Brevibacillus sp. SUT47  

 

รูปที่ 2 แสดงการเร่งการเจริตของขนราก (early root hair production) ข้าวโพดที่เกิดจากการใช้เชื้อ 
Brevibacillus sp. SUT47 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม  

ดังนั้นเชื้อจุลินทรีย์ Brevibacillus sp. SUT47 จึงถูกน ามา่รวจสอบภาพรวมของการ

แสดงออกของโปร่ีนในเซลล์จุลินทรีย์โดยวิรี 2-Dimension Gel Electrophoresis (2-DE) เพ่ือให้

ทราบกลไกท่ีมีผล่่อการเพ่ิมการเข้าสู่รากพืชและการเพ่ิมของสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไรซ่า โดยการ

ทดลองพบว่า หลังจากเชื้อ SUT47 ได้รับสารทีผ่ลิ่จากรากข้าวโพด (root exudates) ที่ 7 วัน เป็น

เวลา 12 ชั่วโมง เชื้อจุลินทรีย์ SUT47 มีการแสดงออกของโปร่ีนแ่ก่่างจากเชื้อ SUT47 ที่ไม่ได้รับ

สารทีผ่ลิ่จากรากข้าวโพดอย่างมีนัยส าคัตยิ่งทางสถิ่ิ ซึ่งโปร่ีนดังกล่าว แสดงไว้ใน่ารางที่ 4   
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ตำรำงท่ี 4 แสดงผลของโปร่ีนที่แสดงออกในเชื้อ Brevibacillus sp. SUT47 ในหลอดทดลองเมื่อ

ได้รับสารที่ปล่อยจากรากข้าวโพด (root exudates) ที่อายุ 7 วัน เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

 

ส่วนความสัมพันร์ระหว่างการแสดงออกของโปร่ีนระหว่าง เชื้อจุลินทรีย์ SUT47 กับการ

แสดงออกของโปร่ีนในพืชที่ปลูกด้วยเชื้อไมคอร์ไรซ่านั้น ได้ท าการศึกษาโดยสกัดโปร่ีนจากราก

ข้าวโพด ในแ่่ชุดการทดลองดังนี้ ข้าวโพด, ข้าวโพดที่ท าการปลูกเชื้อไมคอร์ไรซ่า, ข้าวโพดที่ปลูก

เชื้อจุลินทรีย์ SUT47 และ ข้าวโพดที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่า เพ่ือดูผลการ

เปลี่ยนแปลงของโปร่ีนในรากข้าวโพดเปรียบเทียบกัน โดยวิรี 2-DE ที่ 7  และ 30 วัน ผลการทดลอง

พบว่า มีการแสดงออกของโปร่ีนแ่ก่่างอย่างมีนัยส าคัตยิ่งทางสถิ่ิ เมื่อน าผลของการแสดงออกของ

โปร่ีนในแ่่ละชุดการทดลองมาเปรียบเทียบกัน ซึ่งโปร่ีนดังกล่าว แสดงไว้ใน่ารางที่ 5 และ 6 

่ามล าดับ 
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ตำรำงท่ี 5 แสดงผลของโปร่ีนที่แสดงออกในรากข้าวโพด ในแ่่ชุดการทดลอง ได้แก่ ข้าวโพด (non-

inoculation) ข้าวโพดที่ท าการปลูกเชื้อไมคอร์ไรซ่า ข้าวโพดที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 และ ข้าวโพด

ที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่า ที่ 7 วนัหลังการปลูกเชื้อ 

 

   = โปร่ีนมีการแสดงออก เพิ่มมากขึ้น เมื่อเทียบกับ ชุดควบคุม 

   = โปร่ีนมีการแสดงออก ลดลงขึน้ เมื่อเทียบกับ ชุดควบคุม 

-   = ไม่พบ การแสดงออกของโปร่ีนดงักล่าว 
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ตำรำงท่ี 6 แสดงผลของโปร่ีนที่แสดงออกในรากข้าวโพด ในแ่่ชุดการทดลอง ได้แก่ ข้าวโพด (non-

inoculation) ข้าวโพดที่ท าการปลูกเชื้อไมคอร์ไรซ่า ข้าวโพดที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 และ ข้าวโพด

ที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่า ที่ 30 วนัหลังการปลูกเชื้อ 

 

   = โปร่ีนมีการแสดงออก เพิ่มมากขึ้น เมื่อเทียบกับ ชุดควบคุม 

   = โปร่ีนมีการแสดงออก ลดลงขึน้ เมื่อเทียบกับ ชุดควบคุม 

-      = ไม่พบ การแสดงออกของโปร่นีดังกล่าว 

 

โดยผลการแสดงออกของโปร่ีนจากรากข้าวโพดที่ 30 วัน แสดงผลการแสดงออกของโปร่ีนที่

น่าสนใจ โดยเป็นกลุ่มของโปร่ีนที่เกี่ยวของกับกลไกการป้องกัน่ัวของพืช (plant defense system) 

และ ระบบภูมิคุ้มกันภายในพืช (plant immunity) ดังนั้นเพ่ือให้เข้าใจถึงกลไกลการท างานของโปร่ีน

ในกลุ่มดังกล่าว จึงได้ท าการศึกษาการแสดงออกของยีนของกลุ่มโปร่ีนที่่รวจพบโดยใช้ เทคนิค 

Quantitative Reverse Trancscriptase-PCR (qRT-PCR)  ผลการทดลองแสดงในรูปภาพที่ 3 พบว่ามี

การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับระบบการป้องกัน่ัวของพืช (plant defense system) ได้แก่ 

pathogensis-related 1  (PR1)  และระบบภูมิคุ้มกันในพืช สอดคล้องกับผลการทดสอบโปร่ีน 

โดยเฉพาะโปร่ีนในกลุ่มของ Relative oxygen specie (ROS) ได้แก่ superoxide dismutase (SOD)  

และ กลุ่มของ ROS-scavenging ได้แก่ ascorbate peroxidase (POD) และ (APX)  ซึ่งยีนในกลุ่ม
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ดังกล่าวมีการแสดงออกของยีนโดยรวมในปริมาณที่สูงในช่วง 7 วัน ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่เชื้อราไมคอร์ไรซ่า

ก าลังเข้าสู่พืชในระยะแรก (pre-symbiosis) และยีนจะลดการแสดงออกลงเมื่อระยะเวลาเพ่ิมขึ้น  แ่่

อย่างไรก็่ามเมื่อท าการพิจารณาในแ่่ละชุดการทดลองในแ่่ละวัน พบว่า ชุดการทดลองข้าวโพดที่

ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่า มีการแสดงออกของยีนในกลุ่มดังกล่าว่่ ากว่าการใช้

เชื้อชนิดใดชนิดหนึ่งเพียงอย่างเดียว โดยเฉพาะที่ 7 วัน ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการใช้เชื้อ SUT47 มีส่วนช่วย

ในการลดการป้องกันและระบบภูมิคุมกันของพืชได้ซึ่งมีผลท าให้เชื้อราไมคอร์ไรซ่าสามารถเข้าสู่รากพืช

ได้มากและง่ายขึ้น เป็นที่น่าสังเก่ว่า การลดลงของระบบภูมิคุมกันของพืชนั้นจะมีประสิทริภาพมากขึ้น

เมื่อปลูกเชื้อ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่า ในท านองเดียวกันยีนที่สร้างโปร่ีน (protein-encoding 

genes) pathogensis-related 1 (PR1) มีการแสดงออกของยีนอยู่ในระดับที่สูงที่สุด และพบว่ามีการ

แสดงออกของยีนที่สูงเพ่ิมข้ึนในวันที่ 14 โดยเฉพาะชุดการทดลองท่ีใช้เชื้อราไมคอร์ไรซ่าเพียงอย่างเดียว  

และที่ 30 วันในชุดการทดลองข้าวโพดที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่า ซึ่งแสดงให้

เห็นว่าพืชมีการควบคุมจ านวนประชากรของ เชื้อจุลินทรีย์ SUT47 หรือเชื้อไมคอร์ไรซ่า ให้อยู่ในระดับที่

เหมาะสมเป็นระยะ เพ่ือไม่ให้มีจ านวนเชื้อรามากเกินความจ าเป็น ซึ่งสอดคล้องกับความคิดเห็นของ 

Gilroyและคณะ (2014)  
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รูปที่ 3 แสดงผล การแสดงออกยีน จากผลของโปร่ีนในรากข้าวโพดที่ 30 วัน ในแ่่ละสัปดาห์ โดย a 

= สัปดาห์ที่ 1, b = สัปดาห์ที่ 2, c = สัปดาห์ที่ 3 และ d = สัปดาห์ที่ 4  membrane protein 

PB1A10.07c (gene reference) (PB),  Putative uncharacterized protein Sb07g006390 (ACP), 

pathogenesis-related protein 1(PR-1), Superoxide dismutase (SOD_Mn), ascorbate 

peroxidase (APX), ascorbate peroxidase (POD1), Chaperonin (Cpn) และGlutathione S-

transferase 1 (GST-I) 

  

 เมื่อไดท้ าการ่รวจสอบการท างานของเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับกลไกระบบการป้องกันและภูมิกัน

ภายในพืช ได้แก่ SOD, POD, CT (catalase) และ SA (salicylic acid)  ่ามวิรีมา่รฐาน (Methods 

of Enzymatic Analysis) พบว่ารากข้าวโพดทั้ง 4 ่ ารับการทดลอง มีกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่ม ROS 

สูงที่อายุ 7 วัน และลดลง ที่ 14, 21 และ 30 วัน สอดคล้องกับผลการแสดงออกของยีนที่กล่าวมาแล้ว

ข้าง่้น โดยพืชอายุ 7 วันในชุดการทดลองข้าวโพดที่ท าการปลูกเชื้อไมคอร์ไรซ่า และข้าวโพดที่ปลูก

 

 

 

 

 

 

 

 



 20 

เชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ให้ผลของกิจกรรมของเอนไซม์ SOD สูงกว่าพืชควบคุม (รูปที่ 3. a) แ่่ในทาง

่รงกันข้าม ข้าวโพดที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่าให้ผลกิจกรรมของเอนไซม์ SOD 

่่ ากว่าพืชควบคุม  ในส่วนกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่ม ROS-scavenging ได้แก่ CT และ POD พบมีผล

กิจกรรมของเอนไซม์สูงขึ้น เมื่อพืชมีอายุสูงขึ้น โดยพบว่าข้าวโพด่ ารับที่ท าการปลูกเชื้อไมคอร์ไรซ่า 

ข้าวโพดที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 และข้าวโพดที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่า มี

แนวโน้มของกิจกรรมของเอนไซม์ ROS-scavenging สูงกว่าในพืชควบคุม (รูปที่ 3. b และ c) ซึ่งให้ผล

่รงกันข้ามกับการท างานของเอนไซม์ SOD ซึ่ง่รงกับกลไกของการควบคุมการท างานของระบบภูมิกัน

ภายในพืช   

 

รูปที่ 4 แสดงผลกิจกรรมของเอนไซม์ในรากข้าวโพดที่ 7, 14, 21 และ 30 วัน โดย a = superoxide 

dismutase (SOD)  b = ascorbate peroxidase (POD) c = catalase (CT) และ d = salicylic 

acid (SA) 
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ในส่วนของการ่รวจสอบปริมาณ SA พบว่าสามารถ่รวพบ SA อยู่ในทุก ๆ ช่วงอายุของพืช 

แ่่พบว่าพืชอายุ 7 วัน ในชุดการทดลองข้าวโพดที่ปลูกเชื้อจุลินทรีย์ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่า 

่รวจพบ SA สูงที่สุด แ่่จะลดลงเมื่อพืชมีอายุสูงขึ้น และมีกิจกรรมน้อยกว่าทุกชุดการทดลอง ที่ 14, 

21 และ 30 วัน (รูปที่ 4. d) กล่าวโดยสรุปคือ เมื่อพืชได้รับความเครียดที่เกิดจากอิทริพลของสิ่งไมม่ีชีวิ่ 

(abiotic) หรือ จากอิทริพลสิ่งมีชีวิ่ (biotic) ก็่าม จะก่อให้เกิดอนุมูลอิสระสะสมภายในเชลล์พืช พืช

จะก าจัดอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึนด้วยเอนไซม์ SOD และเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของไฮโดเจนเปอร์ออกไซด์ H2O2 

ซึ่งถ้าสะสมอยู่ในปริมาณมากจะเป็นพิษ่่อเซลล์พืช และกระุ่้นให้เกิดการสร้างกรดซาลิไซลิค (SA) ซ่ึง

ซักน าให้เซลล์พืช่าย (program cell death) ดังนั้นเพื่อลดจ านวนการสะสมของ H2O2 พืชจะผลิ่

เอนไซมใ์นกลุ่ม ROS-scavenging ซึ่งสามารถเปลี่ยน H2O2 ให้เป็นออกซิเจน และน้ าได้ (Atkinson และ 

Urwin, 2012) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า การใช้เชื้อ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่านั้นสามารถ

ลดการท างานของกลไกการป้องกันและระบบภูมิคุ้มกันภายในพืชได้ โดยการกระุ่้นการท างานของ

เอนไซม์ในกลุ่ม ROS-scavenging enzyme 
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บทที่ 4 

บทสรุปกำรทดลอง 

การใช้เชื้อ Brevibacillus sp. SUT47 ร่วมกับไมคอร์ไรซ่ามีส่วนช่วยส่งเสริมการเข้าสู่พืชของ

ไมคอร์ไรซ่าและเพ่ิมจ านวนสปอร์ของไมคอร์ไรซ่าได้ นอกจากนี้ยังพบว่าราุ่ฟอสฟอรัส และไฟโ่

ฮอร์โมน IAA มีผล่่อการส่งเสริมการเข้าสู่พืชของไมคอร์ไรซ่า และการเพ่ิมจ านวนสปอร์ของเชื้อราไม

คอร์ไรซ่าเช่นกัน จากผลการวิเคราะห์โปร่ีน พบโปร่ีนในกลุ่มของ โปร่ีนที่เกี่ยวของกับกลไกลการ

ป้องกัน่ัวของพืช และ ระบบภูมิคุมิกันภายในพืช และเมื่อ่รวจสอบการแสดงออกของยีนที่ใช้ในการ

สังเคราะห์โปร่ีนที่่รวจพบ รวมถึงการ่รวจสอบการท างานของกิจกรรมของเอนไซม์ในระบบ plant 

defense system ที่เกี่ยวข้อง พบว่ามีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับระบบการป้องกัน่ัวของพืช 

ได้แก่ PR1  และระบบภูมิคุ้มกันในพืช สอดคล้องกับผลการทดสอบโปร่ีน และกิจกรรมของเอนไซม์ 

โดยเฉพาะในกลุ่มของ ROS ได้แก่ SOD  และกลุ่มของ ROS-scavenging ได้แก่ POD, APX และ CT  

ร่วมถึง SA ทีม่ีปริมาณลดลงเมื่อใช้เชื้อ SUT47 ร่วมกับเชื้อไมคอร์ไรซ่า ดังนั้นจากการทดลองนี้จึงท าให้

เข้าใจถึงกลไกในการส่งเสริมการเข้าสู่พืชของไมคอร์ไรซ่า และการเพ่ิมจ านวนสปอร์ของเชื้อราไมคอร์ไร

ซ่าได้ โดยสรุปได้ว่า เชื้อ SUT47 ช่วยลดการท างานของกลไกการป้องกันและระบบภูมิคุ้มกันภายในพืช

ได้ โดยการกระุ่้นการท างานของเอนไซม์ในกลุ่ม ROS-scavenging  ส่งผลในการยับยั้งกลไกการ

ป้องกันและระบบภูมิคุ้มกันภายในพืชให้ลดลง จึงท าให้เชื้อราไมคอร์ไรซ่าเข้าสู้พืชได้มากขึ้น และสร้าง

สปอร์ได้มากข้ึนด้วย 
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