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บทคัดย่อ 

 

แบคทีเรียกลุ่มส่งเสริมการเจริญของพืช (plant growth promoting rhizobacteria; 
PGPR) 6 isolates (1RER2, 25R463, 27RER2, 39SHR, 53S462 และ 65R471) ที่คัดกรองจาก 521 
โคโลนีของแบคทีเรียซึ่งคัดแยกจากดินที่ปนเปื้อนด้วยแคดเมียมของบริเวณแม่ตาว อ าเภอแม่สอด 
จังหวัดตาก ถูกน ามาศึกษาผลกระทบของแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสี ต่อคุณลักษณะการสร้างสารที่
ส่งเสริมความเจริญของพืช (PGP traits) และศึกษาผลของ PGPR ที่คัดเลือกต่อการเจริญและการดูดซับ
โลหะหนักของหญ้าแฝกเมื่อทดลองภายใต้สภาวะ axenic culture และเมื่อทดลองโดยปลูกลงดินใน
กระถาง  ผลการวิจัยพบว่า ทั้ง 6 isolates ที่คัดเลือกเป็น PGPR ที่ทนทานต่อโลหะหนัก และยังคง
รักษาคุณสมบัติของ PGP ได้ในสภาวะของความเครียดจากโลหะหนัก โดยเฉพาะ 53S462 และ 
65R471 ที่มีความสามารถสร้าง indole-3-acetic acid และ siderophore ได้สูง แต่การสลาย
ฟอสเฟต การสร้าง gibberellin และ 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase มีค่า
ลดลง เมื่อเทียบกับภาวะที่ไม่มีโลหะหนัก (p < 0.05)  การตรวจสอบล าดับเบสและวิเคราะห์ 16S 
rDNA ชี้แนะว่าทั้ง 53S462 และ 65R471 เป็น PGPR ในกลุ่ม Pseudomonas sp. ภายใต้สภาวะที่มี
การปนเปื้อนของโลหะหนัก ทั้งสอง isolate ของ PGPR สามารถอยู่และเจริญในบริเวณรากและ
ส่งเสริมการเจริญของหญ้าแฝกดอน (Vetiveria nemoralis พันธุ์ราชบุรี) โดย 65R471 และ 1RER2 
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการดูดซับทั้งแคดเมียมและสังกะสีของหญ้าแฝกเมื่อทดลองภายใต้สภาวะ 
axenic culture ส่วนการทดลองในกระถาง ที่ปลูกหญ้าแฝกลงดินที่ผสมด้วยแคดเมียม ตะกั่ว และ 
สังกะสี 3 ชนิดร่วมกัน พบว่า ทั้ง 53S462 และ 65R471 ช่วยส่งเสริมการดูดซับสังกะสีของหญ้าแฝก 
โดยดักจับไว้ที่ส่วนรากเป็นหลัก และสามารถลดการเคลื่อนย้ายของสังกะสีจากส่วนรากสู่ยอด ดังมีค่า 
transportation factor (TF) ของสังกะสีลดลง (p< 0.05)   นอกจากนั้น 65R471 ยังสามารถเพ่ิมค่า 
TF ของแคดเมียม เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีได้รับ 53S462 และกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับ PGPR (p< 0.05)   

จากคุณลักษณะและความสามารถอันหลากหลาย 65R471 ที่คัดเลือกได้จึงเป็น PGPR 
isolate ที่เหมาะสมส าหรับการประยุกต์ใช้ร่วมกับหญ้าแฝกในเชิงพฤกษบ าบัดเพ่ือดักจับโลหะหนัก
ส าหรับการศึกษาและวิจัยต่อยอดในอนาคต 
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Abstract 

 

 Six isolates (1RER2, 25R463, 27RER2, 39SHR, 53S462, and 65R471) of plant 
growth-promoting rhizobacteria (PGPR) were obtained by screening of 521 colonies of 
bacteria isolated from heavily cadmium-contaminated soil at of Mae-Taew site, Mae-
Sot district in Tak province.  The quantification of plant growth promoting (PGP) traits 
of the six isolates under heavy metal stress was evaluated.  The effects of the 
selected PGPR on promoting vetiver growth and heavy metal uptake were also 
investigated using both the axenic culture and the pot experiment.  The results 
revealed that all six selected isolates of PGPR possessed the capability of cadmium-, 
lead- and zinc-tolerance, while still maintained most of their PGP traits under the 
heavy metal stress.  In particular, 53S462 and 65R471 isolates significantly increased 
the indole-3-acetic acid and siderophores production (p< 0.05) while decreased the 
phosphate solubilization, gibberellin and 1-aminocyclopropane-1-carboxylate 
deaminase production (p< 0.05).  Analysis of 16S rDNA partial sequencing suggested 
that 53S462 and 65R471 belong to the genus of Pseudomonas.  Both isolates of PGPR 
exhibited the capability of root colonization and growth promotion of the inoculated 
host plant, V. nemoralis (Ratcahburi ecotype), when grown under heavy metal stress.  
Under axenic culture, the inoculated 65R471 and 1RER2 enhanced the efficiency of 
cadmium and zinc uptake of the vetiver.  However, in the pot experiment, when the 
vetiver was grown under the soil spiked with the mixture of cadmium, lead and zinc, 
the inoculation of 53S462 and 65R471 enhanced only the zinc uptake, with the bulk 
content of zinc remained in roots.  In addition, both inoculants could reduce the 
movement of zinc from roots to shoots as suggested by the lower transportation 
factor (TF) value of zinc.  Moreover, 65R471 could significantly enhanced the TF of 
cadmium compared to 53S462 inoculation and the un-inoculated control group (p< 
0.05).   

Owing to its wide multifarious actions, the metal resistant 65R471 might serve 
as a good candidate for metal sequestration and growth-promoting bioinoculant for 
vetivers in phytoremediating heavy metal contaminated soil for future studies. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

 

1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

            การปนเปื้อนของโลหะหนักในสภาวะแวดล้อมจัดเป็นปัญหาส าคัญที่หลายประเทศทั่วโลก
ประสบรวมทั้งประเทศไทย  เนื่องจากโลหะหนักมีความคงตัวสูง ย่อยสลายยาก สามารถถ่ายทอดผ่าน
ห่วงโซ่อาหาร และการสะสมในปริมาณสูงมีพิษต่อสิ่งมีชีวิต  การปนเปื้อนของโลหะหนักในสภาวะ
แวดล้อมจึงเป็นปัญหาทั้งต่อระบบนิเวศและสุขอนามัย  นักวิทยาศาสตร์นานาประเทศได้เล็งเห็น
ความส าคัญและพยายามค้นหาวิธีที่เหมาะสมในการดูดซับ  หรือก าจัดโลหะหนักออกจากสิ่งแวดล้อม
โดยเฉพาะการใช้พืชในการบ าบัด   เนื่องจากโลหะหนักมีคุณลักษณะต่างจากมลพิษ อ่ืนที่เป็น
สารอินทรีย์ (organic pollutants) ซึ่งไม่สามารถถูกย่อยสลายให้สมบูรณ์ เช่นเป็น carbon dioxide 
เป็นต้น (Burd et al., 1998) โลหะหนักจึงสะสมและปนเปื้อนในสภาวะแวดล้อมตราบนานเท่านาน 
และยากยิ่งต่อการบ าบัดและฟ้ืนฟูบริเวณที่ปนเปื้อนให้กลับมาใช้ประโยชน์ได้ดังเดิม 

พฤกษบ าบัด (phytoremediation) หมายถึงการใช้พืชที่สามารถดูดซับ ท าลาย หรือป้องกัน
การแพร่กระจายของมลพิษต่าง ๆ ในสภาวะแวดล้อม  เพ่ือฟ้ืนฟูบริเวณที่ปนเปื้อน  พฤกษบ าบัดเป็น
วิธีการที่ประหยัด มีประสิทธิภาพสูง เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมและมีผลกระทบต่อสุขอนามัยน้อย 
โดยเฉพาะเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืนของการก าจัดโลหะหนัก เช่นการฝังกลบสารพิษ (landfill) การ
ตกตะกอนด้วยสารเคมี (chemical precipitation) ที่มีค่าใช้จ่ายสูง ส่งผลเสียต่อสภาพดิน จุลินทรีย์
และสิ่งมีชีวิตในดิน และก่อให้เกิดปัญหาสุขอนามัย หรือเมื่อเทียบกับการใช้จุลินทรีย์ตกแต่งทาง
พันธุกรรม (genetically modified microorganism; GMO) เพ่ือย่อยสลายสารพิษ ในปัจจุบันก็ยังมี
ข้อโต้แย้งมากมายเกี่ยวกับผลกระทบ และความปลอดภัยในระยะยาวของจุลินทรีย์กลุ่ม  GMO ใน
ทางพฤกษบ าบัด พืชที่ใช้ดูดซับโลหะหนัก สามารถถูกเก็บเกี่ยวได้ง่าย และอาจถูกน ามาใช้ประโยชน์ต่าง 
ๆ เช่น ประดิษฐ์สิ่งของเครื่องใช้  หรือบ าบัดโลหะหนักที่ถูกดูดซับในพืชให้ถูกวิธี   หรือสกัดโลหะหนัก
จากพืชเพ่ือน ากลับมาใช้ประโยชน์ใหม่ (phytomining) (Burd et al., 1998; Ghosh and Singh, 
2005) 

อย่างไรก็ดี ข้อจ ากัดของการใช้พืชในการบ าบัดสารพิษต่าง ๆ รวมทั้งโลหะหนัก คือ พืชไม่
สามารถเจริญได้ดีในบริเวณท่ีเกิดการปนเปื้อนของมลพิษสูง   ท าให้ประสิทธิภาพในการดูดซับ หรือการ
ท าลายมลพิษมีค่าลดน้อยลง (Bingham et al., 1986; Foy et al., 1978)  ทั้งนี้ เนื่องจากโลหะทุก
ชนิดเมื่อสะสมในปริมาณสูง จะก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ (free radicals) มีพิษต่อเซลล์ หรืออาจไปแทนที่



2 

 

โลหะอ่ืนซึ่งจ าเป็นและส าคัญต่อพืช เช่นไปแทนที่ โลหะในรงควัตถุ หรือในเอนไซม์ต่าง ๆ  เป็นต้น 
(Ghosh and Singh, 2005) ดังมีรายงานว่า เมื่อปริมาณทองแดงสูงขึ้นในพืช ส่งผลให้ขาดธาตุเหล็ก 
เกิดความเสียหายต่อเยื่อหุ้มเซลล์ ยับยั้งการเจริญของราก ท าให้พืชเจริญได้ช้า หรือหยุดการเจริญ เกิด
การสูญเสีย chlorophyll  (chlorosis) (Reed and Glick, 2005) แคดเมียม สามารถยับยั้งการเจริญ
ของรากและหน่อของพืช ส่งผลต่อการดูดซึมแร่ธาตุและการรักษาความสมดุลในพืช (Belimov et al., 
2005) เป็นต้น 

จุลินทรีย์กลุ่มไรโซแบคทีเรียที่ส่งเสริมการเจริญของพืช (Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria; PGPR) มีคุณสมบัติพิเศษที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชภายใต้สภาวะ
ความเครียดต่างๆ เช่น สภาวะน้ าท่วม ความเป็นกรด หรือ อุณหภูมิสูง  รวมทั้งสภาวะดินที่ปนเปื้อน
ด้วยมลพิษต่าง ๆ  (Lucy et al., 2004)  PGPR  สามารถส่งเสริมการเจริญของพืชได้หลายวิธี เช่น 
กระตุ้นอตัราการงอกของเมล็ดและผลผลิต เพ่ิมพ้ืนที่ผิวของใบ ปริมาณคลอโรฟิลล์ โปรตีน  แมกนีเซียม 
และไนโตรเจน ช่วยละลายแร่ธาตุต่าง ๆ ในดิน เพ่ิมกระบวนการตรึงไนโตรเจนในพืช นอกจากนั้น ยัง
สามารถเพ่ิมความต้านทานของพืชต่อจุลินทรีย์ก่อโรค (Lucy et al., 2004) ด้วยคุณสมบัติดังกล่าว ใน
ปัจจุบัน PGPR จึงถูกน ามาใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ มากมาย เช่น การเกษตรกรรม  การท าพืชสวน 
(horticulture) การปลูกป่า (forestry) และการฟ้ืนฟูสภาวะแวดล้อม (environmental restoration) 
โดยเฉพาะการใช้ร่วมกับวิธีพฤกษบ าบัด (Lucy et al., 2004; Okon และ Labandera-Gonzalez, 
1994; Vedder-Weiss et al., 1999; Hamaoui et al., 2001) ตัวอย่าง PGPR ที่มีการศึกษาวิจัยและ
ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในงานวิจัยต่าง ๆ ได้แก่ Azospirillum brasilense, Azotobacter 
chroococcum, Bacillus amyliquefaciens, Bacillus subtilis และ Bacillus cereus, 
Pseudomonas corrugate, Pseudomonas cepacia, และ Pseudomonas putida เป็นต้น 
(Lucy et al., 2004) 

ในประเทศไทย ได้เริ่มมีงานวิจัยใช้แบคทีเรียกลุ่ม  PGPR ส่งเสริมการเจริญของพืชกลุ่ม
เศรษฐกิจบ้างแล้ว  แต่ยังไม่มีการศึกษาการประยุกต์ใช้ PGPR ในทางพฤกษบ าบัดเพ่ือลดการปนเปื้อน
ของมลพิษในสภาวะแวดล้อม โครงการวิจัยนี้จึงเสนอที่จะประยุกต์ใช้  PGPR ร่วมกับหญ้าแฝก 
(Vetiveria nemoralis A. Camus) ซึ่งเป็นพืชท้องถิ่นในประเทศไทยและเป็นพืชในโครงการ
พระราชด าริที่ใช้อนุรักษ์ดินและน้ า และเคยมีรายงานของการใช้ก าจัดโลหะหนักที่ปนเปื้อนในดินและ
น้ า  ทั้งนี้ เพื่อศึกษาความสามารถของ PGPR ในการส่งเสริมหญ้าแฝกให้เจริญได้ดีในบริเวณที่ปนเปื้อน  
ทนต่อพิษของโลหะหนักในปริมาณสูงได้  และเพ่ิมประสิทธิภาพของพืชในการดูดซับ หรือก าจัดโลหะ
หนัก  โดยมีจุดมุ่งหมายเพ่ือฟ้ืนฟูสภาพดินที่เกิดการปนเปื้อนโลหะหนักให้กลับมาใช้ประโยชน์ อันเป็น
ปัญหาหนึ่งที่ส าคัญยิ่งของประเทศที่ต้องเร่งแก้ไข โครงการวิจัยนี้จึงมีความจ าเป็นที่ควรกระท าและ
ได้รับการสนับสนุน 
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1.2   วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1.2.1 แยกและคัดเลือกจุลินทรีย์กลุ่ม PGPR จากดินในพ้ืนที่ปนเปื้อนแคดเมียมในบริเวณแม่ตาว  
อ าเภอแม่สอด จังหวัดตาก 

1.2.2 คัดเลือก PGPR ที่สามารถทนต่อความเป็นพิษของแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีสูงและระบุ
ชนิด PGPR ที่คัดเลือก 

1.2.1 ศึกษาผลของโลหะหนักต่อคุณลักษณะของการส่งเสริมการเจริญของพืชใน PGPR ที่
คัดเลือก 

1.2.2 ศึกษาผลของ PGPR ที่คัดเลือกต่อการเจริญเติบโต การทนทานต่อพิษ และการดูดซับ
แคดเมียม ตะกั่ว  และสังกะสีในหญ้าแฝก 

1.3   ขอบเขตโครงการวิจัย 

โครงการนี้จ ากัดการคัดเลือก PGPR จากดินในบริเวณใกล้รากของพืชที่พบในพ้ืนที่แม่ตาว อ าเภอ
แม่สอด จังหวัดตากที่มีการปนเปื้อนของแคดเมียมในดินสูง  และจ ากัดการศึกษาผลของ  PGPR ต่อการ
เจริญและการดูดซับโลหะหนักในหญ้าแฝก  ชนิดของโลหะหนักที่ใช้ในงานทดลองเรื่องการดูดซับโดยหญ้าแฝก
จะใช้เฉพาะแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีเท่านั้น  

1.4   ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้ข้อมูลเกี่ยวกับ ชนิด คุณสมบัติ และคุณลักษณะของแบคทีเรียที่ส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืชในประเทศไทย  

2. ได้แบคทีเรียที่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ร่วมกับพืช หรือใช้แบคทีเรียโดยตรงในการฟ้ืนฟู
สภาพดินที่มีการปนเปื้อนโลหะหนัก และมีศักยภาพของการขยายผลสู่การบ าบัดมลพิษชนิด
อ่ืนในโครงการต่อยอดในอนาคต  

3. เป็นการวิจัยที่ช่วยส่งเสริมเศรษฐกิจของชาติ ลดภาระค่าใช้จ่ายในการฟ้ืนฟูพ้ืนที่ปนเปื้อน
โลหะหนัก ไม่ต้องเสียดุลการค้าเพ่ือสั่งซื้อแบคทีเรียจากต่างชาติ  หรือซื้อสารเคมีเพ่ือน ามา
บ าบัดโลหะหนัก นอกจากนั้น ถ้าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้มีศักยภาพสูง อาจสามารถจ าหน่าย
และท ารายได้ให้ประเทศ หรือน ามาซึ่งทรัพย์สินทางปัญญาได้ในอนาคต 

4. เป็นงานวิจัยที่ช่วยอนุรักษ์ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม เพราะช่วยลดปัญหาการ
บ าบัดโลหะหนักด้วยวิธีที่มีราคาแพง และการบ าบัดซึ่งอาศัยสารเคมีที่ส่งผลกระทบต่อ
ทรัพยากรธรรมชาติ สิ่งแวดล้อมและก่อให้เกิดปัญหาสุขอนามัย 
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5. ได้ข้อมูลส่งเสริมการปรับปรุงหญ้าแฝกเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการก าจัดโลหะหนัก 

6. เป็นงานวิจัยที่ส่งเสริมการศึกษาด้านความหลากหลายทางชีวภาพในประเทศไทย 

7. ได้ฐานความรู้ใหม่เกี่ยวกับบทบาทและความสัมพันธ์ระหว่างแบคทีเรียกับพืชในการส่งเสริม
ซึ่งกันและกัน เพ่ือประยุกต์ใช้ในด้านพฤกษบ าบัด  รวมทั้งได้องค์ความรู้ที่สามารถขยายผลสู่
งานวิจัยต่อยอดมากมายในอนาคต เช่นใช้ร่วมกับพืชชนิดอ่ืน หรือใช้ในการก าจัดมลพิษอ่ืนที่
ไม่ใช่โลหะหนัก เป็นต้น 

8. ได้ความรู้ซึ่งสามารถถ่ายทอดแก่นักศึกษา ประชาชนท้องถิ่น และหน่วยงานการศึกษาทั้ง
ภาครัฐและเอกชนที่สนใจ 
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บทท่ี 2 

งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 

2.1   แหล่งก าเนิดและพิษของแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสี  
             แคดเมียม (Cd) เป็นโลหะหนักที่ถูกปล่อยสู่สิ่งแวดล้อมจากแหล่งก าเนิดตามธรรมชาติ และ
จากกิจกรรมของมนษุย์ ตัวอย่างแหล่งก าเนิดตามธรรมชาติของแคดเมียม ได้แก่ การระเบิดของภูเขาไฟ  
การสึกกร่อน (weathering) ของหินท าให้เกิดการเคลื่อนที่ของแคดเมียมจากเปลือกโลกเข้าสู่ดินและ
แหล่งน้ า เป็นต้น  (WHO, www, 2000)  ส่วนแคดเมียมที่เกิดจากกิจกรรมของมนุษย์ 
(anthropogenic source) มักถูกปล่อยออกจากโรงงานต่างๆ เช่น โรงงานไฟฟ้า ระบบความร้อน 
โรงงานอุตสาหกรรม เตาเผา และการท าเหมืองแร่โดยเฉพาะในขั้นตอนของการถลุงแร่ (smelting) 
และการท าให้บริสุทธิ์ (refining) ของแร่สังกะสี และตะกั่ว เป็นต้น เพราะโดยปกติแคดเมียมมักเกาะ 
หรือจับกับ ตะก่ัว และสังกะสี จึงมักพบแคดเมียมเมื่อท าการปรับปรุงคุณภาพ (beneficiation) และใน
กระบวนการ refining ของแร่ตะกั่ว (lead ores) แร่เชิงซ้อนระหว่างทองแดงและสังกะสี (complex 
copper-Zn ores) รวมทั้งในการท าเหมืองแร่ตะกั่ว ทองแดง และสังกะสี โดยทั่วไป (WHO, 1992; 
Sanita di Toppi and Gabbrielli, 1999) ซึ่งการท าเหมืองดังกล่าวมักก่อให้เกิดปัญหาผลกระทบต่อ
ระบบนิเวศ และบริเวณใดที่มีการปนเปื้อนของแคดเมียม มักมีปัญหาการปนเปื้อนของตะกั่วและสังกะสี
ร่วมด้วย จากการวิจัย พบว่าในหลายประเทศ มีการปนเปื้อนของแคดเมียมในแหล่งน้ า และดิน 
โดยทั่วไปแคดเมียมในรูปอิออนอิสระ Cd2+ มักถูกดูดซับ (adsorbed) ที่ผิวของดินได้ดีกว่าแคดเมียมใน
รูปทีเ่ป็นกลาง (neutral) หรือในรูปของ anionic species  อย่างไรก็ตาม แคดเมียมก็สามารถเกิดเป็น 
complex ions เช่น CdCl+, CdOH+, CdHCO3

+, CdCl3
-, CdCl4

2-, Cd(OH)3
- และ Cd(OH)4

2- เมื่ออยู่
ร่วมกับสารประกอบอินทรีย์เชิงซ้อนต่างๆ (Kabata-pendias and Pendias, 1992)  Mattigold and 
Sposito (1970) ระบุว่า ในสภาวะที่ดินเป็นกรด รูปทางเคมี (chemical species) ของแคดเมียมที่พบ
ลดหลั่นตามล าดับคือ Cd(II), CdSO4(0), และ CdCl4

+ ในขณะที่ในสภาวะที่ดินเป็นด่าง รูปทางเคมีที่
พบมากคือ Cd(II), CdCl+, CdSO4(0), และ CdHCO+ การดูดซับของแคดเมียมในดินขึ้นกับ pH 
ธรรมชาติของ chemical species ของแคดเมียม เสถียรภาพของ Cd complex ค่าก าลังการจับ 
(binding power) ของ functional group ค่า ionic strength ของสารละลาย และ ions อ่ืนๆ ที่มา
แย่งจับ (competing ions) กับอนุภาคดิน (Pickering, 1980) ผลจากงานวิจัยพบว่า บริเวณใดที่มีการ
ปนเปื้อนของแคดเมียมในดินสูง จะมีปริมาณของแคดเมียมในพืชสูงตามด้วย ดังเช่น กรณีของเมือง 
Toyoma ในประเทศญี่ปุ่นที่อยู่ส่วนใต้ของบริเวณที่ท าเหมืองแร่ แคดเมียมจากเหมืองถูกชะลงมาตาม
แม่น้ า Jinzu และสะสมในดิน เมื่อปลูกข้าวในบริเวณนั้น พบว่ามีปริมาณของแคดเมียมในข้าวสูงมาก 
เป็นผลให้คนที่บริโภคข้าวจากบริเวณนั้นป่วยเป็นโรคพิษจากแคดเมียม เรียกว่า อิไต -อิไต (Itai-Itai 
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disease) กันมากมาย ผู้ป่วยมีอาการคลื่นไส้ อาเจียน ท้องเสีย ปวดศีรษะ ปวดกล้ามเนื้อ น้ าลายไหล 
ปวดท้อง  หมดสติ (shock)  ตับ ไต และ กระดูกถูกท าลาย เป็นต้น (Kobayashi, 1978  

ตะกั่วเป็นโลหะหนักที่มักพบร่วมกับการปนเปื้อนของแคดเมียม ตะกั่วเป็นโลหะหนักที่พบ
มากสุดและมีพิษสูงสุดในสิ่งแวดล้อม (Liang and Mao, 2016) ตะกั่วที่พบมากที่สุดในธรรมชาติอยู่ใน
รูปของ galena ซึ่งมักเกี่ยวข้องกับ sphalerite (ZnS), pyrite (FeS2), chalcopyrite (CuFeS2) และ
เกลือของ sulfur อ่ืน ๆ แหล่งการปนเปื้อนของตะกั่วในดินที่เกิดจากกิจกรรมของมนุษย์มีมากมาย เช่น 
การท าเหมืองแร่ การถลุงแร่ การปนเปื้อนในขยะ (sewage sludge) กิจกรรมทางเกษตรกรรม 
อุตสาหกรรมที่ใช้แบตเตอรี่ สีทาบ้าน สีในภาชนะเครื่องดินเผา เครื่องส าอางค์   ควันไอเสียจาก
การจราจรเพราะมีตะกั่วใน gasoline อันเป็นผลจากการใช้ตะกั่วในรูปสารอินทรีย์คือ tetramethyl 
lead และ tetraethyl lead เป็น antiknock additive เป็นต้น ส าหรับการประยุกต์ใช้ตะกั่วใน
รูปแบบใหม่ที่อาจน าไปสู่อันตรายในสภาวะแวดล้อม ได้แก่การใช้ตะกั่วเป็นเกราะก าบัง (protection 
shielding) การรับรังสี (radiation exposure) ในเครื่องคอมพิวเตอร์ และโทรทัศน์ รวมทั้งในเครื่องมือ
แพทย์เฉพาะชนิด นอกจากนั้น ยังพบการใช้ตะกั่วในรูปของโลหะผสม (alloy) ในการบัดกรี (solder) 
เป็นส่วนผสมใน super conductor, เครื่อง ceramics และผลิตภัณฑ์ทางด้านแก้ว รวมทั้ง
อุตสาหกรรมการผลิตพลังงาน (energy generation) เป็นต้น (Rotkittikhun et al., 2006; Klassen 
2008) ปัญหาการปนเปื้อนของตะกั่วก่อให้เกิดผลกระทบมากมาย เนื่องจากความเป็นพิษสูงของตะกั่ว
และคุณสมบัตคิวามคงตัวสูง (high persistency) ความสามารถในการละลายน้ าต่ า ท าให้ถูกย่อยสลาย
โดยจุลินทรีย์ได้ยาก  ตะกั่วที่ปนเปื้อนในดิน จะถูกเปลี่ยนแปลงอย่างช้า ๆ ให้อยู่ในรูปที่ไม่ละลายน้ า 
เช่น sulfate, sulfide, oxide และ phosphate salts (Rotkittikhun et al., 2006) กระบวนการที่
จ ากัดการน าตะกั่วไปใช้งาน (availability) ในพืชเกิดจาก 1) การ adsorption ที่ mineral surface 
หรือ hydrous iron oxide 2) การสร้างสารประกอบอินทรีย์เชิงซ้อนที่เสถียรของตะกั่ว และ 3) การ
ตกตะกอน (precipitation) ของสารประกอบตะกั่วที่ไม่ค่อยละลายน้ าในรูปของ  sulfates, 
phosphates และ carbonates (Gerhardsson, 2004) ตะกั่วมีความเป็นพิษสูง ก่อให้เกิดผลกระทบ
ต่อร่างกายเกือบทุกอวัยวะ พิษเรื้อรังของตะกั่ว ก่อให้เกิดอันตรายต่อร่างกายมากมาย เพราะตะกั่ว
จัดเป็นสารก่อกลายพันธุ์ (mutagen) สารก่อลูกวิรูป (teratogen) สารก่อมะเร็ง (carcinogen) และถ้า
ได้รับพร้อมสารก่อมะเร็ง จะท าให้การเกิดมะเร็งรวดเร็วและรุนแรงขึ้น คือ มีคุณสมบัติ เป็น 
cocarcinogen ร่วมด้วย ตะกั่วมีพิษต่อระบบเลือด ท าให้เกิดโรคโลหิตจาง มีพิษต่อระบบสืบพันธุ์ 
ระบบประสาทและการพัฒนาของเซลล์ประสาท รบกวนการท างานของตับ ไต และ thyroid รวมทั้ง
สามารถกดการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน (Papanikolaou et al., 2005; Klassen, 2008; USEPA, 
1979)   

สังกะสีเป็นอีกหนึ่งโลหะหนักที่มักพบร่วมกับการปนเปื้อนของแคดเมียม  ส่วนใหญ่ของ
สังกะสีที่เกิดตามธรรมชาติมักอยู่ในรูปของ ZnS, sphalerite และ wurtzite ที่พบมากรองลงมาคือ 
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smithsonites, willemite, zincite, xinkosite, franklinite และ hopeite (Lindsay, 1972)  
อย่างไรก็ตาม แหล่งการปนเปื้อนของสังกะสีในดินมาจากกิจกรรมของมนุษย์ เช่น การชุบโลหะด้วย
ไฟฟ้า (electroplating)  การหลอม ถลุงแร่ และกระบวนการของสินแร่ (smelting and ore 
processor) การระบายน้ าออกจากการท าเหมืองแร่ ขยะจากบ้านเรือน หรือ อุตสาหกรรมต่าง ๆ  การ
เผาไหม้ของเชื้อเพลิงฟอสซิล (fossil fuels) การผุกร่อน (corrosion) ของ Zn alloys และ 
galvanized surfacers รวมทั้งการกัดกรอน (erosion) จากหน้าดินท าการเกษตร เป็นต้น (Spear, 
1981; Mirenda, 1986) โดยธรรมชาติ ปริมาณสังกะสีในดินขึ้นกับชนิดของดิน เช่น มีสังกะสี 40 
mg/kg ใน acid rocks (granite), 100 mg/kg ใน basaltic rocks, 80-120 mg/kg ในตะกอนที่เป็น
หินดินดาน (shales sediment) และ ดินเหนียว (clay sediment) และ 10-30 mg/kg ในหินทราย 
(sandstones) หินปูน (limestones) และในแร่ dolomites (Lindsay, 1991; Kabata-pendias and 
Pendias, 1992) สังกะสีที่พบในดินอาจอยู่ในรูปของ 1) อิออนอิสระ (free ions; Zn2+) หรืออยู่ร่วมกับ
สารอินทรีย์เป็นสารประกอบเชิงซ้อน (organo-zinc complex) ในสารละลายในดิน (soil solution)   
2) ถูกดูดซับและแลกเปลี่ยนในส่วนที่เป็น colloid, องค์ประกอบของอนุภาคดินเหนียว (clay 
particles), สารประกอบ humic, รวมทั้ง Fe และ Al hydroxides  และ 3) แร่ทุติยภูมิ (secondary 
mineral) และสารประกอบเชิงซ้อนที่ไม่ละลายน้ าในส่วนที่เป็น solid phase ของดิน แม้ว่าการละลาย
ของสังกะสีในดินจะต่ ามาก แต่ Zn chlorate, Zn chloride, Zn sulfates และ Zn nitrates สามารถ
ละลายน้ าได้ดี ในขณะที่ Zn2+ อิสระในสารละลายของดิน เมื่อท าปฎิกริยากับ hydroxides, 
carbonates, phosphates, sulphides, molybdates และ anions อ่ืน ๆ รวมทั้ง humates, 
fulvates ligands อ่ืน ๆ จะเกิดการตกตะกอนเกิดขึ้น  การละลายของสังกะสีในดินจะเพ่ิมขึ้น ถ้าค่า
ของ pH ในดินลดลง (Alloway, 1995)  ในด้านผลกระทบต่อสุขภาพ แม้สังกะสีจัดเป็นธาตุที่จ าเป็นต่อ
ร่างกายที่ต้องการในปริมาณน้อย (essential trace element) แต่การรับสังกะสีในปริมาณมากเกินไป
ท าความเสียหายต่อระบบทางเดินอาหารส่วนบน (upper alimentary tract) และท าให้เกิดอาการ 
shock ได้ เนื่องจากปริมาณที่สูงเกินไปของสังกะสีจะรบกวน metabolism ของทองแดง ก่อให้เกิด
ความรุนแรงของการขาดทองแดง (Patterson et al., 1985) และสังกะสีท าลายระบบภูมิคุ้มกันโดยลด
การตอบสนองของเซลล์เม็ดเลือดขาวเมื่อถูกกระตุ้น ลดความสามารถในการตอบสนองต่อสารเคมี 
(chemotaxis) ของ lymphocytes และการกลืนกิน (phagocytosis) ของ granulocytes (Zelicoff 
and Thomas, 1998) นอกจากนั้น การหายใจเอาฝุ่นของ Zn oxide เป็นสาเหตุส าคัญของการเกิด 
metal fume fever ซึ่งผู้ป่วยมีอาการเจ็บคอ ไอ อ่อนเพลีย ปวดกล้ามเนื้อ (myalgias) และมีไข้ 
(Merian et al., 2004)  
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2.2 ปัญหาการปนเปื้อนของแคดเมียมในประเทศไทย 

ในประเทศไทย ดร.โรเบิร์ต ซิมมอนส์ และคณะ (Simmons et al., 2005) ได้ท าการ
ตรวจวัดระดับสารแคดเมียมในดินและข้าว รวมทั้งศึกษาแหล่งก าเนิดของสารแคดเมียม ณ บริเวณ ต 
พระธาตุผาแดง ต แม่กุต แม่ตาว อ าเภอแม่สอด จังหวัดตาก ในปี พ.ศ. 2541-2546 พบว่าแหล่งก าเนิด
ของสารแคดเมียม เกิดจากการที่ฝนตกชะหน้าดินซึ่งอุดมด้วยแร่สังกะสีและแคดเมียม ไหลลงสู่ต้นน้ า
ของล าน้ าธรรมชาติ คือห้วยแม่ตาว และมีการปนเปื้อนแคดเมียมในดินสูงถึง 72 เท่าของค่ามาตรฐาน
ความปลอดภัยยุโรป ขณะที่กว่าร้อยละ 80 ของตัวอย่างข้าวมีค่าสูงกว่าค่ามาตรฐานของญี่ปุ่นและ FAO 
จากการศึกษาแปลงนาจ านวน 154 แปลง บริเวณ ต าบลพะเด๊ะ อ าเภอแม่สอด จังหวัดตาก พบสาร
แคดเมียมอยู่ในช่วง 3.4 -284 มิลลิกรัมแคดเมียม/กก.ของดิน ซึ่งสูงกว่าค่ามาตรฐานของยุโรปที่ก าหนด
ไว้ 3 มิลลิกรัมแคดเมียม/กก.ของดิน นอกจากนี้การตรวจพืชผลทางการเกษตรพบว่ามีแคดเมียมใน
เมล็ดข้าวถึง 0.1-44 มิลลิกรัมแคดเมียม/กก.ของข้าว สูงกว่าค่ามาตรฐานของไทยที่ก าหนดไว้ที่ 0.043 
มิลลิกรัมแคดเมียม/กก.ของข้าว ซึ่งปริมาณแคดเมียมท่ีพบที่แม่สอด มีค่าในพิสัยเดียวกับข้าวที่ก่อให้เกิด
โรคอิไต-อิไต ในประเทศญี่ปุ่น นอกจากนั้น ยังพบการปนเปื้อนแคดเมียมในพืชชนิดอ่ืน เช่น กระเทียม 
และถ่ัวเหลือง สูงเกินมาตรฐานความปลอดภัย 126 เท่า และ 16 เท่า ตามล าดับ  ซึ่งจัดเป็นระดับที่สูง
มากและเป็นอันตรายต่อผู้บริโภค  ผลจากการตรวจระดับแคดเมียมในประชากรเขตต าบลแม่ตาวตั้งแต่
เดือนกุมภาพันธ์-พฤษภาคม 2547 พบว่าประชากร 850 ราย มีระดับแคดเมียมค่อนข้างสูงร้อยละ 12.9 
และมีระดับแคดเมียมสูงร้อยละ 5.6 (ชุติมา นุ่นมัน 2547)  จากผลการศึกษาข้างต้น แคดเมียม
นอกจากจะมีผลกระทบต่อสุขภาพอนามัยของประชาชนแล้ว ยังก่อให้เกิดผลเสียต่อผลผลิตทาง
การเกษตร เนื่องจาก แคดเมียมสามารถสะสมในพืช และยับยั้งการเจริญเติบโตของพืช โดยแคดเมียม
สามารถยับยั้งการสังเคราะห์ RNA ยับยั้งกิจกรรมของ ribonuclease ลดการดูดซึม และการขนส่งไนเต
รดจากรากสู่ล าต้น โดยยับยั้งการท างานของ nitrate reductase ที่อยู่บริเวณยอดพืช นอกจากนั้น  
แคดเมียมยังสามารถยับยั้ง Fe(III) reductase ในรากพืช ท าให้ไม่สามารถดูดซึมเหล็ก ส่งผลกระทบ
อย่างร้ายแรงต่อกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง ท าให้เกิดการม้วนของใบ (leaf roll)  การสูญเสีย 
chlorophyll และยับยั้งการเจริญของพืช และส่งผลกระทบด้านลบต่อจุลินทรีย์ในดิน (Shah and 
Dubey, 1995). 

2.3   พฤกษบ าบัด (Phytoremediation) 

2.3.1 ความหมายและกลไกการฟื้นฟูมลพิษของพฤกษบ าบัด  
พฤกษบ าบัดหรือ phytoremediation คือการใช้พืชเพ่ือบ าบัด หรือฟ้ืนฟูสภาวะแวดล้อม

ที่ปนปื้อนด้วยมลพิษ (contaminants) ต่าง ๆ โดยใช้กระบวนการของพืชในการดักจับ (sequester) 
เคลื่อนย้าย (mobilization) เก็บกัก (storage) หรือเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง (transformation) สาร
มลพิษในสิ่งแวดล้อมให้มีปริมาณลดลง หรืออยู่ในรูปที่มีพิษน้อยลง (Suthersan, 1999)  
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การใช้พฤกษบ าบัด สามารถลดปัญหาการปนปื้อนของมลพิษในสภาวะแวดล้อมโดยอาศัย 
6 กลไกหลักดังนี้  (Schnoor, 2003; วราภรณ์ ฉุยฉาย 2551) 

1) การสกัดด้วยพืช (phytoextraction) คือการดูดซึมมลพิษจากดินสู่รากเข้าไปสะสมที่
ราก หรือส่วนยอดของพืช เช่น การสะสมโลหะหนัก (ตะกั่ว แคดเมียม สังกะสี และนิเกิล) และสาร
กัมมันตภาพรังสี เป็นต้น แต่การสะสมโลหะหนักมีข้อเสีย คือโลหะหนักมักส่งผลลด หรือ ยับยั้งการ
เจริญของพืช และพืชมักจะสามารถสะสมโลหะหนักได้เพียงชนิดเดียว ตัวอย่างพืชที่ใช้กลไกนี้ ได้แก่  
indian mustard (Brassica juncea) ทานตะวัน (Helianthus spp.) และ Thlaspi carulescens 
เป็นต้น 

2) การกรองด้วยรากพืช (rhizofiltration) เป็นการดูดซับทางชีวภาพ (biosorption) โดย
ใช้รากพืชกรอง ดูดซับไว้ในเซลล์ หรือตกตะกอนมลพิษด้วยราก ส่วนใหญ่เป็นพืชน้ า (aquatic plants) 
พืชโผล่เหนือน้ า (emergent) และพืชใต้น้ า (submergents) ใช้ก าจัดพวกโลหะ (ตะกั่ว แคดเมียม 
ทองแดง นิเกิล และสังกะสี) พวก radionuclides กลุ่มสารอินทรีย์ที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic 
organics) รวมทั้งสารที่ระเบิดได้ (explosive) ตัวอย่างพืชได้แก่ bulrush, ธูปฤษี (cattail; Typha 
angustifolia L.), coontail, algae, stonewort, parrot feather, พวกสาหร่ายหางกระรอก 
(Hydrilla sp.) เป็นต้น 

3) การตรึงด้วยพืช (phytostabilization) การใช้พืชจ ากัดการเคลื่อนที่ หรือลดการ
แพร่กระจายของมลพิษในสภาวะแวดล้อม (Burd et al., 1998) หรืออยู่ในรูปที่สิ่งมีชีวิตน าไปใช้ไม่ได้
ในทางปฏิบัติ มีการประยุกต์ใช้พืชที่สามารถทนต่อพิษโลหะหนักเพ่ือควบคุมการชะล้างพังทลายของดิน 
(soil erosion) และป้องกันการแพร่กระจายของโลหะหนักจากกองของเสียของกิจกรรมการท าเหมือง
แร่  และดูดซับโลหะหนักจากบริเวณดินที่ปนเปื้อนโดยเฉพาะการใช้พืชที่เป็น hyperaccumulator ที่
สามารถสะสมโลหะหนักสูง  โดยการดูดซับโลหะหนักทั้งชนิดที่จ าเป็นและไม่จ าเป็นต่อการเจริญของพืช 
(Burd et al., 1998; Picard and Bosco, 2003)  ตัวอย่างพืชได้แก่กลุ่มพืชที่เป็น phreatophytic 
trees พืชตระกูลหญ้าที่มีรากฝอย เป็นต้น 

4) การท าให้ระเหยด้วยพืช (phytovolatilization) เป็นการท าให้ธาตุโลหะ หรือ
สารประกอบของโลหะที่ระเหยได้ขึ้นมาจากดินโดยอาศัยแรงดึงจากการคายน้ า แล้วปล่อยออกทางใบ 
ใช้กับโลหะที่เมื่ออยู่ในรูปที่เป็นไอแล้วมีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตลดลง เช่น ใช้บ าบัด selenium, สาร
หนู และปรอท เป็นต้น ตัวอย่างพืชได้แก่ Brassica juncea  กลุ่มพืชชุ่มน้ า (wetlands plants) และ 
phreatophytic trees ที่รากหยั่งลึกเพ่ือจับมลพิษในแหล่งน้ าใต้ดิน (groundwater capture) เป็นต้น 

5) การย่อยสลายด้วยพืช (phytotransformation) คือการที่พืชดูดซึมสารมลพิษเข้าไป
แล้ว ท าการย่อยสลายมลพิษด้วยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสารโดยกระบวนการ metabolism 
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ของพืช เพ่ือให้สารสลายตัวได้ง่ายขึ้น มีพิษลดลง หรือถูกย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ง่ายขึ้น เช่น การ
ประยุกต์ใช้กับสารกลุ่ม chlorinated aliphatics, พวกขยะของเสียที่เป็นอาวุธ (ammunition waste) 
รวมทั้งสารปราบวัชพืชต่าง ๆ (herbicides)  ตัวอย่างพืชได้แก่ พืชกลุ่ม phreatophnytic trees (Salix 
family, poplar, willow, cottonwood) พืชตระกูลหญ้า (rye, sorghum, switchgrass, reed 
canary grass) หรือพืชที่มีฝักพวก legumes (clover, alfafa, cowpeas) เป็นต้น 

6) การกระตุ้นด้วยพืช (Phytostimulation หรือ rhizosphere bioremediation) คือ
กลไกที่รากพืชหลั่งสารออกจากรากพืชที่ยังมีชีวิตอยู่ หรือจากการสลายตัวของรากพืชที่ตายแล้ว เพ่ือ
กระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียในดิน หรือเชื้อราไมคอไรซา (mycorrhiza) ที่อยู่ร่วมกับพืชแบบ 
symbiosis ช่วยให้จุลินทรีย์สลายมลพิษได้ดีขึ้น เป็นกระบวนการที่ใช้กับสารอินทรีย์ที่ถูกย่อยสลายได้ 
(biodegradable) เช่น petroleum, PCBs (polychlorinated biphenyl compounds) ใช้บ าบัดน้ า
เสียที่ปล่อยทิ้ง ก าจัดโลหะหนัก (ตะกั่ว และ แคดเมียม) หรือใช้บ าบัดสารก าจัดศัตรูพืช ตัวอย่างพืช
ได้แก่จ าพวกหญ้าที่มีรากฝอย (fibrous root) เช่น burmuda, ข้าวสาลี (wheat) ไรน์ (rye) พืชที่
ปลดปล่อยสารกลุ่ม phenolics (phenolics releasers) เช่น ต้นหม่อน (mulberry), apple, osage 
orange รวมทั้งพืชที่ปรับสภาพให้ทนแล้งด้วยการมีรากหยั่งลึกสู่แหล่งน้ า (phreatophytic trees) เช่น 
ต้นหลิว (willow), cottonwood เป็นต้น 

2.3.2 ประโยชน์และข้อจ ากัดของการใช้พฤกษบ าบัด 

ข้อได้เปรียบของการใช้พืชในการฟ้ืนฟูสภาวะแวดล้อมมีดังนี้  (McGrath et al., 1997; 
Burd et al., 2000) คือ 

1. เป็นวิธีการที่สามารถก าจัดมลพิษในบริเวณที่เป็นแหล่งก าเนิด (in situ) สามารถฟ้ืนฟูได้
ในบริเวณกว้าง  

2. เป็นเทคโนโลยีที่ประหยัด ราคาที่มีการค านวณในการบ าบัดอยู่ประมาณ US$ 0.05 หรือ
ประมาณ 19 บาท ต่อลูกบาศก์เมตร (ใช้อัตรา 1 US = 38 บาท)  

3. มีประสิทธิภาพสูง เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมและมีความยั่ งยืน (environmentally 
sustainable)  

4. การปลูกพืชเพ่ือฟ้ืนฟูสถานที่ปนเปื้อนยังช่วยให้แลดูสวยงาม ผ่อนคลาย มีคุณค่าทางด้าน
จิตใจ (aesthetic value)  

5. การใช้พฤกษบ าบัดมีผลกระทบต่อสุขอนามัยน้อย เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืน  เช่นการฝัง
กลบสารพิษ (landfill) การตกตะกอนด้วยสารเคมี (chemical precipitation) ที่มีค่าใช้จ่ายสูง ส่งผล
เสียต่อสภาพดินและก่อให้เกิดปัญหาสุขอนามัย หรือเมื่อเทียบกับการก าจัดสารพิษโดยใช้จุลินทรีย์
ตกแต่งทางพันธุกรรม ที่แม้ในปัจจุบัน ยังมีข้อโต้แย้งมากมายเกี่ยวกับผลกระทบ และความปลอดภัยใน
ระยะยาวของจุลินทรีย์ตกแต่งพันธุกรรม  
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6. พืชที่ใช้ดูดซับโลหะหนัก หรือมลพิษอ่ืน สามารถถูกเก็บเกี่ยวได้ง่าย และอาจถูกน ามาใช้
ประโยชน์ต่าง ๆ เช่น ประดิษฐ์สิ่งของเครื่องใช้  หรือบ าบัดโลหะหนักที่ถูกดูดซับในพืชให้ ถูกวิธี  หรือ
สกัดโลหะหนักจากพืชเพ่ือน ากลับมาใช้ประโยชน์ใหม่ (phytomining) (Burd et al., 1998; Ghosh 
and Singh, 2005)  

นอกจากประโยชน์โดยตรงตามที่ระบุแล้ว การใช้พืชในการฟ้ืนฟูสภาวะแวดล้อมยังมี
ผลประโยชน์ทางอ้อมด้งนี้ คือ (Peuke and Rennenberg, 2005) 

1.เป็นการเติมอากาศ (aeration) ให้กับดิน ส่งผลให้การย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ในดินดีขึ้น  
ช่วยการน าเข้า (uptake) มลพิษในจุลินทรีย์ง่ายขึ้น และเพ่ิมความอุดมสมบูรณ์ของดิน (soil fertility) 

2. พืชช่วยยึดเกาะหน้าดิน ป้องกันการสูญเสีย หรือ การพังทลาย หรือ การกร่อนของดิน  

3. ส่งเสริมระบบนิเวศน์ของพืช และ สัตว์ชนิดเล็กที่อาศัยบริเวณรากของพืช (rhizopheric 
micro-fauna and flora) ให้ดีขึ้น 

4. สามารถเก็บเกี่ยว biomass จากพืชเพ่ือใช้ท าเชื้อเพลิง หรือ ผลิตพลังงานความร้อน 
(thermal energy production) 

5. ในกรณีที่มลพิษเป็นโลหะ สามารถสกัดโลหะ หรือ สินแร่ที่มีค่าซึ่งพืชดูดซับไว้ (bio-ores) 
เพ่ือน ามาใช้ประโยชน์ต่อไป 

อย่างไรก็ดี การใช้พืชในการบ าบัดสารพิษต่าง ๆ รวมทั้งโลหะหนัก มีข้อจ ากัดดังนี้คือ 
(Suthersan, 1999; Ghosh and Singh, 2005) 

1. พฤกษบ าบัดจะมีประสิทธิภาพสูง ถ้าบริเวณที่ปนเปื้อนมีระดับน้ าใต้ดินตื้น (shallow 
water table)  และการปนเปื้อนในดินไม่สูงนัก 

2. การใช้พืชเหมาะสมกับบริเวณที่มีภูมิอากาศอบอุ่น หรือที่เหมาะสมต่อการเจริญของพืช 
และโดยทั่วไป การใช้พฤกษบ าบัดต้องใช้ระยะเวลานานหลายปีจึงเกิดผล 

3. ไม่เหมาะสมส าหรับมลพิษที่ไม่ละลายน้ า หรือเป็น hydrophobic เพราะสารปนเปื้อน
เหล่านี้มักเกาะติดอยู่กับอนุภาคของดิน 

4. ยังมีข้อข้องใจว่าสารปนเปื้อนที่ดูดซับโดยพืชจะสะสมในส่วนที่เป็นใบ ร่วงลงเป็นขยะใบไม้ 
(litter) หรือสะสมในเนื้อไม้ (wood) หรือในรูปหญ้าที่คลุมต้นไม้ (mulch)  

5. มีความเป็นไปได้ท่ีมลพิษบางชนิดที่ถูกดูดซับ อาจจับหรือเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับ
สารที่หลั่งออกจากพืช (exudates) เกิดปัญหาการขนส่งสาร และการปนเปื้อนสู่แหล่งน้ าใต้ดิน 
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6. ยังต้องมีการพัฒนาวิธีการและเทคโนโลยีที่เหมาะสมในการเก็บเกี่ยวและการท าลายพืชที่
สามารถดูดซับมลพิษได้สูง (hyperaccumlaor plants)  

7. พืชไม่สามารถเจริญได้ดีในบริเวณที่เกิดการปนเปื้อนของมลพิษสูง และประสิทธิภาพใน
การดูดซับ หรือการท าลายมลพิษมักมีค่าลดน้อยลง (Bingham et al., 1986; Foy et al., 1978)  ทั้งนี้ 
ในกรณีของโลหะหนัก โลหะทุกชนิดเมื่อสะสมในปริมาณสูง จะก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ (free radicals) มี
พิษต่อเซลล์ หรืออาจไปแทนที่โลหะอ่ืนซึ่งจ าเป็นและส าคัญต่อพืช เช่นไปแทนที่โลหะในรงควัตถุ หรือใน
เอนไซม์ต่าง ๆ  เป็นต้น (Ghosh and Singh, 2005) ดังมีรายงานว่า ปริมาณทองแดงที่สูงขึ้นในพืช 
ส่งผลให้ขาดธาตุเหล็ก เกิดความเสียหายต่อเยื่อหุ้มเซลล์ ยับยั้งการเจริญของราก ท าให้พืชเจริญได้ช้า 
หรือหยุดการเจริญ เกิดการสูญเสีย chlorophyll เรียกว่า chlorosis (Reed and Glick, 2005) 
แคดเมียม สามารถยับยั้งการเจริญของรากและส่วนยอดของพืช ส่งผลต่อการดูดซึมแร่ธาตุและการ
รักษาความสมดุลในพืช (Belimov et al., 2005) เป็นต้น 

2.4  หญ้าแฝก (Vetiver grass) 

2.4.1 ลักษณะของหญ้าแฝก  

หญ้าแฝก มีถิ่นก าเนิดในอินเดียตอนเหนือ เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และแพร่กระจายไป
ยังประเทศต่าง ๆ ในเขตร้อนและกึ่งร้อน  หญ้าแฝกเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวตระกูลหญ้าชนิดหนึ่ง เป็นพืช
ล้มลุก มีอายุได้หลายปี สูง 1-1.6 เมตร หญ้าแฝกเป็นหญ้าที่ขึ้นเป็นกอ หน่อเบียดกันแน่น ใบเป็นใบ
เดี่ยว ลักษณะแคบยาว ใบเป็นรูปขอบขนานแคบ ปลายใบสอบแหลม ยาวประมาณ 30-75 ซม. กว้าง 
0.4-1.5 ซม. ผิวด้านล่างเกลี้ยง ขอบใบมีขนสาก ด้านท้องใบมีสีจางกว่าด้านหลังใบ  ดอกออกเป็นช่อที่
กลางยอด ยาว 15-40 ซม.เป็นดอกย่อย ดอกมีขนาดเล็ก แต่ละช่อดอกมีดอกสมบูรณ์เพศประมาณ 
50% จ านวนครึ่งหนึ่งเป็นหมัน ด้านบนสมบูรณ์เพศ เกสรตัวผู้ 3 อัน อับเรณูสีส้ม เกสรตัวเมีย ยอด
เกสรสีชพู ดอกด้านล่างฝ่อ เมล็ดมีสีน้ าตาลอ่อน หญ้าแฝกมีระบบรากฝอยที่สานกันแน่นยาว สามารถ
หยั่งลึกในดินได้ถึง 4 เมตร และโตในแนวดิ่ง แผ่กระจายในดินตรง ๆ (องค์การสวนพฤกษศาสตร์; 
http://th.wikipedia.org/wiki; http:// marketeer. co.th/archives/97996) (รูปที่ 2.1 A-B) 

 
 
 
 
 
 
 

 

A 
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รูปที่ 2.1 แสด งส่ ว นที่ เ ป็ น ร ากและ ล า ต้ น  (ประกอบด้ ว ย ใบ ) ขอ งหญ้ า แฝก  (A) 
(http://marketeer.co.th/archives/97996) และลักษณะทั่วไปของการเจริญเป็น
กอของหญ้าแฝก (B) (/www.kasetkaoklai.com/home/2017/09/ส่งเสริมปลูก
หญ้าแฝก) 

2.4.2 ชนิดของหญ้าแฝกและ ecotype ของแต่ละชนิด 

ในประเทศไทยพบหญ้าแฝกได้ทุกภาคของประเทศจากที่ลุ่มถึงที่ดอน และหญ้าแฝก
สามารถขึ้นได้ดีในดินเกือบทุกชนิด จากการส ารวจพบว่าหญ้าแฝกที่กระจายทั่วโลกประมาณ 12 ชนิด 
และ ในประเทศไทยพบเพียง 2 ชนิด คือหญ้าแฝกลุ่ม และหญ้าแฝกดอน (กรมพัฒนาที่ดิน 2550; 
Office of the Royal Development, 1997) 

1. หญ้าแฝกลุ่ม (lowland vetiver;  Vetiveria zizanioides) หรือแฝกหอม มี
แหล่งก าเนิดในเอเซียกลาง ประเทศอินเดีย มีใบและรากยาวกว่าหญ้าแฝกดอน เนื้อใบเนียน มีไข
เคลือบมาก ท าให้เจริญได้ดีในที่มีความชื้นสูง และในน้ าแช่ขัง ใบชี้ตรง เมื่อยาวเต็มที่จะหักพับเป็นมุม
แหลม การขยายพันธุ์ด้วยหน่อมีอัตราการรอดสูง ไม่ชอบที่ร าไร เจริญเติบโตและขยายกอได้อย่าง
รวดเร็ว 

2. หญ้าแฝกดอน (upperland vetiver; Vetiveria nemolaris) แหล่งก าเนิดจากเอเซีย
ตะวันออกเฉียงใต้ ประเทศไทย ลาว เขมร และเวียดนาม พบได้ในที่ค่อนข้างแห้งแล้ง  สามารถขึ้นได้ใน
ที่แดดจัดและที่ร่มร าไร กอจะเตี้ยกว่าหญ้าแฝกลุ่ม ใบหยาบมีไขเคลือบน้อย ท าให้ดูกร้าน ใบเมื่อยาว
เต็มที่จะโค้งลงคล้ายตะไคร้ หลังปลูก ต้องการการดูแลน้อยกว่าหญ้าแฝกลุ่ม 

ข้อแตกต่างของลักษณะทั่วไประหว่างหญ้าแฝกลุ่มและหญ้าแฝกดอนแสดงในตารางที่ 2.1 
และรูปที ่2.2 

 

B 
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ตารางท่ี 2.1 เปรียบเทียบลักษณะทั่วไประหว่างหญ้าแฝกลุ่มและหญ้าแฝกดอน (ส านักนิเทศและ
ถ่ายทอดเทคโนโลยีการพัฒนาที่ดิน, 2550; Office of the Royal Development, 
1997) 

หญ้าแฝกลุ่ม 
(Vetiveria zizanioides) 

หญ้าแฝกดอน 
(Vetiveria nemoralis) 

1. กอมีพุ่มใบยาว ตั้งตรงสูง 1. กอมีใบยาวแผ่โค้งลง คล้ายตะไคร้ 

2. กอสูง 150-200 ซม. 2. กอสูง 100-150 ซม. 

3. ใบยาว 45-100 ซม กว้าง 0.6-1.2 ซม. 3. ใบยาว 35-80 ซม กว้าง 0.4-0.8 ซม 

4. ใบสีเขียวเข้ม หลังใบโค้ง ท้องใบออกสี
ขาว 

4. ใบสี เขียวเข้ม หลังใบเป็นเส้นแข็ ง 
สามเหลี่ยม 

5. ใบเนียน มีไขเคลือบมากจึงดูนุ่มมัน 5. ใบหยาบ สากคาย มีไขเคลือบน้อย ดู
กร้านไม่เหลือบมัน 

6. มีการแตกตะเกียงและแตกแขนงล าต้น 6. ไม่มีการแตกตะเกียงและแตกแขนงล า
ต้น 

7. ช่อดอกสูง 150-250 ซม. 7. ช่อดอกสูง 100-150 ซม. 

8. รากหยั่งลึก 100-300 ซม. 8. รากหยั่งลึก 80-100 ซม. 

9. รากมีกลิ่นหอมอ่อน ๆ มีน้ ามันหอม
ระเหย 1.4-1.6% ต่อน้ าหนักแห้ง 

9. รากไม่มีกลิ่นหอม 

 

หญ้าแฝกทั้ง 2 มีความสามารถปรับตัวอยู่ใน habitat ที่แตกต่างกัน หรือมี ecotype 
variation และชื่อ ecotype ของหญ้าแฝกเรียกตามชื่อจังหวัดที่พบ ecotype ชนิดนั้นเป็นครั้งแรก  
โดยแฝกลุ่ม หรือแฝกหอม (V. zizanioides) มี 11 ecotype ส่วนแฝกดอน (V. nemolaris) มี 17 
ecotype  แต่ละ ecotype แตกต่างกันที่ความสามารถในการปรับตัวให้เข้ากับชนิดของดิน  ecotype 
ของแฝกลุ่มทั้ง 11 ecotype ได้แก่ ก าแพงเพชร 2, เชียงราย, สงขลา 1, สงขลา 2, สงขลา 3, สุราษฎร์
ธานี, ตรัง 1, ตรัง 2, ศรีลังกา, แม่ฮ่องสอน, และเชียงใหม่  ส่วนแฝกดอนทั้ง 17 ecotype ได้แก่ 
อุดรธานี 1,อุดรธานี 2, นครพนม 1, นครพนม 2, ร้อยเอ็ด, ชัยภูมิ, เลย, สระบุรี 1, สระบุรี 2, ห้วยขา
แข้ง, กาญจนบุรี, นครสวรรค์, ประจวบคีรีขันธ์, ราชบุรี, จันทบุรี, พิษณุโลก และ ก าแพงเพชร 1 
(office of the Royal Development, 1997) 
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รูปที ่2.2 แสดงลักณะทั่วไปของหญ้าแฝกลุ่ม (A) และ หญ้าแฝกดอน (B) (Chomchlow, 1998) 

2.4.3 การใช้หญ้าแฝกเป็นพฤกษบ าบัดโลหะหนัก 
โดยทั่ ว ไป  กล ไกหลั กที่ พื ช ใช้ ในการ ฟ้ืน ฟูดิ นที่ ปน เปื้ อนด้ วย โลหะหนั กคื อ 

phytostabilization และ phytoextraction ตัวอย่างการเกิด phytostabilization ณ ต าแหน่งที่มี
การปนเปื้อนโลหะหนักเกี่ยวข้องกับการลดการเคลื่อนที่ (mobilization) ของโลหะหนักโดยลดการชะ
ละลายของดิน (soil erosion)  ลดการฟุ้งกระจายของฝุ่นที่พัดพาไปกับลม  และลดความสามารถใน
การละลายของโลหะหนักโดยท าการฟ้ืนฟูดิน (soil amendments) (Suthersan, 1999)  ดังนั้น พืชที่
เหมาะสมส าหรับกลไกการบ าบัดผ่าน phytostabilization ควรทนทานต่อระดับการปนเปื้อนของโลหะ
หนักในปริมาณสูง ทนต่อสภาวะความเครียดในสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ ของดิน เช่น ค่า pH ในดิน ความเค็ม 
โครงสร้างของดิน สภาวะแห้งแล้ง เช่น ขาดน้ า และ อาหารในดิน สารประกอบอินทรีย์ รวมทั้งมี
ความสามารถต่ า ในการล าเลียง (poor translocator) โลหะหนักจากรากสู่เนื้อเยื่อเหนือพ้ืนดิน เช่น 
ล าต้น ใบ หรือ ยอด ซึ่งอาจก่อให้เกิดปัญหาการบริโภคโลหะหนักของคนและสัตว์ได้  นอกจากนั้น พืชที่
ใช้เป็นพฤกษบ าบัดควรเป็นไม้โตเร็ว เพ่ือคลุมผิวดิน มีระบบรากหนาแน่น รวมทั้งมีระดับความสูง 
(canopy) ที่หนาแน่นด้วย ส่วนพืชที่ใช้กลไก phytoextraction หรือ phytoaccumulation ขึ้นกับ 2 
ปัจจัยหลักคือ พืชต้องสามารถน าเข้าและสะสมโลหะหนักในปริมาณสูง และพืชต้องมี high biomass 
อย่างไรก็ดี เป็นที่น่าเสียดายว่า การเจริญของพืชที่ทนต่อโลหะหนักและความสามารถในการสะสมโลหะ
หนักมักถูกยับยั้งเมื่อเติบโตในบริเวณที่มีการปนเปื้อนของโลหะหนักที่ความเข้มข้นสูง (Burd et al., 
2000) กระบวนการสะสมโลหะหนัก เกี่ยวข้องกับหลายขั้นตอน นับตั้งแต่การละลายของโลหะจากเนื้อ
ดิน (soil matrix) การน าโลหะเข้าสู่ราก การล าเลียงสู่ใบ การลดความเป็นพิษโดยใช้การจับ 
(chelation) การยึด (sequestration) และการท าให้ระเหย (volatilization) (Peer et al., 2006) 

หญ้าแฝกเป็นพืชที่เหมาะสมส าหรับทางพฤษบ าบัด เพราะสามารถใช้ทั้งกลไกของ 
phytostabilization และ phytoextraction คุณสมบัติของการเป็น phytostabilization ของหญ้า
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แฝกคือ มีมวล (mass) สูง ระบบรากสานกันแน่นและสามารถยาวได้ถึง 3-4 เมตรในปีแรก มีความ
ทนทานต่อศัตรูพืช เชื้อโรคต่าง และไฟ ทนทานต่อสภาวะอากาศตั้งแต่หนาวจัดจนถึงร้อนจัด สามารถ
เจริญได้ในอุณหภูมิตั้งแต่ -15oC ถึง 55 oC นอกจากนั้น ยังทนต่อความเป็นกรด ความเป็นด่าง ความ
เค็ม และ ทนต่อ magnesium (Truong and Baker, 1998) วัชพืช และยาก าจัดศัตรูพืช (Pinthong 
et al., 1998) ทนต่อโลหะหนักหลายชนิด เช่น Al, Mn, As, Cd, Cr, Ni, Pb, Hg, Se และ Zn ในดิน 
(Truong and Baker, 1998; Truong, 1999, Lai and Chen, 2003) ส่วนคุณสมบัติของหญ้าแฝกที่
เป็น phytoextraction คือมีมวลสูง และมีประสิทธิภาพสูงในการดูดซับ nitrogen และ phosphorus 
ที่ละลายน้ าได้ รวมทั้งทนต่อสารละลายโลหะหนัก Hg, Cd และ Pb จากแหล่งน้ าเสีย (Pinthong et 
al., 1998) โดยภาพรวม หญ้าแฝกมีลักษณะพิเศษหลายประการ ท าให้เหมาะสมต่อการปลูกไว้เพ่ือ
อนุรักษ์ดินและน้ าดังนี้ (ส านักนิเทศและถ่ายทอดเทคโนโลยีการพัฒนาที่ดิน, 2550) คือ  

1. แตกหน่อรวมเป็นกอ เบียดแน่น ไม่แผ่ขยายด้านกว้าง 
2. มีการแตกหน่อและใบใหม่เรื่อย ๆ ไม่ต้องดูแลมาก 
3. มีข้อที่ล าต้นถี่ สามารถขยายพันธุ์โดยใช้หน่อได้ตลอดปี 
4. ปกติไม่ขยายพันธุ์หญ้าแฝกด้วยเมล็ด  ท าให้ควบคุมการแพร่ขยายได้ 
5. ใบยาว ตัดและแตกใหม่ง่าย แข็งแรง ทนต่อการย่อยสลาย 
6. ระบบรากยาว สานกันแน่น และช่วยอุ้มน้ า 
7. บริเวณรากเป็นที่อาศัยของจุลินทรีย์ 
8. ปรับตัวกับสภาพต่าง ๆ ได้ดี ทนทานต่อโรคพืชทั่วไป 
9. ส่วนที่เจริญต่ ากว่าผิวดิน ช่วยให้อยู่รอดได้ดีในสภาพต่าง ๆ  

แม้งานวิจัยเกี่ยวกับพฤกษบ าบัดในประเทศไทยยังมีไม่มากนัก แต่ก็มีรายงานการใช้หญ้า
แฝกในการบ าบัดแคดเมียม และสารหนูในดิน และใช้ก าจัดโครเมียมในน้ าเสีย (ศิริลักษณ์ และ ธนูกอง  
2005 และ Srisatit, 2003 และ Srisatit et al., 2003) และ การใช้วัชพืช 6 ชนิดในการก าจัดโครเมียม
จากดินโดยใช้หญ้าแฝก (Vetiveria nemoralis), Cynodon dactylon, Pluchea indica, 
Phyllanthus reticulates, Echinochloa colonum และ Amaranthus viridis (Sampanpanish 
et al., 2006)  Meepring (2003) เปรียบเทียบความสามารถในการดูดซับ (absorp) และสะสม As, 
Cd และ Pb  ของหญ้าแฝกที่ ecotype แตกต่างกันคือ Monsanto, ราชบุรี และ สุราษฎร์ธานี
ผลการวิจัยพบว่าทุก ecotype ของหญ้าแฝกสามารถสะสมโลหะหนัก และการสะสมเกิดสูงสุดที่บริเวณ
ราก Yang et al (2003) ระบุว่า V. zizanioides ใช้เพ่ือการปลูกพืชทดแทน (revegetation) ของ
กระสะ (ดิน หรือ หินทรายในบ่อแร่ที่ยังเป็นสินค้าแก่ผู้ท าแร่; mine tailing) ของเหมืองแร่ที่ยังมี Pb, 
Zn, Cu และ Cd ในปริมาณสูง ซึ่งผลปรากฏว่า V. zizanioides สามารถฟ้ืนฟูดินด้วยการสะสมโลหะ
หนักเข้าสู่ราก โดยการถ่ายโอน (translocation) จากรากไปสู่ยอด (shoot) มีปริมาณจ ากัด 
นอกจากนั้น หญ้าแฝกสามารถเจริญได้ดีแม้ในสภาวะแวดล้อมที่มีความเข้มข้นของโลหะหนักสูง Chen 
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et al. (2004) กระท าการทดลองในกระถาง (pot experiment) โดยจ าลองสภาวะการฟ้ืนฟูและบ าบัด
ดินที่ปนเปื้อนโลหะหนักด้วยการใช้ chelating agent คือ EDTA เพ่ือเพ่ิมชีวประสิทธิผล 
(bioavailability) ของโลหะหนักในดิน แต่ปัญหาที่เกิดคือโลหะหนักสามารถสร้างสารประกอบเชิงซ้อน
กับ EDTA ที่อาจมีพิษต่อพืชและจุลินทรีย์ในดิน และก่อให้เกิดปัญหามลพิษได้ สืบเนื่องจาก
สารประกอบเชิงซ้อนสามารถชะละลาย (leach) ลงสู่แหล่งน้ าใต้ดิน  ผลการทดลองพบว่า V. 
zizanioides สามารถทนทานต่อความเป็นพิษของตะกั่วที่มีความเข้มข้นสูงในดิน และในสภาวะที่มีการ
ใช้ EDTA ในดินที่ปนเปื้อนด้วยตะกั่ว V. zizanioides ก็สามารถน าตะกั่วเข้าสู่ราก และการขนส่ง 
(transport) ตะกั่วจากรากสู่ยอดมีประสิทธิภาพสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อมี EDTA ร่วมกับโลหะหนัก 
และจากการใช้โมเดลจ าลองการชะโลหะหนักสู่แหล่งน้ าใต้ดิน เมื่อน้ าฝนพัดพาชะโลหะหนักผ่านบริเวณ
ที่ได้ปลูกหญ้าแฝก ผลการทดลองพบว่า soil matrix ซึ่งได้ปลูก V. zizanioides สามารถดูดซับโลหะ
หนักที่ถูกชะมาได้ (re-adsorb) และป้องกันการชะละลายของโลหะหนักลงสู่แหล่งน้ าใต้ดิน โดยมี
ความสามารถ re-adsorb Pb, Cu, Zn และ Cd ได้สูงถึง 98%, 54%, 41%, และ 88% ของปริมาณ
โลหะหนักที่ใส่เข้าไปครั้งแรกตามล าดับ พีระพัฒน์ ชูก าเนิด (2544) ตรวจสอบความสามารถของหญ้า
แฝก 5 ecotype คือ ศรีลังกา, Monto, สุราษฎ์ธานี, ก าแพงเพชร 1 และนครสวรรค์ ในการดูดซับ Pb 
และ Cd  ผลการทดลองพบว่า V nemoralis มีประสิทธิภาพสูงกว่า V zizanioides ในการสะสม Pb 
และ Cd Ecotype นครสวรรค์ และ ก าแพงเพชร 1 สามารถดูดซับ Pb และ Cd จากดินได้สูงกว่า ศรี
ลังกา, Monto และสุราษฎร์ธานี นอกจากนั้น Mirza et al. (2017) รายงานประสิทธิภาพของ V. 
zizanioides ในการสะสม Sb และ As ที่รากและที่ยอด เมื่อปลูกหญ้าแฝกในบริเวณที่มี Sb หรือ As 
เพียงชนิดใดชนิดหนึ่ง แต่ถ้ามีทั้ง Sb และ As ปนเปื้อนร่วมกัน (co-contamination) โลหะหนักทั้ง 2 
จะสามารถส่งเสริมซึ่งกันและกันในการถูกน าเข้า (uptake) และสะสมภายใน V. zizanioides ได้
เพ่ิมข้ึน  

ดังนั้น งานวิจัยเหล่านี้สนับสนุนว่าหญ้าแฝกเป็นพืชทางเลือกที่มีประสิทธิภาพสูงในการ
ใช้เป็นพฤกษบ าบัดเพ่ือฟ้ืนฟสูภาวะแวดล้อมที่มีการปนเปื้อนของโลหะหนัก 

2.5 กลุ่ม rhizobacteria ที่ส่งเสริมการเจริญของพืช  

2.5.1 ประเภทของ rhizobacteria 

มีงานวิจัยที่น่าสนใจมากมายระบุว่ากลุ่ม rhizobacberia ที่ส่งเสริมการเจริญของพืช 
(plant growth-promoting rhizobacteria; PGPR) อยู่ร่วมกับพืชในสภาวะแวดล้อมของราก ซึ่ง
เรียกว่า rhizophere สามารถส่งเสริมให้พืชเจริญได้ดี  และกลุ่มจุลินทรีย์ PGPR มีบทบาทส าคัญต่อ
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชภายใต้สภาวะความเครียดต่างๆ  รวมทั้งพ้ืนที่ซึ่งปนเปื้อนด้วยโลหะ
หนักชนิดต่างๆ เช่น นิเกิล ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม (Burd et al., 2000; Burd et al., 1998; 
Cappuccino and Sherman, 1992; Sheng  and Xia, 2006)  PGPR สามารถแบ่งได้เป็น 2 
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ประเภท ตามบริเวณที่อยู่อาศัยในระบบราก และ rhizosphere ซึ่งได้แก่  intracellular PGPR 
(iPGPR) และ extracellular PGPR (ePGPR) ตามล าดับ โดย iPGPR คือ กลุ่ม PGPR ที่เข้าอาศัย
ภายในเซลล์รากพืช สร้างปมราก (nodular structures) และตรึงไนโตรเจนให้แก่พืช เช่น rhizobia  ที่
พบในปมรากถั่ว  และ Frankia sp ในปมรากไม้ เป็นต้น ส่วน ePGPR เป็น  กลุ่ม PGPR ที่อาศัยใกล้
กับราก ติดอยู่ที่ผิวของราก หรือบริเวณระหว่างเซลล์รากในชั้น cortex (หนึ่ง เตียอ ารุงและคณะ, 
2548; Glick , 1995)  

2.5.2 กลไกการส่งเสริมการเจริญของพืชโดย PGPR 

PGPR สามารถส่งเสริมการเจริญของพืชได้ทั้งทางตรงและทางอ้อม กลไกที่ส่งเสริม
โดยตรงของ PGPR ต่อพืช ได้แก่ การลดปริมาณการสังเคราะห์ ethylene ในพืช การตรึงไนโตรเจน 
การสร้างฮอร์โมนพืช (phytohormone) ต่าง ๆ เช่น auxin, cytokinin, gibberellin การเพ่ิม
ความสามารถของพืชในการดึงฟอสฟอรัส โปตัสเซียม การสังเคราะห์ siderophores ซึ่งสามารถ
ละลายแร่ธาตุอาหารและ ดึงเหล็กจากดินมาใช้  ส่วนกลไกทางอ้อมต่อพืช คือ การควบคุม และป้องกัน
การเกิดโรคในพืช (Burd et al., 2000; Sharma et al., 2003) 

การลดการสร้าง ethylene มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโต และพัฒนาการของพืช  
โดยเฉพาะพืชใบเลี้ยงคู่ เมื่ออยู่ภายใต้สภาวะความเครียดต่างๆ เช่น ได้รับแคดเมียม ความเค็ม (Mayak 
et al., 2004; Hamaoui et al., 2001) ความแห้งแล้ง ภาวะน้ าท่วม (Grichko and Glick, 2001) 
และ โรคพืช (Lucy et al., 2004)  ภาวะเครียดเหล่านี้สามารถเพ่ิมปริมาณการสังเคราะห์ ethylene 
ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราก และการงอกของเมล็ดพืช อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียบางชนิด เช่น  
Pseudomonas brassicacearum, Pseudomonas marginalis, Pseudomonas oryzihabitans, 
Pseudomonas putida (Hall et al., 1996), Pseudomonas sp., Alcaligenes xylosoxidans, 
Alcaligenes sp., Variovorax paradoxus, Bacillus pumilus, และ Rhodococcus sp. 
(Belimov et al., 2001)   สามารถสังเคราะห์เอนไซม์  1-amino-cyclopropane-1-1carboxylate 
(ACC) deaminase ซึ่งสามารถท าลาย ACC ที่เป็นสารตั้งต้นการสังเคราะห์ ethylene ที่หลั่งจากพืช 

โดย ACC deaminase ภายในแบคทีเรียจะตัด ท าลาย ACC ได้แอมโมเนีย และ  -ketobutyrate 
ซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรับแบคทีเรีย (Hontzeas et al., 2006) ก่อให้เกิดการกระตุ้นการเจริญของ
ราก และเพ่ิมการงอกของเมล็ดพืช ต่างๆ เช่น ถั่ว ข้าวสาลี ผักกาด มะเขือเทศ  Indian mustard 
(Brassica juncea L.)   ถั่ว pea (Pisum sativum L.)  ที่เจริญภายใต้สภาวะที่ได้รับความเครียด  
เนื่องจากสามารถลดการสังเคราะห์ ethylene ในพืชเหล่านั้น (Hall et al., 1996; Belimov et al., 
2001; Glick et al., 1998; Lynch and Brown, 1997) 
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PGPR สามารถสร้างฮอร์โมนที่กระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชโดยตรง เช่น auxin,  cytokinin 
และ gibberellins (GA)  โดย auxin หรือ indole-3-acetic acid (IAA) เป็นฮอร์โมนที่กระตุ้นการ
เจริญเติบโตของพืชทั้งระยะสั้น และระยะยาว เร่งการเจริญเติบโตของผล ควบคุมการเกิดราก และ
กระตุ้นการสังเคราะห์ ethylene รวมทั้งลดการดูดซึมแคดเมียมในข้าวบาร์เล่ย (Belimov and Dietz, 
2000; Pishchik et al., 2002)  เนื่องจาก ePGPR บางชนิด สามารถสังเคราะห์ IAA ได้ เช่น 
Aaospirillum brasilense สามารถสังเคราะห์ IAA เมื่อได้รับ tryptophan ขณะที่ rhizobacteria 
สังเคราะห์ ฮอร์โมน cytokinin ซึ่งเป็น N6-substitute aminopurines ที่มีผลต่อการแบ่งเซลล์ การ
งอกของเมล็ด การยาวของราก และการสะสมคลอโรฟิลล์ (Weidhase et al., 1987; Stenlid, 1982)   
Bacillus spp สามารถสังเคราะห์ GA ซึ่งเป็นฮอร์โมนพืชกระตุ้นการออกดอก และผลิตผลในพริกแดง 
(Capsicum annuum L.) (Joo et al., 2005) และช่วยกระตุ้นการเจริญของล าต้น และยอด ใน 
A.glutinosa (Gutierrez Munero et al., 2001)  ปัจจุบันมีการค้นพบ GA เพียง 4 ชนิด คือ GA1 GA2 
GA3 และ GA4 ในแบคทีเรีย 7 ชนิด (Mac Millan, 2002) 

อีกกลไกส าคัญที่มีส่วนช่วยในการเจริญเติบโตของพืช คือ การดึงธาตุอาหารจากดินโดย PGPR 
เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส (Cakmakci et al., 2006) และเหล็ก ท าให้พืชสามารถใช้ธาตุอาหารในดิน
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ตัวอย่างเช่น Bacillus sp OSU-142 และ RC07, Paenibacillus polymyxa 
RC05, Pseudomonas putida RC06, และ Rhodobacter capsulatus RC04 ช่วยให้พืชสามารถ
ดึงไนโตรเจน และฟอสฟอรัสจากดินมาใช้มากขึ้น (Hoflich and Metz, 1997)  Sharman et al 
(2003) พบว่า Pseudomonas strain GRP3 สามารถผลิต siderophores ซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโต
ของพืช โดยกระตุ้น เอนไซม์ peroxidase ยับยั้งเอนไซม์ catalase และเพ่ิมปริมาณคลอโรฟิลล์ 
เนื่องจากเหล็กเป็น coenzyme ในกระบวนการสังเคราะห์ chlorophyll การสังเคราะห์  thyllakoid 
และการพัฒนาการของ chloroplast  นอกจากนั้น  ธาตุเหล็กท่ีเพียงพอ ท าให้การสะสมของแคดเมียม
ในข้าวบาร์เร่ลดลง และส่งเสริมการเจริญเติบโต และกิจกรรมด้านชีวเคมีของข้าวบาร์เล่ยได้ (Sharma  
et al 2004; Siedlecka, A., and Krupa, Z.,1996  และ  Cohen et al.,1998) ความสามารถในการ
สังเคราะห์ siderophore ยังช่วยลดความเป็นพิษของโลหะหนัก ดังการทดลองของ Burd et al 
(2000) ซึ่งชี้ชัดว่า Kluyvera ascorbata SUD165/26 ที่สามารถสังเคราะห์ siderophores ได้
มากกว่า K. ascorbata SUD165 สามารถป้องกันพืชจากความเป็นพิษของนิเกิล ตะกั่ว และสังกะสี ได้
ดีกว่า 

นอกจากผลโดยตรง ที่ระบุข้างต้น PGPR ยังมีผลทางอ้อมต่อการกระตุ้นการเจริญเติบโตของ
พืช เช่น การสร้างสารปฏิชีวนะเพ่ือป้องกันการเกิดโรค   การกระตุ้นให้พืชสร้างภูมิคุ้มกัน  การสร้าง
สารยับยั้งเชื้อก่อโรค และการสร้างเอนไซม์ย่อยสลายผนังเซลล์ของเชื้อก่อโรค และการแข่งขันกับ
จุลินทรีย์ก่อโรคในบริเวณราก (Lucy et al., 2004) โดย Adhikari et al (39) พบว่า Pseudomonas 
fluorescens, Pseudomonas tolaasii, Pseudomonas veronii และ Sphingomonas trueperi 
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สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Achlya klebsiana  และ Pythium spinosum ซึ่งก่อโรคในเมล็ด
ข้าว 

2.5.3 คุณสมบัติ PGPR ที่เหมาะสมต่อการใช้พฤกษบ าบัดต่อโลหะหนัก  

คุณสมบัติที่ส าคัญของ PGPR ในการกระตุ้นให้พืชดูดซึมทั้งสารอินทรีย์ และสารอนินทรีย์ 
ท าให้ PGPR เหมาะสมกับการใช้ร่วมกับพืชในการบ าบัด และฟ้ืนฟูสิ่งแวดล้อมที่มีการปนเปื้อนของ
สารเคมี โดยหลักการ พืชที่ใช้ใน phytoremediation ควรมีความสามารถสูงในการดูดซึมสารพิษ และ
เจริญเติบโตได้ดี แต่ในทางปฎิบัติ การเจริญเติบโตของพืชจะลดลงเมื่อปลูกในบริเวณที่มีการปนเปื้อน
สารพิษสูง เนื่องจากพ้ืนที่ดังกล่าวมีความเป็นพิษต่อพืช แต่การใช้ PGPR ร่วมกับพืช สามารถช่วยให้พืช
เจริญได้ดี และทนความเป็นพิษของสารเคมีได้สูงขึ้น ท าให้สามารถดูดซับสารพิษได้ดีขึ้น  ดังรายงาน
ของ Hoflich and Metz (1997) ที่พบว่า PGPR กลุ่ม Aqrobacterium sp. Pseudomonas sp.  
และ Stenotrophomas sp ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต และเพ่ิมการสะสมโลหะหนัก เช่น สังกะสี 
แคดเมียม ตะกั่ว ทองแดง นิเกล  และ โครเมียม ใน ข้าวโพด ข้าวไรด์ และ ถั่ว  pea. ยกตัวอย่างเช่น 
rhizophere bacteria บางชนิดเพ่ิมการสะสมสังกะสี (Whitng and Terry, 2001) นิเกิล  (Abou-
Shanab et al., 2003) และ ซีลีเนียม (Abou-Shanab et al., 2003) ใน Thalaspi caerulescens, 
Alyssum murale and Brassica juncea ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม  PGPR บางชนิดช่วยลดการดูด
ซึมของโลหะหนักในพืชบางชนิด ท าให้พืชทนต่อพิษของโลหะหนักได้สูงขึ้น  ดังตัวอย่างของ  
Azospirillu.lipoferum 137 ช่วยลดการดูดซึม ซีเซียม ในข้าวบาร์เร่ (Belimov et al., 1998) ขณะที่ 
Brevibacillus ลดการสะสมของสังกะสีใน Trifolium repens (Vivas et al., 2006) ดังนั้น การ
คัดเลือกชนิดของแบคทีเรียให้เหมาะสมกับชนิดของพืชจึงมีความส าคัญยิ่งในทางพฤกษบ าบัด 

ส าหรับการฟ้ืนฟูดินที่ปนเปื้อนโลหะหนัก คุณสมบัติส าคัญของ PGPR ที่ประยุกต์ใช้
ในทางพฤกษบ าบัด ต้องส่งเสริมให้พืชที่ใช้ในการบ าบัดเจริญเติบโตได้ดี ทนทานต่อความเป็นพิษและ
ช่วยเพ่ิมการดูดซับของโลหะหนัก คุณสมบัติที่ส าคัญของ PGPR ที่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของพฤกษ
บ าบัดต่อโลหะหนักได้แก่ 1) สร้างฮอร์โมนพืช เพ่ือเร่งการเจริญเติบโตของพืช  2) ช่วยในกระบวนการ
ตรึงไนโตรเจน 3)  สร้างปฎิชีวนะเพ่ือต่อต้านและป้องกันเชื้อโรคในพืช 4) เพ่ิมการละลายของแร่ธาตุ 5) 
ผลิต siderophores  ที่สามารถจับเหล็กที่เป็นส่วนส าคัญในการเจริญของพืช และยังช่วยลดความเป็น
พิษ และเพ่ิมความทนทานต่อโลหะหนัก (Lucy et al., 2004; Dey et al., 2004) ปฏิกริยาร่วมกัน
ระหว่างพืชและ PGPR สามารถเพ่ิมการสร้าง biomass และความทนทานของพืชต่อโลหะหนัก ซึ่ง
สามารถประยุกต์ใช้ในการเพ่ิมประสิทธิภาพของพฤกษบ าบัด (Belimov et al., 2005) 
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2.5.4 การประยุกต์ใช้ PGPR ในงานพฤกษบ าบัดของโลหะหนัก 

ตัวอย่างแบคทีเรียที่สามารถทนทานต่อพิษของโลหะหนักส่วนใหญ่อาศัยอยู่ ใน 
rhizospere ของพืชที่เป็น hyperaccumulator  ได้แก่ Thalaspe caerulescens, Alyssum 
bertolonii, หรือ Alyssum murale ซึ่งเจริญในบริเวณดินที่ปนเปื้อนด้วย สังกะสี และ นิเกิล 
(Delorme et al., 2001, Mengoni et al., 2001, Abou-Shanab et al., 2003) นอกจากนั้น 
Belimov et al. (2005) รายงานการสกัดและคัดเลือก PGPR ที่ทนต่อพิษของโลหะหนักจากบริเวณ
รากของ Brassica juncea L. Czern  ที่เจริญในบริเวณที่ปนเปื้อนด้วยแคดเมียม  และ PGPR ที่แยก
และคัดเลือกได้ สามารถส่งเสริมการเจริญของรากพืช และเพ่ิมความทนทานของพืชใน in vitro ต่อพิษ
ของแคดเมียมและโลหะหนักชนิดอ่ืนที่อยู่ร่วมด้วยคือ สังกะสี ทองแดง นิเกิล และโคบอลต์ ผลการ
ทดลองนี้สนับสนุนงานวิจัยอื่นซึ่งรายงานว่าแบคทีเรียจาก rihizosphere ช่วยให้พืชเพ่ิมการดูดซับโลหะ
หนัก และทนทานต่อความเป็นพิษจากโลหะหนักได้สูงขึ้น (Whiting et al., 2001; Abou-Shanab et 
al., 2003; Burd et al., 1998)  ตารางที่ 2.2. แสดงตัวอย่างงานวิจัยของการใช้ PGPR เพ่ือส่งเสริม
พฤกษบ าบัดต่อโลหะหนัก โดยทดลองปลูกพืชในกระถางที่อยู่ใน green house หรือใน growth 
chamber 

จากคุณสมบัติและศักยภาพของ PGPR ที่เหมาะสมต่อการน ามาประยุกต์ใช้เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพของพฤกษบ าบัดในการฟ้ืนฟูดินที่ปนเปื้อนโลหะหนักดังที่ได้ทบทวนในวรรณกรรม
โครงการวิจัยนี้จึงประสงค์ที่จะสกัดและคัดเลือก PGPR จากดินในบริเวณ ต. แม่ตาว จังหวัดตาก ที่มี
ปัญหาการปนเปื้อนด้วยแคดเมียมในปริมาณสูง เพ่ือใช้ จุลินทรีย์  PGPR ท้องถิ่นที่สกัดได้ เ พ่ิม
ประสิทธิภาพของพฤกษบ าบัดในการดูดซับโลหะหนัก  เนื่องจากพ้ืนที่ดังกล่าว ได้รับผลกระทบจากการ
ปนเปื้อนของแคดเมียมในพืช ดินและน้ า จนไม่สามารถประกอบอาชีพเกษตรกรรมได้ตามปกติ  โดยมี
สมมติฐานว่า PGPR ที่สกัดจากดินในบริเวณที่มีการปนเปื้อนแคดเมียมสูง น่าจะมีความทนทานสูงต่อ
ความเป็นพิษของแคดเมียม และทนต่อโลหะหนักชนิดอื่นโดยเฉพาะตะกั่วและสังกะสีร่วมด้วย เนื่องจาก
กิจกรรมของการท าเหมืองแร่ มักก่อให้เกิดการปนเปื้อนของแคดเมียมร่วมกับตะกั่ว และสังกะสีเสมอ 
PGPR ที่สกัดและคัดเลือกได้น่าจะมีคุณสมบัติช่วยส่งเสริมให้หญ้าแฝกซึ่งเป็นพืชที่นิยมใช้ด้านพฤกษ
บ าบัดในประเทศไทย ให้เจริญได้ดีในบริเวณที่ปนเปื้อนด้วยแคดเมียม สามารถทนทานต่อความเป็นพิษ
ของแคดเมียม ตะกั่วและสังกะสี และเพ่ิมประสิทธิภาพของหญ้าแฝกในเชิงพฤกษบ าบัดให้ดูดซับ
แคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีได้ดียิ่งขึ้น ทั้งนี้ โครงการวิจัยนี้หลีกเลี่ยงการใช้ PGPR ที่สั่งซื้อจาก
ต่างประเทศ เพราะPGPR ที่คัดแยกจากประเทศไทย ย่อมมีความสามารถในการปรับตัวให้เข้ากับ
สิ่งแวดล้อม และอยู่รอดในสภาวะแวดล้อมของประเทศไทยได้ดีกว่า PGPR ที่ซื้อจากต่างประเทศ ที่อาจ
ไม่สามารถเจริญได้ดีในสภาวะแวดล้อมของประเทศไทย นอกจากนั้น ประเทศไทยมีข้อได้เปรียบของ
ความอุดมสมบูรณ์ และความหลากหลายของสายพันธุ์แบคทีเรียสูง จึงมีความเป็นไปได้สูงว่าน่าจะท าให้
ค้นพบ PGPR สายพันธุ์ใหม่ๆ ที่สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในด้านต่าง ๆ ได้ในอนาคต เป็นการใช้ความ
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หลากหลายทางชีวภาพภายในประเทศให้เกิดประโยชน์สูงสุด  ดังนั้น การศึกษาวิจัยเพ่ือคัดเลือกกลุ่ม 
PGPR ในประเทศไทยเพ่ือน ามาส่งเสริมประสิทธิภาพของการก าจัดโลหะหนักโดยทางพฤกษบ าบัดจึงมี
ความส าคัญและควรค่าต่อการวิจัยยิ่ง 
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บทท่ี 3 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 

 

3.1 การสกัดและการคัดแยกจุลินทรีย์กลุ่ม PGPR จากดินในพื้นที่ปนเปื้อนแคดเมียม 

3.1.1 การเก็บตัวอย่าง 

สุ่มเก็บตัวอย่างดินและรากพืช ในบริเวณที่มีการปนเปื้อนโลหะหนักภายในพ้ืนที่บริษัทผา
แดง อินดรัสทรี จ ากัด (มหาชน) อ าเภอแม่สอด จังหวัดตาก จ านวน 5 จุด โดยท าการเก็บตัวอย่าง
ดังต่อไปนี้ 

1. เก็บตัวอย่างดิน จ านวน 5 จุดๆละ 1 กิโลกรัมที่ระดับความลึก 10 เซนติเมตรจาก
ผิวดิน และใส่ในถุงพลาสติกสีด า 

2. เก็บตัวอย่างพืช จ านวน 5 จุดๆละ 10 กรัม  ท าการสะบัดรากพืชเบาๆ เพ่ือเอาดิน
ที่เกาะบริเวณรากพืชออก เก็บใส่ถุงพลาสติก แล้วน าไปแช่ที่หอ้งเก็บอุณหภูมิที่ 4 °C 

หลังจากนั้นน าตัวอย่างกลับมาวิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
อ าเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา 

3.1.2 การคัดแยกแบคทีเรียที่ทนต่อแคดเมียม 

1. ชั่งดิน 1 กรัม ใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิด Tryptic soy broth (TSB), 
Azotobacter basal broth (ABB) หรือ Pseudomonases isolation broth (PSB) ที่ผสม 100 µg
ต่อ ml ของ cycloheximide เพ่ือก าจัดเชื้อรา แล้วน าไปใส่เครื่องเขย่า ที่ตั้งไว้ที่ 30 °C เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง 

2. ท าการเจือจางสารแขวนลอยจากข้อ 1 ให้มีความเข้มข้น 10-6-10-8 แล้วน าไปป้าย
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด Tryptic soy broth (TSB), Azotobacter basal broth (ABB) หรือ 
Pseudomonases isolation broth (PSB) ที่ผสม 100 ไมโครกรัมต่อml ของ cycloheximide และ
แคดเมียม 50 มิลลิกรัมต่อลิตร น าไปเก็บในตู้เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

3. ท าการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละ
ชนิด แล้วเก็บใน 15% sterile glycerol ที่อุณหภูมิ -80 °C 
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3.1.3 การคัดเลือกแบคทีเรียกลุ่ม plant growth promoting  

ทดสอบคุณสมบัติของจุลินทรีย์กลุ่ม PGPR ในการส่งเสริมการเจริญของพืช โดยวัด
การสร้าง indole-3acetic acid (IAA)  ตามวิธีของ Wohler (1997) การสร้าง cytokinins และ 
gibberellins  ตามวิธีของ Joo et al. (2004) และ Garcia et al (2001) การสร้าง ACC deaminase 
ตามวิธีของ Belimov et al. (2005) การสร้าง siderophores ความสามารถในการละลายฟอสเฟต 
และ ผลิต NH3 ตามวิธีของ Mayak et al (2004) 

3.1.3.1 การผลิต Siderophore 

1. ดูดสารแขวนลอยของแบคทีเรีย จ านวน 75 µl ใส่ใน 96-well microlitre 
plate ที่บรรจุ 75 µl ของสารละลาย CAS และ 30 µl ของอาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral salt แล้วท าการ
ผสมสารทั้งหมดเข้าด้วยกัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาท ี

2. ตรวจดูการเกิดสีส้ม โดยเทียบสีกับสารละลายมาตรฐาน desferrioxamine 
mesylate (DFB) 

3.1.3.2 การผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) 

1. ดุดสารแขวนลอยของแบคทีเรีย จ านวน 50 µl ใส่ใน 96-well microlitre 
plate ที่บรรจุ 50 µl ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิด TSB ผสมหรือไม่ผสม 500 µgต่อ ml L-
tryptophan แล้วน าไปบ่มในตู้เลี้ยงเชื้อเวลา 72 ชั่วโมง 

2. หลังจากนั้นใส่ 150 µl Salkoowski’s reagent ผสมให้เข้ากัน แล้วทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องนาน 20 นาที 

3. สังเกตสีชมพูที่เกิดขึ้นเทียบกับ สารมาตรฐาน IAA 

3.1.3.3 ความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

1. หยดสารแขวนลอยของแบคทีเรีย จ านวน 10 µl บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium (NBRIP) แล้วน าไปบ่ม
ในตู้เพาะเชื้ออุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 14 วัน 

2. สังเกตวงใสรอบโคโลนี (กลุ่มแบคทีเรีย) หากมีวงใสแสดงว่ามีการละลายสาร
ฟอสเฟต 
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3.1.3.4 ความสามารถในการผลิตแอมโมเนีย 

1. ดูดสารแขวนลอยของแบคทีเรีย จ านวน 50 µl ใส่ในหลอดแก้วปราศจากเชื้อ
ที่บรรจุ peptone water จ านวน 2 ml แล้วน าไปบ่มในตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 4 วัน 

2. หยดสาร Nessler’s reagent จ านวน 0.1 ml สังเกตว่าหากเกิดสีเหลือง
น้ าตาล แสดงว่าเกิดแอมโมเนีย 

3.1.3.5 การผลิต Cytokinin 

1. ดูดสารแขวนลอยของแบคทีเรีย จ านวน 50 µl ใส่ใน 10 มิลลิตร minimal 
media และน าไปบ่มในตู้เขย่าความเร็ว 150 rpm ที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 168 ชั่วโมง 

2. ดูดสารละลายใสส่วนบน และท าการทดสอบหาไซโตไคนินตามวิธีการของ 
OLCHEMIM Enzyme Immonoassay Kits. 

3.1.3.6 การผลิต ACC deaminase 

1. ดูดสารแขวนลอยของแบคทีเรีย จ านวน 30 µl ใส่ใน 96-well microlitre 
plate ที่บรรจุสาร Dworkin and Foster (DF) จ านวน 150 µl ที่ผสม 0.3 mM ACC หรือ 0.1 mM 
MgSO4 

2. ท าการอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 nm ระหว่างช่วงเวลา 0-120 ชั่วโมง 
หากพบว่ามีความขุ่นมากขึ้นแสดงว่ามีการผลิตสาร ACC deaminase 

3.2 ศึกษาการคงคุณสมบัติของ PGPR ของแบคทีเรียที่คัดเลือกเมื่ออยู่ในสภาวะท่ีมีโลหะหนัก 

3.2.1 การผลิต Siderophore  

ดูดสารแขวนลอยของแบคทีเรีย 0.1 mlจากความเข้มข้นแบคทีเรีย 108 CFUต่อml ใส่
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MM9 ที่ผสมและไม่ผสมโลหะหนัก 0.5 mM CdCl2, 2.5 mM Pb(NO)3 หรือ 5 
mM ZnSO2.7H2O โดยเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขย่าที่ 150 rpm ที่อุณหภูมิ 30OC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
หลังจากนั้น แยกเฉพาะสารละลายส่วนใสที่แยกแบคทีเรียออกแล้ว เพ่ือท าการวิเคราะห์หา 
hydroxymate และ catechol ตามล าดับ 

3.2.1.1 การวิเคราะห์หาปริมาณ Hydroxymate 

วิเคราะห์หาปริมาณ hydroxymate ในสารละลายใส โดยวิธี colorimetric  
assays และตรวจวัดปริมาณ ferric percholate (Duhan et al. 1998) ดูดสารละลายใส จ านวน 2 
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ml ใส่ในหลอดแก้วขนาด 10 ml ที่ใส่ 2 ml sulfanilic acid (1%, w/v, in 30% acetic acid) และ 1 
ml iodine solution (1.3%, w/v, in 100% acetic acid) ต่อจากนั้นท าการก าจัดไอโอดีนส่วนเกิน
โดยใส่ 2 ml of 2% (w/v) sodium arsenite solution และ 2 ml 0.5% N-l-
naphthylethylenediamine solution หลังจากนั้นตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที ท าการเจือจาง
สารละลายแล้ววัดด้วย 500 nm on spectrophotometer (Benchmark Plus). 

3.2.1.2 การวิเคราะห์หาปริมาณ Catechol 

วิเคราะห์หาปริมาณ catechol โดยวธิีการของ Arnow’s :ซึ่งใช้ 2, 3-
dihydroxybenzoic acid เป็นสารมาตรฐาน ดูดสารละลายส่วนใสของแบคทีเรีย (culture filtrate) 
จ านวน 1 ml, 0.1 ml 5 mol/l HCl, 0.5 ml ammonium molybdate reagent (10 กรัม NaNO2 
และ Na2MoO4.2H2O ในน้ ากลั่น 50 ml) เมื่อได้สารละลายสีเหลืองแล้ว ท าการเติม 0.1 ml 10 
mol/l NaOH (เกิดสารละลายสีแดง) ท าการเจือจางสารละลายและตรวจวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 515 nm. (Benchmark Plus) 

3.2.2 การผลิตฮอร์โมนพืช 

คัดเลือกโคโลนีของแบคทีเรียที่ต้องการ จ านวน 1 โคโลนี ใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
TSB จ านวน 10 ml ตั้งทิ้งไว้บนเครื่องเขย่า 150 rpm ที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลังจาก
นั้น ดูดสารแขวนลอยของแบคทีเรีย จ านวน 0.1 ml (108 CFU/ml) ใส่ใน 10 ml SMM medium (ที่
ผสมและไม่ผสม 500 µg/ml L-tryptophan) ซึ่งประกอบด้วย 0.5 mM CdCl2, 2.5 mM PbNO3 
หรือ5.0 mM ZnSO2.7H2O. หลังจากนั้นตั้งทิ้งไว้บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 30°C 
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วท าการวิเคราะห์หาปริมาณ gibbererllin และ indole-3-acetic acid 

3.2.2.1 การผลิต จิบเบอเรลลิน (Gibberellin; GA) 

ท าการวิเคราะห์ปริมาณของ GA โดยวิธีของ Paleg (1965) โดยการดูดสาร
แขวนลอยแบคทีเรีย จ านวน 5 ml ใส่ในหลอดทดลอง ที่บรรจุ 0.4 ml 1.0 M zinc acetate หลังจาก
นั้น 2 นาทีใส่ 0.4 ml 1.0 M potassium ferrocyanide และท าการปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่
ความเร็ว 1000 rpm เป็นเวลา 15 นาที แล้วท าการดูด 1.0 ml ของสารละลายใสส่วนบนใส่ในหลอด
ทดลองที่บรรจุ 1.0 ml 30% HCl แล้วท าการบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 20°C เป็นเวลา 75 นาที หลังจากนั้น
ท าการวิเคราะห์หาปริมาณ GA ด้วยเครื่อง spectrophotometer วัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
254 nm เปรียบเทียบค่ากับ GA3  ซึ่งใช้เป็นสารมาตรฐาน 
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3.2.2.2 การผลิต Indole-3-acetic acid (IAA)  

ท าการวิเคราะห์หาปริมาณ IAA โดยวิธีของ Sarwar and Kremer (1995)  โดย
การดูดสารแขวนลอยแบคทีเรียจ านวน 150 µl ใส่ใน 96 well microplates แล้วใส่ 100 µl 
Salkowaki reagent ตั้งทิ้งไว้ 30 นาทีและตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 nm ด้วย 
microplate reader โดยการเปรียบเทียบปริมาณการผลิต IAA กับกราฟของสารมาตรฐาน IAA.  

3.2.3 ความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

ศึกษาความสามารถในการละลาย tri-calcium phosphate โดยการเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด NBRIP เริ่มด้วยการดูดสารแขวนลอยแบคทีเรีย จ านวน 0.1 ml (108 
CFU/ml) ใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NBRIP medium จ านวน 10 ml ที่ผสม 0.5% tri-calcium 
phosphate ที่ผสมและไม่ผสมโลหะหนัก 0.5 mM CdCl2, 2.5 mM PbNO3 หรือ 5.0 mM 
ZnSO2.7H2O และท าการบ่มบนเครื่องเขย่าที่มีความเร็ว 150 rpm ที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 144 
ชั่วโมง หลังจากนั้น แยกเซลล์แบคทีเรียและสารแขวนลอยด้วยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,500 rpm 
เป็นเวลา 20 นาท ี ท าการตรวจวัดหาปริมาณ phosphate สารแขวนลอยโดยวิธีการ ascorbic acid 
method (King, 1932) โดยการผสม 2.5 ml สารแขวนลอยแบคทีเรีย กับ 0.4 ml reagents ตั้งไว้
เป็นเวลา 10-20 นาทีจนกระทั่งเกิดสี และท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 880 nm และ
เปรียบเทียบกับกราฟของสารมาตรฐาน KH2PO4. 

3.2.4 การผลิต ACC deaminase 

ศึกษาหากิจกรรมการท างานของเอนไซม์ ACC deaminase activity โดยการวัด
ปริมาณของ alpha-ketobutyrate ซึ่งเป็นผลผลิตจากการตัด ACC ด้วยเอนไซม์ ACC deaminase 
(Penrose and Glick, 2003) โดยการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm ของ
ตัวอย่างกับกราฟของสารมาตรฐาน α-ketobutyrate. โดยเตรียมสารมาตรฐาน α-ketobutyrate ให้
มีความเข้มข้น 0.01 mM-1 mM ด้วยการเจือจางสารมาตรฐานจ านวน 200 µl ด้วย 300 µl 2,4-
dinitrophenyl hydrazine reagent (0.2% 2,4-dinitrophenyl hydrazine in 2 M HCl) หลังจาก
นั้นท าการบ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 30 นาท ีเมื่อเกิดสีขึ้น ให้หยุดปฎิกริยาด้วยการเติม 2 ml ของ 
2 M NaOH และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm. 

ศึกษาหากิจกรรมการท างานของเอนไซม์ ACC deaminase ในสารแขวนลอยแบคทีเรีย 
โดยการน าสารแขวนลอยแบคทีเรียที่มีความเข้มข้น 108 CFU/ml เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด TSB.
และท าการบ่มบนเครื่องเขย่าที่มีความเร็ว 150 rpm ณ อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงเพ่ือ
คัดแยกเซลล์แบคทีเรียด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสุง 4,500 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C 
แยกเซลล์แบคทีเรียที่ได้และท าการล้างด้วย 5 ml DF salts minimal medium (Dworkin and 
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Foster, 1958) หลังจากนั้นน าเซลล์แบคทีเรียที่ได้ใส่ใน 7.5 ml DF salts minimal medium ที่ผสม
และไม่ผสมโลหะหนัก 0.5 mM CdCl2, 2.5 mM Pb(NO)3 หรือ 5 mM ZnSO2.7H2O แล้วท าการเติม 
45 µl 0.5 M ACC solution จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายของ ACC เป็น 3 mM และท าการเขย่าบน
เครื่องเขย่าที่อุณหภูมิห้อง ท าการแยกเซลล์แบคทีเรียโดยการปั่นด้วยเครื่องปั่นความเร็วสูงด้วยอัตราเร็ว 
4500 g เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C. น าเซลล์ที่คัดแยกได้ล้างด้วย 1 ml 0.1M Tris-HCl pH 7.6 
ในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml แล้วท าการปั่นเวียงด้วยความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 
10 นาที และเทสารละลายใสส่วนบนทิ้ง น าเซลล์แบคทีเรียที่แยกได้มาล้างด้วย 600 µl ของ 0.1 M 
Tris-HCl, pH 8.5. ตามด้วย 30 µl ของ toluene และตามด้วยการ vortex ความเร็วสูงเป็นเวลา 30 
วินาที หลังจากนั้น ดูด toluenized cells (เซลล์ที่ถูกท าให้แตกด้วย toluene) จ านวน 100 µl เก็บไว้
ที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือส าหรับหาปริมาณโปรตีน ส่วน toluenized cell suspension ที่เหลือน ามาหา
ปริมาณเอนไซม์ ACC deaminase activity  ซึ่งกระท าโดยดูด toluenized cells จ านวน 200 µl ใส่
ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml  เติม 20 µl ของ 0.5 M ACC หลังจากนั้น ผสมให้เข้ากัน
ด้วย vortex ทีอุ่ณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 15 นาท ีและเติม 0.56 M HCl จ านวน 1 ml ท าการปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง และดูดสารละลายส่วนใส จ านวน 1 ml และเติม 
0.56 M HCl จ านวน 800 µl และเติม 300 µl 0.2% 2,4-dinitrophenyl hydrazine reagent 
หลังจากนั้นท าการปั่นและบ่มที่อุณหภูมิ  30°C เป็นเวลา 30 นาท ีและเติม 2 ml  2 N NaOH และท า
การวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm. 

3.2.5 การหาปริมาณโปรตีน 

การหาปริมาณโปรตีนกระท าตามวิธีการของ Bradford (1976) โดยการเติม protein 
reagent จ านวน 1  mlในหลอดทดลองที่บรรจุ 100 µl ตัวอย่าง ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 2-60 นาที และวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm และค่าการดูดกลืนแสงที่ได้เทียบกับค่ากราฟมาตรฐาน
ของ Bovine serum albumin ซึ่งมีความเข้มข้นระหว่าง 0-1600 µg/l 

3.3 การคัดเลือก PGPR ที่สามารถทนต่อพิษของแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีสูงและระบุชนิดของ 
PGPR ที่คัดเลือก 

3.3.1 การทดสอบความทนทานต่อโลหะหนัก และ minimum inhibitory concentration 

1. เตรียมเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากการทดลอง  3.1.3 โดยเลือกแบคทีเรียที่มี
ลักษณะของ PGPR ตามวิธีการทดสอบได้ครบทุกลักษณะ (ผลิต siderophore, IAA, ละลายฟอสเฟต, 
ผลิตแอมโมเนีย, cytokinin, และ ACC deaminase) ให้มีความเข้มข้นของเชื้อแบคทีเรีย ประมาณ 
10-8 CFU/ml ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB 

2. ป้ายเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA โดยใช้วิธี three dimension swab technique 
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3. วางแผนกระดาษกรองขนาด 6 มิลลิเมตร บนจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้ในข้อ 2 จ านวน 
6 แผ่นต่อจานเลี้ยงเชื้อ 

4. หยดสารละลายโลหะ คือ CdCl2 (0.1, 0.5 0.1 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4 mM) 
Pb(NO3)2 (1 3 5 7 9 11 13 15 mM) หรือ ZnSO2.7H2O (1 5 10 15 20 25 30 35 mM) จ านวน 
20 µl บนแผ่นกระดาษกรองที่เตรียมไว้ โดย 1 ความเข้มข้นของโลหะต่อแผ่นกรอง 

5. น าไปเก็บไว้ในตู้เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

6. เมื่อเสร็จสิ้นการทดลอง หาค่าของ minimal inhibitory concentration (MIC) โดย
ค่าของ MIC หมายถึงความเข้มข้นต่ าสุดของโลหะหนักที่ยับยั้งการเจริญ หรือ ท าลายจุลินทรีย์ ท าให้
เห็นเป็นวงใส (clear zone) รอบแผ่นกระดาษกรอง 

3.3.2 การระบุชนิดของแบคทีเรียที่คัดเลือก 

ลักษณะทาง phenotype ของ PGPR bacteria ถูกตรวจสอบโดยเปรียบเทียบจากข้อมูล
อ้างอิงตามที่ระบุใน Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Krieg et al., 2001), 
Microbiology: A Laboratory Manual (Cappuccino and Sherman, 1999) และ Bergey’s 
Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) ลักษณะที่ตรวจสอบคือ 

3.3.2.1 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพ ท าการทดสอบ Gram stain reaction, 
motility, และ cell morphology ตามวิธีการของ Cappuccino and Sherman (1999) 

3.3.2.2 การตรวจสอบลักษณะทางชีวเคมี ท าการทดสอบ oxidase, catalase, indole, 
citrate utilization, methyl red, voges proskauer, O-F test, nitrate reduction, lysine และ 
triple sugar iron ตามวิธีของ Krieg et al (2001) และ Holt et al. (1994) 

3.3.2.3 การตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรม กระท าโดยการวิเคราะห์หา 16S rRNA 
gene sequence ของ isolate PGPR ที่คัดเลือกได้ มีข้ันตอนหลักดังนี้ 

1.  การสกัด genomic DNA งานวิจัยนี้สกัด genomic DNA ของแบคทีเรียตามวิธี
ที่ระบุโดย Rattanasuk and Ketudat-Cairns (2009) ดังมีรายละเอียดดังนี้คือ น าแบคทีเรียไป
เพาะเลี้ยงที่ 30oC ใน TSB agar ข้ามคืน  น า colony เดี่ยวที่ได้ใส่ใน 50 µl น้ ากลั่น ท าให้เซลล์
แบคทีเรียแตกโดยต้มที่ 100 oC เป็นเวลา 5 นาที น า cell lysate ไปปั่นเหวี่ยงที่ 4,000 rpm 2 นาที 
น า 5 µl ของ supernatant ไปขยายโดยใช้ polymerase chain reaction (PCR) ในขั้นตอนต่อไป  

2. การขยาย 16S rDNA ของแบคทีเรียโดยใช้วิธี PCR  ปฎิกริยาของ PCR 
amplification ที่มีปริมาตรรวม 25 µl มีส่วนประกอบดังนี้คือ 
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  Genomic DNA   2.5      µl 
 MilliQ water            14.25 µl  
 110X buffer   2.5 µl 
 MgCl2 (25 mM)  2.0 µl 
 2dNTP mix (10 mM)  0.25 µl 
 3fD1 primer (10 µM/µl) 1.25 µl 
 4rp2 primer(10 µM/µl)  1.25 µl 
 Taq DNA polymerase  1.0 µl 
   รวม   25.0 µl 

110x buffer คือ 100 mM Tris-HCl, pH 9.1, 500 mM KCl และ 0.1% TritonTM X-100 
2dNTP mix คือส่วนผสมของ dATP, dCTP, dGTP,DTTP ที่ความเข้มข้น 10 mM 
3fD1 คือ forward primer และ 4rp2 คือ reverse primer  (รายละเอียดแสดงในตารางที่ 3.1) 

 

ปฎิกริยา PCR กระท าใน ThermoHybaid PX2 (Thermo Scientific, USA) 
โดยใช้ initial denaturation ที่ 94oC 2 นาที  ตามด้วย 35 cycle ของ denaturation ที่ 94oC (45 
วินาที), annealing ที่ 55oC (45 วินาที) และ extension ที่ 72oC (2 นาที) ปิดท้ายด้วย final 
extension ที่ 72oC (10 นาที)  PCR amplified fragment 16S rRNA gene มีขนาด 1,500 bp ซึ่ง
สามารถตรวจสอบได้ใน 1% agarose gel electrophoresis และย้อม gel ด้วย 10 µg/ml ethidium 
bromide และถ่ายภาพภายใต้แสง UV transilluminator (Bio-imaging systems minus pro)  

3.  การ sequence PCR product  งานวิจัยนี้หาล าดับเบส (sequence) ของ 
PCR product โดยส่งไปที่บริษัท Macrogen Inc. ประเทศเกหลี ซึ่งหาล าดับเบสโดยใช้ DNA 
sequencing software ของ AB1377 Automated DNA Sequencer และเปลี่ยนเป็นรหัสพันธุกรรม 
โดย Chromas 1.56 program  ล าดับเบสที่ได้ถูกน ามาเทียบกับ GenBank database ใช้ โปรแกรม 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool version 2.2.9 ของ National Center for 
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nigh.gov/blast/Blast.cgi) สร้าง 
Phylogenetic tree โดยวิธี Maximum Pasimoney โดย software MEGA version 3.1 (Kumar et 
al., 2004) stability relationship ประเมินโดยใช้ boot strap analysis ของ 1,000 replication 

ตารางท่ี 3.1  Primers ส าหรับปฎิกริยา PCR และการหาล าดับเบสของ 16S rDNA. 
 

Primer Primer sequence (5' to 3') Target regiona Reference 
fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 339-357 Weisburg et al. (1991 

rP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT 1392-1406 Weisburg et al. (1991) 
a Escherichia coli numbering 



35 

 

3.4 การทดสอบความไวของแบคทีเรียที่คัดเลือกต่อยาปฎิชีวนะ (Antibiotic Sensitivity Test) 

การทดสอบความไวของแบคทีเรีย PGPR ที่คัดเลือกทั้ง 6 isolates ต่อยาปฎิชีวนะกระท า
บนอาหาร TSA ที่วางแผ่น disk ที่เคลือบยาปฎิชีวนะ ตามวิธีของ Bauer et al. (1966) โดยใช้เทคนิค
ปลอดเชื้อ ส าหรับยาปฎิชีวนะท่ีเคลือบแผ่น disk ที่ใช้ในการทดลองนี้คือ neomycin (30 µg), 
tetracycline (30 µg), chloramphenicol (30 µg), colistin sulphate (10 µg), streptomycin 
(10 µg), และ erythromycin (15 µg)  ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้คือ น าแบคทีเรียแต่ละ isolate ที่
เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB broth ในระยะ mid log phase (108 CFU) ไปเกลี่ยบนผิวอาหาร TSA 
ในจานเพาะเชื้อให้คลุมพ้ืนที่ผิวให้ทั่ว โดยใช้เทคนิคการเกลี่ยทั้ง 3 ระนาบ (three dimension swab 
technique)  (เกลี่ยเชื้อ 1 isolate ต่อ 1 จาน) เสร็จแล้วน าแผ่น disk ที่เคลือบด้วย antibiotic วางบน
ผิวอาหาร โดยใช้ antibiotic ทั้ง 7 ชนิด (7 disk ) ต่อ 1 จานเพาะเชื้อ (ขนาด 100 mm) โดยวางแต่
ละแผ่น disk ให้ห่างจากขอบจานประมาณ 15 mm และ มี 1 disk วางที่ต าแหน่งกึ่งกลางจาน  กด
แผ่น disk เบา ๆ เพ่ือแน่ใจว่าได้สัมผัสกับผิวอาหาร ผึ่งจานเพาะเชื้อที่ได้เกลี่ยเชื้อและวางแผ่น disk ที่
เคลือบยาปฎิชีวนะเรียบร้อยแล้วที่อุณหภูมิห้องประมาณ 3-5 นาที เพ่ือให้แห้ง ก่อนที่จะน าเข้าบ่มที่ตู้
บ่มเชื้อที่มีอุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 24 ชม. เมื่อสิ้นสุดการบ่ม วัดเส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณใสรอบ
แผ่น disk (clear zone หรือ inhibitory zone) เพ่ือประเมินความสามารถของยาปฎิชีวนะแต่ละชนิด
ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย บันทึกผลว่าจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีความไว หรือ ความทนทานต่อ
ยาปฎิชีวนะแต่ละชนิด อ้างอิงตาม guideline ที่ก าหนดโดย National Committee for Clinical 
Laboratory Standard’s (NCCLS) ที่มาพร้อมกับชุด kit (Himedia, PA, USA) 

3.5 การศึกษาผลของ PGPR ที่คัดเลือกต่อการเจริญเติบโตและการดูดซับโลหะหนักในหญ้าแฝก 

การศึกษาผลของแบคทีเรีย PGPR ที่คัดเลือกต่อประสิทธิภาพของการเป็นพฤกษบ าบัดของ
หญ้าแฝก ประเมินโดยวัดผลของแบคทีเรียต่อการเจริญเติบโต และความสามารถในการดูดซับโลหะ
หนักในหญ้าแฝกใน 2 สภาวะคือ หญ้าแฝกที่เพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งปลอดเชื้อในห้องปฎิบัติการ 
(axenic culture) และหญ้าแฝกที่ปลูกลงดินในกระถาง (pot experiment)  พร้อมทั้งตรวจสอบ
ความสามารถในการอยู่ร่วม (colonize) ของ PGPR แบคทีเรียกับหญ้าแฝกด้วย 

3.5.1 ผลของ PGPR ที่คัดเลือกต่อการดูดซับโลหะของหญ้าแฝกใน axenic culture 
การศึกษาผลของ PGPR ต่อการเจริญและการดูดซับโลหะหนักของหญ้าแฝกใน 

axenic culture กระท าโดยเปรียบเทียบผลของ PGPR ทั้ง 6 isolates ต่อหญ้าแฝกทั้งชนิดลุ่ม (V. 
ziznioides, สุราษฎร์ธานี ecotype) และ ชนิดดอน (V. nemoralis, ราชบุรี ecotype) เพ่ือคัดเลือก 
isolate ของ PGPR และ ชนิดของหญ้าแฝกที่เหมาะสมไปท าการศึกษาต่อไปใน pot experiment  
ขั้นตอนของการทดลองมีรายละเอียดดังนี้คือ 
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1. เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (tissue culture) ของหญ้าแฝก V. zizanioides และ V. 
nemoralis ใน 10 ml Musashige and Skoog agar medium 

2. ย้ายหญ้าแฝกไปยังขวดปลอดเชื้อที่บรรจุอาหารกึ่งเหลว 0.7% agar medium of 
Musashige and Skoog ซึ่งใส่โลหะหนักแต่ละชนิด (0.5 mM CdCl2, 5 mM ZnSO2.7 H2O, หรือ 
2.5 mM PbNO3)  โดยสารละลายโลหะหนักแต่ละชนิดถูก spike ด้วย 0.1 ml 108 CFU/ml ของ
แบคทีเรียแต่ละ isolate  กลุ่มท่ีไม่ได้ spiked ด้วยแบคทีเรีย (แต่มีโลหะหนัก) เป็นกลุ่มควบคุม 

3. น า culture ของหญ้าแฝกไปบ่มใน growth chamber ที่ 23-28oC เป็นเวลา 14 
วัน  

4. เมื่อสิ้นสุดการทดลอง วัดความเข้มข้นของโลหะหนักตามวิธีของ Farwell et al 
(2006) ดังนี้ 

4.1  ล้างต้นหญ้าแฝกโดยเทสารละลาย 0.01 M EDTA ผ่านหลาย ๆ ครั้งตาม
ด้วยเทน้ ากลั่นผ่านอีก 3-4 รอบ เพ่ือชะโลหะหนัก และแบคทีเรียที่อาจติดผิวด้านนอกออก (ส่วนที่
ไม่ได้ถูกดูดซับเข้าสู่พืช) 

4.2  แยกส่วนพืชออกเป็นส่วนยอด และ ส่วนราก ก่อนน าเข้าอบแห้งใน hot 
oven ที่อุณหภูมิ 65oC เป็นเวลา 1วัน และสับเป็นชิ้นเล็ก ๆ 

4.3 น าหญ้าแฝกท่ีแห้งและสับละเอียดไปย่อยต่อด้วยการเติม 0.8 ml HNO3 แล้ว
น าเข้มบ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 65o C เป็นเวลา 3 ชม. น าสารละลายส่วนใส (supernatant) ไปหา
ปริมาณโลหะหนักโดยใช้ graphite furnace atomic absorption (GFAAS) 

3.5.2 ความสามารถของ inoculated PGPR ในการอยู่ร่วมกับหญ้าแฝก 
การตรวจสอบความสามารถของ PGPR แบคทีเรียในการอยู่ร่วม (colonize) กับหญ้า

แฝกใช้เทคนิคทาง scanning electron microscpy ดังมีข้ันตอนการทดสอบดังนี้ 
1. น าหญ้าแฝกที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ย้ายไปหลอดทดลองที่มีอาหารสูตร Murashige 

และ Skoog ที่ใส่เชื้อแบคทีเรียแต่ละ isolate โดยใช้ 108 CFU ต่อ ml บ่มหญ้าแฝกร่วมกับแบคทีเรีย
เป็นเวลา 15 วัน 

2. เมื่อครบก าหนด 15 วัน ค่อย ๆ ถอนหญ้าแฝกออกจากวุ้นอาหารอย่างนุ่มนวล  
3. จุ่มส่วนรากในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ เขย่าเบา ๆ เพ่ือก าจัดวุ้นอาหาร (agar) ที่ยังอาจ

คงติดส่วนผิวรากออกไป 
4. แบ่งหญ้าแฝกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนยอด และ ส่วนราก  น าส่วนยอดไปวิเคราะห์หา

ปริมาณ chlorophyll  ส่วนรากน าไปศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการอยู่ร่วมกับหญ้าแฝก 
5. เตรียมหลอดทดลอง (polyethylene centrifuge tube) ที่มีน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 10 

ml หลาย ๆ หลอดวางเรียงกันเป็นชุด (series)  น าส่วนรากไปจุ่มในหลอดทดลองหลอดแรก แล้วน า
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หลอดไปเขย่าใน vortex เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือปลอดปล่อยแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ที่พ้ืนผิวของรากพืช 
(rhizoplane bacteria)  เสร็จแล้วน ารากไปจุ่มในหลอดทดลองที่สองถัดไป เขย่าด้วยการ vortex 5 
นาที ก่อนน ารากไปจุ่มในหลอดทดลองใหม่ที่สามถัดไป ท าเช่นนี้เรื่อย ๆ จนกระทั่งครบหลอดสุดท้ายใน
ชุดนั้น 

6. น าหลอดทดลองแต่ละหลอดที่ผ่านการจุ่มของรากแล้ว ไปท าการ spread plate 
บนวุ้นอาหารแข็ง TSA ที่บรรจุในจานเพาะเชื้อ ซึ่งใส่ยากันเชื้อรา ผึ่งให้แห้งสัก 2-3 นาที ก่อนน าจาน
เพาะเชื้อเข้าบ่มในตู้บ่มเชื้อที ่30 oC   

7. วันรุ่งขึ้น นับจ านวน colony ที่ได้ในแต่ละจานเพาะเชื้อ  PGPR ที่ยังสามารถพบ
ได้ในหลอดทดลองหลัง ๆ ของ series นั้น ๆ  แสดงว่ามีความสามารถในการอยู่ร่วมกับหญ้าแฝกที่ดีกว่า
หรือ เป็น better colonizer เมื่อเทียบกับ isolate ของแบคทีเรียที่สามารถพบได้เพียงเฉพาะหลอดต้น 
ๆ เท่านั้น  รายงานผลของปริมาณแบคทีเรียที่พบเป็นค่า log number ของเซลล์ต่อกรัมน้ าหนักแห้ง
(Log CFU/g DW) ของราก  

8. ส าหรับการตรวจสอบรูปร่าง ลักษณะของแบคทีเรียที่ colonize ที่ราก กระท าโดย
น ารากไปตรึง (fix) ใน 2.5% glutaraldehyde ใน 0.2 M phosphate buffer, pH 7.2 เป็นเวลา 2 
ชม. ที่อุณหภูมิห้อง ล้างด้วยสารละลาย buffer เดียวกันเป็นเวลา 1 ชม. 4o C และดึงน้ าออก 
(dehydrated) โดยจุ่มผ่านสารละลายของ acetone ที่มีอุณหภูมิ 4o C และมีความเข้มข้นเพ่ิมสูงขึ้น 
ตามล าดับ คือ 50%, 70%, 95% และ 100% ตามล าดับ ตัวอย่างถูกท าให้แห้งใน critical-point 
dryer  ติด (affix) กับ stub ด้วย carbon cement และเคลือบด้วยทองหนา 30 nm และตรวจด้วย
การใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอยแบบส่องกราด (scanning electron microscopy) (Hitachi S570 
SEM) ที ่15 KV 

9. ส าหรับส่วนยอดของหญ้าแฝกที่ถูกแยกออก น ามาหาค่าปริมาณ chlorophyll 
ตามวิธีที่ระบุโดย Inskeep and Bloom (1985) โดยน าส่วนยอดมาสับเป็นชิ้นเล็ก ๆ ให้ละเอียด แล้ว
แช่ใน 1 ml N,N-dimethyformamide (DMF) เป็นเวลา 48 ชม. ที่ 4oC ในที่มืด  น าค่า 
supernatant มาอ่านค่าที่ 647 nm และ 664.5 nm ใน Beckman model 25 
spectrophotometer ปริมาณ chlorophyll ค านวณจากสูตรดังนี้ 

Chlorophyll b  (Chl b)  =  20.70A467-4.62A664.5 
Chlorophyll a (Chl a) =  12.70A644.5-2.79A647 
Total chlorophyll (Total Chll)  =  17.90A647 + 8.08A664.5 
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3.5.3 ผลของ PGPR ที่คัดเลือกต่อการเจริญและดูดซับโลหะของหญ้าแฝกใน pot 
experiment 

การศึกษาผลของ PGPR ต่อบทบาทของหญ้าแฝกในการดูดซับโลหะหนัก ประเมินโดยวัดผล
ของแบคทีเรียต่อการเจริญเติบโต การทนทานต่อพิษโลหะหนัก และความสามารถในการดูดซับโลหะ
หนักในหญ้าแฝก ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Sheng และ Xia (2006) ดังมีขั้นตอนดังนี้ 

1. เก็บตัวอย่างดินจากพ้ืนที่ไม่ปนเปื้อนโลหะหนัก (บริเวณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุร
นารี) ผสมดินให้เข้ากัน ร่อนผ่านตะแกรง 2 mm และนึ่งฆ่าเชื้อด้วยการใช้ความดันไอ (autoclave) ที่ 
121o C 1 ชม. ทุกวัน เป็นเวลา 3 วันติดกัน ตรวจว่าดินปลอดเชื้อจริงโดยใช้ดินที่ผ่านการ autoclave 
3 วันแล้วชั่งมา 1 กรัม ผสมใน 100 ml น้ าปลอดเชื้อ และ plate ในจานอาหารเพาะเชื้อ น าเข้าบ่ม
ค้างคืนที่อุณหภูมิ 30o C  

2. น าดินที่ผ่านการยืนยันว่าปลอดเชื้อต่าง ๆ จริง มาท าให้ปนเปื้อนด้วยสารละลายโลหะ
หนักที่ปลอดเชื้อ คือใส่ 40 mg/kg แคดเมียม, ตะกั่ว (600 mg/kg) และสังกะสี (400 mg/kg) และเก็บ
ดินที่ปนเปื้อนด้วยโลหะหนักที่ green house ต่ออีก 3 สัปดาห์ เพ่ือความเสถียรของโลหะหนัก ก่อน
น ามาปลูกลงกระถาง 

3. ท าให้กระถางปลูกปลอดเชื้อโดยล้างด้วย 10% sodium hypochlorite ตามด้วยน้ า
กลั่นปลอดเชื้อก่อนน ามาเพาะปลูก  น าเมล็ดหญ้าแฝกที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วย 15 % sodium 
hypochlorite แล้ว จ านวน 10 เมล็ดต่อกระถาง เพาะใส่ดินลึกประมาณ 2 ซม. ออกแบบกลุ่มการ
ทดลองเป็นแบบ randomized block design ใน green house โดยมีจ านวนซ้ าของแต่ละกลุ่ม
การศึกษาเท่ากับ 3 ซ้ า โดยหญ้าแฝกในทุกกลุ่มปลูกในดินที่ปนเปื้อนด้วยโลหะหนักทั้ง 3 ชนิดร่วมกัน 
เพียงแตไ่ม่ได้รับ (กลุ่มควบคุม) หรือ ได้รับ (กลุ่มทดลอง) แบคทีเรีย PGPR  

4. รักษาความชื้นในดินให้อยู่ประมาณ 60% ด้วยการรดน้ าทุกวันด้วยน้ าที่ถูก 
deionized   ส าหรับกลุ่มทดลอง ได้รับ 1 ml ของ PGPR แบคทีเรียที่คัดเลือกไว้แต่ละ isolate (108 
CFU/ml/กระถาง) ที ่spot ที่ราก หรือ ทีดิ่นบริเวณล าต้น ในขณะที่กลุ่มควบคุม ไม่ได้รับแบคทีเรีย แต่
ได้รับ 1 ml media ที่ใช้ในการเจือจางแบคทีเรียแทน 

5. หญ้าแฝกที่ได้รับ หรือ ไม่ได้รับ PGPR ถูกเพาะเลี้ยงในกระถางเป็นเวลาต่อเนื่อง 1 
เดือน (Hweiitt, 1952)  โดยรดน้ าทุกวัน 

6. เมี่อครบก าหนดเวลา  น าต้นหญ้าแฝกออกจากดินด้วยความระมัดระวัง วัดการเจริญ
ของหญ้าแฝกโดยหาปริมาณของ chlorophyll แบ่งส่วนที่รากและยอดออกจากกัน  ล้างชิ้นส่วนพืชให้
ปราศจากโลหะหนักท่ีอาจเกาะที่ผิวโดยล้างผ่าน 0.01 M EDTA 3 ครั้ง ตามด้วยน้ ากลั่นอีก 2 ครั้ง ก่อน
น าไปอบแห้ง (70o C) ชั่งน้ าหนักอีกครั้ง และบดเป็นผง 

5. หาความเข้มข้นของแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีที่ถูกดูดซับในส่วนที่เป็นราก และ 
ส่วนที่เป็นยอด ด้วยวิธี wet digestion โดยใช้ HNO3 และวิเคราะห์ด้วยการใช้ GFAAS  แสดงผลการ
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ดูดซับโลหะหนักของหญ้าแฝกโดยรายงานเป็นค่าการสะสมโลหะต่อวัน (total accumulation rate; 
TAR) และ ปริมาณที่ล าเลียงจากรากสู่ยอด (transport factor; TF) โดยค านวณจากสูตรของ Sol´ıs-
Dom´ınguez et al. (2007) 

 TF  =   
ความเข้มข้นโลหะหนักที่ยอด  

  

 
  

ความเข้มข้นโลหะหนักที่ราก  
  

 
 
  x100 

TAR =   
(น้ าหนักแห้งยอด   g xความเข้มข้นโลหะหนักที่ยอด ( g g)) (น้ าหนักแห้งราก  g x ความเข้มข้นโลหะหนักที่ราก  g g )

(น้ าหนักแห้งยอด (g)  น้ าหนักแหง้ราก (g) )xจ านวนวันของการเก็บเกี่ยว
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บทท่ี 4 

ผลการศึกษา 

 

4.1 การแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์กลุ่ม PGPR จากดินในพื้นที่ปนเปื้อนแคดเมียม 

4.1.1 การเก็บตัวอย่าง 

จากการเก็บตัวอย่างดิน แบคทีเรียในดิน และแบคทีเรียในรากพืช  ในพ้ืนที่ของบริษัทผา
แดง อินดัสทรีย์ จ ากัด (มหาชน) ตั้งอยู่ในหมู่ที่ 4 และ 8 ต าบลผาแดง อ าเภอแม่สอด จังหวัดตาก 
จ านวน 5 จุด คือ จุดที่ 1 บ่อตกตะกอน จุดที่ 2 พ้ืนที่ฟ้ืนฟู จุดที่ 3 พ้ืนที่ท าเหมือง จุดที่ 4 กองกากขี้แร่ 
ที่มีความเข้มแร่ต่ า และจุดที่ 5 กองกากขี้แร่ ที่มีความเข้มข้นแร่สูง ผลการตรวจสอบคุณสมบัติทาง
กายภาพของดินและตะกอนดิน (sediment) พบว่า ลักษณะของดินเป็นดินร่วนปนทราย (sandy 
loam) และตะกอนดินมีลักษณะเป็นดินร่วนปนเหนียว (clay loam) โดยดินและตะกอนดิน
ประกอบด้วยดินเหนียว (clay) 13% และ 35% ตามล าดับ ความชื้นของดิน และตะกอนดินมีค่า
ใกล้เคียงกัน คือประมาณ 10 และ 11% ตามล าดับ ส่วนโลหะหนัก แคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีในดิน
มีปริมาณสูงกว่าในตะกอนดิน โดย แคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีที่พบในดินมีค่าประมาณ 13, 10 และ 
51 เท่าของที่พบในตะกอนดิน นอกจากนั้น ความสามารถในการแลกเปลี่ยนประจุในดินของโลหะหนัก
ทั้ง 3 ชนิดมีค่าสูงกว่าในตะกอนดินเช่นกัน ส่วนธาตุต่าง ๆ ในดินและตะกอนดิน มีค่าไม่แตกต่างกันมาก
นัก คือ N มีปริมาณเท่ากัน ส่วน P ในดินมีค่าเป็น 2 เท่าของตะกอนดิน ในขณะที K ที่พบในตะกอนดิน
มีค่าเป็น 2 เท่าของในดิน (ตารางท่ี 4.1) 

ตารางท่ี 4.1  คุณสมบัติของดิน และตะกอนดิน 

Parameters ดิน ตะกอนดิน 

Type of soil matrix  Sandy loam Clay loam 

Moisture content (%) 10.31 11.36 

pH 7.80±0.2 7.50±0.2 

EC (dS/m) 1.33 0.54 

Total N (%) 0.04 0.04 
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ตารางท่ี 4.1 (ต่อ) คุณสมบัติของดินและตะกอนดิน 

Parameter ดิน ตะกอนดิน 

Total P (mg/l) 200 100 

Total K (mg/l) 620 1,390 

Total Cd (mg/l) 6,250 501 

Total Pb (mg/l) 1,103 114 

Total Zn (mg/l) 368,856 7,223 

Exchangeable Cd (mg/l) 8.15 5 

Exchangeable Pb (mg/l) 0.34 0.27 

Exchangeable Zn (mg/l) 25 8 

 

4.1.2 การคัดแยกแบคทีเรียที่ทนต่อแคดเมียม 

จากการคัดเลือกแบคทีเรียในดินและตะกอนดินในพ้ืนที่ปนเปื้อนแคดเมียม โดยการ
เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่แตกต่างกันและผสมแคดเมียม จ านวน 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
พบว่า สามารถแยกแบคทีเรียที่ความทนทานต่อแคดเมียม ได้จ านวน 521 สายพันธุ์ โดยอาหารเลี้ยง
เชื้อแบคทีเรียชนิด TSA มีจ านวน 207 โคโลนี อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ชนิด PSA มีจ านวน 203 
โคโลนี และอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย AZA มีจ านวน 211 โคโลนี (รูปที่ 4.1) 

      

                                (A)                                                        (B) 
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                                            (C) 

รูปที่ 4.1 โคโลนีของแบคทีเรียในอาหารเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน (A) PSA (B) TSA และ (C) AZA 

4.1.3 การคัดเลือกจุลินทรีย์กลุ่ม PGPR จากดินที่ปนเปื้อนแคดเม่ียม 

จากการศึกษาคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth 
promoting traits) คือ ความสามารถในการสร้างฮอร์โมนพืช (gibberellins และ cytokinins) 
ความสามารถในการละลาย phosphate ความสามารถสร้าง NH3 ความสามารถในการสร้าง ACC 
deaminase และความสามารถในการสร้าง siderophore ของแบคทีเรียทั้ง 521 โคโลนีที่แยกจากดิน
ที่ปนเปื้อนด้วย Cd ผลการศึกษาพบว่า กลุ่มแบคทีเรียที่มีลักษณะของ PGPR สามารถเจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิด PSA ได้ดีที่สุด ตามด้วยอาหารชนิด TSA และ AZA ตามล าดับ โดยกลุ่มจุลินทรีย์ที่เจริญ
บนอาหารชนิด PSA มีความโดดเด่นเหนือกว่ากลุ่มจุลินทรีย์ที่เจริญในอาหาร TSA และ AZA ในด้าน
ของการสร้าง gibberellins และ cytokinins เพราะสามารถพบได้มากถึงเกือบ 73% และ 77% 
ตามล าดับ หรือพบประมาณ 3 ใน 4 ส่วนของแบคทีเรียที่เจริญในอาหาร  ในขณะที่ใน TSA พบ
แบคทีเรียที่สามารถสร้างฮอร์โมนทั้งสองชนิดเพียงประมาณ 25% และในอาหาร AZA พบได้ไม่ถึง 5%  
เช่นเดียวกับความสามารถในการสร้าง IAA ที่พบได้ในกลุ่มแบคทีเรียที่เจริญใน PSA ประมาณ 50% ซึ่ง
สูงกว่าที่พบใน TSA (35%) และ AZA (14%) ในทางตรงข้ามไม่พบความแตกต่างของความสามารถใน
การสร้าง siderophore ของแบคทีเรียในกลุ่มที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ชนิด (รูปที่ 4.2) 
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รูปที่ 4.2  ร้อยละความสามารถสร้างคุณลักษณะ PGP ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (A) AZA (B) PSA 
และ (C) TSA  
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4.2 การคัดเลือกกลุ่ม PGPR ที่คงไว้ซึ่งคุณสมบัติในสภาวะท่ีมีโลหะหนัก  

เพ่ือทดสอบแบคทีเรียกลุ่ม PGPR ว่ายังคงรักษาคุณสมบัติของ PGP trait ภายใต้สภาวะ
แวดล้อมที่มีโลหะหนัก จึงได้ท าการสุ่มเลือกแบคทีเรีย 6 isolates ที่แยกได้จากดินแม่สอดที่ปนเปื้อน
ด้วยแคดเมียม (ในการทดลองที่ 4.1) เพ่ือน ามาทดสอบคุณสมบัติของ PGP trait คือ siderophore, 
ฮอร์โมนพืช, ACC deaminase และความสามารถในการละลายฟอสเฟสในสภาวะแวดล้อมที่มีโลหะ
หนัก 

4.2.1 การผลิต Siderophore 

การหาปริมาณ siderophore (ชนิด hydroxamate และ catechol) กระท าโดยการ
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกทั้ง 6 ชนิด (1RER2, 25R463, 27RER2, 39SHR, 53S462 และ 65R471) 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MM9 ที่ผสม 0.5 mM CdCl2, 2.5 mM Pb(NO)3 หรือ 5 mM ZnSO2.7H2O และ
ไม่ผสมโลหะหนักเพ่ือใช้เป็นกลุ่มควบคุม ผลการทดลองพบว่า ตะกั่วเป็นโลหะหนักชนิดเดียวที่สามารถ
กระตุ้นให้เกิดการสร้าง hydroxymate  ทุก isolates ของ PGPR (ยกเว้น 1RER2 เพียง isolate 
เดียว) สามารถถูกกระตุ้นโดย 2.5 mM ตะกั่ว ให้สร้าง hydroxymate สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05) ในขณะที่โลหะหนักชนิดอ่ืน (0.5 mM Cd และ 5.0 mM Zn) ไม่มีผลกระทบต่อ
การสร้าง hydroxymate แต่อย่างใด (รูปที่ 4.4) รูปที่ 4.3 แสดงว่า ทั้ง isolates 53S462 และ 
65R471 สามารถสร้าง hydroxymate ได้ทัดเทียมกันและมีค่าสูงกว่า isolates อ่ืนในสภาวะแวดล้อม
ทีมี่ตะกั่ว (p <0.05)  ในขณะที่ 1RER2 สร้าง hydroxymate ได้น้อยทีสุ่ด  

 

รูปที่ 4.3 ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง hydroxamate type ภายใต้สภาวะอาหารที่ผสม
โลหะหนัก กราฟแท่งของโลหะหนักชนิดเดียวกันที่มีอักษรต่างกันมีค่าความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05)  
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รูปที่ 4.4 ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง hydroxamate type ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะ
หนัก กราฟแท่งของแต่ละ isolate ของแบคทีเรียที่มีอักษรต่างกันมีค่าความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05)  

ในสภาวะปกติตามธรรมชาติ ที่ไม่ได้เติมโลหะหนักในอาหารเลี้ยงเชื้อ isolate 65R471 
มีความสามารถสร้าง catecholate ได้ในปริมาณสูงสุด เมื่อเทียบกับ isolate อ่ืน (รูปที่ 4.5)  เมื่ออยู่
ภายใต้สภาวะที่มีโลหะหนักทั้ง 3 ชนิดคือ 0.5 mM แคดเมียม, 2.5 mM ตะกั่ว, และ 5 mM สังกะสี 
พบว่า  isolates 1RER2, 25R463, 27RER2 และ 39SHR สามารถสร้าง catecholate ได้ทัดเทียมกัน 
ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญแต่อย่างใด (p < 0.05)  แต่ในภาวะที่มีแคดเมียม มีเพียง 53S462 
และ 65R471 isolates ที่สามารถสร้าง catecholate ได้ทัดเทียมกันและสูงกว่า isolates อ่ืน ๆ อย่าง
มีนัยส าคัญ (p< 0.05) (รูปที่ 4.5) ดังนั้น จึงสามารถจัดล าดับความสามารถของแบคทีเรียที่คัดเลือกใน
การสร้าง catecholate ในสภาวะที่มีแคดเมียมได้ดังนี้ 53S462, 65R471 > 39SHR, 25R463, 
27RER2, 1RER2. 53S462  ภายใต้สภาวะที่มีตะกั่ว isolate 65R471 สร้าง catecholate ได้สูงสุด 
ในขณะที่เมื่อมีสังกะสี isolate 53S462 สร้าง catecholate ได้สูงสุด (รูปที่ 4.5) เมื่อวิเคราะห์
ความสามารถของแต่ละ isolate ของแบคทีเรียในการสร้าง catecholate ภายใต้แต่ละโลหะหนักทั้ง 3 
ชนิด (รูปที่ 4.6) พบว่าสังกะสี มีผลให้แบคทีเรียที่คัดเลือกแทบทุก isolates (ยกเว้น 27RER2 และ 
65R471) สามารถสร้าง catecholate ได้เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ  (p< 0.05) จากกลุ่มควบคุมที่ไม่มี
โลหะหนัก ในขณะที่     แคดเมี่ยม สามารถกระตุ้นให้ isolates 39SHR, 52S462 และ 65R471 สร้าง 
catecholate ให้สูงขึ้น (p <0.05) (รูปที ่4.6) 
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รูปที ่4.5 ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง catecholate type ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก 
โดยกราฟแท่งของโลหะหนักแต่ละชนิดที่มีอักษรต่างกัน มีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
(p < 0.05)  

 

รูปที่ 4.6 ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง catecholate type ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก 
กราฟแท่งของแบคทีเรียแต่ละ isolate ที่มีอักษรต่างกัน มีค่าความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05) 

4.2.2  การผลิตฮอร์โมนพืช 

ท าการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่คัดเลือกทั้ง 6 ชนิด (1RER2, 25R463, 
27RER2, 39SHR, 53S462, and 65R471) ในการสร้างฮอร์โมนพืช คือ IAA และ gibberellin (GA) 
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โดยน าไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด SMM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่ผสมโลหะหนัก 0.5 mM Cd, 2.5 
mM Pb หรือ 5.0 mM Zn. ผลการทดลองพบว่า ในภาวะปกติ ที่อาหารเลี้ยงเชื้อไม่มีโลหะหนัก 
isolate ของแบคทีเรียที่ผลิต GA ได้สูงสุดทัดเทียมกันคือ 53S462 และ 65R471 ซึ่งผลิตได้สูงถึง 
4.99±0.35 และ 5.76±2.69 mg/l ตามล าดับ (รูปที 4.7) ในสภาวะที่มีโลหะหนัก ผลการสร้าง GA มี
แนวโน้มลดลงเกือบทุก isolates ยกเว้น 1RER2 ทีแ่คดเมียมและสังกะสีไม่มีผลกระทบต่อการสร้าง GA 
และ 25R463 ที่สามารถสร้าง GA ได้เพ่ิมขึ้นภายใต้สภาวะที่มีแคดเมียม ตะกั่ว และ สังกะสี (p <0.05) 
อย่างไรก็ตาม 53S462 and 65R471 ที่ผลิต GA ในภาวะปกติที่ไม่มีโลหะหนักได้สูงสุด ก็ยังคงสามารถ
สร้าง GA ในสภาวะที่มีโลหะหนักทั้ง 3 ชนิดได้ แม้ปริมาณ GA ที่ผลิตจะลดลงมากก็ตาม แต่ก็ยังถือว่า
สามารถผลิต GA ได้สูงกว่า isolate อ่ืน ภายใต้สภาวะของความเครียดของโลหะหนัก (รูปที ่4.7-4.8) 

  

 

รูปที่ 4.7 ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง gibberellin ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก โดย
กราฟแท่งที่ไม่มีโลหะหนัก หรือมีโลหะหนักแต่ละชนิดที่มีอักษรต่างกันมีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05)  
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รูปที่ 4.8 ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง gibberellin ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก โดย
กราฟแท่งของแต่ละ isolate ของแบคทีเรียที่มีอักษรต่างกันมีค่าความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05)  

 

การศึกษาปริมาณของ IAA ของแบคทีเรียที่คัดเลือกในสภาวะที่มี หรือ ไม่มี มี 500 
µg/ml L-tryptophan พบว่า ในสภาวะที่มี L-tryptophan  แบคทีเรียสามารถสร้าง IAA ได้สูงกว่า
เมื่อไม่มี L-tryptophan ซึ่งเป็นไปตามความคาดหมาย แต่แม้ในสภาวะที่ไม่มี L-tryptophan 
แบคทีเรียที่คัดเลือกไว้ทั้ง 6 isolates ก็ยังสามารถสร้าง IAA ได้ แต่ในปริมาณที่น้อยกว่าเมื่อมี L-
trytophan หลายเท่าตัว (รูปที่ 4.9 และ 4.11) ในสภาวะที่มี L-trytophan  isolate ของแบคทีเรียที่มี
ความสามารถสร้าง IAA สูงสุดทั้งในสภาวะปกติที่ไม่มี หรือ มีโลหะหนักเรียงล าดับจากมากสุดไปน้อย
สุดคือ 53S462 > 65E471 > 39SHR, 25R463 > 27RER2, 1RER2 (รูปที่ 4.9) ส่วนในภาวะที่ไม่มี L-
tryptophan isolate 53S462 ก็ยังคงความสามารถสูงสุดในการสร้าง IAA ทั้งในภาวะที่ไม่มี หรือ มี
โลหะหนักอยู่เช่นเดิม  (รูปที่ 4.11)  แต่เมื่อไม่มี L-tryptophan isolate ที่เหลือเกือบทั้งหมดไม่ค่อยมี
ความแตกต่างในการสร้าง IAA ไม่ว่าจะมี หรือ ไม่มีโลหะหนัก ยกเว้น isolate 65R471 ที่สามารถสร้าง 
IAA ไดสู้งเป็นอันดับสอง รองจาก 53S462 ภายใต้ภาวะที่มีสังกะสี (รูปที่ 4.11)  นอกจากนั้น ข้อมูลใน
รูปที่ 4.10 ชี้แนะว่า ในสภาวะที่มี L-tryptophan แบคทีเรียที่คัดเลือกส่วนใหญ่สร้าง IAA ได้เพ่ิมขึ้น
ภายใต้ภาวะที่มีโลหะหนัก  โดยเฉพาะ isolates 53S462, 65R471, 39SHR และ 25R463 ที่เพ่ิมการ
สร้าง IAA เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อผสมตะกั่ว และแคดเมียม (ยกเว้น 53S462 ที่ไม่มีการสร้างเพ่ิมขึ้นเมื่อมี
แคดเมียม) (รูปที่ 4.10) แต่ในทางตรงกันข้าม ในภาวะที่ไม่มี L-tryptophan  การสร้าง IAA ของ 
isolate ส่วนใหญ่มีค่าไม่เปลี่ยนแปลง หรือ ลดลงเมื่อมีโลหะหนักผสมในอาหาร (รูปที่ 4.12)  

ab a 

b 

b 

d 

b 

b b 
ab ab a 

a 
c c 

ab 

a 

b 

a 

a 
d 

a ab 

c 

a 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1RER2 25R463 27RER2 39SHR 53S462 65R471

G
ib

b
er

el
li

n
 c

o
n

cc
e
n

tr
a

ti
o

n
 (

m
g

/l
) 

Bacteria 

Control 0.5 mMCd 2.5 mMPb 5.0 mMZn



49 

 

 

รูปที่ 4.9  ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง IAA ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก และผสม L-
tryptophan โดยกราฟแท่งของ isolate ที่ไม่มี หรือ มีโลหะหนักชนิดเดียวกันที่มีอักษร
ต่างกันมีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05)  

 

 

 

รูปที่ 4.10  ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง IAA ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก และผสม L-
tryptophan โดยกราฟแท่งของแต่ละ isolate ของแบคทีเรียที่มีอักษรต่างกันมีค่าความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05)  

a 
b 

a 
b 

d 

c 

a 

b 

a 

b 

c 
b 

a 

b 

a 

b 

d 

c 

a a 
a 

a 

b 
c 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

1RER2 25R463 27RER2 39SHR 53S462 65R471

IA
A

 c
o

n
ce

n
tr

a
ti

o
n

 (
m

g
/l

) 

Bacteria 

Control 0.5 mMCd 2.5 mMPb 5.0 mMZn

b 
b 

b 
b 

b 

a 

b 

c 

a 

c 

b 
b 

b 

d 

b 

d 

c 

c 

a a 
a 

a 

a 
b 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

1RER2 25R463 27RER2 39SHR 53S462 65R471

IA
A

 c
o

n
ce

n
tr

a
ti

o
n

 (
m

g
/l

) 

Bacteria 

Control 0.5 mMCd 2.5 mMPb 5.0 mMZn



50 

 

 

รูปที่ 4.11  ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง IAA ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก และไม่ผสม 
L-tryptophan โดยกราฟแท่งของ isolate ที่ไม่มี หรือ มีโลหะหนักชนิดเดียวกันที่มีอักษร
ต่างกันมีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) 

 

 

รูปที่ 4.12  ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง IAA ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก และไม่ผสม 
L-tryptophan โดยกราฟแท่งของแต่ละ isolate ของแบคทีเรียที่มีอักษรต่างกันมีค่าความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05)  
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4.2.3 ความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

การหาศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่คัดเลือกในการละลายฟอสเฟส กระท าโดย
การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกทั้ง 6 ชนิด (1RER2, 25R463, 27RER2, 39SHR, 53S462 และ 
65R471) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NBRIP ที่ผสม 0.5 mM CdCl2, 2.5 mM Pb(NO)3 หรือ 5 mM 
ZnSO2.7H2O หรือไม่ผสมโลหะหนักในกลุ่มควบคุม (รูปที่ 4.13) ผลการตรวจสอบปริมาณฟอสเฟตที่
หลั่งสู่อาหารเลี้ยงเชื้อ สืบเนื่องจากความสามารถของแบคทีเรียในการละลาย tri-calcium phosphate  
พบว่าทุก isolates ของแบคทีเรียมีศักยภาพในการละลายฟอสเฟต แต่มากน้อยต่างกัน  เมื่อไม่มีโลหะ
หนัก แบคทีเรีย isolates 25R463, 53S462 มีความสามารถละลายฟอสเฟตได้ทัดเทียมกัน และ
มากกว่า isolate อ่ืน โดย isolate 25R463 มีศักยภาพใกล้เคียงกับ 65R471 ด้วย (รูปที่ 4.13)  ใน
สภาวะที่ผสมด้วยแคดเมียม และ ตะกั่ว  isolates 53S462 และ 65R471 สามารถละลายฟอสเฟตได้
ทัดเทียมกัน และสูงกว่า isolate อ่ืน ในขณะที่เมื่อมีสังกะสี 65R471 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการ
ละลายฟอสเฟต อย่างไรก็ตาม ในสภาวะที่มีความเครียดของโลหะหนัก ความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟตของแบคทีเรียทุก isolates มีค่าลดลงจากสภาวะปกติ ที่ไม่มีโลหะหนัก ยกเว้น isolates 
25R463 และ27RER2 ที่ตะกั่วไม่มีผลต่อความสามารถดั้งเดิมในการละลาย phosphate ของแบคทีเรีย 
(รูปที่ 4.14) อนึ่ง ความแตกต่างในการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียไม่ได้ขึ้นกับค่า pH ของอาหาร ไม่
ว่าจะมี (รูปที่ 4.15 A) หรือ ไม่มีโลหะหนัก (รูปที่ 4.15 B-D ) โดยค่า pH ของอาหารที่ inoculate ด้วย
แต่ละ isolate มีค่าค่อนข้างใกล้เคียงกันคือประมาณ 5-6 (รูปที่ 4.15) 

 

 

รูปที่ 4.13 ความสามารถของแบคทีเรียในการละลายฟอสเฟตภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก กราฟ
แท่งที่ไม่มีโลหะหนัก หรือ ที่มีโลหะหนักชนิดเดียวกันที่มีอักษรต่างกัน  มีค่าความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05)  
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รูปที่ 4.14 ความสามารถของแบคทีเรียในการละลายฟอสเฟตภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก โดยกราฟ
แท่งของแต่ละ isolate ของแบคทีเรียที่มีอักษรต่างกันมีค่าความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05)  
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รูปที่ 4.15  ความสัมพันธ์ระหว่างฟอสเฟตและความเป็นกรด-ด่าง ในสภาวะที่ผสมโลหะหนักต่างๆ (A) 
ควบคุม (B) แคดเมียม (C) ตะกั่ว และ (D) สังกะสี 

 

4.2.4 การผลิต ACC deaminase 

การศึกษากิจกรรมของ ACC deaminase (Penrose and Glick, 2003) กระท าโดยหา
ปริมาณ α –ketobutyrate ภายใต้สภาวะการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ผลการศึกษา (รูปที่ 
4.16) พบว่าแบคทีเรียทั้งหมดสามารถสร้าง ACC deaminase ได้ในสภาวะที่ไม่มีโลหะหนัก และใน
สภาวะที่มีโลหะหนัก แบคทีเรียทั้งหมดยังคงสามารถสร้าง ACC deaminase ได้ ยกเว้นในสภาวะที่
ผสมแคดเมียม ที่ไม่มี isolate ใดสามารถใช้ ACC เป็นแหล่งก าเนิดของ nitrogen (ไม่ได้แสดงในกราฟ) 
ในสภาวะที่ผสมสังกะสี (รูปที่ 4.16)  พบว่า แบคทีเรียมีความสามารถในการสร้าง ACC deaminase 
เรียงล าดับจากมากไปน้อยดังนี้คือ 27RER2 > 1RER2 > 25R463 > 65R471, 53S462, และ 39SHR  
ซึ่งมีค่าของ ACC deaminase ประมาณ 8,671, 6,812, 1,651 และประมาณ 52 µmol/hr/mg 
ตามล าดับ  ในสภาวะที่ผสมตะกั่ว isolate ของแบคทีเรียที่คัดเลือกไว้ทั้งหมดไม่มีความแตกต่างของ
การสร้าง ACC deaminase (รูปที่ 4.16)รูปที่ 4.17 แสดงชัดว่า isolates 39SHR และ 65R471 มี
ความสามารถสร้าง ACC deaminase ได้ลดลง เมื่อมีตะกั่วและสังกะสี  แต่ isolate 1RER2, 25R463, 
และ 27RER2 มีความสามารถสร้าง ACC deaminase ได้สูงขึ้นภายใต้สภาวะของสังกะสี  ในขณะที่
ตะกั่วไม่มีผลกระทบต่อการสร้างแต่อย่างใด (รูปที่ 4.17) 
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รูปที่ 4.16 ความสามารถของแบคทีเรียในสร้าง ACC deaminase ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก 
กราฟแท่งที่ไม่มีโลหะหนัก หรือ ที่มีโลหะหนักชนิดเดียวกันที่มีอักษรต่างกัน  มีค่าความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05)  

 

 

รูปที่ 4.17  ความสามารถของแบคทีเรียในสร้าง ACC deaminase ภายใต้สภาวะที่ผสมโลหะหนัก 
โดยกราฟแท่งของแต่ละ isolate ของแบคทีเรียที่มีอักษรต่างกันมีค่าความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05)  
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4.3 การคัดเลือก PGPR ที่สามารถทนต่อความเป็นพิษของแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีสูงและระบุ
ชนิด PGPR ที่คัดเลือก 

4.3.1 การทดสอบความทนทานต่อโลหะหนัก  

จากการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่คัดเลือก ทั้ง 6 ชนิด คือ 1RER2 25R463 
27RER2 39SHR 53S462 และ 65R471 ในการทนต่อโลหะหนักทั้ง 3 ชนิด คือ แดคเมียม ตะกั่ว และ
สังกะสี และรายงานผลเป็นค่าความเข้มข้นต่ าสุดของโลหะหนักที่สามารถยับยั้งการเจริญ (minimum 
inhibitory concentration; MIC) พบว่าแบคทีเรียทั้ง 6 ชนิด มีความสามารถในการทนต่อพิษของ
แคดเมียมน้อยสุด รองลงมาคือ ตะกั่ว และสามารถทนต่อสังกะสีได้มากที่สุด ดังมีค่า MIC ส าหรับ
แคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีอยู่ที่ช่วง 0.5-3.5, 3-9 และ 5-10 mM ตามล าดับ (ตารางที่ 4.2) โดย 
isolate 65R471 มีความสามารถสูงสุดในการทนต่อแคดเมียม (MIC = 3.5 mM) isolate  25R463 
และ 27RER2 สามารถทนต่อตะกั่วได้สูงที่สุด (MIC = 9 mM) ในขณะที่ 1RER2, 27RER2, 39SHR 
และ 53S462  สามารถทนต่อสังกะสีได้สูงสุดและทัดเทียมกันถึง 10 mM (ตารางท่ี 4.2) 

 

ตารางท่ี 4.2  ความสามารถของแบคทีเรียในการทนต่อพิษของโลหะหนัก 
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4.3.2 การระบุชนิดของแบคทีเรียที่คัดเลือก 

การระบุชนิดของแบคทีเรีย PGPR ที่คัดเลือกไว้ 6 ชนิด นอกจากการพิสูจน์ทางสัณฐาน
วิทยาแล้ว งานวิจัยนี้ได้มีการทดสอบทางพันธุกรรม โดยใช้ 16S rDNA ร่วมด้วย โดยเริ่มต้น ดูจากขนาด
ของ 16S rDNA ของผลลัพท์ที่ได้จากปฎิกริยา PCR (16S rDNA PCR amplification product) และ
ยืนยันด้วยการหาล าดับเบส (sequence) ของ PCR amplicon (gene product ที่ได้จากปฎิกริยา 
PCR)  ตามด้วยการท า 16S rDNA sequence analysis โดยใช้ฐานข้อมูล GeneBank (GeneBank 
database) เพ่ือหาชนิดแบคทีเรียที่มีความสอดคล้อง (homology) ใกล้เคียงที่สุดกับ 16S rDNA 
sequence ที่ได้ 

ผลการศึกษาลักษณะรูปร่างและลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรีย ทั้ง 6 ชนิด พบว่า
แบคทีเรียทั้ง 6 ชนิดเป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีลักษณะเป็นแท่งทรงกระบอก ไม่มีการสร้างสปอร์ ไม่มี
การเคลื่อนที่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และมีการสร้าง catalase และสร้าง oxidase (ยกเว้น 27RER2 และ 
39SHR ที่ไม่สร้าง oxidase) 25R463 เป็นเพียง isolate เดียวที่สามารถสร้างเอนไซม์ tryptophanase  
และสลาย tryptophan เกิด indole ได้  1RER2 และ 53S462 เป็น oxidative ในขณะที่ isolate อ่ืน
เป็น fermentative ในการ metablize glucose ใน O-F test นอกจากนั้น เกือบทุก isolates 
สามารถ reduce nitrate ได้  มีเพียง 27RER2 และ 39SHR ที่ไม่สามารถสร้างเอนไซม์ nitrate 
reductase (ตารางที่ 4.3 และตารางท่ี 4.4)   

ขนาดของ 16S rDNA ของ PCR amplification product ของ PGPR ทั้ง 6 isolates 
แสดงในรูปที่ 4.18 ซึ่งแสดงว่า 16S rDNA PCR product ที่ได้ของทั้ง 6 isolates มีค่าใกล้เคียงกัน คือ
อยู่ที่ประมาณ 1,500 bp ส่วนผลการหาระดับการเรียงตัวของล าดับเบส (sequence) ของยีน และ ผล
จากการวิเคราะห์เทียบกับฐานข้อมูล GeneBank พบว่าทั้ง 6 isolates 1RER2, 25R463, 27RER2, 
39SHR, 53S462, and 65R471 มีความสอดคล้องหรือใกล้เคียงกับ Arthrobacter sp, Aeromonas 
sp, Arthrobacter sp, Microbacterium sp, Pseudomonas sp และ Pseudomonas sp 
ตามล าดับมากท่ีสุด โดยบางส่วนของล าดับของ 16S rDNA ของ 1RER2 (1456 bp) มีความสอดคล้อง
ร้อยละ 95 กับ Arthrobacter sp EH66, 25R463 (1716 bp) มีความสอดคล้องร้อยละ 99 กับ 
Aeromonas sp CECT7082, 27RER2 (1578 bp) มีความสอดคล้องร้อยละ 97 กับ Arthrobacter  
sp MTR44, 39SHR (1422bp) มีความสอดคล้องร้อยละ 98 กับ Microbacterium paraoxydans 
strain M2, 53S462 (1722 bp) มีความสอดคล้องร้อยละ 98 กับ Pseudomonas sp. GBA738, และ 
65R471 (1714 bp) มีความสอดคล้องร้อยละ 99 กับ Pseudomonas sp.J3121  (ตารางท่ี 4.5) 
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ตารางท่ี 4.3 สัณฐานวิทยาของแบคทีเรียแต่ละ isolate ที่คัดเลือก 

 
Isolate รูปร่างเซลล์ ย้อมติดสี 

แกรม 

รูปร่างและลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็ง TSA 

1RER2 Rod Positive White, Circular, 
Entire, Smooth, 
Convex 

 

25R463 Rod Negative White , Circular, 
Entire, Smooth, 
Umbonate 

 

27RER2 Rod Positive White, Circular, 
Entire, Smooth, 
Convex 

 

39SHR Rod Positive Yellow, Circular, 
Entire, Smooth, 
Convex 

 

53S462 Rod Negative White, Circular, 
Entire, Smooth, 
Umbonate 
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Isolate รูปร่างเซลล์ ย้อมติดสี 

แกรม 

รูปร่างและลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็ง TSA 

65R471 Rod Negative White, Circular, 
Entire, Smooth, 
Convex 

 

 

 

ตารางท่ี 4.4  แสดงผลการทดสอบลักษณะทางชีวเคมีของ PGPR ที่คัดเลือก 

 
Characteristics 1RER2 25R463 27RER2 39SHR 53S462 65R471 

Catalase + + + + + + 

Oxidase + + - - + + 

TSI NC/K 
H2S-,g- 

A/K 
H2S-,g+ 

A/A 
H2S-,g- 

NC/K 
H2S-,g- 

K/K 
H2S-,g- 

K/K 
H2S-,g- 

Lysine Purple(+) Yellow(-) Purple(+) Purple(+) Purple(+) Purple(+) 

Simmon’s Citrate Green(-) Blue(+) Green(-) Green(-) Blue(+) Blue(+) 

Motile in media - - - - - - 

Indole Yellow (-) Pink(+) Yellow(-) Yellow(-) Yellow(-) Yellow(-) 

MR-VP -/- -/+ +/+ -/- -/- -/- 
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ตารางที่ 4.4 (ต่อ) 

Characteristics 1RER2 25R463 27RER2 39SHR 53S462 65R471 

O-F test Oxi Fer Fer Fer Oxi NGF 

LST (gas) _ _ _ _ _ _ 

Nitrate reduction Pink Pink Clear/ 
Pink 

Clear/ 
Pink 

Pink Pink 

TSI (Triple Sugar Iron Agar): NC/K = no change slant/alkaline bottom, A/K = acid 
slant/alkaline bottom, K/K = alkaline slant/alkaline bottom, g = gas 
MR-VP (Methyl Red-Voges Proskauer), O-F test (Oxidative-Fermentative test): Oxi = 
oxidative, Fer= fermentative, LST (Lauryl sulphate tryptose broth 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.18  ผลลัพธฺของปฎิกริยา PCR  (lane M = marker, A = 1RER2, B = 25R463,        
C =27RER2, D = 39SHR, E = 53S462 และ F = 65R471) 

  

 

M   A   B   C   D  E   F 
10,000 → 

 
1,500 → 
1,000 → 
 500 → 

bp 
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ตารางท่ี 4.5 การจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย 

 

Strain Closest described relative Accession No bp %Similarity  

1RER2 Arthrobacter sp. EH66 GU339291.1 1456 95 

25R463 Aeromonas tacta CECT7082 HQ832416.1 1716 99 

27RER2 Arthrobacter sp MTR-44 EU034524.1 1578 97 

39SHR Microbacterium paraoxydans strain M2 EU714377 1422 98 

53S462 Pseudomonas plecoglossicida GBA738 HM209783.1 1722 98 

65R471 Pseudomonas putida J3121 EF203210.1 1714  99 

 

4.4 ผลการทดสอบความไวต่อยาปฎิชีวนะของ PGPR ที่คัดเลือก 

การทดสอบความไว (sensitivity) หรือดื้อ (resistance) ต่อยาปฎิชีวนะประเมินจาก
เส้นผ่าศูนย์กลางของวงใส (inhibition zone) รอบแผ่น disk ที่เคลือบยาปฎิชีวนะตามมาตรฐานของ 
NCCLS  ผลการทดสอบพบว่า ทั้ง 6 isolates ของ PGPR ที่คัดเลือกดื้อต่อยาปฎิชีวนะ colistin 
sulphate ส่วน isolate 27RER2 มีความไวต่อยาปฎิชีวนะเกือบทั้งหมดที่ทดสอบ (ยกเว้น colistin 
sulphate) ในขณะที่ทั้ง isolates 53S462 และ 65R471 ดื้อต่อยาปฎิชีวนะที่ทดสอบเกือบทั้งหมด 
ยกเว้นมีค่าก้ าก่ึงอยู่ระหว่างความไวและการดื้อ (intermediate) ต่อ neomycin (ตารางที 4.6)   
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ตารางท่ี 4.6  การทดสอบความไวต่อยาปฎิชีวนะของกลุ่ม PGPR แบคทีเรียท่ีคัดเลือก 
 

 
ยาปฎิชีวนะ  

(AB) 

 
ปริมาณ 
AB (µg) 

เส้นผ่าศูนย์กลางของ inhibition zone (mm) ของแต่ละ isolate 

1RER2 25R463 27RER2 39SHR 53S462 65R471 

Chloramphenicol 30 47 (S) 30(S) 52 (S) 21 (I) 14 (R) 10 (R) 

Erythromycin 15 48 (S) 30(S) 52 (S) 45 (S) NZ (R) NZ (R) 

Streptomycin 10 22 (I) 18 (I) 28 (S) 22 (I) 12 (R) 11 (R) 

Neomycin 30 21 (I) NZ(R) 27 (S) 23 (I) 18 (I) 18 (I) 

Colistin sulphate 10 10 (R) NZ(R) NZ (R) NZ (R) 11 (R) 7 (R) 

Tetrycycline 30 16 (I) 18 (I) 22 (I) 10 (R) NZ (R) 7 (R) 

NZ = no clear zone, R = resistance, I = intermediate, and S = susceptibility.  

4.5  ผลของ PGPR ที่คัดเลือกต่อการเจริญเติบโต และการดูดซับโลหะหนักของหญ้าแฝก 

4.5.1 ผลของ PGPR ต่อการดูดซับโลหะหนักของหญ้าแฝกใน axenic culture 

การตรวจสอบความสามารถของ PGPR ที่คัดเลือกทั้ง 6 isolates ในการส่งเสริมการ
เจริญและการดูดซับของโลหะหนักของพฤกษบ าบัด กระท าการทดลองในหญ้าแฝก โดยเลือก ecotype 
สุราษฎร์ธานี (ST) เป็นตัวแทนของหญ้าแฝกลุ่ม (V. zizanioides) และ ecotype ราชบุรี (RC) เป็น
ตัวแทนของหญ้าแฝกดอน (V. nemoralis) ในเบื้องต้น เลือกใช้สภาวะการทดสอบเป็นแบบ axenic 
culture ผลการทดลองพบว่าแฝกลุ่ม (ST) สามารถสะสมแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีไว้ที่ส่วนรากได้
สูงกว่าส่วนยอด และการได้รับแบคทีเรีย PGPR ไม่ค่อยมีอิทธิพลต่อลักษณะของการสะสมโละหนักทั้ง 
3 ชนิดว่าอยู่ที่ส่วนราก หรือ ส่วนยอดมากกว่ากัน (รูปที่ 4.19 A-C) หญ้าแฝกลุ่มสามารถสะสม
แคดเมียมได้ต่ ากว่าหญ้าแฝกดอน  การ inoculate isolate 65R471 สามารถเพ่ิมการสะสมแคดเมียม
ในหญ้าแฝกลุ่มให้สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) โดยเปลี่ยนการสะสมจากส่วนรากไปสู่ยอด (รูปที่ 
4.19 A) แต่อย่างไรก็ตาม การ inoculate PGPR ของ isolate ที่เหลือไม่ได้เพ่ิมประสิทธิภาพของการ
สะสมแคดเมียม (รูปที่ 4.19 A) เช่นเดียวกันกับที่ทุก isolates ของ PGPR ไม่มีอิทธิพลต่อการสะสม
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สังกะสีในหญ้าแฝกลุ่มแต่อย่างใด เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแบคทีเรีย (รูปที่ 4.19 C) มีข้อน่า
สังเกตว่า การ inoculate 65R471 ช่วยให้หญ้าแฝกลุ่มสามารถสะสมสังกะสีได้สูงกว่าการ inoculate 
ด้วย isolate อ่ืนที่เหลืออย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) (รูปที่ 4.19 C)  ส าหรับการสะสมตะกั่ว การ 
inoculate ด้วย PGPR ทุก isolates ที่คัดเลือกสามารถลดการสะสมตะกั่วได้อย่างมีนัยส าคัญ (p < 
0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแบคทีเรีย ยกเว้นในกรณีของ 53S462 เพียง isolate เดียวที่
ไมพ่บการผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลงการสะสมของตะกั่วแต่อย่างใด (รูปที่ 4.19 B) 

ส าหรับแฝกดอน (RC) สามารถสะสมแคดเมียมที่รากได้สูงกว่าส่วนยอด .และสามารถ
สะสมตะกั่วและสังกะสีที่ส่วนยอดมากกว่าส่วนราก ไม่ว่าจะได้รับ หรือไม่ได้รับ PGPR แบคทีเรีย และ
เป็นลักษณะเช่นนี้ เหมือนกันหมดในทุก isolates ของแบคทีเรีย (รูปที่ 4.19 A-C) การ inoculate 
isolates 1RER2 และ 65R471 ช่วยส่งเสริมการสะสมแคดเมียมให้เพ่ิมขึ้นกว่ากลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับ
แบคทีเรียอย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) .ในขณะที่ isolates อ่ืนที่เหลือ ไม่ได้ช่วยส่งเสริมการสะสมของ
แคดเมียมแต่อย่างใด (รูปที่ 4.19 A) ส าหรับการสะสมตะกั่ว พบว่าให้ผลที่คล้ายกับแฝกลุ่ม ที่แทบทุก 
isolates ของ PGPR ที่คัดเลือกสามารถลดการสะสมตะก่ัวได้อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(p <0.05) (รูปที่ 4.19 B) ในทางตรงกันข้าม การ inoculate PGPR ทุก isolates ในแฝกดอนสามารถ
ส่งเสริมการสะสมสังกะสีให้เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแบคทีเรีย (p 
<0.05) โดยเฉพาะ isolates 1RER2 และ 39SHR มีศักยภาพการสะสมสังกะสีต่อวัน (TAR) ได้สูงสุด 
(รูปที่ 4.19 C)  
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รูปที่ 4.19  การสะสมโลหะหนักของแฝกลุ่ม (ST) และแฝกดอน (RT) ที่ไม่ได้รับ หรือ ได้รับ 
PGPR ที่คัดเลือก เมื่อเจริญในอาหารที่มีแคดเมียม (A) ตะกั่ว (B) และ สังกะสี (C) 
กราฟแท่งของecotype เดียวกันของหญ้าแฝกที่มีอักษรต่างกันมีค่าแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ (p <0.05) 

 

4.5.2  การอยู่ร่วม (colonization) ของ PGPR ในหญ้าแฝก 

ภายหลังการ inoculate 1x108 CFU/ml ของแต่ละ isolate ของ PGPR ที่หญ้าแฝก (V. 
nemoralis; ราชบุรี ecotype) เป็นเวลา 15 วัน การ colonization ของแบคทีเรียที่ส่วนราก ถูก
ตรวจสอบและรายงานเป็นค่า log ของจ านวนโคโลนีต่อกรัมน้ าหนักแห้งของราก (log colony 

 

 

(B) 
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แฝก ชนิด V. nemoralis มาปลูกในกระถางพลาสติกที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วทั้งชุดควบคุมและชุดทดลอง 
แล้วท าการผสมโลหะหนัก คือ แคดเมี่ยม (33.57 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) ตะกั่ว (574.47 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม) และสังกะสี (238.90 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) ลงในดินรวมกัน  ดูแลรดน้ าเป็นเวลา 30 วัน ผล
การทดลอง (รูปที่ 4.21 และตารางท่ี 4.8) พบว่าการใส่เชื้อแบคทีเรีย PGPR isolates  65R471 และ 
53S462 สามารถเพ่ิมการสะสมเฉพาะสังกะสีในหญ้าแฝก V. nemoralis  แต่ไม่มีผลในการสะสมตะกั่ว
และลดการสะสมแคดเมียม เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้ใส่เชื้อแบคทีเรีย (รูปที่ 4.22)  อย่างไร
ก็ตาม การใส่แบคทีเรียในชุดทดลองที่ผสมโลหะหนักสามารถเพ่ิมปริมาณคลอโรฟิลล์รวมในหญ้าแฝกได้
อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะในหญ้าแฝกท่ี inoculate ด้วย 53S462  มีการเพ่ิมทั้ง chlorphoyll a 
และ b อย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) ประมาณ 24% และ 29% ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม ส่วนหญ้าแฝกที่ inoculate ด้วย 65R471 มีการเพ่ิม chlorophyll a จากกลุ่มควบคุมถึงเกือบ 
58% แต่เป็นการเพ่ิมเฉพาะ chlorophyll a เท่านั้น เพราะปริมาณ chlorophyll b ของหญ้าแฝกที่
ได้รับ 65R471 ในกลุ่มนี้ กลับมีค่าลดลงประมาณ 13% (p< 0.05)  ผลการศึกษาความสามารถในการ
ล าเลียงโลหะหนักจากรากสู่ยอด พบว่าค่า translocation factor หรือ TF ส าหรับสังกะสีในกลุ่ม
ควบคุมมีค่าสูงกว่ากลุ่มทดลองที่ได้รับแบคทีเรีย PGPR มาก โดยค่า TF ของสังกะสีในกลุ่มควบคุมมีค่า
เป็น 11 เท่า และ 28 เท่า (โดยประมาณ) ของกลุ่มทดลองที่ใส่เชื้อ 53S462 และ 65R471 ตามล าดับ 
อย่างไรก็ตาม ค่า TF ของแคดเมียมในกลุ่มท่ีใส่เชื้อ 65R471 มีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุม ประมาณเกือบ 6 
เท่า (ตารางที่ 4.9) 

 

 

รูปที่ 4.21  ความสามารถของ V. zizanioides ในการสะสมโลหะหนัก ในกรณีของกลุ่มควบคุมท่ีไม่
ใส่เชื้อแบคทีเรีย (A) กลุ่มทดลองท่ีใส่เชื้อแบคทีเรียชนิด 53S462 (B) และ ใส่เชื้อ
แบคทีเรียชนิด 65R471 (C)  

 

A B C 
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รูปที่ 4.22  ความสามารถของแบคทีเรียในการส่งเสริมการสะสมโลหะหนักในหญ้าแฝก V.nemoralis 
โดยมีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) ตามชนิดของโลหะหนัก 
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บทท่ี 5 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

ผลกระทบการท าเหมืองแร่ที่ท าให้เกิดการปนเปื้อนของโลหะหนักในสภาวะแวดล้อมนับเป็น
ปัญหาส าคัญในระดับกว้าง ที่นักวิทยาศาสตร์ให้ความส าคัญและร่วมหาแนวทางแก้ไขปัญหาดังกล่าวที่
ต้องมีทั้งประสิทธิภาพและประสิทธิผล  วิธีทางพฤษบ าบัดที่ใช้พืชในการลด การย้าย การย่อยสลาย 
และการป้องกันการเคลื่อนย้ายของโลหะหนักในดิน นับเป็นวิธีหนึ่งที่เหมาะสม เนื่องจากมีความคุ้มค่า
ทางเศรษฐกิจ และมีประสิทธิภาพดี (Sekhar et al., 2005; Fischerová et al., 2006). อย่างไรก็ตาม 
ปัญหาการเจริญเติบโตที่ช้า และมีปริมาณมวลต่ าของพืชในบริเวณที่ปนเปื้อนด้วยโลหะหนักเป็น
ข้อจ ากัดส าคัญยิ่งของการใช้พืชเพ่ือบ าบัด และ ฟ้ืนฟูบริเวณที่ปนเปื้อน  (Kumar et al., 1995; Burd 
et al., 2000) ทั้งนี้อาจเนื่องจากดินมปีริมาณธาตุอาหารต่ า ขาดความอุดมสมบูรณ์ มีค่าความเป็นกรด-
ด่างสูง รวมทั้งมีโลหะหนักที่ปนเปื้อนในปริมาณสูง นักวิทยาศาสตร์จึงได้หาแนวทางแก้ไขโดยใช้กลุ่ม
แบคทีเรียที่ส่งเสริมการเจริญของพืช เรียกรวมกันว่า plant growth promoting rhizobacteria หรือ 
PGPR มาประยุกต์ใช้ในการเพ่ิมประสิทธิภาพของพฤกษบ าบัด โดยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชใน
บริเวณที่มีการปนเปื้อน ดังนั้น โครงการวิจัยนี้ จึงท าการคัดเลือกแบคทีเรียกลุ่ม PGPRs จากบริเวณ 
บริษัทผาแดงอินดัสทรี (มหาชน) ที่ปนเปื้อนด้วยแคดเมียม เพ่ือให้ได้แบคทีเรียกลุ่ม PGPR ที่สามารถ
ทนต่อพิษโลหะหนัก สามารถเจริญได้ในบริเวณที่ปนเปื้อน และมีคุณสมบัติ ในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช เพ่ือน ามาประยุกต์ใช้ร่วมกับพืชในทางพฤษบ าบัด  ซึ่งโครงการนี้ เลือกใช้หญ้าแฝก 
โดยใช้ทั้งหญ้าแฝกลุ่ม (V. zizanioides) และหญ้าแฝกดอน (V nemoralis) เป็นพืชทดลองในวิธีการ
ทางพฤษบ าบัดเพ่ือก าจัดโลหะหนัก เพราะหญ้าแฝกเป็นพืชท้องถิ่นในประเทศไทย และเป็นพืชใน
โครงการพระราชด าริที่ใช้ด้านอนุรักษ์ดินและน้ าอยู่แล้ว หญ้าแฝกมีคุณสมบัติที่เหมาะสม เพราะเจริญ
ได้รวดเร็ว มีรากหยั่งลึก สามารถดูดซับได้สูง ทนแล้ง ทนภาวะน้ าท่วม และสามารถเจริญได้แม้ในภาวะ
ทีด่ินขาดความอุดมสมบูรณ์ และที่ส าคัญ เคยมีรายงานว่า หญ้าแฝกสามารถก าจัดโลหะหนักที่ปนเปื้อน
ในดิน งานวิจัยนี้ จึงท าการสกัดคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม PGPR ที่สามารถเจริญได้ดีในบริเวณที่ปนเปื้อน
ด้วยโลหะหนัก เพ่ือตรวจสอบความสามารถของกลุ่มPGPR ที่คัดเลือกได้ ในการส่งเสริมการเจริญ และ
การดูดซับโลหะหนักของหญ้าแฝกที่เจริญในสภาวะแวดล้อมที่ปนเปื้อนด้วยโลหะหนักในปริมาณสูง อัน
เป็นการประยุกต์ใช้ PGPR เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพและประสิทธิผลของการใช้หญ้าแฝกทางพฤกษบ าบัด
ให้สามารถฟ้ืนฟูบริเวณที่ปนเปื้อนโลหะหนักให้สมบูรณย์ิ่งขึ้น 

แบคทีเรียกลุ่มที่ทนต่อโลหะหนักที่คัดเลือกได้จากพ้ืนที่ของบริษัทผาแดงอินดัสทรี (มหาชน) 
จังหวัดตาก ที่สามารถเจริญได้ใน 50 mg/kg แคดเมียมที่ผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิดมีทั้งหมด
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รวมกันได ้521 โคโลนี แตไ่ด้คัดเลือกแบคทีเรียไว้เพียง 6 isolates ที่มีคุณสมบัติของ PGPR ในเกณฑ์ที่
ดีคือ 1RER2, 25R463, 27RER2, 39SHR, 53S462 และ 65R471 ซึ่งผลจากการตรวจสอบชนิดของ
แบคทีเรียทั้งทางกายภาพ คุณสมบัติทางชีวเคมี และทางพันธุกรรมจากการท า 16S rDNA gene 
sequencing และ phylogenetic analysis พบว่าทั้ง 6 isolates เป็นแบคทีเรียแกรมบวก 50% แก
รมลบ 50% มีรูปร่างเป็นแท่ง (rod shape) ทุก isolates และเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas 
sp., Aeromonas sp, Arthrobacter sp และ Microbacterium sp. ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่เคย
รายงานมาก่อนว่า กลุ่ม rhizobacteria ที่สามารถส่งเสริมการเจริญของพืชที่คัดแยกจากดิน มักอยู่ใน 
genera ของ Pseudomonas, Enterobacter, Aeromonas, Bacillus, และ Agrobacterium 
(Aarab et al., 2015; Bumunang and Bahalola., 2014; Lucy et al., 2014; Pindi et al., 2014; 
Zahid et al., 2015) เนื่องจากมีรายงานว่ามีการประยุกต์ใช้แบคทีเรียกลุ่ม PGPR มาส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชในพ้ืนที่ซึ่งปนเปื้อนด้วยโลหะหนัก (Abou-Shanab et al., 2003; Idris et al., 
2004; Khan, 2005; Sheng and Xia, 2006) งานวิจัยนี้จึงน า PGPR ทั้ง 6 isolates ที่คัดเลือกได้ มา
ศึกษาผลกระทบของโลหะหนักต่อ PGP traits ของ isolates  โดยศึกษาผลของโลหะหนักต่อการสร้าง 
IAA, GA, hydroxymate, pyrocatechol,  และ การละลายของ phosphate   การวิจัยนี้ถือว่าเป็น
การวิจัยแรกที่ให้ความส าคัญในการศึกษาผลของโลหะหนักต่อการสร้างสารที่เป็น PGP traits ของ
แบคทีเรีย เมื่อได้ isolate ของแบคทีเรียที่ยังคงรักษา PGP traits ได้สูงภายใต้ความเครียดของโลหะ
หนัก จึงค่อยน ามาศึกษาผลของ PGPR ที่คัดเลือกต่อประสิทธิภาพของการบ าบัดโลหะหนักด้วยหญ้า
แฝก (V. zizanioides และ V. nemoralis)  

การศึกษาผลกระทบของแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีต่อการสร้าง siderophores ทั้ง 2 ชนิด
คือ hydroxymate และ catecholate พบว่าแบคทีเรียที่คัดเลือกทั้ง 6 isolatesสามารถสร้าง 
siderophores ได้ทั้ง 2 ชนิดคือ catecholate และ hydroxymate โดยในสภาวะที่ไม่มีโลหะหนัก 
ปริมาณการสร้าง hydroxymate มีค่าตั้งแต่ 0.003-0.018 mg/l ในขณะที่ปริมาณการสร้าง 
catecholate มีค่าตั้งแต่ 0.007-0.022 mg/l ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Ma และ Freitas 
(2009) ทีร่ายงานว่า PGPR แบคทีเรียสามารถสร้างได้ทั้ง catecholate และ hydroxymate แต ่Ma 
และ Freitas รายงานว่าปริมาณการสร้าง catecholate มีค่ามากกว่า hydroxymate siderophores 
และแบคทีเรียสามารถสร้าง catecholate เพ่ิมข้ึนภายใต้สภาวะความเครียดจากโลหะหนัก ดังเช่น 
การชักน าของแคดเมียมท าให้แบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas aeruginosa strain KUCd1 สร้าง 
pyoverdin siderophore เพ่ิมข้ึน ส่งผลให้แบคทีเรียสามารถทนต่อพิษของแคดเมียมในระดับสูงไดถ้ึง 
8 mM (Sinha และ Mukherjee, 2008) ในงานวิจัยนี้ พบว่า ภายใต้ความเครียดของตะกั่ว isolates 
ของแบคทีเรียเกือบทั้งหมด (ยกเว้น 1RER2) ถูกชักน าให้สร้าง hydroxymate สูงกว่ากลุ่มควบคุม
หลายเท่าตัว (p< 0.05) (รูปที่ 4.4) ในขณะที่แคดเมียมและสังกะสีสามารถชักน าให้ isolates 39SHR 
และ 53S462 สร้าง catecholate ให้เพ่ิมข้ึน (รูปที่ 4.6) ซ่ึงมีงานวิจัยมากมายที่สนับสนุนผลของ
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งานวิจัยนี้ ที่แสดงว่าโลหะหนักสามารถชักน าให้ PGPR สรา้ง siderophore ให้เพ่ิมข้ึน ดังรายงานของ 
Alexander และ Zuberer, (1991) ทีพ่บว่าแคดเมียมสามารถท าให้แบคทีเรียที่คัดเลือกสร้าง 
siderophores ได้สูงขึ้นถึง 56-140 mg/l ในขณะที่สังกะสีก็มีผลต่อการสร้าง pyoverdine 
siderophore ใน P. aeruginosa เช่นกัน ยิ่งไปกว่านั้น สังกะสียังสามารถเพ่ิมการสร้าง siderophore 
pyochelin  ในแบคทีเรียชนิด Azotobacter vinelandii (Cornish และ Page, 2000) ซ่ึง Dimkpa 
et al. (2008) ได้อธิบายถึงอิทธิพลของโลหะหนักในการกระตุ้น Streptomyces sp. ให้เพ่ิมการสร้าง 
siderophore ไว้ว่าเกี่ยวข้องการแย่งจับกับ siderophore ของอิออนของโลหะหนัก ส่งผลให้เกิดอิออน
อิสระของเหล็กเกิดขึ้น แบคทีเรียจึงจ าเป็นต้องเพ่ิมการสร้าง siderophore เพ่ือจับกับอิออนอิสระของ
เหล็กที่เพ่ิมข้ึนนั่นเอง 

การทดสอบผลของโลหะหนักต่อการสร้างฮอร์โมนพืช พบว่าในสภาวะที่ไม่มีโลหะหนัก 
53S462 และ 65R471 มีความสามารถทัดเทียมกันในการสร้าง GA ที่สูงกว่า isolates อ่ืนๆ (รูปที่ 4.7)  
แต่ในสภาวะที่โลหะหนัก แม้ทุก isolates ของ PGPR ยังคงความสามารถในการสร้างฮอร์โมนพืช GA 
แต่ปริมาณของ GA มีค่าลดต่ ากว่ากลุ่มควบคุมทุก isolates  ยกเว้น 25R463 เพียง isolate เดียวที่
สามารถสร้าง GA ได้เพ่ิมข้ึนเมื่อมีแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสี (รูปที่ 4.8) ในกรณีของฮอร์โมน IAA 
พบว่าแบคทีเรียทีคั่ดเลือกทั้ง 6 isolates มีความสามารถในการสร้าง IAA ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มี 
tryptophan (รูปที่ 4.7-4.9) และการสร้าง IAA จะเพ่ิมขึ้นตามการชักน าของปริมาณ tryptophan ที่
สูงขึ้น  โดยปริมาณของ IAA ในสภาวะที่มี tryptophan มีค่าสูงกว่าในสภาวะที่ไม่มี tryptophan ซ่ึง
ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับการทดลองของ Zaidi et al. (2006) ซ่ึงพบว่าแบคทีเรียสามารถสร้าง 
IAA ได้เท่ากับ 55 µg/ml ในสภาวะที่มี tryptophan, และ 21 µg/ml ในสภาวะที่ไม่มี tryptophan 
ขณะที่ Thakuria et al. (2004) รายงานว่าแบคทีเรียสามารถสร้าง IAA ในช่วงระหว่าง 2.0 ถึง 21.6 
mg/l โดยมีแนวโน้มในการสร้าง IAA ได้สูงขึ้นในสภาวะที่มี L-tryptophan สูง  และการทดลองของ 
Wani et al. (2007) ทีร่ายงานว่าแบคทีเรียชนิด Bacillus strains PSB 1, PSB 7, และ PSB 10 
สามารถสร้าง IAA ได้ 19.3, 17.7, และ 17.4 µg/ml ตามล าดับ  ในสภาวะที่มีการปนเปื้อนของ
แคดเมียมและตะกั่วและสภาวะแวดล้อมมี tryptophan แบคทีเรียทั้ง 6 isolates ที่คัดเลือกได้ ยังคง
ความสามารถในการสร้าง IAA ได้ในปริมาณท่ีสูง โดยเฉพาะ isolates 25R463, 39SHR, 53S462 และ 
65R471 ที่สามารถสร้าง IAA ให้เพ่ิมข้ึนจากกลุ่มควบคุมที่ไม่มีโลหะหนักอย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) 
ยกเว้น isolate 53S462 เมื่ออยู่ภายใต้แคดเมียม ที่ไม่ได้เพ่ิมการสร้าง IAA แต่ก็ยังคงความสามารถใน
การสร้าง IAA สูงทัดเทียมกับกลุ่มควบคุม (รูปที่ 4.10) ในทางตรงกันข้าม ในสภาวะที่ไม่มี  
tryptophan  การสร้าง IAA ของเกือบทุก isolates มีค่าลดลงเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีโลหะหนัก (รูปที ่
4.12) ซึ่งตรงกับที่รายงานโดย Dimkpa et al. (2008) และ Wani et al. (2007) ซึ่งรายงานการลด
การสร้าง IAA ภายใต้สภาวะที่มีการเพ่ิมความเข้มข้นของ chromium อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองใน
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งานวิจัยนี้ ไม่ได้ตรวจสอบสภาวะที่อาจเกิดการสร้างสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง IAA และโลหะหนัก 
(Oota และ Tsudzuki, 1971) อันอาจส่งผลให้ปริมาณของ IAA ในรูปอิสระมีค่าลดลง 

อย่างไรก็ตาม  แม้ความสามารถในการสร้าง IAA ของ PGPR ที่คัดเลือกจะมีค่าลดลงเมื่ออยู่
ภายใต้สภาวะเครียดจากโลหะหนัก แต่คุณลักษณะของแบคทีเรียที่สามารถสร้าง IAA ในสภาวะที่ไม่มี 
tryptophan มีความส าคัญยิ่ง เพราะจ าเป็นต่อการประยุกต์ใช้ในการทดลองภาคสนาม หรือการใช้งาน
จริงในทางพฤกษบ าบัด เพราะในสภาวะที่มีการปนเปื้อนของโลหะหนัก หรือ มลพิษอ่ืน การเจริญของ
พืชและการสร้าง auxin หรือสารต่าง ๆ ที่ช่วยเร่งการเจริญบริเวณ root exudates มักถูกจ ากัด
สืบเนื่องจากความเป็นพิษของโลหะหนัก หรือ มลพิษอ่ืน รวมทั้งต้องเผชิญกับปัญหาการขาดแคลน
ความอุดมสมบูรณ์ของดิน สภาพดินที่เสื่อมโทรมส่งผลให้ขาด หรือ มีปริมาณ tryptophan ในดินต่ า 
ดังนั้น PGPR ที่สามารถสร้าง IAA ทั้งในสภาวะที่มี และ ไม่มี tryptophan จึงเป็นคุณลักษณะอันพึง
ประสงคใ์นทางพฤกษบ าบัด  

การศึกษาผลกระทบของโลหะหนักต่อการละลายฟอสเฟตตรวจวัดโดยการวัดปริมาณของ
ฟอสเฟตที่ละลายได้ (soluble phosphate) ที่ถูกหลั่งออกสู่อาหารเลี้ยงเชื้อ สืบเนื่องจากการชักน าให้
เกิดการละลายของ tri-calcium phosphate โดยแบคทีเรีย ผลการทดลอง (รูปที่ 4.14) พบว่าในกลุ่ม
ควบคุม (ไม่มีโลหะหนัก) แบคทีเรียทั้ง 6 isolates สามารถละลายฟอสเฟตได้มากกว่าในสภาวะที่มี
โลหะหนัก แต่มีข้อน่าสังเกตว่า ค่าความสามารถในการละลายฟอสเฟตของกลุ่มควบคุมในงานวิจัยนี้มี
ค่า 8.2-20.4 mg/l (รูปที่ 4.13-4.14) ซึ่งมีค่าต่ ากว่าทีร่ายงานโดยงานวิจัยอ่ืน ทั้งนี้ อาจเกี่ยวขัองกับค่า
ความเป็นกรด-ด่างในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีค่าแตกต่างกัน  Rajkumar และ Freitas  (2008) รายงานว่า
แบคทีเรีย Pseudomonas sp. PsM6 และ PjM15 มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตเท่ากับ 7.11 
± 3.26 และ 88.67 ± 4.46 mg/l, ตามล าดับ  Wani et al. (2007) รายงานว่าแบคทีเรีย Bacillus 
strains สามารถละลายฟอสเฟตได้ 375 (PSB 1), 340 (PSB 7), และ 379 (PSB 10) µg/ml ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Pikovskaya broth ที่ไม่ผสมโครเมียม และในสภาวะที่มีโครเมียม 150 µg/ml ความสามารถ
ในการละลายฟอสเฟตมีค่าลดลง 17% (PSB 1), 15% (PSB 7), และ 9% (PSB 10) เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุม ซึ่งมีข้อมูลชี้แนะว่า ความสามารถในการละลายฟอสเฟตมีค่าเพ่ิมขึ้นในขณะที่ pH ใน
อาหารมีค่าลดต่ าลง สืบเนื่องจากเกิดการหลั่ง organic acid สู่อาหาร นอกจากนั้น Zaidi et al. 
(2006) รายงานว่าแบคทีเรียชนิด PS-1 เมื่อเกิดการปลดปล่อยปริมาณฟอสเฟตที่ละลายได้ 120 
µg/ml ส่งผลให้ค่า pH ในอาหารลดลงทันทีจากค่า pH 7.5 เป็น 4.8 จึงกล่าวได้ว่าการเติม PGPR ใน
ดินที่ขาดธาตุอาหารฟอสเฟตท าให้สามารถปรับปรุงคุณภาพดินให้เพ่ิมปริมาณ phosphate ได้โดยใช้ 
PGPR ที่มีคุณสมบัติในการละลาย phosphate เพราะโดยทั่วไปการเจริญของแบคทีเรียชักน าให้ค่า pH 
ในสภาวะแวดล้อมลดลง   
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จากการศึกษาความสามารถในการสร้าง ACC deaminase, IAA, GA, hydroxymate, 
pyrocatechol, และการละลาย phosphate ของแบคทีเรียที่คัดเลือกทั้ง 6 isolates ในสภาวะที่มี
การปนเปื้อนของโลหะหนัก พบว่า PGPR แต่ละ isolate มีความแตกต่างกันในการตอบสนองต่อโลหะ
หนัก ภายใต้ความเครียดจากตะกั่ว และ สังกะสี PGPR ทั้ง 6 isolates ยังคงความสามารถในการสร้าง 
ACC deaminase แม้ว่า isolates 39SHR, 53S462 และ 65R471 มีการท างานของ ACC 
deaminase ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p< 0.05) แต่ isolates 1RER2, 25R463 และ 
27RER2 กลับมีกิจกรรมของ ACC deaminase เพ่ิมสูงขึ้นกว่ากลุ่มควบคุมเมื่อได้รับสังกะสี (รูปที่ 
4.17) ชี้แนะว่า สังกะสีน่าจะมีส่วนช่วยกระตุ้นให้ PGPR ทั้ง 3 isolates นี้ เกิดการสร้าง ACC 
deaminase เพ่ิมขึ้น ส่วนโลหะหนักที่มีผลกระทบต่อกิจกรรมของ ACC deaminase มากที่สุดคือ
แคดเมียม เพราะในการทดลอง ไม่สามารถตรวจวัดกิจกรรมของ ACC deaminase ได้ในแบคทีเรียทั้ง 
6 isolates (1RER2, 25R463, 27RER2, 39SHR, 53S462, และ 65R471) เมื่อได้รับ 10 mM 
แคดเมียม ซึ่งสอดคล้องกับ Amico et al. (2005) ที่ พบว่า Cd2+ มีผลต่อการท างานของ ACC 
deaminase โดยขึ้นกับชนิดของแบคทีเรีย ตัวอย่างเช่น แคดเมียมมีผลต่อการท างานของ ACCD ใน 
Alcaligenes sp. ZN4  และ Mycobacterium sp. ACC14 แต่ ไม่มีผลต่อการท างานของ ACCD ใน 
P. fluorescens ACC9 และ P. tolaasii เนื่องจากแบคทีเรีย PGPR บางชนิดมีเอนไซม์มากกว่า 1 ชนิด
ที่สามารถตัดยีน ACC deaminase (Shah et al. 1998)  ในชุดควบคุมของการทดลองนี้ ในสภาวะที่
ไม่มีโลหะหนัก การท างานของ ACC deaminase ของแบคทีเรีย 1RER2, 25R463, 27RER2, 39SHR, 
53S462, and 65R471 มีค่าเท่ากับ 141.21, 148.22, 796.15, 1299.20, 40.73, และ 1450.49 
µmol/hr/mg, ตามล าดับ ซึ่งมีค่าค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับงานวิจัยของ Rajkumar และ Freitas 
(2008) ซึ่งรายงานว่า  Pseudomonas sp and Pseudomonas jessenii สามารถสร้าง ACC 
deaminase เท่ากับ 66.32 และ 34.23 nmol/hr/mg ตามล าดับ 

การศึกษาหาความทนทานต่อแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีของทั้ง 6 isolates ของแบคทีเรีย
ที่คัดเลือกได้ (1RER2, 25R463, 27RER2, 39SHR, 53S462, และ 65R47) โดยดูจากขนาดของ 
inhibition zone ของแบคทีเรีย เมื่อได้รับความเข้มข้นของโลหะหนักทั้ง 3 ชนิดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
กันพบว่าทุก isolates มีความสามารถต้านทานต่อโลหะหนักทั้ง 3 ชนิด โดยความสามารถสูงสุดในการ
ต้านทานโลหะหนัก หรือค่า MIC สูงที่สุดของทั้ง 6 isolates ต่อแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสีอยู่ที่ 3.5 
mM, 9.0 mM, และ 10 mM ตามล าดับ นั่นหมายถึงแบคทีเรียที่คัดเลือกมีความสามารถทนทานต่อ
สังกะสีได้มากที่สุด และมีความไวต่อแคดเมียมมากกว่าตะกั่ว (ตารางที่ 4.2) ซึ่งสอดคล้องกับการ
ทดลองของ Raja et al. (2006) ที่รายงานว่า Psudomonas aeruginosa BC15 สามารถทนต่อ 
ตะกั่ว > นิเกล > แคดเมียม > โครเมียม บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ขณะที่ Jiang et al. (2008) พบว่า
แบคทีเรีย J62 สามารถทนต่อ โครเมียม > นิเกล > ทองแดง > สังกะสี > ตะกั่ว > แคดเมียม บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ ในงานวิจัยนี้ พบว่า แบคทีเรียที่คัดเลือกสามารถทนทานต่อแคดเมียม ตะกั่ว และ
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สังกะสีได้มากกว่าที่มีการรายงานของนักวิจัยอ่ืน เช่น He et al. (2010) รายงานว่าแบคทีเรียชนิด 
SWJ11, MT16, GZC24, และ YAH27 สามารถทนทานต่อทองแดง ตะกั่ว แคดเมียม นิเกล และ
สังกะสี บนอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยมีค่า MIC ของแคดเมียม ตะกั่วและ สังกะสีเท่ากับ 0.09-0.45 mM, 
0.5-4.4 mM และ 0.77-6.15 mM ตามล าดับ ซึ่งค่าของ MIC ต่อโลหะต่ ากว่างานวิจัยนี้ ในทางตรง
ข้าม การทดลองของ Amico et al. (2005) ที่ศึกษาความทนทานของแบคทีเรียต่อโลหะหนักในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดเหลว พบว่า P. flurescens ACC9, P. tolaasii ACC23, Mycobacterium sp. ACC14, 
และ Alcaligenes sp ZN4 มีความทนทานต่อแคดเมียมในระดับ 0.5 ถึง 2.5 mM  อย่างไรก็ดี 
ความสามารถของแบคทีเรียในการทนทานต่อโลหะหนักบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งจะมีมากกว่าอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดเหลว เนื่องจากมีปัจจัยของความสามารถในการแพร่ (diffusion) และการเกิด
สารประกอบเชิงซ้อนของโลหะหนัก ท าให้ค่าชีวประสิทธิผล หรือ bioavailability ของโลหะหนักใน
อาหารแข็งต่างจากอาหารชนิดเหลว ซึ่งมีผลให้การทดสอบความทนทานของจุลินทรีย์ต่อโลหะหนัก
ระหว่างอาหารแข็ง และ อาหารเหลวมีค่าแตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม จากค่า MIC ของงานวิจัยนี้ใน
ตารางที่ 4.2 ชี้แนะว่าแบคทีเรียทั้ง 6 isolates มีความสามารถในการทนทานต่อพิษแคดเมียม ตะกั่ว 
และสังกะสีในระดับที่น่าพึงพอใจ ความทนทานต่อโลหะหนักของแบคทีเรียสามารถเกิดได้หลายกลไก 
เช่น การจับของโลหะกับ exopolysaccharides หรือโลหะถูกดักจับที่ผนังเซลล์ของแบคทีเรีย หรือ
ความสามารถของแบคทีเรียในการรีดิวซ์โลหะ (metal reduction) หรือปั๊มโลหะหนักออกนอกเซลล์ 
(metal efflux) ก่อนที่จะเกิดพิษต่อเซลล์ เป็นต้น  ซึ่งบางกลไกเหล่านี้อาจอยู่ใน gene ของ plasmid 
ซึ่งท าให้แบคทีเรียสามารถถ่ายทอดความทนทานต่อโลหะหนักไปยังแบคทีเรียเซลล์อ่ืนได้ง่าย (Amico 
et al. 2005) 

ผลการศึกษาความไวต่อยาปฎิชีวนะของ PGPR isolates ทั้ง 6 ที่คัดเลือกในตารางที่ 4.6 
แสดงว่า isolates มีการดื้อ และไวต่อยาปฎิชีวนะบางชนิดแตกต่างกัน  โดยเฉพาะ  53S462 และ 
65R471 ทีม่ีการดื้อต่อยาปฎิชีวนะหลายชนิด เมื่อเทียบกับ isolates อ่ืน ซึ่งคุณสมบัติการดื้อต่อยาปฎิ
ชีวนะของ PGPR ที่มีความทนทานต่อโลหะหนักเป็นสิ่งส าคัญ ดังรายงานของ Verma et al (2001) ที่
ระบุความเกี่ยวข้องของการทนทานต่อโลหะหนักกับคุณสมบัติการดื้อต่อยาปฎิชีวนะของแบคทีเรีย 
เช่นเดียวกับ Rosen (1996) และ Hassen et al. (1998) ที่รายงานว่าคุณสมบัติการดื้อยาปฎิชีวนะมี
ความสัมพันธ์ที่สูง (high correlation) กับความทนทานต่อโลหะหนักของแบคทีเรีย ซึ่งปรากฏการณ์
ดังกล่าวอาจเกิดจากการอยู่ร่วมหรือใกล้กันของยีนที่ดื้อต่อยาปฎิชีวนะและยีนที่เกี่ยวกับความทนทาน
ต่อโลหะหนัก (Adarsh et al. 2007)  ซ่ึงสมมติฐานนี้ สนับสนุนโดยรายงานของ Ghosh et al. (2000) 
ที่ระบุว่า plasmid จาก Salmonella abortus equi strains ที่มียีนดื้อต่อยาปฎิชีวนะ และมียีนที่
ทนทานต่อสารหนู โครเมียม แคดเมียม และปรอท 

การทดสอบผลของ PGPR ทั้ง 6 isolates ต่อการส่งเสริมการดูดซับโลหะหนักโดย
เปรียบเทียบระหว่างหญ้าแฝกลุ่ม และ หญ้าแฝกดอนกระท าในห้องปฎิบัติการโดยใช้หญ้าแฝกจากการ
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เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และทดสอบในสภาวะของ axenic culture (การเพาะเลี้ยงที่ถูกควบคุมให้ได้รับ
เพียงเชื้อชนิดเดียว) โดยหญ้าแฝกถูกเพาะเลี้ยงในสภาวะปลอดเชื้อ ก่อนถูก inoculate ด้วย PGPR ที่
คัดเลือกไว้เพียง isolate เดียว ทั้งนี้ เพ่ือยืนยันว่า การเจริญ และ/หรือ การดูดซับโลหะหนักของหญ้า
แฝกที่ต่างจากกลุ่มควบคุม (ที่ไม่ได้ร้บ PGPR) เป็นผลจากPGPR isolate ที่ inoculate เข้าไปเท่านั้น 
ไม่ใช่เป็นผลจากจุลินทรีย์อ่ืนที่ปนเปื้อน ซึ่งถ้ากระท าการทดลองในภาคสนาม จะควบคุมอิทธิพลจาก
การปนเปื้อนของจุลินทรีย์อื่นได้ยาก  ผลการทดลองใน axenic culture (รูปที่ 4.19 A-C)  บ่งชี้ว่าหญ้า
แฝกดอน ecotype ราชบุรี (RC) มีความสามารถดูดซับแคดเมียม และ สังกะสีได้ดีกว่าหญ้าแฝกลุ่ม 
ecotype สุราษฎร์ธานี ทั้งนี้ เกือบทุก isolates ของ PGPR ที่คัดเลือกได้สามารถชักน าให้หญ้าแฝก
ดอน (RC) ดูดซับสังกะสีซึ่งเป็นประโยชน์ต่อพืชได้สูงกว่ากลุ่มควบคุม (รูปที่ 4.19 C) โดยเฉพาะ 
isolates 65R471 และ 1RER2 สามารถเพ่ิมการดูดซับของหญ้าแฝกดอนต่อแคดเมียมโดยกักไว้ที่ราก
ร่วมด้วย (รูปที่ 4.19 A) แต่การ inoculate PGPR แทบจะไม่มีอิทธิพลต่อการดูดซับแคดเมียม และ
สังกะสีในหญ้าแฝกลุ่มแต่อย่างใด (รูปที่ 4.19 A, C)  บ่งชี้ว่าการ inoculate PGPR isolate เดียวกัน 
สามารถก่อให้เกิดผลที่ต่างกันต่อการดูดซับโลหะของหญ้าแฝกแต่ละ ecotype ทั้งนี้ อาจจะเกี่ยวข้อง
กับความแตกต่างในกระบวนการน าเข้าโลหะหนักของแต่ละ ecotype ดัง Peeiulyte et al. (2006) ที่
ชี้แนะถึงกลไกที่แตกต่างกันในการน าเข้าโลหะหนักระหว่างข้าวโพดและพืชตระกูลถั่ว  (vetch plant) 
อย่างไรก็ตาม ทุก isolates ของ PGPR ที่คัดเลือกสามารถลดการดูดซับของตะกั่วทั้งในหญ้าแฝกลุ่ม 
และหญ้าแฝกดอน (รูปที่ 4.19 B) ซึ่งการลดการดูดซับโละหนักที่มีพิษสูงเช่นตะกั่วแม้จะไม่ได้ช่วยใน
การลดปริมาณตะกั่วในบริเวณท่ีปนเปื้อนโดยตรง แต่อาจเพ่ิมประสิทธิภาพทางอ้อมในทางพฤกษบ าบัด  
เพราะเป็นการลดการน าเข้าตะกั่วซึ่งมีความเป็นพิษต่อพืช เป็นที่ทราบกันดีว่า ตะกั่วมีความเป็พิษสูงใน
พืช สามารถยับยั้งการเจริญ ท าให้ซีดเหลือง (chlorosis) เพราะยับยั้งการสร้าง chlorophyll ลด
กระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง ลดการคายน้ า ลดกระบวนการงอกของเมล็ด เปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
ของเยื่อเมมเบรนและการซึมผ่านของสารผ่านเยื่อ  ทั้งนี้ ระบบรากเป็นเป้าหมายที่ส าคัญของตะกั่ ว 
เพราะเกิดการสะสม callose เกิด blackening root system รบกวนการดูดซึมเกลือแร่ สารอาหาร
ส าคัญของพืช ส่งผลให้ขาดความสมดุลย์ของน้ าและโปรตีน ยับยั้งการยืดตัวของราก (root 
elongation) นอกจากนั้น ตะกั่วยังยับยั้งการสร้าง ATP ชักน าให้เกิด lipid peroxidation ท าให้เกิด
ความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ภายในเซลล์พืช (Sharma and Dubey, 2005; Fahr et 
al., 2013; Pourrut et al., 2011)  ดังนั้น การลดการดูดซับตะกั่วเมื่อ inoculate PGPR ที่คัดเลือก
น่าจะเป็นผลดีต่อหญ้าแฝกที่ใช้ในการบ าบัดแคดเมียมได้  

กลุ่ม PGPR นอกจากมีคุณสมบัติด้านส่งเสริมการเจริญของพืช และเพ่ิมการดูดซับโลหะหนัก
ของพืชแล้ว ความสามารถในการอยู่ร่วมกับพืชที่ราก หรือ root colonization ก็มีความส าคัญไม่ยิ่ง
หย่อนกว่ากันในเชิงพฤกษบ าบัด Defreitas and Germida (1992) ระบุว่า จุลินทรีย์ที่ส่งเสริมการ
เจริญของพืชได้ดี จ าเป็นที่จะต้องสามารถ colonize ที่ระบบรากของพืชได้อย่างรวดเร็ว ซึ่งจาก
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การศึกษา root colonization ของ PGPR ทั้ง 6 isolates พบว่าทุก isolates สามารถ colonize ที่
รากของหญ้าแฝกดอนได้ดี (รูปที่ 4.20) โดยเฉพาะ isolates 53S462 และ 65R471 ที่สามารถ 
colonize ได้สูงใกล้เคียงกันและสูงกว่า isolates อ่ืนอย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) (ตารางที่ 4.7.)  
นอกจากนั้นหญ้าแฝกที่ได้รับ 65R471 isolate ยังมีปริมาณ chlorophyll a, chlorophyll b และ 
total chlorophyll สูงที่สุด ชี้แนะว่า 65R471 สามารถส่งเสริมการเจริญของหญ้าแฝกได้ดีกว่า 
isolates อ่ืน ส่วน 53S462 แม้มีความสามารถในการ colonize ที่รากพืชใกล้เคียงกัน แต่
ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของพืชกลับมีค่าต่ ากว่า isolates อ่ืน ดังนั้น  แบคทีเรีย
จ าเป็นต้องมีคุณสมบัติหลายอย่างประกอบกัน เช่นมีทั้ง root colonization และ PGP traits เป็นต้น 
ในการส่งเสริมการเจริญของพืช อย่างไรก็ดี มีงานวิจัยมากมายที่ชี้แนะความส าคัญของ  root 
colonization ของแบคทีเรียว่าเป็นสิ่งจ าเป็นต่อประสิทธิผลของการประยุกต์ใช้ PGPR ในการส่งเสริม
การเจริญของพืช  ดังเช่น Defreitas and Germida (1992) ที่แสดงว่า แบคทีเรีย J62 ช่วยเร่งการ
เจริญของข้าวโพดและมะเขือเทศได้ แต่ไม่มีผลต่อ Indian mustard ใน pot experiment  เนื่องจาก 
J62 สามารถ colonize และเจริญได้ดีที่ rhizosphere ของข้าวโพดและ มะเขือเทศได้เท่านั้น ใน
ท านองเดียวกัน  Bashan และ de-Bashan (2005) และ Lucy et al. (2004) ระบุว่า การ 
colonization ของ PGPR แบคทีเรียเป็นบันไดขั้นแรก (prerequisite) ที่น าไปสู่ความส าเร็จของการ 
inoculation PGPR เพ่ือประยุกต์ใช้งานในด้านต่าง ๆ เพราะแม้ PGPR ที่มี PGP traits ที่พึงประสงค์ 
แต่ถ้าไม่สามารถ colonize และอยู่รอดได้ใน rhizosphere ของพืชที่ถูก inoculate (inoculated-
host plant) ก็จะไมเ่กิดประสิทธิผลของการใช้งานจริง (Benizri et al, 2001) 

การทดลองในกระถาง (pot experiment) แบคทีเรีย isolates 53S462 และ 65R4715 ถูก
เลือกมาทดลองร่วมกับหญ้าแฝกดอน V. nemoralis (ราชบุรี ecotype) ทีก่ารทดลองเบื้องต้นใน 
axenic culture แสดงว่าการ inoculate ด้วย PGPR สามารถเพ่ิมการดูดซับแคดเมียมและสังกะสีได้ดี  
เหตุผลของการเลือก isolates 53S462 และ 65R4715 มาใช้ใน pot experiment เพราะทั้ง 2 
isolates สามารถสร้าง IAA และ siderophores สูง ละลายฟอสเฟตได้ดี มีความทนทานต่อแคดเมียม 
ตะกั่ว และสังกะสีสูง นอกจากนั้น แบคทีเรียทั้ง 2 isolates ยังสามารถอยู่ร่วม หรือ colonize ที่ระบบ
รากของหญ้าแฝกไดสู้งกว่า isolates อ่ืน ๆ ผลการทดลองการ inoculate 53S462 และ 65R475 ที่
รากของหญ้าแฝกเม่ือปลูกลงดินในกระถาง พบว่า PGPR ทั้ง 2 isolates ช่วยเพิ่มการดูดซับสังกะสีของ
หญ้าแฝกไดสู้งกว่ากลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับการ inoculate (p< 0.05) โดยเก็บกักไว้ที่ส่วนรากเป็นหลัก 
(รูปที่ 4.22) ซ่ึงให้ผลคล้ายคลึงกับการทดลองใน axenic culture แต่ในการทดลองในกระถางดิน กลุ่ม
ที ่inoculate ด้วย isolate 65R471 มีความสามารถสูงกว่ากลุ่มที่ inoculate ด้วย 53S462 ในการดูด
ซับสังกะสีอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งต่างจากผลการทดลองใน axenic culture ที่การ inoculate ทั้ง 2 
isolates มีความสามารถทัดเทียมกันในการส่งเสริมการดูดซับสังกะสี และมีการสะสมสังกะสีไว้ที่ส่วน
ยอดมากกว่าส่วนราก (รูปที่ 4.19) ในการทดสอบในกระถาง การ inoculate แบคทีเรียทั้ง 2 isolates 
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ลดการดูดซับของแคดเมียมในหญ้าแฝกและไม่มีผลเปลี่ยนแปลงต่อการดูดซับตะกั่ว (รูปที่ 4.22) ซ่ึง
แตกต่างจากผลของการทดลองใน axenic culture  แม้ผลการทดลองใน pot experiment จะไม่
เหมือนกับใน axenic culture ทีเดียว  แต่การทดลองทั้งใน axenic cuture และในกระถางให้ผลที่
สอดคล้องกันว่า isolate 53S462 และโดยเฉพาะ 65R471 สามารถน ามาประยุกตใ์ช้ร่วมกับหญ้าแฝก
เพ่ือเพ่ิมการดูดซับของสังกะสี โดยผ่านกลไกของ photostabilization เพราะมีการเก็บกักสังกะสีไว้ที่
ส่วนรากเป็นหลัก (รูปที่ 4.22) ส่วนการลดการดูดซับแคดเมียมของหญ้าแฝกดอนเมื่อถูก inoculate 
ด้วยแบคทีเรียอาจเป็นผลสืบเนื่องจากการเซลล์ของแบคทีเรียเองอาจสามารถดูดซับ หรือ จับกับ
แคดเมียมไดโ้ดยตรง หรือแบคทีเรียอาจเปลี่ยนแปลงความสามารถในการละลายของแคดเมียม ท าให้
อยู่ในรูปที่ไม่พร้อมต่อการถูกดูดซับเข้าสู่พืช ซึ่งจ าเป็นที่จะต้องศึกษากันต่อไป อย่างไรก็ตาม ผลการ
ทดสอบในกระถางพบว่า ทั้ง 53S462 และ 65R471 ยังคงความสามารถในการ colonize ที่รากของ

หญ้าแฝกได้สูงทัดเทียมกัน คือมีค่า log CFU/g DW เท่ากับ 8.91 ± 0.17 และ 8.79 ± 0.29 ตามล าดับ 

(ตารางที่ 4.8) ซึ่งใกล้เคียงกับการทดลองใน axenic culture ที่ค่า colonization ของ 53S462 และ 
65R471 ที่รากมีค่า log CFU/g DW เท่ากับ 9.26 ± 0.16 และ 9.12 ± 0.25 ตามล าดับ (ตารางที่ 4.7)  

นอกจากนั้น ทั้ง 2 isolates เมื่อ inoculate สู่รากและดินในกระถาง ยังคงสามารถส่งเสริมการเจริญ
ของหญ้าแฝกภายใต้สภาวะที่มีโลหะหนัก ดังมีการเพ่ิมของ chlorophyll a, chlorophyll b และ 
total chlorophyll ของหญ้าแฝก เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแบคทีเรีย  การ inoculate ทั้ง 2 
isolates สามารถลดการล าเลียงสังกะสีจากรากสู่ยอด ซึ่งแสดงด้วยค่า TF ของสังกะสีที่ลดลง และไม่มี
ผลกระทบต่อการสะสมของตะกั่วและสังกะสีรายวัน ซึ่งแสดงด้วยค่า TAR ที่ไม่มีเปลี่ยนแปลงจากกลุ่ม
ควบคุมท่ีไม่ได้รับ PGPT นอกจากนั้น การ inoculate 65R471 isolate ยังสามารถเพ่ิมค่า TF ของ
แคดเมียมอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งชี้แนะว่า ภายหลังการดูดซับแคดเมียมจากดิน มีการเคลื่อนย้ายแคดเมียม
จากรากสูย่อดเพ่ิมข้ึน (ตารางที่ 4.8) ส าหรับผลของการ inoculate PGPR ที่มตี่อการดูดซับแคดเมียม 
ตะกั่ว หรือ การสะสมโลหะไว้ในเนื้อเยื่อของพืชที่แตกต่างกันระหว่างการทดลองใน axenic culture 
และในกระถางไม่เป็นที่น่าแปลกใจมากนัก เนื่องจากการทดลองในกระถางใช้ดินในการปลูกหญ้าแฝก 
จึงมหีลายปัจจัยเข้ามาเกี่ยวข้องตั้งแต่ส่วนประกอบของเนื้อดิน ความชื้น ค่าความเป็นกรดด่าง และการ
ยากต่อการควบคุมให้มีเพียงจุลินทรีย์เฉพาะชนิดที่ต้องการทดสอบเพียงชนิดเดียวเท่านั้นในดิน ซึ่งต่าง
จากการทดลองใน axenic culture ที่เพาะเลี้ยงหญ้าแฝกในวุ้นอาหารสังเคราะห์ และสามารถคุม
สภาวะปลอดเชื้อเพ่ือศึกษาอิทธิพลจากเชื้อชนิดเดียวที่ใช้ในการ inoculate ได้ง่ายกว่า แต่อย่างไรก็
ตาม การศึกษาการปลูกหญ้าแฝกลงดินในกระถางร่วมกับแบคทีเรียเป็นการเลียนแบบสภาวะของการ
ประยุกต์ใช้งานแบคทีเรียให้ใกล้เคียงความเป็นจริงที่เกิดในภาคสนามได้มากกว่า มีงานวิจัยมากมาย ที่
รายงานผลการทดลองที่แตกต่างกันระหว่างการใช้ axenic culture และการทดลองในกระถาง หรือ
แม้แต่ใน green house และในภาคสนามจริง เช่น ผลการสะสมและดูดซับสารหนูในพืชที่ inoculate 
ด้วย PGPR เมื่อทดลองใน axenic culture มีความแตกต่างจากเมื่อทดสอบในกระถาง (Jankong et 
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al.2007) Brunetti et al. (2011) รายงานค่า TF ของแคดเมียม ตะกั่ว และสังกะสี ใน Brassica 
napus ที่แตกต่างกัน เมื่อท าการทดลองใน green house และในภาคสนาม เพราะแม้จะเป็นจุลินทรีย์
ชนิดเดียวกัน หรือเป็น isolate ที่มี PGP traits ทีค่ล้ายคลึงกันมาก แต่เมื่อ inoculate สู่พืชเจ้าบ้าน 
(host plants) อาจส่งผลต่อการดูดซับและการสะสมของโลหะหนักในพืชที่แตกต่างกันอย่างสิ้นเชิงได้ 
ขึ้นกับปัจจัยหลายอย่าง เช่น สภาวะของแบคทีเรียอ่ืนที่ร่วมอาศัยบริเวณราก (rhizobacteria) หรือการ
มีพืช หรือ สิ่งมีชีวิตอ่ืนในบริเวณนั้น ลักษณะจ าเพาะทางกายภาพ และเคมีของดินที่แตกต่างกัน รวมทั้ง
สภาวะภูมิอากาศท่ีแตกต่างกัน เป็นต้น (Chunilall et al. 2005; Malik et al., 2010) นอกจากนั้น อีก
ประเด็นที่ส าคัญคือ การทดลองใน axenic culture หญ้าแฝกได้รับโลหะแต่ละชนิดแยกกัน ส่วนในการ
ทดลองในกระถาง หญ้าแฝกได้รับโลหะหนักทั้ง 3 ชนิดพร้อมกันในดิน จึงอาจมีปฎิกริยาร่วมกัน 
(interaction) ระหว่างโลหะหนัก ที่สามารถส่งผลให้การการดูดซับและการสะสมโลหะหนักในพืชมี
ความแตกต่างกัน 
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บทท่ี 6 

บทสรุป  

6.1 สรุปผลการวิจัย 

การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่คัดเลือกจากพ้ืนที่ซึ่งปนเปื้อนแคดเมียม ในบริเวณ
แม่ตาว อ าเภอแม่สอด จังหวัดตาก เพ่ือประยุกต์ใช้ในการส่งเสริมการเจริญและการดูดซับโลหะหนัก
ของหญ้าแฝกที่อยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ปนเปื้อนด้วยแคดเมียม ตะกั่วและสังกะสีในปริมาณสูง เพ่ือ
จ าลองสถานการณ์ของพืชทางเลือกที่ใช้ฟ้ืนฟูบริเวณที่ปนเปื้อนทางพฤกษบ าบัด สรุปผลการทดลองได้
ดังนี้: 

1. จากดินที่ปนเปื้อนด้วยแคดเมียมที่ อ าเภอเแม่สอด จังหวัดตาก สามารถคัดแยกได้
แบคทีเรียจ านวน 521 โคโลนีที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมแคดเมียม 50 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม และผลจากการคัดกรองต่อไปได้แบคทีเรีย จ านวน 6 isolates (1RER2, 25R463, 27RER2, 
39SHR, 53S462 และ 65R471) ที่ทนทานต่อโลหะหนัก และมี คุณลักษณะของ PGPR ที่พึงประสงค์
ในการประยุกต์ใช้ร่วมกับพืชทางพฤกษบ าบัด คือสามารถสร้าง ACC deaminase, auxin, 
gibberellin, cytokinin และ siderophore สูง และสามารถละลายฟอสเฟส  

2. PGPR ทั้ง 6 isolates ที่คัดเลือกมีความทนทานต่อแคดเมียม ตะกั่วและสังกะสี และ
ยังคงรักษาคุณลักษณะของ PGP ภายใต้สภาวะความเครียดจากโลหะหนัก แม้คุณลักษณะอาจมีการ
ปรับเพ่ิมขึ้นหรือลดลงบ้าง นอกจากนั้น ทุก isolates สามารถ colonize ที่รากของหญ้าแฝกที่เจริญ
ภายใต้สภาวะแวดล้อมของโลหะหนักได ้

3. ผลจากการเปรียบเทียบการใช้ PGPR ที่คัดเลือกร่วมกับหญ้าแฝกลุ่ม และหญ้าแฝกดอน
ใน axenic culture พบว่า หญ้าแฝกดอน ecotype ราชบุรี ที่ inoculate ด้วย PGPR isolates 
1RER2 และ 65R471 มีความสามารถสูงกว่าหญ้าแฝกลุ่ม ecotype สุราษฎร์ธานีในการดูดซับทั้ง
แคดเมียมและสังกะสี  

4. การทดลองในกระถาง พบว่า 65R471 มีความสามารถสูงกว่า 53S462 ในการส่งเสริม
การเจริญและการดูดซับสังกะสีของหญ้าแฝกดอน โดยดักจับไว้ที่ส่วนรากเป็นหลัก  

6.2 ข้อเสนอแนะการวิจัย 

1. ศึกษาเพ่ิมเติมผลของ PGPR ที่คัดเลือกได้ในการส่งเสริมการเจริญและการดูดซับของ
โลหะหนัก เมื่อใช้ร่วมกับหญ้าแฝกลุ่มและหญ้าแฝกดอนใน ecotype อ่ืนๆ เพิ่มเติม 

2. ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติม เพ่ือขยายผลการทดลองในกระถางสู่ภาคสนาม (ในบริเวณที่มี
การปนเปื้อนของสภาวะแวดล้อมจริง) ว่า PGPR แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้ง 2 ชนิดสามารถส่งเสริมการ
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เจริญ และเพ่ิมประสิทธิภาพการดูดซับโลหะหนักของหญ้าแฝกได้มากน้อยเพียงใด เมื่อเทียบกับหญ้า
แฝกที่ไมไ่ด้รับการ inoculate ด้วยแบคทีเรีย 

3. ตรวจสอบความสามารถของ PGPR ที่คัดเลือก เมื่อ inoculate ที่ภาคสนามในบริเวณที่มี
การปนเปื้อนของโลหะหนักจริง ว่าแบคทีเรียทีคัดเลือก มีความสามารถในการ colonize อยู่ร่วมกับพืช
ได้โดยมีปริมาณมากน้อยเพียงใด มีความคงทน (persistency) ยาวนานแค่ไหน และยังคงรักษา
คุณลักษณะของ PGP traits ได้หรือไม่ในสภาวะแวดล้อมที่มีการปนเปื้อนนั้น  รวมทั้งติดตาม
ความสามารถเหล่านี้ในช่วงอายุที่แตกต่างกันของพืชที่ใช้ในทางพฤกษบ าบัด  

4. เนื่องจากผลการทดลองที่ปลูกหญ้าแฝกในกระถาง  PGPR isolate ที่คัดเลือกได้ ยังไม่มี
คุณสมบัติส่งเสริมให้พืชสามารถดูดซับแคดเมียม และตะกั่วได้สูงขึ้น ดังนั้น เพ่ือการประยุกต์ใช้ในการ
บ าบัดดินที่ปนเปื้อนด้วยตะกั่ว และ แคดเมียมในอนาคต จึงควรท าการคัดเลือกใหม่ โดยวางแผนการ
ทดลองเพ่ือตอบโจทย์ว่าคุณสมบัติใดของ PGP traits ที่ส่งเสริมให้พืชดูดซับแคดเมียม หรือ ตะกั่วได้
สูงขึ้นจากดิน เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการคัดเลือก PGPR ที่มี PGP traits ที่เอ้ืออ านวยให้พืชสามารถดูด
ซับตะกั่ว และแคดเมียมได้ดีขึ้น 

5. ศึกษาความสามารถของ PGPR แบคทีเรียที่คัดเลือกในการดูดซับโลหะหนักโดยตรง 
รวมทั้ง ความสามารถในการเปลี่ยนแปลงรูปของโลหะหนัก (biotransformation) ให้เอ้ืออ านวยต่อ
การดูดซับของพืช 

6. ศึกษากลไกในการแสดงออกของโปรตีนต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับ PGP traits ของแบคทีเรีย
ภายใต้สภาวะเครียดจากโลหะหนัก เพ่ือหากลยุทธ์ในการปรับปรุง PGP traits ที่พึงประสงค์ของ
แบคทีเรียเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการประยุกต์ใช้ทางพฤษบ าบัดให้ดีขึ้น 

7. ขยายการทดลองโดยประยุกต์ใช้ PGPR ที่คัดเลือกได้ในการทดลองกับพืชชนิดอ่ืน ๆ ที่ใช้
ทางพฤกษบ าบัด หรือใช้ก าจัดมลพิษอ่ืนที่ไม่ใช่โลหะหนัก 

8. ประยุกต์ใช้ PGPR ในการส่งเสริมพืชเศรษฐกิจให้ทนทานต่อความเป็นพิษของโลหะหนัก 
หรือมลพิษอ่ืน 
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The efficiency of Cd, Pb and Zn uptake of upland vetiver grass (Vetiveria nemoralis) ecotypes as 
Kamphaeng Phet1, Prajuab Kirikhun, and Ratchaburi and lowland vetiver grass (Vetiveria zizanioides) 
ecotypes consisting of Kamphaeng Phet2, Mae Hongson, and Surat Thani were compared under sterile 
condition for interferent repudiation. The results showed that the total Cd accumulation of V. 

zizanioides was in the order of Kamphaeng Phet1 > Ratchaburi > Prajuab Kirikhun ecotype and in V. 

nemoralis was Mea Hongson approximately Kamphaeng Phet2 > Surat Thani (p < 0.05). All the vetiver 
grass ecotypes preferentially accumulated Pb in roots than shoots, with the rate of translocation less 
than 1. However, the efficiency of Cd and Zn translocation was different, depending on each vetiver 
ecotype. In addition, all vetiver ecotypes, except Kamphaeng Phet1, displayed high capability of Zn 
uptake in both shoots and roots after 7 days. Therefore, the vetiver plant can be considered a good 
“hyperaccumulator” only for Zn. 
 
Key words: Vetiveria zizanioides, Vetiveria nemoralis, total accumulation rate (TAR), transport factor (TF). 

 
 
 
INTRODUCTION 
 
Environmental heavy metal contamination is a major 
global concern due to the high persistency, potential 
toxicities and bioaccumulation of metals in living 
organism (Gardea-Torresdey et al., 2004; Singh et al., 
2004). The remediation technologies of heavily heavy 
metal contaminated soils are generally extremely 
complicated and expensive. Phytoremediation is an 
alternative emerging technology utilizing plants to reduce, 
remove, degrade or immobilize xenobiotics from 
contaminated environment (Suthersan, 1999). The 
advantages of phytoremediation are relatively simple, 
eco-friendly and cost effective compared to other 
conventional strategies (Burd et al., 2000; Glick, 2003; 
McGrath  et  al.,  1997).  However, in order to survive and 

be established at the high level of metal-polluted sites, 
plants must acquire the capabilities to grow, produce high 
biomass and evolve to tolerate metal toxicities as well as 
other hostile environment conditions. Having a deep and 
dense root system, vetiver is a good candidate for 
phytoremedial work. Vetiver grass which can be 
taxonomically classified into 2 dominant species namely 
Vetiveria nemolaris as upland vetiver and Vetiveria 
zizanioides as lowland vetiver is well recognized for its 
effectiveness in soil erosion and sediment control, high 
tolerance to extreme environmental variations including 
prolonged drought, flood, extreme fluctuations of 
temperature (22-60°C), soil pH (3.0-10.5), and most 
importantly    high    tolerance    to   heavy   metal   stress
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(Truong and Baker, 1998). The aims of this study were to 
compare the uptake efficiency of Cadmium (Cd), Lead 
(Pb) and Zinc (Zn) on 2 species of vetiver grass, Vetiver 
zizanioides and Vetiveria nemoralis, in axenic condition. 
In addition, the pattern of metal distribution and 
translocation in plant parts were also investigated. 
 
 
MATERIALS AND MEDTHODS 
 
Plant cultures 
 
One month tissue culture of V. zizanioides (Kamphaeng Phet1, 
Prajuab Kirikhun, and Ratchaburi ecotypes) and V. nemoralis 
(Kamphaeng Phet2, Mae Hongson, and Surat Thani ecotypes) 
were cultured in sterile 30 cm length glass tubes containing 0.7% 
agar in Musashige and Skoog medium (as ppm of 1,650.0 NH4NO3, 
6.20 H3BO3, 332.20 CaCl2·2H2O, 0.0250 CoCl2·6H2O, 0.0250 
CuSO4·5H2O, 37.260 Na2EDTA·2H2O, 27.80 FeSO4·7H2O, 2.0 
Glycine, 180.70 MgSO4·7H2O, 16.90 MnSO4·4H2O, 100.0 myo-
Inositol, 0.50 nicotinic acid, 0.830 KI, 1,900.0 KNO3, 170.0 KH2PO4, 
0.50 Pyridoxine hydrochloride, 0.250 Na2MoO4.2H2O, 0.10 
Thiamine hydrochloride, 8.60 ZnSO4·7H2O) in the absence or 
presence of one heavy metal (20 ppm Cd or 500 ppm Zn or 500 
ppm Pb). These heavy metal concentrations were chosen as they 
are the metal tolerance levels in soil of vetiver grass (Truong, 
2000). Tubes were closed with sterile cottons and kept in a plant 
growth chamber at 23 to 28°C for 7 days. Each treatment variable 
was conducted in triplicates. 
 
 
Heavy metal extraction 
 
At the end of experiment, vetivers were weighed for biomass 
determination, and then heavy metal concentration was determined 
as described by Farwell et al. (2007). Briefly, plants were 
extensively rinsed with several changes of 0.01 M EDTA and 
followed by distilled water to remove some non-specifically bound 
heavy metal. Afterwards, the separated shoots and roots of grass 
were dried in a hot air oven at 65°C for 1 day and were finely cut. 
30 mg dried plant samples were digested with 0.8 ml of purified 
HNO3 in an incubator at 65°C for 3 h. The supernatants were 
determined for heavy metals by Graphite Furnace Atomic 
Absorption Spectrophotometry (GFAAS) model Perkin Elmer 
AAnalyst 100. 

The plant heavy metal uptakes were expressed as total 
accumulation rate (TAR) (Zhu et al., 1999) and transport factor (TF) 
as described previously (Marchiol et al., 2004) and were calculated 
by the following formula:  

 
TAR =     (Shoot  dry  weight  (gx Shoot  HM  conc  (g/g+ (Root  dry  weight  (gx Root  HM  conc  (g/g

(Shoot  dry  weight  (g+Root  dry  weight  (gx days  of  harvest   

 

TF =  Shoot  heavy  metal  conc  (g/g
Root  heavy  metal  conc  (g/g  

 

 
HM conc. = heavy metal concentration 

 
 
Statistical analysis of data 
 
The results were expressed as mean ± SD from three biological 
replicates. Data were analyzed by one-way analysis of variance 
(ANOVA) with means separated using Duncan’s multiple range test.  
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P < 0.05 was considered statistically significant. All data were 
analyzed by SPSS 16.0 software.  
 
 
RESULTS 
 
Heavy metal concentration in vetiver 
 
The total Cd accumulation of V. zizanioides was in the 
order of Kamphaeng Phet1 > Ratchaburi > Prajuab 
Kirikhun ecotypes and for V. nemoralis was Mea 
Hongson approximately Kamphaeng Phet2 > Surat Thani 
ecotypes (p < 0.05). For over all comparison, Kamphaeng 
Phet1, Mea Hongson and Kamphaeng Phet2 exhibited 
almost equally highest efficiency of Cd uptake up to 600 
ppm (Figure 1). In addition, most of the tested plants 
stored more Cd in shoots. The total Pb uptake by the 
tested plants ranges from 381 to 606 ppm. Though 
Kamphaeng Phet1, Surat Thani, Kamphaeng Phet2 and 
Mae Hongson ecotypes showed the trend of higher Pb 
accumulation (>500 ppm), the bioaccumulation levels 
were not significantly different from Ratchaburi and 
Prajuab Kirikhun. Notably, the root Pb concentrations of 
all tested plants were at least 4 times higher than in 
shoots. The capacity of Zn uptake was in the range of 
8,714 to 23,285.4 ppm. All tested plants except 
Kamphaeng Phet1 were able to uptake and accumulate 
Zn higher than 10,000 ppm.  
 
 
Heavy metal translocation in vetiver 
 
Translocation factor (TF) is the ratio that indicates the 
relative transportation of metals from roots to shoots of 
the plants (Mellem et al., 2012). TF values of greater than 
1 indicate the greater translocation of metals from root to 
the shoot part of the plant. In contrast, TF values of less 
than 1 mean that metals are largely store in the root part 
of plants (Mellem et al., 2012; Rezvani and Zaefarian, 
2011). According to Table 1, ecotypes Mae Hongson, 
Prajuab Kirikun and Ratchaburi were capable of 
accumulating Cd higher in the shoot part than in the root 
part, with the maximum translocation capability (TF > 1) 
observed in the Ratchaburi ecotype (TF = 1.92±0.02). 
However, the total metal accumulation rate as indicated 
by the TAR values in Table 1 suggested no differences in 
the total accumulation per day of both Cd and Pb in all 
tested vetiver ecotypes. For Pb, the TF value of less than 
1 indicated that all tested ecotypes preferentially 
accumulated Pb in roots rather than shoots (Table 1). In 
addition, Surat Thani exhibited higher intrinsic capability 
of Pb translocation than Ratchaburi and Mae Hongson 
ecotypes. Kamphaeng Phet2, Ratchaburi and Surat 
Thani showed bulk Zn contents in shoots rather than 
roots (TF > 1) suggesting their high potential of Zn 
translocation. The Ratchaburi and Surat Thani 
significantly displayed higher potential of Zn translocation 
than  the  rest  of  tested ecotypes (p < 0.05). The total Zn  
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Table 1. Heavy metal concentration in different vetiver grass ecotypes grown under heavy metal stress.  
 

Vetiver 
20 ppm Cd 500 ppm Pb 500 ppm Zn 

TF
*
 TAR

**
 TF TAR TF TAR 

Kum Phangphet1 0.61±0.12
a
 2.547±0.255

a(c)
 0.26±0.06

ab
 0.03±0.013

a(a)
 0.42±0.08

bc
 1.081±0.552

a(b)
 

Kum Phangphet2 0.87±0.25
a
 2.296±0.559

a(c)
 0.28±0.08

ab
 0.034±0.001

a(a)
 2.47±0.83

b
 1.087±0.045

a(b)
 

Mae Hongson 1.41±0.83
b
 2.293±0.622

a(c)
 0.20±0.06

a
 0.033±0.007

a(a)
 0.70±0.33

ab
 1.557±0.458

b(b)
 

Prajuab Kirikun 1.80±0.74
b
 1.702±0.603

a(c)
 0.29±0.13

ab
 0.021±0.007

a(a)
 0.31±0.26

a
 0.847±0.474

a(b)
 

Ratchaburi 1.92±0.02
c
 1.992±0.591

a(b)
 0.21±0.16

a
 0.028±0.001

a(a)
 4.41±0.27

c
 1.884±0.596

b(b)
 

Surat Thani  0.77±0.13
a
 2.612±1.059

a(c)
 0.45±0.07

b
 0.028±0.011

a(a)
 3.79±1.39

c
 1.197±0.428

a(b)
 

 
Value in the same column with different superscript are significantly different at p < 0.05.  Value in parentheses ( ) in the same 

TAR roll with different superscript are significantly different at p < 0.05.  
TF =  Shoot  heavy  metal  conc  (g/g

Root  heavy  metal  conc  (g/g  * 
 

 
TAR =     (Shoot  dry  weight  (gx Shoot  HM  conc  (g/g+ (Root  dry  weight  (gx Root  HM  conc  (g/g

(Shoot  dry  weight  (g+Root  dry  weight  (gx days  of  harvest ** 
 

 
 
 
accumulation rate (TAR) of Ratchaburi was more 
effective than Kamphaeng Phet1, Kamphaeng Phet 2 
and Prajuab Kirikun. There were no differences of Zn 
total accumulation rate among Surat Thani and Mae 
Hongson ecotypes (Table 1). All the tested vetiver 
surprisingly showed the best Cd accumulation rate (TAR) 
followed by Zn and Pb, respectively (p < 0.05) as shown 
in Table 1. 
 
 
DISCUSSION 
 
A raising concern regarding human health risks and 
environmental consequences associated with heavy 
metal pollution have created a need for efficient and 
effective remediation strategies. Phytoremediation has 
recently attracted a great attention as a highly promising 
strategy because it is relatively inexpensive, 
environmentally-friendly, and more aesthetically pleasing 
compared to the other remediation technologies. This 
study chose upland (V. zizanioides) and lowland (V. 
nemoralis) vetiver grass as the test plants for 
phytoremediation due to their fast growth, high biomass, 
deep massive and fibrous root system, versatile 
adaptability under various harsh environmental 
conditions, and most importantly, high resistance to 
heavy metal toxicities (Chomchalow, 2011; 
Roongtanakiat and Chairoj, 2001; Truong and Baker, 
1998). At present, there are still very few studies on the 
potential of vetiver for the use in phytoremediation 
especially the comparison of metal remediation efficiency 
among different vetiver ecotypes (Punamiya et al., 2010; 
Roongtanakiat and Chairoj, 2001, 2002; Roongtanakiat et 
al., 2007). Therefore, the present study explored the 
capability and compared the efficiency of heavy metal 
uptake, translocation and accumulation among different 
ecotypes    of     upland     and   lowland    vetivers.    The 

experiments were intentionally conducted under axenic 
condition to avoid un-estimated effects of other 
environmental factors that might affect the metal uptake 
efficiency. 

Different ecotypes of vetiver were ranked in descending 
order of the capability to uptake Cd as follows: 
Kamphaeng Phet1 ~ Mea Hongson ~ Kamphaeng Phet2 
> Ratchaburi ~ Surat Thani > Prajuab Kirikhun (Figure 1). 
In contrast, Roongtanakiat and Chairoj (2002) reported 
that there were significantly higher concentrations of 
cadmium in Ratchaburi ecotype compared to those found 
in Surat Thani and Kamphaeng Phet ecotypes in the pot 
experiment. Variations of each vetiver ecotype, soil 
properties, the existing soil microorganisms (Truong, 
1999) and season of planting (Devies, 1997) are among 
the factors that can affect the heavy metal uptake 
efficiency. These probably explained the different results 
obtained in the present study which was conducted under 
axenic condition. Therefore, the different results observed 
from the axenic and pot experiments might be caused by 
various properties of the media and soil which are 
different under axenic and pot conditions. A variation of 
plant species also widely exhibited different ability of 
heavy metal accumulation (Baker and Senft, 1997). 

All tested ecotypes in both species of vetiver grass 
displayed equal capability of Pb uptake when cultured 
under axenic media supplemented with 500 ppm Pb 
(Figure 1B), and the uptake was in the range of 400 to 
600 ppm Pb. Similarly, Punamiya et al. (2010) studied Pb 
accumulation by vetiver grass [Chrysopogon zizanioides 
(L.)] in hydroponic solutions supplemented with 2,070, 
4,140 and 8,280 ppm Pb. The results found that the 
corresponded Pb uptakes by the vetiver grass were 600, 
900 and 1,400 ppm, respectively. The present study 
demonstrated that almost all tested vetiver ecotypes, 
except Kamphaeng Phet1, could be regarded as Zn 
hyperaccumulator  as   all   displayed   a   capacity  of  Zn  
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Figure 1. Total heavy metal uptake of V. zizanioides (Kumphang Phet1 (KP1), Prajuab 

Kirikhun (PB), and Ratchaburi (RC)) and V. nemoralis (Kumphang Phet2 (KP2), Mae 
Hongson (MS), and Surat Thani (ST)) ecotypes grown under Cd (A), Pb (B), or Zn (C). Bars 
of each ecotype with different superscript are significantly different at p < 0.05. 

 
 
 
uptake more than 1% of their dry weight. This agrees to 
the term defined by Baker and Brooks (1989) who 
referred  plants  with  a  capability to accumulate Zn more 

than 1% of their dry weight as “hyperaccumulators”. The 
result in Figure 1C also suggested that Mae Hongson 
ecotype     is    the    best    Zn    hyperaccumulator  while  
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Kamphaeng Phet1 is the least. In addition, the results 
showed that the increasing TAR value corresponded with 
the increasing Zn uptake in vetiver grass in accordance 
with Kosesakal et al. (2011). They reported that higher 
metal application rate causes the increasing metal uptake 
and significantly increase TAR tend. Similar to our results 
significantly showed the higher TAR value of Cd and Zn 
application than Pb application. Notably, the capacities of 
Pb uptake by the vetiver in the study of Punamiya et al. 
(2010) were all much lower than the supplemented 
concentrations of metals. On the contrary, the present 
study demonstrated that all tested ecotypes of both 
vetiver species could concentrate Cd, Pb and Zn many 
folds higher than their surrounding (supplemented) metal 
concentrations.  

The capability of vetiver grass to concentrate higher 
amount of metals than its surrounding environment 
concentrations and preferentially accumulate higher level 
of Zn than Pb were also supported by other investigators. 
Antiochia et al. (2007) reported that V. zizanioides could 
accumulate 6,000 ppm Pb and 9,500 ppm, Zn after 8 
days of exposure to 621 ppm Pb and 653 ppm Zn of 
supplemented soil in the pot study. They concluded that 
V. zizanioides is an effective hyperaccumulator for both 
Pb and Zn. Ratchaburi ecotype exhibited the highest 
translocation of Cd from roots to shoots (p <0.05) while 
Mae Hongson and Prajuab Kirikun showed a trend of 
higher Cd translocation than the rest of tested ecotypes 
(Table 1). Similarly, Rezvani and Zaefarian (2011) 
exhibited the translocation factor of Cd more than one by 
Aeluropus littoralis in pot experiments. Roongtanakiat 
and Chairoj (2002) also reported that Ratchaburi ecotype 
preferentially accumulated Cd higher in shoots rather 
than roots while there were no differences in Pb 
translocation capability among tested vetiver ecotypes, 
Ratchaburi and Surat Thani significantly displayed the 
highest translocation of Zn from the roots to the shoot 
parts (Table 1). Results from the present study suggested 
that all tested vetiver ecotypes could effectively act as 
phytostabilizer for Pb which the metal were mainly 
retained in the root part of the plants with the TF values 
of less than 1 (Figure 1B and Table 1). The low metal 
translocation to their aerial parts or mainly restrict metal 
in their root call metal excluders (Ghosh and Singh, 
2005). In agreement with the present study, Chen et al. 
(2004) also reported the low translocation of Pb from 
roots to shoots in V. zizanioides. Tang et al. (2009) also 
pronounced the TF value of Arabis paniculata Franch 
less than one when was supplemented with range of Pb 
concentration (9-267 M). Consequently, vetiver grass 
might be a remediated plant of choice for immobilization 
of Pb at the contaminated sites. In addition, Ratchaburi 
ecotype which exhibited the highest Cd translocation 
could be a good candidate for phytoextraction of Cd-
contaminated soils. All tested ecotypes of vetiver except 
Kamphaeng Phet1 are only good hyperaccumulator for 
Zn, but not for Cd and Pb. Therefore, different ecotypes 
of   vetiver  grass  possess  distinct  capability  and efficiency 

 
 
 
 
in remediating certain heavy metals through various 
phytoremedating mechanisms under axenic culture. 
These differences should be taken under consideration to 
warranty for a fruitful exploitation of vetiver as 
remediating plants for heavy metals in further pot and 
field studies.  
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The Effects of Plant Growth Promoting Traits on
Heavy Metal Uptake of Vetiver Grasss

E. Aksorn and B. Chitsomboon

School of Biology, Institute of Science, 
Suranaree University of Technology, Nakhon Ratchasima Province, Thailand

Abstract: The objects of this research were to study the effect of various growth parameters on heavy metal
uptake of vetiver grass in the sterile Laboratory scale. The results showed that the PGP traits stimulated Cd,
Pb  and  Zn  uptake  in  both  on  V. zizanioides and V. nemoralis. However, the different vetiver ecotypes
showed the different effects of PGP traits. AVG, IAA and pyrocatechol were the proper choices for Cd uptake
on  V. zizanioides  while  N,  IAA  and AVG were suitable for V. nemoralis compared to control. Zn uptake by
V. nemoralis was stimulated by Desferroxamine, GA , IAA, AVG, pyrocatechol and zeatin while phosphate was3

suitable for V. zizanioides. In addition, the different PGP traits effects on Pb accumulation of both ecotypes
suggested that GA  and IAA were suitable for Pb uptake of V. zizanioides while AVG, DFB and GA  enhanced3 3

Pb uptake in V. nemoralis. Therefore, the appropriated PGP traits enhanced the heavy metal remediation by
vetiver grass.

Key words: Plant growth promoting (PGP) traits  Vetiver grass  Heavy metal

INTRODUCTION work which recognized for its effectiveness in soil erosion

Phytoremediation as the friendly remediated environmental variations including prolonged drought,
technology of heavily heavy metal contaminated soils by flood, submergence, extreme fluctuation of temperature
using plants to reduce, remove, degrade or immobilise (22-60°C), soil pH (3.0-10.5) and most importantly high
heavy metal from contaminated environment [1]. However, resistance to heavy metal toxicities [6].
an inhibitory effect on the plant growths was observed  The aims of this study were to determine the
under extremely heavy metals stress. The solution of this absolutely uptake and distribution efficiency of Cadmium
limitation solve by a large array of bacteria including (Cd), Lead (Pb) and Zinc (Zn) on 2 species of vetiver
species of Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, grass consisting of Vetiveria zizanioides and Vetiveria
Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, nemoralis in axenic condition under different plant growth
Burkholderia, Bacillus and Serratia which reported to promoting traits supplement.
enhance plant growth [2, 3]. The exact mechanisms by
which PGPR promote plant growth are not fully MATERIALS AND MEDTHODS
understood, but are thought to include (i) the ability to
produce or change the concentration of plant growth Plant  Cultures:  Tissue  culture  of  vetiver grass  both
regulators like indoleacetic acid, gibberellic acid, V. zizanioides (Kumphang Phet1, Prajuab Kirikhun and
cytokinins and ethylene [4], (ii) asymbiotic N fixation, (iii) Ratchaburi ecotype) and V. nemoralis (Kumphang Phet2,2

antagonism against phytopathogenic microorganisms by Mae Hongson and Suratthani ecotype) were planted in
production of siderophores, antibiotics and cyanide, (iv) sterile condition. The sterile 30 cm length glass tube
solubilization of mineral phosphates and other nutrients contained 0.7% agar of Musashige and Skoog medium
[5]. Most the plants must establish and produce high supplemented  with  different  heavy  metals   as  follows:
biomass in hostile conditions. Having a deep and dense 20 mg/kg  of  Cd, 500 mg/kg of Zn, or 500 mg/kg of Pb.
root system, vetiver is a good candidate for phytoremedial Each supplemented heavy metal was spiked with different

and sediment control, highly tolerance to extreme
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constituents, consisting of 30 µM desferrioxamine B
mesylated (DFB), 30 µM pyrocatechol, 2.8 µM kinetin
riboside (zeatin), 3 µM gibberellic acid (GA ), 5 µM indol3

acetic acid (IAA), 10 µM aminoethoxyvinylglycine (AVG),
9.0  mM  KNO   and  1.5  mM KH PO . The tube were3 2 4

closed with sterile cotton and kept in a growth chamber at
23-28°C for 7 days. Each treatment and blank in all
experiments was tested in five replicates. These heavy
metal concentrations were chosen as the lowest toxic
levels in soils [7]. As the vetiver plant was died during
experiments when exposed by high concentrations of (A)
heavy metals.

Heavy Metal Extraction: At the end of each experiment,
the plants were weighed for biomass determination and
then heavy metal concentration was determined as
described by Farwell et al. [8]. Briefly, plants were
extensively   rinsed  with  several  changes  of  0.01 M
EDTA and followed by distilled water to remove some
non-specifically bound heavy metal. Afterwards, the
separated shoot and root of grass were dried in hot air
oven at 65°C for 1 day and were finely cut. The dried plant
samples were digested with 0.8 ml of purified HNO  in (B)3

incubators at 65°C for 3 h. The supernatants were
determined for heavy metals by Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrophotometry (GFAAS).

The absorption of heavy metal from the medium by
plants expressed as total accumulation rate (TAR) and
transport index (TF), were calculated by the following
formula as described by Taylan et al. [9] and Mellem et al.
[10], respectively.

TAR = [(Shoot dry weight (g) x Shoot HM conc (µg/g)) +
(Root dry weight g x Root HM conc µg/g)]/[(Shoot dry
weight g + Root dry weight g x days of harvest)] (C)
TF = Shoot heavy metal conc (µg/g)/Root heavy metal
conc (µg/g) Fig. 1: Total  heavy  metal  uptake  of  V.  zizanioides
HM conc. = heavy metal concentration (RC)- and V. nemoralis (ST) inoculated with the

Statistical Analysis: All chemical experiments were presence of Cd (A), Pb (B), or Zn (C). Bars of each
analyzed in five replicate. Statistical analysis was ecotype with different superscript are significant
evaluated in Completely Randomized Design (CRD). The difference (p < 0.05).
data were analyzed with analysis of Variance (ANOVA)
using SPSS 16.0. Significant differences at P < 0.05 were (Table 1 and Fig. 1, 2, & 3). However, Table 1 showed that
compared using the Duncan’s Multiple Range Test. the translocation of Cd from root to shoot was rather low

RESULTS Cd  concentration  in  root  than  shoot, especially under

For V. zizanioides, the results revealed that the most 10 times higher than shoot. The amount of total Cd uptake
plant   growth  promoting   traits-tested   enhanced  the per  day  (TAR)  of V. zizanioides  under different PGP
total  heavy  metal  uptake  when  compared  to the control traits was the same and all were higher than control group.

plant growth promoting traits and grown in the

in  all  investigated  traits. This was suggested by higher

the  influence  of  AVG,  the  Cd accumulation in root was
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Table 1: Cd concentration in V. zizanioides grown in the presence of various growth promoting traits
Cd concentration in plants (mg/kg)
----------------------------------------------------------------

Parameter Shoot Root TF TAR
Control 6.21±1.79 24.591±16.51 3.532±2.167 0.0015±0.00a a a a

AVG 83.28±38.92 1000.95±230.92 0.773±0.635 0.03±0.00b d ab b

Desferosamine 128.84±35.82 237.45±50.94 8.434±6.286 0.037±0.03bc bc c b

Gibberellin 179.55±44.40 314.6±73.50 5.821±1.515 0.03±0.00c bc bc b

IAA 200.74±47.16 516.92±181.71 3.784±0.913 0.03±0.01c c ab b

Nitrogen 183.65±47.57 361.45±177.88 5.432±1.399 0.02±0.01c bc bc b

Phosphorus 123.68±90.04 243.21±40.27 5.207±3.760 0.02±0.01bc ab bc b

Pyrocatechol 159.38±46.59 813.5±296.72 2.117±0.935 0.03±0.01bc d ab b

Zeatin 182.74±57.25 410.59±261.74 5.262±2.141 0.03±0.00c bc abc b

Value in the same column with different superscript are significantly difference (p < 0.05).

Table 2: Pb concentration in V. zizanioides grown in the presence of various growth promoting traits
Pb concentration in plants (mg/kg)
------------------------------------------------------------------

Parameter Shoot Root TF TAR
Control 42.03±14.48 164.25±75.72 14.236±7.064 0.018±0.02ab a bc a

AVG 458.04±78.17 2545.49±1593.86 1.84±0.725 0.11±0.10bc b a bc

Desferosamine 626.09±353.37 3421.62±1662.75 2.21±1.337 0.18±0.11c b a c

Gibberellin 202.4±144.03 618.52±459.30 4.945±3.869 0.03±0.01ab a bc ab

IAA 142.07±22.97 597.07±323.05 2.807±1.233 0.04±0.03ab a a ab

Nitrogen 65.46±14.95 239.5±69.22 3.195±0.063 0.01±0.00ab a a a

Phosphorus 22.2±10.45 75.82±98.36 9.99±1.008 0.003±0.00a a c a

Pyrocatechol 40.1±6.71 318.69±37.69 1.878±0.201 0.01±0.00ab a a a

Zeatin 230.48±18.45 488.18±257.59 4.394±1.824 0.04±0.02ab a bc ab

Value in the same column with different superscript are significantly difference (p < 0.05).

Table 3: Zn concentration in V. zizanioides grown in the presence of various growths promoting traits
Zn concentration in plants (mg/kg)
------------------------------------------------------------------

Parameter Shoot Root TF TAR
Control 3747.00±1489.71 1896.6±1307.32 20.618±4.890 0.6±0.18a abc a a

AVG 1843.12±1268.82 2557.12±1066.82 6.634±2.443 0.33±0.02a abc a a

Desferosamine 3882.45±98.06 4921.32±1770.06 8.385±2.452 0.67±0.16a c a a

Gibberellin 415.48±101.84 3152.14±1401.37 1.468±0.688 0.18±0.12a abc a a

IAA 4325.5±990.88 4012.14±908.50 11.546±4.621 0.7±.011a bc a a

Nitrogen 3700.38±1900.93 2579.02±217.32 13.267±9.393 0.56±0.26a abc a a

Phosphorus 61017.33±40341.78 449.23±366.35 10,974.125±2,909.431 16.88±20.37b a b b

Pyrocatechol 1586.72±1694.43 5789.62±4676.67 3.977±3.011 0.4±0.34a bc a a

Zeatin 1035.92±1003.82 1947.29±156.29 15.487±10.826 0.217±0.19a ab a a

Value in the same column with different superscript are significantly difference (p < 0.05)

Table 4: Cd concentration in V. nemoralis grown in the presence of various growth promoting traits
Cd concentration in plants (mg/kg)
--------------------------------------------------------------

Parameter Shoot Root TF TAR
Control 41.2±29.16 94.156±78.15 10.894±10.436 0.007±0.003a a a ab

AVG 92.37±74.93 494.79±91.48 9.694±1.551 0.012±0.005a ab a abc

Desferosamine 102.64±33.65 200.24±137.02 17.836±9.738 0.018±0.005a ab a c

Gibberellin 78.309±47.11 121.32±80.11 7.68±5.299 0.013±0.007a a a abc

IAA 240.33±34.62 307.56±84.32 8.852±4.864 0.036±0.002b ab a d

Nitrogen 188.667±63.02 597.32±288.71 3.743±1.654 0.040±0.01b b a d

Phosphorus 48.9±39.01 81.88±48.32 23.579±4.168 0.005±0.004a a a a

Pyrocatechol 75.424±43.46 257.26±51.26 8.131±0.975 0.015±0.005a ab a bc

Zeatin 111.93±51.13 132.22±82.77 14.932±13.443 0.015±0.007a a a bc

Value in the same column with different superscript are significantly difference (p < 0.05)
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Table 5: Pb concentration in V. nemoralis grown in the presence of various growth promoting traits
Pb concentration in plants (mg/kg)
---------------------------------------------------------------

Parameter Shoot Root TF TAR
Control 423.81±65.56 1757.62±572.91 2.463±0.833 0.1±0.01a a abc ab

AVG 970.4±230.08 2303.09±1145.61 5.556±3.066 0.17±0.009bc ab d bcd

Desferosamine 357.66±77.99 1571.98±436.63 2.288±0.118 0.08±0.02a a abc a

Gibberellin 968.5±285.25 9127.426±4517.81 1.798±1.028 0.3±0.07bc c ab f

IAA 1208.62±188.15 5279.9±2418.43 2.57±0.945 0.24±0.05c b abc df

Nitrogen 972.91±125.91 2458.34±445.41 4.125±1.271 0.19±0.02bc ab bcd cd

Phosphorus 309.19±310.2 3674.88±2136.17 0.963±0.899 0.11±0.08a ab a abc

Pyrocatechol 913.73±132.71 2196.55±738.54 4.484±1.381 0.17±0.03b ab cd bcd

Zeatin 409.84±78.12 1168.05±214.53 3.339±0.505 0.07±0.01a a abcd a

Value in the same column with different superscript are significantly difference (p < 0.05)

Table 6: Zn concentration in V. nemoralis grown in the presence of various growth promoting traits
Zn concentration in plants (mg/kg)
----------------------------------------------------------------

Parameter Shoot Root TF TAR
Control 279.25±215.36 230.37±195.23 24.551±20.053 0.03±0.008a a a a

AVG 3378.97±891.73 2936.57±489.01 11.865±4.175 0.54±0.29cd c a c

Desferosamine 5255.43±3794.9 4061.4±778.12 15.636±15.51 0.58±0.31d d a c

Gibberellin 1774.82±767.58 3039.32±856.21 6.333±3.189 0.36±0.14abc c a bc

IAA 2433.85±1390.77 4124.45±1042.48 4.61±3.478 0.54±0.29bc d a c

Nitrogen 430.01±517.2 269.15±207.98 26.966±22.806 0.03±0.01ab a a a

Phosphorus 169.76±83.9 296.53±224.8 11.241±11.003 0.03±0.02a a a a

Pyrocatechol 3263.85±660.19 2336.626±666.6 11.182±1.813 0.4±0.15bcd c a c

Zeatin 2640.51±1826.88 1461.53±769.59 15.797±8.527 0.25±0.14c b a ab

Value in the same column with different superscript are significantly difference (p < 0.05)

The total Cd accumulations (mg Cd per kg plant dry from root to shoot (TF) compared to the control group.
weight) of Control, AVG, DFB, GA , IAA, Nitrogen, Similarly, P also induced the maximum total accumulation3

Phosphorus, Pyrocatechol and Zeatin were 26.15, 1,067.06, of Zn per day (TAR) while the rest of PGR traits had no
533.07, 494.16, 717.67, 545.1, 400.41, 972.88 and 593.33 effect. Notably, the TF and TAR for Zn uptake and
mg/kg, respectively. The metal TF as capacity of heavy accumulation in control or every PGP traits were higher
metal translocation from root to shoot has been than the other heavy metal.
determined. The results showed that the TF was highest Heavy metal analysis obtained from the root and
(8.433) when supplemented with DFB. A significant higher shoot of V. nemoralis (Tables 4, 5 & 6) revealed that roots
Cd concentration in root than shoot was also observed in Cd concentration was higher than in shoots
all evaluated parameter (Table 1) and all concentration concentration, especially in AVG, the Cd accumulation in
were higher than control group. root was about 5 time of shoot (Table 4). The average

Only V. zizanioides grown under AVG and DFM total Cd accumulation of control, AVG, DFB, GA , IAA,
significantly displayed higher Pb in root compared to Nitrogen, Phosphorus, Pyrocatechol and Zeatin,
control (Table 2). The total uptake of Pb was in the order expressed as mg Cd per kg dry plant, were 135.35, 587.16,
of DFB, AVG, GA  > IAA, Zeatin, Pyrocatechol, N, control 302.89, 199.62, 547.89, 785.99, 130.79, 332.68 and 244.153

and P, respectively (Fig. 1B). TF analysis found no mg/kg, respectively. There were no effects of PGP traits
difference between group and each PGP traits in Pb on  Cd  translocation  from  root to shoot in V. nemoralis.
translocation compared to the control. The total In addition, the higher Cd accumulation rate than the
concentrations of Zn in V. zizanioides was in the order of control  group  was  only  deserved  under  the  influence
P > DFB, IAA, Pyrocatechol, control, N, AVG, GA3 and of  DFB,  IAA  and  N.  Similar  to  the  V. zizanioides,  the
Zeatin, respectively (Fig. 1C). The average maximum TF V. nemoralis also exhibited higher Pb root concentration
and TAR was observed in Zn (Table 3). All of the tested than Pb shoot concentration in all parameters-tested,
PGR traits, except P had no influence of Zn translocation including  the  control  (Table 5). Compared to the control,

3
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the higher Pb total accumulation was only deserved in the The comparison of heavy metal uptake by two
presence of the influence of GA , IAA and N (Fig. 1B and vetiver ecotypes  found  that  V.  zizanioides and V.3

Table 5). In addition, only AVG could increase the zizanioides had no significance for heavy metal uptake. In
translocation from root to shoot higher than the control. contrast with   Roongtanakiat    and   Chairoj   [16]
The higher total Zn accumulation than the control group reported  that V. zizanioides had significantly higher Mn,
was only deserved under the influence of DFB, AVG, GA , Zn and Cd amounts in shoot and root than V. nemoralis3

IAA and pyrocatechol (Fig. 1C). Table 6 indicated that and Kamphaeng Phet ecotypes on pot experiment.
most of PGP traits increased the concentrations of Zn in
root and shoot compared to the control group. The total CONCLUSIONS
rate of Zn accumulation was also higher than control
under the influence of AVG, DFB, IAA and pyrocatechol. This research  was  the  first  report  that elucidated
However, there were no effects of PGP traits on Zn the effect of heavy metal on PGP traits and the efficiency
translocation from root to shoot. of heavy metal uptake by two species of vetiver grass.

DISCUSSION heavy metal uptake of vetiver grass. However, the

PGP traits could be stimulated Cd, Pb and Zn uptake depends upon heavy metal and plant species.
on both V. zizanioides and V. nemoralis. Belimov et al.
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