
Naresuan University Journal  2013; 21(2) 14 
 

การคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม Pink Pigmented Facultative Methylotrophs (PPFMs)  

ที่สามารถผลิต Indole Acetic Acid จากหญ้าปักก่ิง 

ศิริพรรณ สารนิทร์ 
a*
 ธนวฒุิ พรมบัญชาชัย 

b
 นารีลักษณ์ นาแก้ว 

a
 และ อภิชาติ ชิดบุรี

 b
 

 

Isolation of Indole Acetic Acid Producing Pink Pigmented Facultative Methylotrophs 

(PPFMs) from Murdannia loriformis (Hassk.) R. Rao & Kammathy   

Siripun Sarin
 a*

, Thanawut Prombunchachai
 b
, Nareeluk Nakaew

 a
 and Aphichat Chidburee

 b
 

 
a
ภาควิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก 

b
สถาบันวิจัยเทคโนโลยีเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลล้านนา จังหวัดล าปาง 

a
Department  of  Microbiology  and  Parasitology,  Faculty  of  Medical  Science, Naresuan University, Phitsanulok, Thailand 65000

 

b
Agricultural Technology Research Institute, Rajamangala University of Technology Lanna, Lampang Province. 

*
Corresponding author. E-mail: siripunc@nu.ac.th 

 

บทคัดย่อ 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อท าการคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม  Pink Pigmented Facultative Methylotrophs (PPFMs) ที่สร้างฮอร์โมน

พืชออกซินชนิด Indole-3-acetic acid (IAA) จากใบหญ้าปักกิ่ง (Murdannia loriformis(Hassk.) R. Rao & Kammathy) จาก

ผลการวิจัยสามารถคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม endophytic PPFMs ที่ให้โคนีสีชมพูได้ทั้งหมด 34 ไอโซเลท และมีแบคทีเรียกลุ่ม endophytic 

PPFMs จ านวน 18 ไอโซเลท ที่สามารถสร้างสาร IAA ได้มากกว่า 2.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในสภาพการเพาะเล้ียงในอาหารที่ไม่มีการเติม 

L-tryptophan โดยแบคทีเรีย endophytic PPFMs ไอโซเลท ED5-9 สามารถสร้างสาร IAA ได้สูงที่สุด เท่ากับ 3.472 ไมโครกรัมต่อ 

และผลจากการจัดจ าแนกแบคทีเรียไอโซเลท ED5-9 ด้วยการพิสูจน์เอกลักษณ์ทางอณูชีววิทยาแบบ Partial 16S rDNA gene 

sequencing พบว่ามีความเหมือนกับแบคทีเรียสายพันธุ์ Methylobacterium radiotolerans JCM2831(T) ผลที่ได้จากการวิจัยนี้จะถูก

น าไปศึกษาประสิทธิภาพของฮอร์โมนชนิด IAA ที่สร้างจากแบคทีเรียนี้ในการส่งเสริมการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหญ้าปักกิ่งต่อไป 

ค าส าคัญ: แบคทีเรียกลุ่ม PPFMs, ฮอร์โมนพืช  

Abstract 

 The objective of this research was to isolate Pink Pigmented Facultative Methylotrophs (PPFMs) which capable of producing 

a phytohormone, indole-3-acetic acid (IAA), from leaves of Murdannia loriformis. (Hassk.) R. Rao & Kammathy 34 

morphologically different isolates were found and were identified as endophytic PPFMs isolates by showing pink colony. There 

were 18 endophytic PPFMs isolates produced IAA more than 2.0 µg/ml when incubation in the medium without L-tryptophan 

supplement. Endophytic PPFMs isolate ED5-9 gave the highest of IAA production of 3.472 µg/ml, and were identified as 

similar as a strain of Methylobacterium radiotolerans JCM 2831(T) by partial 16S rDNA gene sequencing. This effective result 

will be used for further investigation on the potential of bacterial indole acetic acid to enhance growth of Murdannia loriformis in 

tissue culture. 
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บทน า 

 

 หญ้าปักก่ิงหรือหญ้าเทวดา (angle grass) มีชื่อเป็น

ภาษาจีนว่า เล่งจือเช่า มีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ Murdannia 

loriformis (Hassk.) R. Rao & Kammathy วงศ์ Commelinaceae 

เป็นสมุนไพรจีนท่ีเข้ามาแพร่หลายในประเทศไทย มีการ

น าต้นพันธ์ุมาจากบริเวณสิบสองปันนาทางตอนใต้ของ

มณฑลยูนนาน ประเทศจีน ปัจจุบันนิยมน ามาใช้ในการ

รักษามะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งตับ มะเร็งล าไส้ มะเร็ง

เม็ดเลือดขาว มะเร็งปอด เป็นต้น จากรายงานการใช้

หญ้าปักก่ิงในผู้ป่วยหลายรายพบว่าท าให้ผู้ป่วยมีคุณภาพ

ชีวิตข้ึน (สุภาภรณ์ และสุดใจ, 2555) โดยมีรายงานการ

ศึกษาวิจัยพบว่า สามารถลดการจับกันของสารเคมีกับ

นิวคลิโอไทด์บนสายดีเอ็นเอ (DNA adduct) ท่ีถูก

เหนี่ยวน าด้วยสารเอโซซีมีเทน (azoxymethane) ซึ่งเป็น

สารก่อมะเร็งล าไส้ใหญ่ได้ และมีฤทธ์ิอย่างอ่อนในการ

ป้องกันการเกิดรอยโรคก่อนเกิดมะเร็งในล าไส้ใหญ่ (aberrant 

crypt foci) (เยาวเรศ และคนอ่ืน ,ๆ 2542, น. 1-6) โดยพบสาร

ออกฤทธ์ิส าคัญในการต้านเซลล์มะเร็งในกลุ่มไกลโคสฟิง

โกลิพิด (glycosphingolipid) คือ 1--O-D-glucopyranosy  

l-2-(2’-hydroxy-6’-ene-cosamide)-sphingosine ซึ่งมี

ฤทธ์ิในการต้านเซลล์มะเร็ง เต้านม (BT474) และ

เซลล์มะเร็งล าไส้ของคน (SW620) ท่ีความเข้มข้นของ

สารสกัด 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าให้เซลล์มะเร็งตาย

ประมาณร้อยละ 50 (Jiratchariyakul, et al., 1998, pp. 10-

20) ด้วยเหตุนี้จึงท าให้สมุนไพรได้รับความนิยมเป็น

อย่างมาก ส่งผลให้มีความต้องการวัตถุดิบสมุนไพรเป็น

จ านวนมาก ท าให้ต้องใช้สารเคมีสังเคราะห์ เช่น สารควบคุม

การเจริญเติบโต (growth regulators) หรือฮอร์โมนพืช 

(phytohormones) และสารป้องกันก าจัดศัตรูพืช ในการ

ส่งเสริมการเจริญติบโตของพืชให้ได้ผลผลิตเร็วแต่

เนื่องจากการใช้สารเคมีสังเคราะห์เป็นข้อก าหนดท่ีต้อง

ควบคุมในมาตรฐานคุณภาพของวัตถุดิบสมุนไพรซึ่งต้อง

มีความปลอดภัยต่อผู้ผลิตและผู้บริโภคไม่ก่อให้เกิด

มลพิษต่อสิ่งแวดล้อม นอกจากนี้สารเคมีสังเคราะห์

ดังกล่าวโดยเฉพาะสารควบคุมการเจริญเติบโตยังมีราคา

แพงซึ่งต้องค านึงถึงความคุ้มทุนในการผลิตด้วย ดังนั้น

การควบคุมคุณภาพวัตถุดิบจากสมุนไพรตั้งแต่การผลิตท่ี

ทางการเกษตรท่ีถูกต้องและเหมาะสมซึ่งส่งเสริมการ

เจริญของต้นพืชสมุนไพรให้สามารถเจริญเติบโตได้เร็ว

และให้ผลผลิตท่ีมีคุณภาพ จึงเป็นสิ่งท่ีจ าเป็นอย่างยิ่ง ซึ่ง

ในปัจจุบันได้มีการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ใน

การขยายพันธ์ุพืชสมุนไพรสายพันธ์ุดีท่ีให้ปริมาณสาร 

ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาใน

ปริมาณท่ีสูง ให้มีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีเหมือนกันได้

เป็นจ านวนมากในระยะเวลาไม่นาน (Nalawade, et al., 

2006, pp. 143-154) แต่เนื่องจากในการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อจะมีการเติมฮอร์โมนพืชท่ีเป็นสารเคมีสังเคราะห์ 

เช่น ออกซิน (auxin) เพื่อเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตและ

การก าเนิดอวัยวะ (organogenesis) ดังนั้นการใช้

ฮอร์โมนพืชท่ีเป็นสารอินทรีย์ชีวภาพซึ่งจะท าให้เกิดผลดี

ต่อการผลิตวัตถุดิบสมุนไพรท่ีมีคุณภาพและลดการใช้

สารเคมีสังเคราะห์ จึงเป็นทางเลือกอีกแนวทางหนึ่งท่ี

น่าสนใจ ซึ่งโดยปกติในธรรมชาตินอกจากพืชท่ีสามารถ

สร้างฮอร์โมนพืชส าหรับส่งเสริมการเจริญได้แล้ว ยังมี

จุลินทรีย์ท่ีอาศัยอยู่ร่วมกับพืชบางชนิดสามารถสร้างสาร

ท่ีออกฤทธ์ิคล้ายฮอร์โมนพืชได้ เช่น แบคทีเรียกลุ่ม Pink 

Pigmented Facultative Methylotrophs (PPFMs)  ในสกุล 

Methylobacteriun ท่ีอาศัยอยู่ร่วมกับพืช (endophytic 

bacteria) โดยไม่  ก่อโรคกับพืช (Aken, et al., 2004; 

Mano, & Morisaki, 2008, 109-117; Knief, et al., 

2010, pp. 440-452)  เป็นแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสีชมพู 

สามารถใช้เมทานอลซึ่งปล่อยออกมาจากพืชเป็นแหล่ง

คาร์บอนและพลังงานโดยผ่านวิถีเซอรีน (serine 

pathway) และสามารถสร้างฮอร์โมนพืชออกซินชนิด 

Indole-3-acetic acid (IAA) โดยสามารถถูกกระตุ้น

ด้ ว ยการ เ ติมกรดอะ มิ โนแอล -ทริป โต เฟน  (L-

tryptophan) ในอาหารท่ีใช้เพาะเลี้ยง เนื่องจาก 

tryptophan เป็นสารตั้งต้นท่ีใช้ในการสร้าง IAA โดยการ

สังเคราะห์ผ่านสารประกอบ indole-3-pyruvic acid และ 

indole-3-acetamide ซึ่ งพบในเฉพาะพวก methylotrops 

(Ivanova, et al., 2001, pp. 452-458; Green, 2005, 

pp. 567-571) ซึ่งสารท่ีออกฤทธ์ิคล้ายฮอร์โมนพืชนี้

สามารถน ามาใช้ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชใน

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อได้ (Ali, & Hasnain, 2007, pp. 

128-133; Subbarayan, et al., 2010, pp. 257-262) 

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม 

PPFMs สกุล Methylobacterium ท่ีอาศัยร่วมกับหญ้าปักก่ิง 
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เพื่อพัฒนาไปสู่การน าไปใช้เพื่อการปรับปรุงวิธีการปลูก

หญ้าปักก่ิงในด้านการส่งเสริมการเจริญเติบโตของหญ้า

ปักก่ิงในช่วงของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อการขยายพันธ์ุ

แบบเกษตรอินทรีย์เพื่อน าไปสู่การเป็นวัตถุดิบสมุนไพรท่ี

มีคุณภาพต่อไป 

 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ 

 

 1. การคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม PPFMs จากใบ

หญ้าปักกิ่ง (Corpe, 1985, pp. 215-221; Madhaiyan  

et al., 2007, pp. 1645-1654) 

 เลือกเก็บใบหญ้าปักก่ิงท่ีไม่มีร่องรอยของแมลง

หรือหนอนกัดแทะและรอยด่างจากยอดบนสุดลงมา 5 

ใบ ล้างท าความสะอาดด้วยน้ าประปาใช้กรรไกรตัดให้มี

ขนาดประมาณ 1 x 1 เซนติเมตร ฆ่าเชื้อท่ีพื้นผิวใบโดย

ล้างด้วย 70 เปอร์ เซ็นต์  เอทานอล 1 นาที และ 2 

เปอร์เซ็นต์ sodium hypochlorite 5 นาที ตามล าดับ จากนั้น

ล้างด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 2 ครั้ง โดยทดสอบการ

ปนเปื้อนจากเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนด้วยการน าชิ้นส่วนใบ

กดลงบนจานอาหาร tryptic soy agar (TSA) และน าน้ า

กลั่นที่ใช้ล้างคร้ังสุดท้ายไปเกลี่ยลงบนอาหาร TSA น าไป

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน น าใบ

พืชท่ีท าความสะอาดและฆ่าเชื้อบริเวณพื้นผิวแล้วหนัก 

10 กรัม ไปบดให้ละเอียดด้วยทรายละเอียดท่ีผ่านการฆ่า

เ ชื้ อ แล้ ว ใส่ ลงในน้ ากลั่ นปราศจากเชื้ อปริ มาตร  

90 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มใน

ตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อัตราเร็ว 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือครบ

ก าหนดเวลาน ามาท าการเจือจางลงครั้งละ 10 เท่า (ten-

fold serial dilutions) น าไปเกลี่ยลงบนอาหาร 

ammonium mineral salts agar (AMS) ท่ีเติมเมทานอล 

ร้อยละ 0.5 โดยปริมาตร (v/v) และ cycloheximide 10 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 

น าไปบ่มในตู้บ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 3-10 วัน เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้ใช้ระยะเวลาใน

การเจริญแตกต่างกัน ท าการนับจ านวนโคโลนีสีชมพู 

ค านวณหาค่า logCFU/g ของใบพืช เลือกโคโลนีท่ีมี

ความแตกต่างกันมาท าการแยกเชื้อให้บริสุทธ์ิด้วยวิธี 

cross streak บนอาหาร glycerol-peptone agar (GP) 

เก็บรักษาโคโลนีเดี่ยวในอาหารเหลว GP ท่ีมี glycerol 

ร้อยละ 10 เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 

 2.  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา 

ชีวเคมีและการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียสกุล 

Methylobacterium (Lo, & Lee, 2007, pp. 25-34) 

 ท าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุ่ม PPFMs ท่ีแยกได้

บนอาหาร AMS, GP, Nutrient Agar (NA) และ TSA 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน สังเกต

ขนาด รูปร่าง สี การส่องผ่านของแสง ความนูน ขอบ 

และเนื้อโคโลนี และศึกษาลักษณะเซลล์ การเรียงตัวของ

เซลล์ การสร้างแคปซูลและเอนโดสปอร์ การติดสีแกรม 

และการสร้างสาร polyhydroxybutyrate (PHB) ศึกษา

ลักษณะทางชีวเคมีเช่น การสร้ างเอนไซม์คาตาเลส 

(catalase),  ออกซิเดส (oxidase) และยูรีเอส (urease) การ

ทดสอบ methyl red และ Voges-Proskauer (MR-VP) การ

ทดสอบการใช้ซิเตรต (citrate) การทดสอบการย่อยสลาย

เม็ดเลือด แป้ง เคซีน (casein) และ เจลาติน การทดสอบ

การสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H
2
S) อินโดล (indole) และ

การเคล่ือนท่ีในอาหาร SIM medium อ่านผลหลังจากบ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-14 วัน ท้ังนี้

ขึ้นอยู่กับแต่ละการทดสอบ ท าการศึกษาลักษณะทาง

สรีรวิทยาโดยดูจากการเจริญในสภาวะต่างๆ เช่น การ

ทดสอบความสามารถในการทนเกลือโดยเพาะเลี้ยง

แบคทีเรียบนอาหาร NA ท่ีมีความเข้มข้นของ NaCl 2, 

3 และ 4 เปอร์เซ็นต์ และการทดสอบการเจริญท่ี

อุณหภูมิต่างๆ โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหาร NA 

น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 2, 25, 30, 37 และ 45 เป็นเวลา 

14 วัน สังเกตโคโลนีสีชมพูทุกวัน และพิสูจน์เอกลักษณ์

ทางอณูชีววิทยาแบบ partial 16S rDNA gene sequencing ท่ี

ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

กรุงเทพฯ โดยศึกษาเฉพาะแบคทีเรียไอโซเลตท่ีให้ผล

การทดลองท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการสร้างฮอร์โมนพืช

ออกซิน  

 3.  การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียสกุล 

Methylobacterium ในการสร้างฮอร์โมนพืชออกซิน 

(Ivanova, et al., 2001, pp. 452-458; Omer, et al., 

2004, Shirokikh, et al., 2007, pp. 308–310)ท าการ

เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบริสุทธ์ิในอาหารเหลวท่ีมี

ส่วนประกอบต่อปริมาตร 1 ลิตรคือ KH
2
PO

4
 2 กรัม 
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(NH
4
)

2
SO

4
 2 กรัม Mg

2
SO

4
.7H

2
O 0.125 กรัม NaCl 

0.5 กรัม FeSO
4
.7H2O 0.002 กรัม Yeast extract 0.1 

กรัม และเมทานอล 1 เปอร์เซ็นต์ (v/v) โดยแบ่งเป็นไม่

เติมและเติม L-tryptophan 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 

ในตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่าท่ีอัตราเร็ว 180 รอบ

ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 

เก็บตัวอย่างน้ าหมักปริมาตร 3 มิลลิลิตรทุกวัน น าไปปั่น

เหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เป็น

เวลา 30 นาที เก็บสารส่วนใส (supernatant) ไปวัดปริมาณ

ของ IAA โดยใช้ supernatant ปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสมกับ 

salkowski reagent ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไว้ในท่ีมืดท่ี

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จึงน าไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาว

คลื่น 530 นาโนเมตร ค านวณหา IAA เทียบกับกราฟ

มาตรฐานของสารประกอบ IAA และน าข้อมูลท่ีได้ไป

วิเคราะห์ทางสถิติ เพื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้วิธีของ 

Duncan ท่ีระดับนัยส าคัญ 0.05 (P< 0.05) ด้วย

โปรแกรม SPSS Statistics เวอร์ชัน17.0 

 

ผลการศึกษา 

 

การคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม PPFMs จากใบหญ้าปักกิ่ง      

 สามารถคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม PPFMs ท่ีมีลักษณะ

โคโลนีสีชมพูได้ และจากผลการนับจ านวนโคโลนีพบว่า 

มีค่าเฉลี่ยของปริมาณแบคทีเรียเท่ากับ 2.5 x10
3
 cfu/g 

ของใบหญ้าปักก่ิง และสามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย

บริสุทธ์ิได้จ านวน 34 ไอโซเลท  จากการตรวจสอบน้ า

กลั่นท่ีใช้ล้างใบหญ้าปักก่ิงครั้งสุดท้ายหลังจากท าการฆ่า

เชื้อท่ีพื้นผิว และอุปกรณ์ท่ีใช้ในการท าใบพืชให้ละเอียด

ก่อนน าไปใช้ ไม่พบลักษณะโคโลนีสีชมพูและโคโลนี

ลักษณะอ่ืนๆ ขึ้นบนอาหารท่ีเพาะเลี้ยง แสดงว่าไม่มีการ

ปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน และแบคทีเรียท่ีแยก

ได้นั้นเป็นชนิด endophytic PPFMs (ED) 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา ชีวเคมี

และการ พิสู จน์ เ อกลั กษณ์ของแบคที เ รี ยสกุ ล 

Methylobacterium 

 จากการสังเกตลักษณะโคโลนีสีชมพูและลักษณะของ

เซลล์แบคทีเรียบริสุทธ์ิกลุ่ม PPFMs จ านวน 34 ไอโซเลท 

พบว่า โคโลนีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1-2 

มิลลิเมตร  ส่วนใหญ่มีรูปร่างกลม นูนโค้งจากผิวหน้า

อาหารและนูนเป็นปุ่มตรงกลาง ผิวหน้าโคโลนีเกลี้ยงแต่

เป็นคลื่นท่ีไม่แน่นอน พบท้ังแบบขอบเรียบและหยัก 

โปร่งแสงและทึบแสง เนื้อโคโลนีเละคล้ายเนยเหลว และ

จากการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี พบว่า

เป็นแบคทีเรียชนิดแกรมลบ มีรูปร่างท่อน และมีการ

สร้าง PHB  โดยส่วนใหญ่เจริญได้ดีท่ีสภาวะอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ระดับความเข้มข้นของสารประกอบ NaCl 2 

เปอร์เซนต์  และให้ผลการทดสอบ catalase, oxidase 

และ motility เป็นผลบวก ผลการทดสอบ indole, MR-

VP, H
2
S, การย่อยสลายแป้ง เจลาติน เคซีน และเม็ด

เลือดแดง เป็นลบ ซึ่งเป็นลักษณะของแบคทีเรียในสกุล 

Methylobacterium แต่จะมีความแตกต่างของการใช้ 

citrate และการสร้างเอนไซม์ urease ท าให้สามารถจัดได้เป็น 

3 กลุ่ม ดังตารางท่ี 1 

 
ตารางที่ 1  ผลการจัดกลุ่มแบคทีเรียในสกุล Methylobacterium ตามลักษณะทางชีวเคมีของการใช้สาร Citrate และการสร้างเอนไซม์ 

Urease 

ลักษณะทางชีวเคม ี ไอโซเลท 

Citrate (-), Urease (+) ED2-1, ED3-8 

Citrate (+), Urease (+) ED1-4, ED1-9, ED1-10, ED2-3, ED2-5, ED2-4, ED2-6, 

ED2-8, ED2-9, ED2-10, ED2-11 , ED3-1, ED3-2,  

ED3-3, ED 3-4, ED3-5, ED3-6, ED3-7, ED, 3-9, ED4-1, 

ED4-4, ED4-5, ED5-2, ED5-3, ED5-5, ED5-6, ED5-9, 

ED5-12 

Citrate (+), Urease (-) ED1-2, ED1-5, ED2-12, ED4-3 
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กา ร ศึกษาคว ามสามารถของแบคที เ รี ยสกุ ล 

Methylobacterium ในการสร้างฮอร์โมนพืชออกซิน 

จากการศึกษาการสร้างฮอร์โมนพืชออกซินชนิด IAA 

ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย ส กุ ล  Methylobacterium จ า น ว น  

34 ไอโซเลท พบว่าสามารถสร้าง IAA ได้ ในปริมาณ

แตกต่างกัน และสามารถสร้างได้ท้ังในอาหารเหลว LNM 

ท่ีเติมและไม่เติม L-tryptophan โดยแบคทีเรียไอโซเลท 

ED5-9 ให้ปริมาณ IAA เฉลี่ยสูงท่ีสุดอย่างมีนัยส าคัญ 

(P< 0.05) เท่ากับ 3.472 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน

อาหารเหลว LNM ท่ีไม่เติม L-tryptophan (ตารางท่ี 2)  

เนื่องจากข้อมูลท่ีได้จากการวิ เคราะห์นี้จะถูกน าไป

ประยุกต์ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชต่อไป ดังนั้นจึง

คัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียสกุล Methylobacterium ท่ี

เจริญในอาหารเหลวท่ีไม่เติม L-tryptophan และสามารถ

สร้างสาร IAA ได้มากกว่า 2.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ซึ่งพบว่ามีจ านวนท้ังหมด 18 ไอโซเลท 

 

ตารางที่ 2  ค่าเฉล่ียของปริมาณ IAA ที่ผลิตจากแบคทีเรียสกุล Methylobacterium  (N=9) 

ไอโซเลท IAA (µg/ml) ไอโซเลท IAA (µg/ml) 

ไม่เติม L-tryptophan เติม L-tryptophan 0.2 mg/ml 

ED5-9 3.472 a ED2-8 2.569 a 

ED4-4 2.639 b ED2-10 2.500 ab 

ED3-1 2.569 bc ED2-3 2.326 abc 

ED1-10 2.569 bc ED2-6 2.326 abc 

ED3-5 2.500 bcd ED1-9 2.257 abcd 
ED5-6 2.500 bcd ED5-9 2.257 abcd 

ED3-2 2.465 bcd ED2-12 2.188 abcde 

ED1-9 2.396 bcde ED1-10 2.083 abcdef 

ED2-6 2.361 bcdef ED3-1 2.083 abcdef 

ED2-8 2.361 bcdef ED4-4 2.049 abcdef 

ED3-9 2.222 bcdefg ED4-5 1.979 bcdefg 

ED2-11 2.188 bcdefg ED5-2 1.910 cdefg 

ED4-5 2.153 cdefg ED1-5 1.875 cdefg 

ED2-3 2.118 cdefgh ED2-11 1.701 defgh 

ED3-7 2.083 defgh ED1-2 1.667 efghi 

ED1-2 2.049 defghi ED2-5 1.597 fghi 

ED2-5 1.979 efghij ED5-6 1.528 fghij 

ED5-2 1.979 efghij ED3-9 1.493 ghij 

ED5-12 1.910 fghijk ED3-5 1.458 ghijk 

ED2-12 1.875 ghijk ED3-7 1.215 hijkl 
ED2-4 1.875 ghijk ED5-12 1.181 hijklm 

ED5-5 1.840 ghijk ED3-2 1.146 ijklm 

ED2-10 1.667 hijkl ED2-4 1.042 jklmn 

ED1-5 1.597 ijkl ED2-1 1.007 jklmn 

ED1-4 1.563 jkl ED3-4 0.938 klmn 

ED4-3 1.563 jkl ED3-6 0.938 klmn 

ED2-1 1.528 jkl ED5-5 0.938 klmn 

ED3-4 1.458 klm ED4-3 0.833 lmn 

ED4-1 1.389 lm ED3-8 0.694 lmn 

ED3-3 1.319 lmn ED4-1 0.694 lmn 
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ตารางที่ 2  (ต่อ) 

ไอโซเลท IAA (µg/ml) ไอโซเลท IAA (µg/ml) 

ไม่เติม L-tryptophan เติม L-tryptophan 0.2 mg/ml 

ED3-6 1.285 lmn ED2-9 0.694 lmn 

ED3-8 1.250 lmn ED1-4 0.625 mn 

ED2-9 1.076 mn ED3-3 0.625 mn 

ED5-3 0.938 n ED5-3 0.556 n 

หมายเหต ุตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงความไม่แตกต่างที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 

 

การพิสูจน์เอกลักษณ์ทางอณูชีววิทยาของแบคทีเรีย

สกุล Methylobacterium 
  จากผลการศึกษาเฉพาะแบคทีเรียไอโซเลทท่ีให้ผล

การทดลองท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด คือไอโซเลท ED5-9 

โดยการวิเคราะห์แบบ Partial 16S rDNA gene 

sequencing พบว่ามีความเหมือนกับแบคทีเรียสายพันธ์ุ 

Methylobacterium radiotolerans JCM 2831(T) ซึ่งมีล าดับนิ

วคลี โอไทด์ดั งแสดงในตาราง ท่ี  3  โดย มีค่ าการ

เปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลี โอไทด์ 

(similarity) เท่ากับ 100 เปอร์เซนต์  

 

ตารางที่ 3  ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียไอโซเลท  ED5-9 กับแบคทีเรียสายพันธุ์ Methylobacterium 

radiotolerans JCM2831(T) 

ล าดับที่ รหัสตัวอย่าง บริเวณของลาดับนิวคลีโอไทด ์ ลาดับนิวคลีโอไทด ์(5' -> 3') 

1 ED5-9 16S rDNA GCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGC

CCTTCGGGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG

GGAACGTGCCTTCTGGTTCGGAATAACCCTGGGAAACT

AGGGCTAATACCGGATACGCCCTTTTGGGGAAAGGTTT

ACTGCCGGAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTG

GTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCT

GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT

ATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCG

CGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTT

ATCCGGGACGATAATGACGGTACCGGAGGAATAAGCC

CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAA

GGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGG

GCGCGTAGGCGGCGTTTTAAGTCGGGGGTGAAAGCCT

GTGGCTCAACCACAGAATGGCCTTCGATACTGGGACG

CTTGAGTATGGTAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTA

GAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCGGTG

GCGAAGGCGGC 
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ตารางที่ 3 (ต่อ) 

ล าดับที่ รหัสตัวอย่าง บริเวณของล าดับนิวคลีโอไทด ์ ล าดับนิวคลีโอไทด ์(5' -> 3') 

2 M. radiotolerans 

JCM2831(T) 

16S rDNA 

Accession: CP001001 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCA

GGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGCCCTTCGGGGT

CAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTGCC

TTCTGGTTCGGAATAACCCTGGGAAACTAGGGCTAATA

CCGGATACGCCCTTTTGGGGAAAGGTTTACTGCCGGAA

GATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAC

GGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAG

GATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAAT

GGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAT

GAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTATCCGGGACG

ATAATGACGGTACCGGAGGAATAAGCCCCGGCTAACT

TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGC

GTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGC

GGCGTTTTAAGTCGGGGGTGAAAGCCTGTGGCTCAAC

CACAGAATGGCCTTCGATACTGGGACGCTTGAGTATG

GTAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAAT

TCGTAGATATTCGCAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGG

CCAACTGGACCATCACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCG

TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC

GCCGTAAACGATGAATGCCAGCTGTTGGGGTGCTTGC

ACCGCAGTAGCGCAGCTAACGCTTTGAGCATTCCGCCT

GGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATT

GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA

ATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCATCCTTTGACA

TGGCGTGTTACCCAGAGAGATCTGGGGTCCCCTTCGGG

GGCGCGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG

CAACCCACGTCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCAC

TCTAGGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGT

GTGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGATGG

GCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAGG

CGAAGGAGCGATCTGGAGCAAATCCCCAAAAGCCGTC

TCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAG

GCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGG

TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC

ACCATGGGAGTTGGTCTTACCCGACGGCGCTGCGCCA

ACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGCGA

CTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 
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อภิปรายผลการศึกษา 

  

 จากผลการวิจัยสามารถคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม 

PPFMs ที่ใช้เมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานได้ 

และเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อให้โคโลนีสีชมพูอ่อนซึ่งเป็น

สารพวกคาร์โรทีนอยด์ (carotenoid) ท่ีไม่แพร่ลงใน

อาหารซึ่งเป็นลักษณะเด่นของแบคทีเรียกลุ่มนี้ (Corpe, 

et al., 1982, pp. 483-494) และจากผลการทดสอบ

ลักษณะทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของแบคทีเรียกลุ่ม 

PPFMs พบว่าป็นแบคทีเรียในสกุล Methylobacterium 

ซึ่งแบคทีเรียสกุลนี้สามารถใช้สารประกอบท่ีมีคาร์บอน

อะตอมเดียวโดยผ่านทาง serine pathway โดย 

Methylobacterium ส่ ว น ใ ห ญ่ จ ะ ไ ม่ ส า ม า ร ถ ย่ อ ย

สารประกอบ casein, starch, gelatin, cellulose, และ 

lecithin สามารถสร้างเอนไซม์ urease แต่ไม่สร้างเอนไซม์ 

-galactosidase, L-ornithine decarboxylase, L-lysine 

decarboxylase และ L-arginine dihydrolase ไม่สร้าง

สารประกอบ indole และH
2
S ให้ผลการทดสอบ MR-

VP เป็นลบ ส่วนผลการทดสอบ catalase และ oxidase 

เป็นบวก บางชนิดสามารถรีดิวซ์ไนเตรตเป็นไนไตรต์ได้ 

(Green, 2005, pp. 567-571; Green, 2006, pp. 257 -

265) ซึ่ งผลการศึกษาท่ีได้สอดคล้องการศึกษาของ 

(Pirttia, et al., 2000) ท่ีสามารถแยกแบคทีเรียจากการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตาของต้นสน และ (Mano, & Morisaki, 

2008) ท่ีพบแบคทีเรีย endophytic  PPFMs อยู่ภายใน

เนื้ อ เยื่ อต้นข้ าว  และสอดคล้อง กับการศึกษาของ 

(Araujo, et al.,2002)  ซึ่งพบแบคทีเรียกลุ่ม PPFMs 

ในสกุล Methylobacterium spp. เช่น M. extorquens, 

M. fujisawaense, M. mesophilicum, M. radiotolerans 

และ M. zatmanii  ในเนื้อเยื่อของต้นส้ม (Citrus 

sinensis) ส าหรับการทดสอบการเจริญของแบคทีเรีย

กลุ่ม PPFMs ท่ีอุณหภูมิต่างๆ พบว่าสามารถเจริญได้ดีท่ี

อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส แต่ไม่สามารถเจริญได้ท่ี  2 

และ 45  องศาเซลเซียส และในการทดสอบการทนต่อ

เกลือ NaCl  ซึ่งพบว่าไม่สามารถทนต่อเกลือท่ีความ

เข้มข้นน้อยกว่าและมากกว่า 2 เปอร์เซนต์ของโซเดียมคลอ

ไรด์ได้ ดังนั้นจึงสามารถจัดไอโซเลทท่ีแยกได้จากใบหญ้า

ปักก่ิงอยู่ในสกุล Methylobacterium (Lo, et al., 2007, 

pp. 25-34) และจากผลการศึกษาทางอณูชีววิทยา

เฉพาะแบคทีเรียไอโซเลท ED5-9 ท่ีให้ผลการทดลองท่ี

มีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด โดยการวิเคราะห์แบบ Partial 16S 

rDNA sequencing พบว่าเป็นแบคทีเรียสายพันธ์ุ 

Methylobacterium radiotolerans JCM 2831(T) ซึ่ง

สอดคล้องกับการศึกษาของ (Podolich, et al., 2009) 

ซึ่งพบแบคทีเรียกลุ่ม PPFMs สายพันธ์ุใหม่ คือ M. 

radiotolerans IMBG290 ท่ีแยกได้หลังจากการทดลอง

ปลูกต้นมันฝรั่งพร้อมกับเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas 

fluorescens IMBG163 โดยใช้วิธี in situ hybridization 

method (ISH/FISH) โดยพบตามใบและล าต้น แต่ไม่

พบท่ีราก  

 จากการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียกลุ่ม 

endophytic Methylobacterium ท่ีแยกได้ ในการสร้าง

ฮอร์โมนพืชออกซินชนิด IAA พบว่า สามารถสร้าง

ฮอร์โมนได้ท้ังในสภาพการเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีการเติม

และไม่มีการเติม L-tryptophan ในปริมาณแตกต่างกัน 

โดยแบคทีเรียไอโซเลท ED5-9 ให้ค่าเฉลี่ยของผลการ

ทดลองสูงท่ีสุด เท่ากับ 3.472 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ในอาหารท่ีไม่มีการเติม L-tryptophan ในขณะท่ีให้

ค่าเฉลี่ยของผลการทดลอง เท่ากับ 2.257 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ในอาหารท่ีมีการเติม L-tryptophan ท้ังนี้อาจ

เป็นเพราะแบคทีเรียมีการสังเคราะห์ IAA ผ่านวิถีของ 

indole-3-pyruvic acid แทนการผ่านทาง L-tryptophan 

ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ (Ivanova, et al., 2001) 

พบว่าแบคทีเรียกลุ่ม PPFMs สามารถสร้างฮอร์โมนพืช

ออกซินชนิด IAA ได้ในปริมาณ 3-100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และสามารถพบ  indole-3-pyruvic acid และ

indole-3-acetamide ในเฉพาะพวก methylotrops ท่ีมีวิถี

เมแทบอลิซึมสารประกอบคาร์บอนอะตอมเดียวผ่านวิถี 

serine ถึงแม้ว่าการสร้างออกซินของแบคทีเรียกลุ่ม 

PPFMs สามารถถูกกระตุ้นโดยการเติมแอล-ทริปโตเฟน

ในอาหารท่ีใช้เพาะเลี้ยงแต่จะถูกยับยั้งโดยแอมโมเนียมอิ

ออน (ammonium ions) นอกจากนี้อาจเกิดเนื่องจาก

แบคที เ รี ยดั งกล่ า วอาจจะ ไม่ มี เอนไซม์  tryptophan 

decarboxylase และ tryptophan side-chain oxidase แต่มี

เอนไซม์ aminotransferase ท่ีหลากหลาย ดังนั้นจึงอาจมี

การการสังเคราะห์ IAA ของ PPFMs โดยผ่าน indole-

3-pyruvic acid และการศึกษาของ (Doronina, et al.,  

2002) ซึ่งพบว่าแบคทีเรียกลุ่ม PPFMs ในสายพันธ์ุ  
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M. radiotolerans VKM B-2144 (= JCM 2831(T)) 

สามารถสร้างฮอร์โมนพืชออกซินชนิด IAA ได้ในปริมาณ 

3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
สรุปผลการศึกษา 

 

 จากผลการวิจัยสามารถคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม 

endophytic PPFMs ในสกุล Methylobacterium จากใบ

หญ้าปักก่ิง ได้ท้ังหมดจ านวน 34 ไอโซเลท ท่ีสามารถ

สร้างฮอร์โมนพืชออกซินชนิด IAA ในปริมาณแตกต่าง

กัน ทั้งในสภาพการเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีเติมและไม่เติม 

L-tryptophan และมีแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้จ านวน 18 

ไอโซเลท ท่ีสามารถสร้างสาร IAA ได้มากกว่า 2.0 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยแบคทีเรียไอโซเลท ED5-9 

ให้ผลการทดลองสูงท่ีสุดอย่างมีนัยส าคัญ (P< 0.05) 

เท่ากับ 3.472 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในสภาพการ

เพาะเลี้ยงในอาหารท่ีไม่เติม L-tryptophan และพบว่า

แบคทีเรียดังกล่าวมีเอกลักษณ์ทางอณูชีววิทยาของสาย

พันธ์ุเหมือนกับแบคทีเรียสายพันธ์ุ Methylobacterium 

radiotolerans JCM 2831(T) เท่ากับ 100 เปอร์เซนต์ 

ซึ่งผลท่ีได้จากการวิจัยนี้จะถูกน าไปศึกษาประสิทธิภาพ

ของฮอร์โมนชนิด IAA ท่ีสร้างจากแบคทีเรียนี้ในการ

ส่งเสริมการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหญ้าปักก่ิงต่อไป 
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