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บทคัดย่อ  

การศึกษาน้ีเป็นการแยกและคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชจากส่วน
ของราก ล าตน้ และดินบริเวณรอบรากตน้ขา้ว สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียไดท้ั้งหมดจ านวน 478 ไอโซเลท ท า
การทดสอบประสิทธิภาพในการละลายธาตุฟอสฟอรัสในรูปของไตรแคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2) และธาตุ
สงักะสีในรูปของซิงคอ์อกไซด ์(ZnO) จากการทดลองพบเช้ือไอโซเลท AS10-1 และ AR9-1 มีประสิทธิภาพใน
การละลาย Ca3(PO4)2 และ ZnO ไดสู้งท่ีสุด โดยมีค่าดชันีวงใสรอบโคโลนีเท่ากบั 1.85 และ 3.43 ตามล าดบั เม่ือ
เปรียบเทียบกับ Gluconacetobacter azotocaptans BCC 36449 และ G. diazotrophicus BCC 20215 สายพันธ์ุ
อา้งอิง พบว่าการละลายธาตุฟอสฟอรัสมีค่าดชันีวงใสรอบโคโลนีเท่ากบั 1.81 และ 1.16 ส่วนการละลายธาตุ
สังกะสีมีค่าดชันีวงใสรอบโคโลนีเท่ากบั 2.38 และ 2.57 ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต ่ากว่าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้าก
งานวิจยัน้ี จากนั้นคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการละลายธาตุอาหารทั้งสองไดดี้จ านวน 41 ไอโซเลต 
เพื่อทดสอบการผลิตกรดอินโดลอะซิติก และการตรึงไนโตรเจนโดยทางออ้มดว้ยวิธี  Nessler's reagent พบ
แบคทีเรียไอโซเลท AB6-3 มีประสิทธิภาพในการผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดสู้งสุดเท่ากบั 58.25 ไมโครกรัมต่อ
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มิลลิลิตร ซ่ึงผลิตไดสู้งกวา่แบคทีเรียสายพนัธ์ุอา้งอิง 3 - 4.5 เท่า ตามล าดบั และพบแบคทีเรียไอโซเลท NB3-3 
สามารถตรึงไนโตรเจนไดสู้งท่ีสุด และจากการพิสูจน์เอกลกัษณ์แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช
จ านวน 41 ไอโซเลท ดว้ยการตรวจวเิคราะห์ล าดบัเบสช้ินส่วนของยนี 16S rDNA จากผลการทดลองสามารถจดั
อยูใ่นจีนสั Gluconacetobacter sp., Cosenzaea sp., Nguyenibacter sp., Serratia sp., Ochrobactrum sp., Asaia 
sp., Burkholderia sp. และ Pseudomonas sp.  

ค าส าคญั: แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช การละลายธาตุฟอสฟอรัสและสังกะสี กรดอินโดลอะซิติก 
การตรึงไนโตรเจน  

Abstract  

 This study was to isolate and screen growth promoting bacteria from root, stem of rice and rhizosphere 
soil samples. The totally 478 bacterial isolates was isolated and screened for phosphate (P) and zinc (Zn) 
solubilizing activities using tricalcium phosphate (Ca3(PO4) 2)  and zinc oxide (ZnO)  as the substrates.  The 
results showed that the isolate AS10-1 and AR9-1 were the best of P and Zn solubilizing strains.  They had 
solubilizing clear zone index of 1. 85 and 3. 43 respectively. When compared to the reference strains of 
Gluconacetobacter azotocaptans BCC 36449 and G.  diazotrophicus BCC 20215, indicating that the reference 
strains exhibited P solubilizing clear zone index of 1.81 and 1.16, and Zn solubilizing clear zone index of 2.38 
and 2.57 respectively, which lower than the isolated strains in this study. Screening of 41 effective bacterial 
isolates capable of both P and Zn solubilization for indole acetic acid production was performed and also 
indirect nitrogen fixation was measured by Nessler’s method. It was found that the isolate AB6 -3 was t he 
highest o f  Indole-3-acetic acid production with the yield of 58.25 µg/ml. It was interested that this isolate 
produced 3 and 4.5 times higher than that of two reference strains, respectively.  The isolate NB3-3 was found 
to be the best nitrogen fixing activity. Identification of all 41 plant growth promoting bacteria was done using 
16S rRNA gene sequencing. They were classified into 8 genera as of Gluconacetobacter sp.,  Cosenzaea sp., 
Nguyenibacter sp., Serratia sp., Ochrobactrum sp., Asaia sp., Bukholderia sp. and Pseudomanas sp.  

Keywords: plant growth promoting bacteria (PGPB), phosphorus and zinc solubilization, indole-3-acetic 
acid, nitrogen fixation 
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1. บทน า  
 พ้ืนท่ีดินทัว่ทุกภูมิภาคของประเทศไทยมี
ความอุดมสมบูรณ์ และความหลากหลายทาง
ชีวภาพค่อนขา้งสูง ส่งผลให้มีความเหมาะสมต่อ
การประกอบอาชีพเกษตรกรรม เช่น การเพาะปลูก
พืชอาหารจ าพวก ขา้ว มนัส าปะหลงั ออ้ย เป็นตน้ 
โดยเฉพาะขา้วจัดเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัท่ีสร้าง
รายไดเ้ขา้ประเทศในแต่ละปีมีมูลค่ามหาศาล [1] ใน
ดินตามธรรมชาติท่ี เป็นพ้ืนท่ีเกษตรกรรมจะมี
จุลินทรียซ่ึ์งเป็นส่ิงมีชีวติขนาดเลก็อยูเ่ป็นจ านวนมาก 
จุลินทรียเ์หล่าน้ี ไดแ้ก่ แบคทีเรีย รา สาหร่าย โปโตซวั 
เป็นตน้ ลว้นมีบทบาทส าคญัต่อการใชป้ระโยชน์ใน
ระบบนิเวศการเกษตร ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีคุณภาพของ
ดินท่ีมีจุลินทรีย์เจริญอยู่ นอกจากน้ียงัมีบทบาท
ส าคัญในการควบคุมโรค  และส่ง เส ริมการ
เจริญเติบโตของพืช ปัจจุบันมีการส่งเสริมให้
เกษตรกรหนัมาใชปุ๋้ยชีวภาพ หรือหวัเช้ือจุลินทรียท่ี์
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เพ่ือทดแทนการใช้
ปุ๋ยเคมี และสารเคมีอ่ืน  ๆ  ซ่ึงการใช้เคมีเกษตร
ดังกล่าวส่งผลท าให้ผลผลิตข้าวท่ีได้มีสารพิษ
ตกคา้ง เป็นอนัตรายต่อสุขภาพและส่ิงแวดลอ้ม จึง
เป็นสาเหตุให้มีการพัฒนาหัวเ ช้ือจุลินทรีย์ท่ีมี
ประสิทธิภาพในงานเกษตรกรรมข้ึน [2] จุลินทรีย์
ดินจัดเป็นส่งมีชีวิตขนาดเล็กท่ีช่วยส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช ซ่ึงนอกจากจะส่งเสริมการ
เจ ริญเ ติบโตแล้ว  ย ัง มี ส่วนช่วยในการยึดจับ
สารอาหารในดินให้คงอยู่ในระยะเวลานาน อีกทั้ง
ยงัไปเพ่ิมการดูดซึมแร่ธาตุหรือน ้ า สามารถเพ่ิม
ความต้านทานโรคพืช และป้องกันตัวเองจาก
สารพิษ ซ่ึงมีผลกระทบต่อผลผลิต ลกัษณะสัณฐาน 
อัตราการงอก ปริมาณสารอาหารท่ีเพ่ิมข้ึน โดย
จุ ลินท รี ย์ ดิ นจ ะ มีคว ามสามารถในการต รึ ง 
 

ไนโตรเจนจากอากาศ ท าให้พืชสามารถดูดซึม
สารละลายฟอสฟอรัสและสังกะสี  รวมไปถึง
กระตุน้ให้พืชมีการผลิตฮอร์โมน และท าใหเ้กิดการ
ต้านทานโรคพืช ดังนั้ นการใช้จุลินทรีย์ดินเพ่ือ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชจึงเป็นทางเลือกท่ีดี
และมีความเหมาะสมอย่างยิ่งส าหรับการเกษตรท่ี
ย ัง่ยืน [3] ซ่ึงเช้ือ Gluconacetobacter spp. ซ่ึงเป็น
แบคทีเรียดินในวงศ์ Acetobacteraceae ท่ีสามารถ
ผลิตกรดอินทรีย์และมีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจน อาศัยอยู่ในรากและล าต้นของออ้ย มี
ความทนทานต่อกรด [4] จากรายงานต่าง ๆ ท่ีได้
ศึกษาการคดัแยกเช้ือจุลินทรียท่ี์มีคุณสมบติัส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช ตรึงก๊าซไนโตรเจนจาก
บรรยากาศ ช่วยเร่งการผลิตฮอร์โมนในพืช และ
ความสามารถในการละลายธาตุอาหารบางชนิดใน
ดิน [5] โดยปัจจุบนัหลายประเทศทัว่โลกให้ความ
สนใจ จุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ในการท าเกษตรแบบ
ยัง่ยืนมากข้ึน เพ่ือฟ้ืนฟูระบบนิเวศท่ีเส่ือมโทรมลง 
[6] การท าเกษตรแบบยัง่ยืน คือการให้ความส าคญั
กับดินมากท่ีสุด จึงมีการน าจุลินทรียท่ี์อาศยัอยู่ใน
พืช และในดินตามธรรมชาติ มาช่วยย่อยสลายสาร 
ให้อยู่ในสภาพท่ีพืชสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในพืชเศรษฐกิจส าคญั เช่น ขา้ว [7]  
 ดงันั้นงานวจิยัน้ีจึงมีความน่าสนใจท่ีจะน า
พืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัอย่างตน้ขา้ว  และดินบริเวณ
รอบรากขา้วมาแยกและคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมี
คุณสมบัติ ท่ี เหมาะสมเพื่ อน าไปประยุกต์ใช้
ประโยชน์ในการท าปุ๋ยชีวภาพ สามารถลดตน้ทุน
ในการผลิต ลดการใช้เคมีเกษตร ปลอดภัยต่อ
เกษตรกรและผู ้บ ริโภคตลอดจนเป็นมิตรกับ
ส่ิงแวดลอ้ม 
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2. วสัดุอุปกรณ์และวธีิด าเนินการวจัิย  
2.1 การเกบ็ตวัอย่าง 

เก็บตวัอยา่งดินนาขา้วบริเวณรอบรากและ
ตน้ขา้ว จากพ้ืนท่ีปลูกขา้วในเขตภาคกลาง ได้แก่ 
อยุธยา  เขตภาคตะวันออกเ ฉียง เหนือ ได้แก่  
ขอนแก่น ชัยภูมิ นครราชสีมา และเขตภาคเหนือ 
ไดแ้ก่ น่าน โดยเลือกพ้ืนท่ีนาท่ีมีการเพาะปลูกขา้ว
เป็นจ านวนมาก เก็บตวัอยา่งตน้ขา้วท่ีสมบูรณ์ แปลง
ละ 3 กอ โดยเก็บทั้งตน้และดินบริเวณรอบราก เพ่ือ
น าไปคดัแยกเช้ือแบคทีเรียในล าดบัต่อไป 

2.2 การแยกและคัด เ ลือกแบคที เ รียตรึง
ไนโตรเจน 

2.2.1 ตวัอยา่งดินบริเวณรอบราก 
ท าการแยกเช้ือแบคทีเรียจากตวัอย่างดิน

บริเวณรอบราก [8] ดว้ยการท า soil dilution plate 
methods โดย ชัง่ตวัอยา่งดินบริเวณรอบรากน ้ าหนกั 
10 กรัม ละลายลงในสารละลายโซเดียม คลอไรด์
ความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 90 มิลลิลิตร 
โดยเลือกใชต้วัอยา่งดินเจือจางท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
10-4-10-6 มาเกล่ียเช้ือ (spared plate) ลงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือแข็ง NF [9] จ านวน 3 ซ ้ า บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั จากนั้ นคัดเลือก
โคโลนีของเช้ือเพ่ือท าการศึกษาในล าดบัต่อไป 

2.2.2 ตวัอยา่งล าตน้และรากขา้ว 
ท าการแยกเช้ือแบคทีเรียจากตัวอย่างล า

ตน้และรากขา้ว โดยแบ่งตวัอยา่งตน้ขา้วออกเป็น 2 
ส่วน ไดแ้ก่ ส่วนราก และส่วนของล าตน้ น าตวัอยา่ง
ทั้ งสองส่วนไปฆ่า เ ช้ือ พ้ืนผิวด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน ามาลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีฆ่า
เช้ือแล้ว 2-3 คร้ัง ท าการบดตัวอย่างพืชในแต่ละ
ส่วน จากนั้นน ามา เพ่ิมปริมาณเช้ือ (enrichment) 
โดยการเพาะเล้ียงเช้ือลงในอาหารเหลวสูตร NF 

และ LGI-P [4] ในสภาวะของการเล้ียงเช้ือ แบบ
เขย่า ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั จากนั้นน ามาท าการ
เจือจางตัวอย่างเช้ือเร่ิมต้น และ เกล่ียเช้ือลงบน
อาหารแขง็สูตร NF และ LGI-P บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั [10] เพื่อคดัเลือก
โคโลนีของเช้ือเพ่ือท าการศึกษาในล าดบัต่อไป 

2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการละลายธาตุ
ฟอสฟอรัสและสังกะสี 

2.3.1 ทดสอบความสามารถในการละลาย
ธาตุฟอสฟอรัส น าแบคทีเ รียท่ีคัดแยกได้จาก
ตวัอยา่งขา้วมาเสมียร์ให้ทัว่ผิวหนา้อาหาร NF และ 
LGI-P จากนั้ นใช้ คอร์ก บอเรอร์ (Cork Borer) 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร เจาะลงบน
จานอาหารวุน้เล้ียงเช้ือ น าช้ินวุน้วางลงบนอาหาร 
Pikovskaya’s agar ทั้ งหมด 3 ซ ้ า เพื่อทดสอบการ
ละลายธาตฟุอสเฟต และตวัอยา่งควบคุมเป็นอาหาร
ไม่มีเช้ือทดสอบ น าจานอาหารไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั [11] ท าการวดั
ส่วนใสรอบโคโลนี (A) และวดัขนาดของโคโลนี 
(B) จากนั้นน ามาค านวณจะท าให้ทราบค่าดชันีวง
ใสท่ีเกิดข้ึน [12]  

2.3.2 ทดสอบความสามารถในการละลาย
ธาตุสังกะสี น าแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จากตวัอย่าง
ขา้ว มาเสมียร์ให้ทัว่ผิวหนา้อาหาร NF และ LGI-P 
จากนั้นใช ้คอร์ก บอเรอร์ ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 
6 มิลลิเมตร เจาะลงบนจานอาหารวุน้เล้ียงเช้ือ น า
ช้ินวุ ้นวางลงบนอาหาร Mineral salt agar [13] ท่ี
ผสม ZnO ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ทั้ งหมด 3 
ซ ้ า เพื่อทดสอบการละลายธาตุสังกะสี และตวัอยา่ง
ควบคุมเป็นอาหารไม่มีเช้ือทดสอบ น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง [14] 
ท าการวดัเพ่ือหาค่าดชันีวงใสโดยใชว้ิธีวดั และหา
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ขนาด clear zone ท่ีเกิดข้ึนตามวิธีการเช่นเดียวกับ
ขอ้ 2.3.1 

2.4 การจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธี
ทางอณูพนัธุศาสตร์ 

ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน้ 
โดยการศึกษาลกัษณะของโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ สีของโคโลนี และการตรวจดูลักษณะ
รูปร่างและขนาดของเซลล ์การติดสีแกรมของเซลล์
แบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์  [15] และการ
จ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธีทางอณูพันธุ
ศาสตร์ โดยวิธีการหาล าดบัเบสของช้ินส่วนของยนี 
16S rRNA โดยน าแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้มาท าการ
สกดัดีเอ็นเอ (chromosomal DNA) โดยใชชุ้ดสกดัดี
เอ็นเอส าเร็จรูป PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit 
จากนั้ นน าสารละลายโครโมโซมมาเป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบในการเพ่ิมปริมาณช้ินส่วนของยีน 16S 
rRNA ของแบคทีเรียตัวอย่างด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
(PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ 27F และ 1525R โดยตั้ ง
โปรแกรม Innitial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส 3 นาที Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส 60 วินาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส 60 วินาที Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส 2 นาที และ Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส 3 นาที เป็นจ านวน 30 รอบ จากนั้น
น าผลผลิตพีซีอาร์มาท าใหบ้ริสุทธ์ิ และท าการตรวจ
วิเคราะห์ล าดบัเบสเพื่อใชใ้นการจดัจ าแนกในล าดบั
ต่อไป 

2.5 การทดสอบความสามารถในการผลติสาร 
indole 3-acetic acid (IAA) 

เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีแยกได ้
ลงในหลอดอาหารขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุ
อาหารเหลว NF broth ท่ีประกอบด้วย tryptophan 
ความเขม้ขน้ 0.1 กรัมต่อลิตร, (NH4)2SO4 1 กรัมต่อ

ลิตร และ Yeast extract 0.2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 5  
มิลลิลิตร ในสภาวะของการเล้ียงเช้ือแบบเขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท าการตรวจวเิคราะห์
ปริมาณ IAA ตามวิธี Salkowski colorimetric technique 
[16, 17] ท าการเก็บตวัอย่างส่วนใสอาหารเล้ียงเช้ือ 
(culture supernatant) โดยน ามาป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว
รอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ปิเปต
ส่วนใสของอาหารเล้ียงเช้ือลงใน 96 - เวลเพลท 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นปิเปตสารละลาย 
Salkowski’s reagent ผ สมล ง ไปป ริ ม า ต ร  100 
ไมโครลิตร บ่มไว้ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ถา้เช้ือสามารถผลิต IAA 
ไดห้ลงัจากบ่มจะไดส้ารละลายสีแดง ชมพู หากไม่
พบการผลิต IAA จะแสดงสีเหลืองของ reagent 
น ามาวดัค่าการดูดกลืน คล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
530 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง 
โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ IAA และ
ค านวณความเขม้ขน้ของ IAA ท่ีแบคทีเรียสามารถ
ผลิตได ้[18] 

2.6 การตรวจสอบการตรึงไนโตรเจนทางอ้อม 
 เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทดสอบบริสุทธ์ิใน
อาหารท่ีปราศจากไนโตรเจน NF broth ปริมาตร 4.5 
มิลลิลิตร เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือท าการ
ทดสอบประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน
ทางออ้ม เม่ือเพาะเล้ียงไดร้ะยะเวลาดงักล่าวให้เก็บ
ตัวอย่างจากอาหารเ ล้ียง เ ช้ือ โดยป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที น าส่วนใสมา
วิเคราะห์การตรึงไนโตรเจนของเช้ือแบคทีเรีย โดย
ใช้ส่วนใสปริมาตร 3 มิลลิลิตร น ามาหยดด้วย
สารละลาย Nessler’s [9] ปริมาตร 60 ไมโครลิตร 
และวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร ท า
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การจดบนัทึกค่าท่ีอ่านได ้โดยค่าท่ีมากท่ีสุดแสดงถึง
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเ ช้ือ
แบคทีเรีย [19]  
  2.7 การวเิคราะห์ข้อมูลและทดสอบทางสถิต ิ  
  ท าการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม  
Statistic 17.0  โดยวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนของ
ข้อมูลท่ีว ัดได้ (one-way ANOVA) ทุกลักษณะท่ี
ศึกษาตามแผนการทดลอง  Randomized  complete  
block design  และทดสอบความแตกต่างระหว่าง
ค่าเฉล่ียโดยวิธี   Duncan’s  Multiple  Range  Test  
(DMRT)  

3.  ผลการวจัิยและวจิารณ์ผลการวจัิย  
 3.1 การแยกและคัด เ ลือกแบคที เ รี ยตรึง
ไนโตรเจน 

จากการศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนจากตวัอย่างขา้วในส่วนของดินบริเวณ
รอบราก ล าต้น และรากข้าว ในพ้ืนท่ี 5 จังหวดั 
จ านวนตวัอยา่งทั้งหมด 20 ตวัอยา่ง ดว้ยอาหารเล้ียง
เช้ือ 2 สูตร ได้แก่ NF เป็นอาหารท่ีใช้คดัแยกเช้ือ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนกลุ่มทัว่ไป และ LGI-P ซ่ึง
เป็นอาหารเฉพาะส าหรับแยกเช้ือจุลินทรียใ์นกลุ่ม 
Gluconacetobacter sp. ท่ีอาศยัอยูใ่นพืชไดเ้พราะใน
เน้ือเยื่อพืชจะมีแป้งและน ้ าตาลอยู่เป็นจ านวนมาก 
ผลการคดัแยกแบคทีเรียพบว่าสามารถคดัแยกได้
ทั้ งส้ินจ านวน 478 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียท่ีเจริญ
บนอาหาร NF ทั้ งหมด 253 ไอโซเลท และบน
อาหาร LGI-P ทั้ งหมด 225 ไอโซเลท แสดงดัง
ต าร าง ท่ี  1 ซ่ึ ง มี ร ายง านว่า เ ช้ือแบคที เ รี ยใน 
สภาพแวดลอ้มท่ีอยูใ่นดินและอยูใ่นเน้ือเยือ่พืชส่วน
ใหญ่เป็นเช้ือท่ีมีคุณสมบติัส่งเสริมการเจริญเติบโต
ต่อพืช เป็นตวัควบคุมระบบนิเวศ และสามารถสร้าง
สารป้องกนัเช้ือโรคใหก้บัพืชได ้[20]  

ตารางที่ 1 การคดัแยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจาก
ตวัอยา่งดินและส่วนต่างๆของขา้ว 

3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการละลายธาตุ
ฟอสฟอรัสและสังกะสี 
 3.2.1 จากการทดสอบประสิทธิภาพการ
ละลายฟอสฟอรัสของแบคทีเรียทั้งหมดจ านวน 478 
ไอโซเลท ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างข้าว ศึกษา
ความสามารถในการละลายธาตุอาหารฟอสเฟต บน
อาหารทดสอบสูตร Pikovsaya’s medium ท่ี เติม 
Bromophenolblue และบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั พบวา่เช้ือแบคทีเรียจ านวน 
41 ไอโซเลท สามารถเปล่ียนสีของ Bromopenolblue 
จากสีม่วงอมฟ้าเป็นสีเหลืองแสดงว่าเช้ือสร้างกรด
อินทรีย์ออกมาละลายผลึกของไตรแคลเซียม
ฟอสเฟต (Ca3(PO4)2) ท าให้เกิดวงใสรอบโคโลนี
ของ เ ช้ือได้ ผ ลึกของไตรแคลเ ซียมฟอสเฟต 
(Ca3(PO4)2) เปล่ียนรูปไปเป็นฟอสเฟตไอออนท่ี
สามารถละลายน ้ าไดดี้ พืชจึงสามารถดูดซึมแร่ธาตุ
และสารอาหารไปใช้ประโยชน์ได้ ทั้ งน้ีเม่ือน ามา
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียสายพนัธ์ุอ้างอิง 2 สาย
พนัธ์ุ ได้แก่ Gluconacetobacter azotocaptans BCC 
36449 และ  G. diazotrophicus BCC 20215 ซ่ึงเป็น
แบคทีเรียท่ีมีรายงานว่ามีความสามารถในการ
ละลายธาตุอาหารฟอสฟอรัสได้  มาทดสอบ
ความสามารถในการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟต 
พบว่า G. azotocaptans BCC 36449 สามารถท าให้
เ กิดดัชนีวงใสรอบโคโลนีเท่ากับ 1.81 ผลการ
ทดลองแสดงดัง รูป ท่ี  1 G. diazotrophicus BCC 
20215 สามารถท าให้เกิดดัชนีวงใสรอบโคโลนี

อาหาร 
ตัวอย่าง จ านวน     

(ไอโซเลท) ดนิรอบราก ล าต้น ราก 
NF 73 82 98 253 

LGI-P  56 82 87 225 
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เท่ากับ 1.16 ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 2 เ ม่ือ
เปรียบเทียบความสามารถในการละลายไตร
แคลเซียมฟอสเฟตของแบคทีเรียสายพนัธ์ุอา้งอิงทั้ง 
2 สายพนัธ์ุ กบัแบคทีเรียทั้ง 41 ไอโซเลทท่ีท าใหเ้กิด
วงใสรอบโคโลนีขนาดต่าง ๆ พบว่ามี แบคทีเรีย
จ านวน 16 ไอโซเลท ท่ีมีดชันีวงใสรอบโคโลนีมา
กกว่า 1.76 และในจ านวนน้ีพบว่ามีแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถในการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟต
ได้ดีท่ีสุด คือ แบคทีเรียไอโซเลท AS10-1 โดยมี
ดัชนีวงใสรอบโคโลนีเท่ากับ 1.85 ผลการทดลอง
แสดงดงัรูปท่ี 3 เม่ือน ามาเปรียบเทียบกบัดชันีวงใส
รอบโคโลนีของแบคทีเรีย  G. azotocaptans BCC 
36449 พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติท่ีระดบั 0.05 และ G. diazotrophicus  BCC 
20215 พบวา่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี
ระดบั 0.05  

 
 
 
 

รูปที่ 1 ลกัษณะการเกิดวงใสรอบโคโลนีของเช้ือ   
G. azotocaptans BCC 36449 เม่ือทดสอบการละลาย
ธาตฟุอสฟอรัส 

 

 
 
 
 
รูปที ่2 ลกัษณะการเกิดวงใสรอบโคโลนีของเช้ือ  G. 
diazotrophicus BCC 20215 เม่ือทดสอบการละลาย
ธาตฟุอสฟอรัส 

 
 
 
 
 

รูปที่ 3 ลกัษณะการเกิดวงใสรอบโคโลนีของเช้ือ    
ไอโซเลท AS10-1 เ ม่ือทดสอบการละลายธาตุ
ฟอสฟอรัส 

ซ่ึงสอดคลองกบังานวิจยัของ Pamachandran 
ท่ีท าการคดัแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพใน
การละลายธาตุอาหารฟอสเฟตจากดินรอบรากของ
ตน้พริกไทยได ้5 ไอโซเลท แต่พบเพียง 4 ไอโซเลท 
ท่ีละลายธาตุอาหารฟอสเฟตได ้และท าให้เกิดวงใส 
ขนาด 2.5 – 3.3 [21] และการศึกษาของ Yulianti ท่ี
คดัแยกเช้ือแบคทีเรียทนร้อนและมีประสิทธิภาพใน
การละลายธาตุอาหารฟอสเฟต ได้ 28 ไอโซเลท 
พบว่ามี 14 ไอโซเลท สามารถละลายธาตุอาหาร
ฟอสเฟตได ้โดยมีขนาดวงใส ตั้งแต่ 0.5 – 0.21 เม่ือ
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง [22] จะเห็นได้ว่า
ประสิทธิภาพในการละลายธาตุอาหารฟอสเฟตเช้ือ
แบคทีเรียจากแหล่งต่างๆ มีความใกลเ้คียงกนั 

มีรายงานระบุว่าเช้ือราท่ีคัดแยกได้จากดิน
บริเวณรอบรากและรากของพริกท่ีมีความสามารถ
ในการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตนั้ น พบเช้ือ
จ านวน 6 ไอโซเลทท่ีสามารถท าให้เกิดวงใสรอบ
โ ค โ ล นี บนอ าห า ร  Pikovskaya’ s medium ใ น
ระยะเวลา 12 วนั ซ่ึงวดัดชันีวงใสจากการค านวณ
เสน้ผา่นศูนยก์ลางโคโลนี และเสน้ผา่นศูนยก์ลางวง
ใสรอบโคโลนี โดยวดัไดสู้งสุด 3.5 และต ่าสุด 0.2 
จะเห็นได้ว่าเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จากขา้วใน
การทดลองน้ีสามารถละลายฟอสฟอรัส และมีค่า
ดชันีวงใส 1.85 ในระยะเวลาเพียง 7 วนั และเช้ือรา
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ท่ีคัดแยกจากพริกละลายฟอสฟอรัสได้ 3.5 ใน
ระยะเวลา 12 วนั จะเห็นไดว้่าเช้ือแบคทีเรียท่ีแยก
จากขา้ว และเช้ือราท่ีแยกจากพริกมีประสิทธิภาพใน
การละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตได้ดีเช่นเดียวกนั 
โดยส่วนใหญ่งานวิจยัในต่างประเทศจะมีการศึกษา
ใชเ้ช้ือราเป็นส่วนใหญ่ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากเช้ือรามี
ความทนทานต่อสภาพแวดลอ้มไดดี้ แต่มีอตัราการ
เจริญเติบโตช้ากว่าแบคทีเรีย ซ่ึงจะเห็นได้จากผล
การศึกษาวจิยัน้ีพบวา่แบคท่ีเรียไอโซเลท AS10-1 มี
ประสิทธิภาพในการละลายธาตุฟอสฟอรัสโดยใช้
เวลาเพียง 7 วนัเท่านั้นมีค่าดชันีวงใส 1.85 (มากกวา่
คร่ึงหน่ึงของเช้ือรา) เช่นเดียวกบัการรายงานการใช้
เช้ือแบคทีเรียในการละลายธาตุฟอสฟอรัส โดยเช้ือ
แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตท่ีรวดเร็ว และสามารถ
สร้างกรดอินทรียอ์อกมาภายนอกเซลล์ได้ [11] ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของงานวิจยัน้ีท่ีรายงาน
ว่าแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายธาตุ
อาหารฟอสเฟตไดสู้ง จะพบจ านวนประชากรของ
จุลินทรียใ์นบริเวณรอบ ๆรากพืชมากกว่าบริเวณ
อ่ืนๆ เน่ืองจากในดินบริเวณรอบรากน้ีจะมีธาตุ
อาหารฟอสเฟต และธาตุอ่ืน ๆ อยู่เป็นปริมาณมาก 
ดังนั้นดินบริเวณรอบ ๆ รากจึงมีจุลินทรียก์ลุ่มท่ีมี
ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของพืชเป็น
จ านวนมาก นอกจากน้ีแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูร่่วมกบั
พืช ห รือ ท่ี เ รียกว่าแบคที เ รีย เอนโดไฟต์จะมี
ความสามารถในการละลายธาตุอาหารท่ีละลายได้
ยากเช่นกนั และในสภาพท่ีแวดลอ้มท่ีมีอุณหภูมิต ่า
เ ป็นสภาวะแวดล้อมท่ีเป็นการการส่งเสริมให้
จุลินทรีย์เจริญเติบโตร่วมกับพืชอาศัยแบบภาวะ
พึ่ งพาอาศัย ซ่ึงกันและกันกับพืชได้ดี ทั้ ง น้ีธาตุ
อาหารฟอสเฟตในดินจะอยู่ในรูปของหินฟอสเฟต 
หรือสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต ซ่ึง เ ดิม
ฟอสฟอรัสอยูใ่นรูปท่ีละลายน ้ าไดน้อ้ยใหเ้ปล่ียนรูป

ไปเป็นฟอสเฟตไอออนซ่ึงละลายน าไดดี้ ท าให้พืช
สามารถน าธาตุอาหารไปใชป้ระโยชน์ได ้[23] 

3.2.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการ
ละลายสังกะสีออกไซด์ของเช้ือแบคทีเรียทั้งหมด
จ านวน 478 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งขา้ว 
ในการละลายธาตุอาหารสังกะสี บนอาหารทดสอบ
สูตร Mineral Salts agar medium ท่ีเติมผง ZnO ความ
เข้มข้น  0.1 เปอร์เซ็นต์  บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบเช้ือแบคทีเรีย
จ านวน 274 ไอโซเลท จากจ านวน 478 ไอโซเลท 
สามารถย่อยซิงค์ออกไซด์ได้ และจากการศึกษา
เปรียบเทียบแบคทีเรียอา้งอิง G. azotocaptans BCC 
36449 และ G. diazotrophicus BCC 20215 แบคทีเรีย 
สายพนัธ์ุอา้งอิงทั้ง 2 สายพนัธ์ุ มีค่าดชันีวงใสรอบ
โคโลนีไดเ้ท่ากบั 2.38 และ 2.57 ตามล าดบั ผลการ
ทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4 และ 5 ตามล าดับ ทั้ งน้ีพบ
แบคทีเรียจ านวน  31 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถใน
การละลายสังกะสีออกไซด์ไดดี้ โดยมีค่าดชันีวงใส
รอบโคโลนี  2.23 ข้ึนไป จากการศึกษา น้ี  พบ
แบคทีเรียไอโซเลท AR9-1 มีความสามารถในการ
ละลายซิงค์ออกไซด์ได้ดีท่ีสุด โดยมีค่าดัชนีวงใส
รอบโคโลนีเท่ากบั 3.44 ผลการทดลองแสดงดงัรูป
ท่ี 6 และมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติท่ีระดบั 0.05  เม่ือน ามาเปรียบเทียบกบัค่าดชันี
วงใสรอบโคโลนีของแบคทีเรียสายพนัธ์ุอา้งอิงทั้ง 2 
สายพนัธ์ุ ซ่ึงผลการศึกษาวิจัยท่ีผ่านมามีรายงาน
ผลการวิจัยท่ีสนับสนุนผลการศึกษาน้ี โดยการใช้
เช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายธาตุ
สังกะสีให้กับเมล็ดขา้ว ส่งผลให้เมล็ดขา้วงอกได้
เ ร็วข้ึน ความยาวราก และน ้ าหนักเ พ่ิมข้ึน ซ่ึง
นอกจากเมล็ดขา้วแลว้ ยงัมีการทดสอบกบัเมล็ดถัว่
เหลือง เมลด็ขา้วโพดอีกดว้ย ดงันั้นการใชแ้บคทีเรีย
ท่ีมีความสามารถในการละลายสังกะสีในดินทาง
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การเกษตรจะช่วยละลายธาตุสังกะสีในดินท่ีละลาย
น ้ าไดย้าก ให้ละลายน ้ าไดง่้ายข้ึนเพ่ือให้พืชดูดซึม
และน าไปใชใ้นกิจกรรมต่างๆ โดยแบคทีเรียเหล่าน้ี
เป็นแบคทีเรียท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตต่อพืช ท่ีมี
ถ่ินอาศัยอยู่บริ เวณรอบราก จึงสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้เ ป็นปุ๋ยชีวภาพเพื่อประโยชน์ทาง
การเกษตรท่ีย ัง่ยนืได ้[12] 

 
 
 
 
 

รูปที ่4 ลกัษณะการเกิดวงใสรอบโคโลนีของเช้ือ G. 
azotocaptans BCC 36449 เม่ือทดสอบการละลาย
ธาตุสงักะสี 

 
 
 
 
 

รูปที ่5 ลกัษณะการเกิดวงใสรอบโคโลนีของเช้ือ G. 
diazotrophicus BCC 20215 เม่ือทดสอบการละลาย
ธาตุสงักะสี 

 
 
 
 
 

รูปที่ 6 ลกัษณะการเกิดวงใสรอบโคโลนีของเช้ือ    
ไอโซเลท AR9-1 เม่ือทดสอบการละลายธาตุสงักะสี 

3.3 การจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธี
ทางอณูพนัธุศาสตร์ 
 น าแบคทีเรียสายพนัธุคดัเลือกจ านวน 41      
ไอโซเลท มาท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ในระดับ       
สปีชีส์โดยวิธีการตรวจวิเคราะห์ล าดบัเบสช้ินส่วน
ของยีน 16S rDNA น าผลการตรวจวิเคราะห์ล าดบั
เบสท่ีได้มาวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของสาย
วิวฒันาการ โดยใช้โปรแกรม EZ Taxon ผลการ
ทดลองพบวา่ แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจนไดจ้ านวนทั้งส้ิน 41 ไอโซเลท สามารถ
จั ด จ า แ นก อ ยู่ ใ น จี นั ส  Gluconacetobacter sp., 
Cosenzaea sp.,  Nguyenibacter sp.,  Serratia sp., 
Ochrobactrum sp., Asaia sp., Bukholderia sp. และ 
Pseudomanas sp. โดยเช้ือแต่ละชนิดมีคุณสมบัติ
เป็นทั้งเช้ือท่ีด ารงชีวติอิสระในส่ิงแวดลอ้ม และเป็น
เอนโดไฟต์ท่ีอาศัยอยู่ร่วมกับพืช โดยส่วนใหญ่มี
คุณสมบติัเป็นเช้ือท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตต่อพืช 
มีประสิทธิภาพในการละลายธาตุอาหารท่ีละลายน ้ า
ได้ย าก  การผ ลิตฮอ ร์โมน และสามารถต รึง
ไนโตรเจนได ้ดงันั้นจึงสามารถน าแบคทีเรียเหล่าน้ี
ไปประยกุตใ์ชใ้นการผลิตปุ๋ยชีวภาพท่ีใชป้ระโยชน์
ในอุสาหกรรมการเกษตรอยา่งย ัง่ยนืได ้[24]  
 จากผลงานวจิยัน้ีสามารถจ าแนกแบคทีเรีย
ตรึงไนโตรเจนออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ แบคทีเรีย
ตรึงไนโตรเจนกลุ่มสร้าง และไม่สร้างกรดอินทรีย ์
ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 7 และ 8 ตามล าดบั ซ่ึง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Vu [25] ท่ีรายงานว่า
สามารถคดัแยกเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดอะซิติกได้
จากบริเวณรอบรากขา้วในประเทศเวียดนาม เป็น
การยนืยนัไดว้า่ภูมิภาคเอเชียมีความหลากหลายทาง
ชีวภาพสูง 
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รูปที ่7 แผนภูมิตน้ไมข้องแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนกลุ่มท่ีสร้างกรดอินทรีย ์

รูปที ่8 แผนภูมิตน้ไมข้องแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนกลุ่มท่ีไม่สร้างกรดอินทรีย ์



200   Sci. & Tech. RMUTT J. Vol.8 No.2 (2018) 

3.4 การทดสอบความสามารถในการสร้างสาร 
indole 3-acetic acid (IAA) 

 น าเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถตรึงไนโตรเจน
และมีประสิทธิภาพในการละลายธาตุอาหารทั้ง 2 
ชนิด จ านวนทั้ ง ส้ิน 41 ไอโซเลท มาทดสอบ
ความสามารถในการผลิตกรดอินโดลอะซิติก โดย
วธีิการทดสอบดว้ยการหยดสาร Salkawaski reagent 
ลงในอาหารเล้ียงเช้ือหลงัจากเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 530 นาโนเมตร พบมีเช้ือแบคทีเรียจ านวน
ทั้ งส้ิน 7 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการผลิต 
IAA ได้ในปริมาณท่ีสูงกว่าเช้ือแบคทีเรียอา้งอิง 2 
สายพนัธ์ุ คือ G. azotocaptans BCC 36449 สามารถ
ผลิต IAA ไดเ้ท่ากบั 19.28 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ G. daiazotophicus BCC 20215 สามารถผลิต 
IAAไดเ้ท่ากบั 13.75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทั้งน้ี
พบวา่แบคทีเรียไอโซเลท AB6-3 มีประสิทธิภาพใน
การผ ลิต  IAA ได้ สู ง ท่ี สุด  โดยผ ลิตได้  58.25 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดลองแสดงดัง
ตารางท่ี 2 ความสามารถหรือประสิทธิภาพในการ
ผลิตกรดอินโดลอะซิติกของจุลินทรียมี์คุณสมบติัท่ี
น่าสนใจหลายประการรวมถึงกลไกในการส่งเสริม
การเจริญในพืช โดยมีทริปโตเฟนเป็นสารตั้งตน้ท่ี
ส าคัญท่ีสุดในการผลิตสารเร่งการเจริญเติบโต 
นอกจากแบคทีเรียกลุ่มท่ีท าการศึกษาวจิยัน้ีแลว้ยงัมี
แบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมยัซีทท่ีสามารถผลิตกรดอิน
โดลอะซิติกไดด้ว้ย จากรายงานผลการคดัแยกเช้ือ
แบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมยัซีทจากหุบเขาในประเทศ
อียิปต ์เช้ือจ านวน 210 ไอโซเลท สามารถผลิตกรด
อินโดลอะซิติกได้สูงท่ีสุดเท่ากับ 180 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ในวนัท่ี 13 ของการเพาะเล้ียงเช้ือ แสดง
ให้เห็นได้ว่ามีจุลินทรีย์หลายกลุ่มท่ีสามารถผลิต
กรดอินโดลอะซิติกได้ แต่ เ ช้ือแบคทีเรียกลุ่มท่ี

ศึกษาวิจัยกลุ่มน้ีจะใช้ระยะเวลาในผลิต IAA สั้ น
กวา่เช้ือจุลินทรียก์ลุ่มอ่ืน ๆ [26] 

ตารางที่  2 การผ ลิตกรดอินโดลอะซิ ติกของ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีคดัเลือกได ้เปรียบเทียบ
กบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุอา้งอิง 

3.5 การตรึงไนโตรเจนทางอ้อม 
 จากการทดสอบความสามารถของเช้ือ
แบคทีเรียในการตรึงไนโตรเจนจ านวนทั้งส้ิน 41 ไอ
โซเลท เม่ือท าการเพาะหลงัเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ทดสอบด้วยการหยดสารเคมี  Nessler's 
reagent ลงในอาหารท่ีผา่นการเพาะเล้ียงเช้ือทดสอบ 
และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 530 นา
โนเมตร พบเช้ือแบคทีเรียจ านวน 13 ไอโซเลท ท่ีมี
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนได้ดีกว่า
แบคทีเรียสายพันธ์ุอ้างอิง 2 สายพันธ์ุ ได้แก่ G. 
azotocaptans BCC 36449 และ  G. daiazotophicus 
BCC 20215 ท่ีสามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร มีค่าเท่ากบั 2.61 และ 1.61 

เช้ือแบคทเีรีย 
ทีค่ดัแยกได้ 

การผลติ 
กรดอนิโดลอะซิตกิ 

(ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร) 

AB6-3  58.25 ± 0.3a 
AR10-6  27.67 ± 0.11d 
AR10-9  21.91 ± 0.13e 
AR10-10  21.23 ± 0.25 e 
AB11-2  54.74 ± 0.53b 
NB2-12  47.89 ± 0.53c 
NR2-11  18.85 ± 0.13f 
G. azotocaptant  
BCC 36449  

19.28 ± 0.62 f  

G. daiazotrophicus  
BCC 20215 

13.75 ± 0.75g 
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ตามล าดบัทั้งน้ีพบว่าแบคทีเรียไอโซเลท NB3-3 มี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนได้ดีท่ีสุด ผล
การทดลองแสดงดังตารางท่ี 3 โดยสามารถวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนเท่ากบั 560 นาโน
เมตร มีค่าเท่ากบั 3.39 

ตารางที่ 3 ความสามารถในการผลิตแอมโมเนียของ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน โดยการวดัค่าการดูดกลืน
แสง ท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร 

 
 
 
 

 เม่ือพิจารณาจากลกัษณะทางสณัฐานวทิยา
ข อ ง เ ช้ื อ ใ น ง า น วิ จั ย น้ี  พ บ ว่ า เ ช้ื อ ก ลุ่ ม ท่ี มี
ความสามารถในการผลิตแอมโมเนียเป็นแบคทีเรีย
แกรมลบ โคโลนีมีลักษณะเป็นเมือก มีความ
คล้ายคลึงกับเ ช้ือแบคทีเ รีย Azotobacter sp. ซ่ึง
สอดคล้องกับงานวิจัย ท่ีคัดแยกแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนจากผักตบชวาและศึกษาการตรึง
ไนโตรเจน โดยการตรวจวดัปริมาณแอมโมเนียใน
อาหารเหลวท่ีปราศจากไนโตรเจน หลงัเพาะเล้ียง
เช้ือเป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบเช้ือท่ีแยกไดมี้คลา้ยคลึง
กับ Azotobacter sp. มีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจนไดดี้ท่ีสุด [19] โดยแอมโมเนียเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนท่ีส าคญัส าหรับพืชและจุลินทรีย์ โดย
จุลินทรียจ์ะเปล่ียนไนโตรเจนไปเป็นแอมโมเนีย  
 อย่างไรก็ตามการตรึงไนโตรเจนในกลุ่ม
แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งขา้ว ทั้งท่ีสามารถ
สร้างและไม่สร้างกรดอินทรีย ์และมีความสามารถ
ในการสร้างแอมโมเนียได ้ซ่ึงเม่ือน ามาเปรียบเทียบ
กัน พบว่าแบคทีเ รียสายพันธ์ุกลุ่มท่ีสร้างกรด
อินทรีย ์จะสามารถตรึงไนโตรเจนได้ดีกว่ากลุ่มท่ี
ไม่สร้างกรดอินทรีย ์ดงันั้นการผลิตแอมโมเนียใน
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจึงมีความแตกต่างกนัตาม
ชนิดของแบคทีเรีย เช่น Nguyenibacter sp., Asais 
sp., Paenibacillus sp., Rhizobium sp., Azotobacter 

sp., Agrobacterium sp. และ Klebsiella sp. 

4. สรุปผลการวจัิย  
 งานวิจัยน้ีสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียจาก
ตัวอย่างดินรอบรากและส่วนต่างๆของข้าวได้
จ านวนทั้งหมด 478 ไอโซเลท สามารถเจริญเติบโต 
 
 
 

เช้ือแบคทเีรีย 
ทีค่ดัแยกได้ 

ค่าการดูดกลืนแสง  
(560 นาโนเมตร) 

AR9-1 2.21 ± 0.02g 
AR10-10  2.00 ± 0.03h 
AB11-1  2.84 ± 0.09cde 
AB11-2 2.9 ± 0.03cd 
AR11-2  2.87 ± 0.06 cd 
KB1-2  2.81 ± 0.07de 
KB1-4  2.94 ± 0.05bc 
CR1-9  1.83 ± 0.05i 
KS4-4  2.86 ± 0.08 cd 
NB2-12  2.75 ± 0.1e 
NR2-11 2.63 ± 0.08f 
NB3-3  3.39 ± 0.02a 
NB3-4 2.86 ± 0.06 cd 
G. azotocaptant  
BCC 36449 2.61 ± 0.02f  
G. diazotrophicust  
BCC 36449 1.61 ± 0.02j 
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ได้ในอาหาร NF และ LGI-P จ านวน 253 และ 
จ านวน 225 ไอโซเลท ตามล าดบั ความสามารถใน
การละลายผลึกสารประกอบไตรแคลเซียมฟอสเฟต 
และซิงคอ์อกไซด ์โดยเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุอา้งอิง 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ G. azotocaptans BCC 
36449 และ  G. daiazotophicus BCC 20215 พบว่า
แบคทีเรีย ไอโซเลท AS10-1 มีค่าดัชนีการละลาย
ไตรแคลเซียมฟอสเฟตเท่ากับ 1.85 และแบคทีเรีย 
ไอโซเลท AR9-1 มีค่าดัชนีการละลายของสังกะสี
ออกไซด์ เ ท่ า กับ  3.44 เ ม่ื อ น า แบค ที เ รี ย ท่ี มี
ประสิทธิภาพในการละลายธาตุอาหารทั้งสองชนิด
จ านวน 41 ไอโซเลท มาท าการจดัจ าแนกดว้ยวธีิทาง
อณูพนัธุศาสตร์ สามารถจ าแนกแบคทีเรียออกได้
ทั้ ง ห มด  8 สกุ ล  ไ ด้ แ ก่  Gluconacetobacter sp., 
Cosenzaea sp.,   Nguyenibacter sp.,  Serratia sp., 
Ochrobactrum sp., Asaia sp., Bukholderia sp. และ 
Pseudomonas sp. นอก จ า ก น้ี ผ ล ก า ร ทดสอบ
ความสามารถในการสร้างกรดอินโดลอะซิติก และ
การตรึงไนโตรเจนพบว่าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 
AB6-3 สามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกได้ 58.25 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และไอโซเลท NB3-3 มี
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนไดดี้ท่ีสุด โดย
สามารถวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
560 นาโนเมตรได้ เ ท่ากับ  3.39 โดยทุกผลการ
ทดลองดงักล่าวสรุปขา้งตน้ ให้ผลแตกต่างกนัอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 0.05 ยกเวน้
การละลายผลึกไตรแคลเซียมฟอสเฟตของแบคทีเรีย
ไอโซเลท AS10-1 ท่ีมีค่าสูงกว่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุ
อา้งอิงเพียงเล็กนอ้ย แต่ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 0.05 
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