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บทคดัย่อ 
งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงค ์เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระท่ีแยกจากดินรอบราก

ขา้วในการผลิตออกซินและจิบเบอเรลลิน  เก็บตวัอยา่งดินบริเวณรอบรากขา้วจากพ้ืนท่ีแตกต่างกนั แบคทีเรียท่ีแยก

ไดน้บัปริมาณโคโลนีดว้ยวิธี plate count  ผลการแยกเแบคทีเรียจากตวัอยา่งดินแปลงปลูกขา้วอินทรีย ์183 ไอโซเลท 

ปริมาณโคโลนี 1.6x106-2.0x107cfu/g  และไดจ้ากตวัอยา่งดินของแปลงปลูกขา้วเคมี 127 ไอโซเลท  ปริมาณโคโลนี 
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1.2x103-1.9x105cfu/g ทดสอบการตรึงไนโตรเจนดว้ยวิธี bromothymol blue reagent indicator และการคดัเลือก

แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระพบ  26 ไอโซเลท  ทดสอบการผลิตออกซินของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีคดัเลือกได้

โดยใชท้ริปโตเฟนเป็นสารตั้งตน้และวิเคราะห์ปริมาณของออกซินโดยวิธี Salkowski coloring reagent ผลการ

ทดสอบพบแบคทีเรีย 6 ไอโซเลทท่ีผลิตออกซินไดม้ากท่ีสุดโดยการใชท้ริปโตเฟนความเขม้ขน้ 1,000 μg/mL และ

ไอโซเลท PY7-6 ผลิตออกซินมากท่ีสุด 23.9 mg/L ในส่วนไอโซเลทอ่ืนไดแ้ก่ LP8-1, CR1-2, CM12-4, PY7-5 และ 

CM5-2 ผลิตออกซินได ้7.0 -22.3 mg/L การทดสอบการผลิตจิบเบอเรลลินและวิเคราะห์ปริมาณจิบเบอเรลลินโดย 

HPLC พบวา่มี 2 ไอโซเลทไดแ้ก่  CM12-4 และ LP8-1 ซ่ึงสามารถผลิตจิบเบอเรลลินได ้ 13.74 และ 3.94 mg/L 

ตามลาํดบั  การจาํแนกชนิดของแบคทีเรียจากการวิเคราะห์ลาํดบัของยีน 16S rRNA บ่งช้ีวา่มี 4 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ 

CM12-4 (Pantoea agglomerans), LP8-1 (Stenotrophomonas maltophilia), PY7-5 (Bacillus cereus) และ PY7-6, 

CR1-2 และ CM5-2 (Pseudomonas nitroreducens) สรุปไดว้า่ Pseudomonas nitroreducens (PY7-6) ท่ีไดจ้าก

การศึกษาน้ีเป็นแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระท่ีดีท่ีสุด ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการผลิตไนโตรเจนและออกซินเพ่ือ

ศึกษาและพฒันาใชเ้ป็นปุ๋ยชีวภาพไดต้่อไป 

 

คาํสําคญั: แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระ, ออกซิน, จิบเบอเรลลิน, ดินรอบรากขา้ว 

 

Abstract 

This research aimed to study the efficiency of free-living nitrogen fixing bacteria isolated from the 

samples of rice rhizosphere soil on auxin and gibberellin production. The samples of the rhizophere soil were 

collected from different areas. The amount of colony of isolated bacteria was counted by using plate count 

method. The result revealed that 183 isolated bacteria were obtained from soil samples of the organic rice fields, 

the amount of colony at 1.6x106-2.0x107cfu/g and the 127 isolated bacteria were obtained from soil samples of the 

chemical rice fields, the amount of colony at 1.2x103-1.9x105cfu/g. Nitrogen fixation was tested by using 

bromothymol blue reagent indicator method and selecting of free-living nitrogen fixing bacteria was found of 26 

isolates. Auxin production test of the selected nitrogen fixing bacteria was conducted by using tryptophan as an 

initial sabstance and the amount of auxin was analyzed by using Salkowski coloring reagent method. The result 

showed that 6 isolates produced the most auxin by using tryptophan concentrations of 1,000 μg/mL and the 

isolate PY7-6 produced the most auxin of 23.9 mg/L, while the rest, LP8-1, CR1-2, CM12-4, PY7-5 and CM5-2, 

produced auxin from 7.0 to 22.3 mg/L. Gibberellin production test and gibberellin content analysis by HPLC 

revealed that 2 isolates: CM12-4 and LP8-1 could produced gibberellin at 13.74 and 3.94 mg/L, respectively. 

Classification  of  bacteria  from  sequence  analysis  of  the  16S  rRNA  gene   indicated   that   there  were   4  
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species: CM12-4 (Pantoea agglomerans), LP8-1 (Stenotrophomonas maltophilia), PY7-5 (Bacillus cereus) and 

PY7-6, CR1-2 and CM5-2 (Pseudomonas nitroreducens). In conclusion, Pseudomonas nitroreducens (PY7-6) 

was the best free-living nitrogen fixing bacteria from this study which had the efficiency to produce nitrogen and 

auxin for further study and develop as biofertilizer.  

 

Keywords: free- living nitrogen fixing bacteria, auxin, gibberellin, rice rhizospheresoil 

 

บทนํา 

แบคทีเรียท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) มีความสัมพนัธ์กบัการเจริญของพืชและความอุดม

สมบูรณ์ของดิน แบคทีเรียกลุ่ม PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) เป็นแบคทีเรียท่ีอาศยับริเวณรอบราก

พืช ซ่ึงกลไกระหว่างแบคทีเรียกับพืชเกิดข้ึนอย่างสลับซับซ้อนและพ่ึงพาอาศัยซ่ึงกันและกัน ไม่เพียงแต่

ความสัมพนัธ์ท่ีเกิดข้ึนระหว่างแบคทีเรียกบัพืชเท่านั้น ยงัรวมถึงความสัมพนัธ์ของปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งทั้งจากส่ิงท่ีมี

และไม่มีชีวิตซ่ึงเกิดข้ึนบริเวณรอบรากพืช (Dutta & Podile, 2010) เน่ืองจากดินเขตรอบรากพืช เป็นบริเวรณท่ีราก

พืชแตกออกเพ่ือดูดซับธาตุอาหาร และรากพืชสามารถดูดซับธาตุอาหารนําไปใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยมี

จุลินทรียก์ลุ่ม PGPR ช่วยแปรสภาพธาตุอาหารใหอ้ยูใ่นรูปท่ีเป็นประโยชน์ (Van Overbeek & Van Elsas, 2008) 

จุลินทรียบ์างสายพนัธ์ุมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศ ซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์ดาํรงชีวิต

เป็นอิสระ (non-symbiosis nitrogen fixing bacteria) และสามารถผลิตฮอร์โมนซ่ึงเป็นสารกระตุน้การเจริญของพืช 

ดงัเช่น กรดอินโดลแอซีติก (indole acetic acid: IAA) และกรดจิบเบอเรลลิก (GA3) เป็นตน้ (Laskar & Sharma, 

2013) จุลินทรียใ์ชก้ลไกหลายอยา่งเพ่ือช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชโดยเฉพาะจุลินทรียก์ลุ่มท่ีอาศยับริเวณรอบราก

พืช (rhizosphere) ท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศและเปล่ียนให้อยูใ่นรูปของสารประกอบอินทรียไ์นโตรเจน 

ไดแ้ก่ แอมโมเนียมไอออน (NH4

+
) และไนเตรต (NO3

-
) ท่ีพืชสามารถดูดซบัใชเ้พ่ือการเจริญได ้(Hayat et al., 2010; 

Khan, 2005) แบคทีเรียหลายชนิดท่ีสามารถสงัเคราะห์กรดอินโดลแอซีติกไดด้งัเช่น Azotobacter chroococcum เป็น

แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีสามารถผลิตสารประกอบฮอร์โมนพืช และละลายฟอสเฟต (Abdel-Aziez et al., 2014)  

ธาตุไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารหลกัท่ีมีความสําคญัสําหรับการเจริญของพืช โดยเฉพาะขา้วเป็นพืชท่ี

ตอ้งการธาตุไนโตรเจนในปริมาณสูงเพื่อสร้างผลผลิต เม่ือตน้ขา้วไดร้ับไนโตรเจนอยา่งเพียงพอจะทาํให้มีการ

เจริญดี ใบมีสีเขียว ทาํใหต้น้ขา้วสูง แตกกอไดม้าก และมีจาํนวนเมลด็ขา้วต่อรวงมาก ทาํใหไ้ดผ้ลผลิตสูง นอกจากน้ี

ฮอร์โมนพืชท่ีมีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบไดแ้ก่ ออกซิน จิบเบอเรลลิน และไซโทไคนินมีบทบาทในการกระตุน้

การแบ่งของเซลล ์เร่งการขยายขนาดของเซลล ์ควบคุมการแตกของราก ป้องกนัการร่วงของใบ ช่วยในการงอกของ

เมล็ด   ส่งเสริมการสร้างโปรตีน  และการเคล่ือนยา้ยธาตุอาหาร (Taiz  &  Zeiger,  2006)   จากการศึกษาแบคทีเรีย 
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Azospirillum lipoferum strain RSWT1 และ Pseudomonas strain Ky1 ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของขา้ว JP5 และ

เพ่ิมผลผลิตขา้วไดร้้อยละ 18 และ 13.8 ตามลาํดบั (Bashir et al., 2013)  

การใชปุ๋้ยชีวภาพหรือจุลินทรียเ์ป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีน่าสนใจอยา่งกวา้งขวาง ท่ีช่วยลดตน้ทุนการผลิตขา้ว

และการลดผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มระบบนิเวศเกษตร ประโยชน์จากแบคทีเรียบางชนิดท่ีสามารถตรึงไนโตรเจน

จากชั้นบรรยากาศ ซ่ึงประกอบดว้ยไนโตรเจนท่ีอยูใ่นรูปของแก๊สไนโตรเจนมีมากถึงร้อยละ 78 แบคทีเรียกลุ่มตรึง

ไนโตรเจนจึงใชเ้ป็นปุ๋ยชีวภาพได ้รวมทั้งการผลิตฮอร์โมนพืชดงัเช่น ออกซิน จิบเบอเรลลิน และไซโทไคนิน เป็น

ตน้ ซ่ึงพืชได้รับประโยชน์จากฮอร์โมนในการกระตุน้การงอกของเมล็ด การเจริญของราก และทาํให้พืชดูดซับ

อาหารในดินไดม้ากยิ่งข้ึน (Khan et al., 2016; Phookkasem et al., 2011) ถึงแมว้า่จะเป็นท่ีรู้จกักนัดีถึงผลการศึกษา

แบคทีเรียกลุ่ม PGPR ท่ีเกิดประโยชน์ต่อการส่งเสริมการเจริญของพืชแต่กลไกการทาํงานในระดบัโมเลกุลของ

ฮอร์โมนก็ยงัไม่เป็นท่ีทราบไดช้ดัเจน (Babalola, 2010) 

จึงเห็นไดว้า่แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระพบไดห้ลากหลายชนิดท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณรอบรากพืชมีคุณสมบติั

แตกต่างกนัสามารถนาํมาประยกุตใ์ชเ้ป็นปุ๋ยชีวภาพเพ่ือส่งเสริมการเจริญของขา้วได ้การใชปุ๋้ยชีวภาพประกอบดว้ย

จุลินทรียท่ี์มีชีวิต ซ่ึงสามารถตรึงไนโตรเจนในอากาศได ้และสามารถเปล่ียนธาตุอาหารให้อยู่ในรูปท่ีพืชนาํไปใช้

ประโยชน์ โดยผา่นกระบวนการทางชีวภาพ (Dhevendaran et al., 2013) ผูว้ิจยัจึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาแบคทีเรีย

ตรึงไนโตรเจนอิสระท่ีแยกไดจ้ากดินรอบรากขา้วท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดอินโดลแอซีติก (ซ่ึงต่อไปน้ีจะ

เรียกกรดอินโดลแอซีติกโดยใชช่ื้อของกลุ่มฮอร์โมนแทนว่า “ออกซิน”) และจิบเบอเรลลิน และจาํแนกสายพนัธ์ุ

แบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้เพ่ือคน้หาแบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพเหมาะสมในการศึกษาและพฒันาเป็นปุ๋ยชีวภาพส่งเสริมการ

เจริญของขา้วไดต้่อไป 

 

วธีิการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design: CRD) วเิคราะห์ความแตกต่างทาง

สถิติ (Analysis of Variance: ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียดว้ยวิธี Duncan’s New 

Multiple Range Test (p<0.05) โดยมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี 

1. การเกบ็ตวัอย่างดนิ 

เก็บตวัอยา่งดินบริเวณรอบรากขา้วระดบัความลึก 15 เซนติเมตร ซ่ึงเป็นระดบัชั้นดินท่ีสาํคญัประกอบดว้ย

อินทรียวตัถุ (Pennock et al., 2008) จาํนวน 40 ตวัอยา่ง ใส่ในถุงพลาสติกท่ีปิดผนึกและติดฉลากโดยกาํหนดสถานท่ี

และรหสัตวัอยา่งดิน เก็บรักษาในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเก็บตวัอยา่งดินบริเวณแปลงปลูกขา้วจากพ้ืนท่ี

แตกต่างกนั 4 จงัหวดัไดแ้ก่ เชียงใหม่ เชียงราย พะเยา และลาํพูน จากพ้ืนท่ีแปลงนาของเกษตรกรท่ีทาํการปลูกขา้ว

อย่างต่อเน่ืองไม่น้อยกว่า  5  ปีโดยแบ่งพ้ืนท่ีออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 1) เก็บตวัอย่างดินจากแปลงปลูกขา้วอินทรีย ์

(วธีิการปลูกขา้วในระบบเกษตรอินทรีย)์  2) เก็บตวัอยา่งดินจากแปลงปลูกขา้วเคมี  (วิธีการปลูกขา้วโดยใชปุ๋้ยเคมี

และสารเคมีกาํจดัศตัรูพืช) 
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2. การแยกเช้ือแบคทเีรีย  

นาํตวัอยา่งดินปริมาณ 10 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ท่ีมีนํ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 90 mL นาํไปเขยา่ท่ี 120 รอบต่อนาที

นาน 30 นาที ทาํการเจือจางเป็นลาํดบัส่วนแบบ 10 เท่า (10-fold dilution) จนไดร้ะดบัความเจือจาง 10
-6

 จากนั้น

นาํมาเกล่ียบนผิวหนา้อาหารวุน้ TSA (tryptic soy agar)  ดว้ยวิธี spread plate แลว้บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทาํ 3 ซํ้ า แลว้นบัปริมาณเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี plate count  มีหน่วยเป็น colony forming unit 

(cfu) คดัเลือกโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารท่ีมีลกัษณะแตกต่างกนัโดยใชลู้ปแตะเช้ือมาขีดลาก (streak plate) บนอาหารวุน้

เอียง TSA บนจานอาหารใหม่จนกระทัง่ไดเ้ช้ือท่ีบริสุทธ์ิ แลว้จึงเก็บรักษาเช้ือบริสุทธ์ิในหลอดอาหารวุน้เอียง TSA 

เม่ือเช้ือเจริญเตม็ท่ีแลว้เก็บไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใชใ้นการทดลองต่อไป 

3. การคดัเลอืกแบคทเีรียตรึงไนโตรเจน 

นาํเช้ือท่ีแยกไดม้าทดสอบ โดยถ่ายเช้ือจากหลอดอาหารวุน้เอียง TSA ในอาหารเหลวสูตร N-free medium 

ปริมาตร 3 mL บ่มเช้ือในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดัการเจริญของเช้ือท่ีความยาวคล่ืนท่ี 600 

nm โดยใช ้spectrophotometer ปรับให้มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.1 ถ่ายเช้ือแต่ละไอโซเลทปริมาตร 0.2  mL ลง

ในอาหารก่ึงแข็ง (semi-solid media) สูตร N-free bromothymol blue medium ปริมาตร 3 mL แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นสังเกตการเปล่ียนแปลงสีของอินดิเคเตอร์ดว้ยวิธี bromothymol blue reagent 

indicator (Dobereiner et al., 1976) โดยแบคทีเรียท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได ้สีของอินดิเคเตอร์จะเปล่ียนจากสีเขียว

เป็นสีนํ้ าเงิน วเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนดว้ยวธีิ Kjeldahl 

4. การทดสอบปริมาณออกซิน 

การทดลองที ่1 นาํเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีไดจ้ากการทดสอบปริมาตร 0.2 mL ใส่ลงในอาหารเหลว 

TSB บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 600 

nm ปรับให้ได ้0.1 และดูดใส่ในอาหารเหลว TSB ท่ีเติมทริปโตเฟน (tryptophan) ท่ีมีความเขม้ขน้ 600 µg/mL 

ปริมาตร 5 mL บ่มเป็นเวลา 3 วนั โดยสงัเกตการเปล่ียนแปลงของสี เม่ือแบคทีเรียผลิตออกซินจะเปล่ียนเป็นสีชมพู

เขม้ วเิคราะห์ปริมาณออกซินดว้ยวิธี Salkowski colouring reagent (Ahmad et al., 2008; Bharucha et al., 2013) โดย

นาํตวัอยา่งมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 5องศาเซลเซียส เก็บสารละลาย

ส่วนใสปริมาตร 0.5 mL แลว้เติม reagent ปริมาตร 0.5 mL (FeCl3 0.5 mol ละลายใน 35% HClO4) นาํไปบ่มท่ี

อุณหภูมิห้องในท่ีมืดเป็นเวลานาน 30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 535 nmโดย 

spectrophotometer แลว้นาํค่าท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบักราฟค่ามาตรฐาน 

การทดลองที ่2 ทดสอบการผลิตออกซินโดยใชท้ริปโตเฟน (tryptophan) ท่ีมีความเขม้ขน้แตกต่างกนัโดย

ถ่ายเช้ือแต่ละไอโซเลทท่ีสามารถผลิตออกซินไดจ้ากการทดลองท่ี 1 ปริมาตร 0.2 mL ใส่ลงในอาหารเหลว TSB บ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 24 ชัว่โมง และวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายความยาวคล่ืน 600 

nm ปรับให้ได ้0.1 แลว้ดูดใส่อาหารเหลว TSB ท่ีเติมทริปโตเฟนท่ีมีความเขม้ขน้ 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 

µg/mL ปริมาตร 5 mL บ่มเป็นเวลา 3 วนั และวดัปริมาณออกซินดว้ยวธีิ Salkowski colouring reagent   
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5. การทดสอบปริมาณจบิเบอเรลลนิ 

เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหาร LGLP medium ประกอบดว้ย ซูโครส 100 g/L, K2HPO4 0.2 g/L, 

KH2PO4 0.6 g/L, MgSO47H2O 0.2 g/L, CaCl22H2O 0.02 g/L, Na2MoO42H2O 0.002 g/L, FeCl36H2O 0.1 g/L และ  

Bromothymolblue 0.025 g/L ปรับค่า pH 5.5 บ่มท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เขยา่ 80 rpm เป็นเวลา 5 วนั จากนั้น

นาํมา sonicate เป็นเวลา 20 นาที ป่ันเหวีย่ง 10,000xg เป็นเวลา 30 นาที ปรับค่า pH 3.0 ดว้ย HCl และทาํการชะดว้ย 

ethyl acetate อตัราส่วน 1:3 จาํนวน 3 รอบ นาํส่วนท่ีรวมกบั ethyl acetate ท่ีแยกชั้นอยู่ดา้นบนมาระเหยดว้ย 

evapulator ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสและความดนั 240 จนกระทัง่ ethyl acetate ระเหยแลว้จึงชะดว้ย methanol 

แลว้วดัหาปริมาณของจิบเบอเรลลินโดยเคร่ือง high performance liquid chromatography (HPLC) (Tang et al., 2011)  

6. การจาํแนกชนิดเช้ือแบคทเีรียโดยการหาลาํดบันิวคลโีอไทด์ของช้ินส่วน 16S rRNA 

สกดัดีเอน็เอของเช้ือแบคทีเรียดว้ยชุดสกดัดีเอน็เอสาํเร็จรูป (protein precipitation solution รหสั A7951, 

บริษทั Promega Corporation, ประเทศสหรัฐอเมริกา) จากนั้นนาํดีเอน็เอทั้งหมดท่ีไดม้าเพ่ิมปริมาณดว้ยเทคนิค PCR 

(polymerase chain reaction)โดยใช ้ primer คือ 27F(5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') และ 1522R (5'- 

AAGGAGGTGATCCRCCGCA -3') นาํ PCR Product ท่ีไดม้าตรวจสอบขนาดของดีเอน็เอภายใตส้นามไฟฟ้าโดย

ผา่นตวักลางชนิดวุน้ (agarose gel electrophoresis) จากนั้นนาํ PCR product ของช้ินส่วน 16S rRNA ท่ีไดม้าทาํให้

บริสุทธ์ิดว้ยชุด GEL/PCR DNA fragments extraction kit (รุ่น 70 bp-20 kb DNA fragments, Cat. Number 

GMB100, บริษทั Geneaid Biotech Ltd., ประเทศไตห้วนั) นาํดีเอน็เอท่ีบริสุทธ์ิมาวเิคราะห์หาลาํดบัเบสในส่วนของ

ยนี 16S rRNA โดยจดัส่งไปหาลาํดบัเบสท่ีบริษทั First BASE Laboratories ประเทศมาเลเซีย แลว้นาํลาํดบัเบสท่ีได้

ไปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรม BLAST ของ The National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) เพ่ือระบุสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรีย 

 

ผลการทดลอง 

1.  การแยกเช้ือแบคทเีรีย  

ผลการแยกเช้ือแบคทีเรียจากดินรอบรากขา้วได ้ 310 ไอโซเลท  แยกไดจ้ากแปลงปลูกขา้วอินทรีย ์183     

ไอโซเลท ปริมาณแบคทีเรียมากกว่าแปลงปลูกขา้วเคมี ซ่ึงแยกเช้ือได ้127 ไอโซเลท การนับปริมาณโคโลนีของ

แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินแปลงปลูกขา้วอินทรีย ์มีปริมาณโคโลนีอยูร่ะหวา่ง 1.6x106-2.0x107cfu/g และจาก

ตวัอยา่งดินแปลงปลูกขา้วเคมี มีปริมาณโคโลนีของแบคทีเรียอยูร่ะหวา่ง 1.2x103-1.9x105 cfu/g (ตารางท่ี1) 

2.  การคดัเลอืกแบคทเีรียตรึงไนโตรเจน 

ผลการคดัเลือกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนได ้26 ไอโซเลท และมีแบคทีเรีย 6 ไอโซเลท ท่ีผลิตไนโตรเจนได้

สูง โดยมีไอโซเลท CM2-2  ผลิตไนโตรเจนไดสู้งสุด 15.6 mg/L   รองลงมา คือ  CM5-2 และ  PY5-2, LP1-5, CR6-7 

 

 - 67 - 



The Journal of Applied Science                               Vol. 18 No. 1: 62-74 [2019] 
วารสารวทิยาศาสตรป์ระยกุต ์        doi: 10.14416/j.appsci.2019.02.001 

 

และ PY7-6 ผลิตไนโตรเจนได ้8.4, 7.7 และ 6.3 mg/L ตามลาํดบั สาํหรับแบคทีเรียไอโซเลทอ่ืน ผลิตไนโตรเจนได้

นอ้ยกวา่ อยูร่ะหวา่ง 1.4-5.6 mg/L (ตารางท่ี 2) 

3.  การทดสอบปริมาณออกซิน  

ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตออกซินของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน 26 ไอโซเลท เม่ือใชท้ริป

โตเฟนเป็นสารตั้งตน้ความเขม้ขน้ 600 µg/mL แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตออกซินไดมี้  6 ไอโซเลท และนาํแบคทีเรียท่ี

ได ้มาทดสอบความสามารถในการผลิตออกซินโดยใชท้ริปโตเฟนความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั คือ 0, 200, 400, 600, 

800 และ 1,000 µg/mL พบวา่  ปริมาณออกซินเพ่ิมมากข้ึนตามความเขม้ขน้ของทริปโตเฟนท่ีเพ่ิมข้ึน (ตารางท่ี 3) 

และแบคทีเรียทั้ง 6 ไอโซเลท ผลิตออกซินไดม้ากท่ีสุดเม่ือใชท้ริปโตเฟนความเขม้ขน้ 1,000 µg/mL เรียงลาํดบัจาก

มากไปหานอ้ย ไดแ้ก่  ไอโซเลท  PY7-6 , LP8-1, CR1-2 และ CM12-4, PY7-5 และ CM5-2 ผลิตออกซินได ้23.9, 

22.3, 8.2-8.5,7.5 และ 7.0 mg/L ตามลาํดบั (รูปท่ี 1) 

4.  การทดสอบปริมาณจบิเบอเรลลนิ 

ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตจิบเบอเรลลินของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน 26 ไอโซเลท พบวา่มี 

2 ไอโซเลท คือ CM12-4 และ LP8-1 สามารถผลิตจิบเบอเรลลินได ้13.74 mg/L และ 3.94 mg/L ตามลาํดบั ซ่ึงทั้ง 2 

ไอโซเลท สามารถผลิตไดท้ั้งจิบเบอเรลลินและออกซิน (ตารางท่ี 4) 

5.  การจาํแนกชนิดเช้ือแบคทเีรีย โดยการหาลาํดบันิวคลโีอไทด์ของช้ินส่วน 16S rRNA 

แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีสามารถผลิตออกซินและจิบเบอเรลลินได ้พบวา่มี 6 ไอโซเลทจาํแนกชนิดของ

แบคทีเรียพบวา่มี 4 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Pseudomonas nitroreducens (PY7-6, CR1-2 และ CM5-2) ซ่ึงแบคทีเรียทั้ง 3  

ไอโซเลท ผลิตออกซินได ้23.9, 8.5 และ 7.0 mg/L ตามลาํดบั และ Bacillus cereus (PY7-5) ผลิตออกซินได ้7.5 

mg/L มี 2สายพนัธ์ุท่ีผลิตไดท้ั้งออกซินและจิบเบอเรลลินคือ Stenotrophomonas maltophilia (LP8-1) ผลิตออกซินและ

จิบเบอเรลลินได ้22.3 และ 3.94 mg/L และ Pantoea agglomerans (CM12-4) ผลิตออกซินและจิบเบอเรลลินได ้8.2 

และ 13.74 mg/L ตามลาํดบั (ตารางท่ี 4) 

 

ตารางที ่1. ปริมาณโคโลนีของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดินแปลงปลูกขา้วอินทรียแ์ละแปลงปลูกขา้วเคมี 

 

พืน้ทีป่ลูกข้าว 
ปริมาณโคโลน ี(cfu/g) 

แปลงปลูกข้าวอนิทรีย์ แปลงปลูกข้าวเคม ี

เชียงใหม่ 2.0x107 2.3x104 

พะเยา 1.8x106 1.9x105 

เชียงราย 1.6x106 1.3x104 

ลาํพนู 2.3x106 1.2x103 
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ตารางที ่2. ผลการวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนท่ีแบคทีเรียผลิตได ้

 

*วเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ ANOVA (p<0.05) 

 

ตารางที ่3. ปริมาณออกซินท่ีแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนผลิตไดโ้ดยใชท้ริปโตเฟนท่ีมีความเขม้ขน้แตกต่างกนั 

 

*วเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ ANOVA (p<0.05) 

ลาํดบั ไอโซเลท ไนโตรเจน (mg/L) ลาํดบั ไอโซเลท ไนโตรเจน (mg/L) 

1 CM2-2 15.6
a 14 CM2-3 4.2

ef 

2 CM5-2 8.4
b 15 CM12-4 4.2

ef 

3 PY5-2 8.4
b 16 LP8-1 4.2

ef 

4 LP1-5 7.7
b 17 LP2-5 3.5

fg 

5 CR6-7 6.3
c 18 LP4-10 3.5

fg 

6 PY7-6 6.3
c 19 CM8-3 2.8

gh 

7 CM11-6 5.6
cd 20 CM9-3 2.8

gh 

8 CM12-6 5.6
cd 21 CR10-5 2.8

gh 

9 CR9-4 5.6
cd 22 PY5-3 2.8

gh 

10 LP7-5 4.9
de 23 CM11-5 2.1

hi 

11 CR3-1 4.9
de 24 LP3-9 2.1

hi 

12 CR6-2 4.9
de

 25 CR1-2 1.4
i 

13 PY7-5 4.9
de 26 CR8-6 1.4

i 

F-test *  F-test * 

ลาํดบั ไอโซเลท 
ปริมาณออกซินตามความเข้มข้นของทริปโตเฟน (mg/L) 

0 200 400 600 800   1,000 (µg/mL) 

1 PY7-6 6.0
b
 8.6

b
 10.0a 12.1a 14.9a 23.9a 

2 LP8-1 7.5
a
 9.1

a
 10.2a 11.6b 14.3b 22.3b 

3 CR1-2 5.0c
 5.2

c
 5.5b 6.1c 8.3c 8.5c 

4 CM12-4 2.2
g
 3.3de 4.7cd 5.8cd 6.8d 8.2c 

5 PY7-5 2.8
f
 3.1e 3.0f 4.3e 5.3f 7.5d 

6 CM5-2 4.5
d
 4.9c 5.0c 5.5d 6.0e 7.0e 

F-test * * * * * * 
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รูปที่ 1. ปริมาณออกซินท่ีแบคทีเรีย 6 ไอโซเลทผลิตไดม้ากท่ีสุดเม่ือใชท้ริปโตเฟนความเขม้ขน้ 1,000 µg /mL 

(วเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ ANOVA, p<0.05) 

 

ตารางที ่4. การจาํแนกชนิดเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตออกซิน และจิบเบอเรลลิน 

 

ลาํดบั ไอโซเลท ออกซิน (mg/L) จบิเบอเรลลนิ (mg/L) ผลการจาํแนกสายพนัธ์ุ 

1 PY7-6 23.9
a
 - Pseudomonas nitroreducens 

2 LP8-1 22.3
b
 3.94

b 
Stenotrophomonas maltophilia 

3 CR1-2 8.5
c 

- Pseudomonas nitroreducens 

4 CM12-4 8.2
c 

13.74
a
 Pantoea agglomerans 

5 PY7-5 7.5
d 

- Bacillus cereus 

6 CM5-2 7.0
e 

- Pseudomonas nitroreducens 

*วเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ ANOVA (p<0.05) 

 

วจิารณ์ผลการทดลอง 

ผลการแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูใ่นดินบริเวณรอบรากขา้ว มีปริมาณโคโลนีของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้าก

ตวัอยา่งดินแปลงปลูกขา้วอินทรียม์ากกวา่แปลงปลูกขา้วเคมี แสดงถึงความความอุดมสมบูรณ์ของดินในแปลงปลูก

ขา้วอินทรียมี์มากกวา่ดินจากแปลงปลูกขา้วเคมี สอดคลอ้งกบัรายงานของ Melero et al. (2006) จากการศึกษา

เปรียบเทียบคุณสมบัติของดินแปลงเกษตรอินทรีย ์ซ่ึงพบว่าปริมาณอินทรียค์าร์บอน  ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส 

รวมทั้งชีวมวลของจุลินทรีย ์และกิจกรรมของเอนไซม์ในแปลงอินทรียเ์พ่ิมข้ึนมากกวา่แปลงเคมีอย่างมีนยัสาํคญั        

ผลวิเคราะห์ทางชีวเคมีของดินมีความสัมพนัธ์เชิงบวกกบัปริมาณอินทรียค์าร์บอนและปริมาณธาตุอาหารในดินท่ี

ช่วยปรับปรุงใหคุ้ณภาพของดินดีข้ึน 

23.9a 
22.3b 

8.5c 8.2c 
7.5d 

7.0e 

0

10

20

30

PY7-6 LP8-1 CR1-2 CM12-4 PY7-5 CM5-2

ป
ริม

าณ
  I

A
A

 (m
g/

L
) 

ไอโซเลท 

 - 70 - 



The Journal of Applied Science                               Vol. 18 No. 1: 62-74 [2019] 
วารสารวทิยาศาสตรป์ระยกุต ์        doi: 10.14416/j.appsci.2019.02.001 

 

จากการคดัเลือกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระได ้26 ไอโซเลท และทดสอบประสิทธิภาพการผลิตออกซิน 

พบวา่ แบคทีเรียผลิตออกซินไดม้ากข้ึนตามความเขม้ขน้ของทริปโตเฟนท่ีเพ่ิมข้ึนและผลิตออกซินไดม้ากท่ีสุดเม่ือ

ใชท้ริปโตเฟนความเขม้ขน้ 1,000 µg/mL พบแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตออกซินได ้มี  6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ PY7-6, LP1-

8, CR1-2, CM12-4, PY7-5 และ CM5-2 สอดคลอ้งกบัการศึกษาการแยกเช้ือแบคทีเรียกลุ่มตรึงไนโตรเจนไดอ้ยา่ง

อิสระมี 18 ไอโซเลท ท่ีสามารถผลิตออกซินได ้และพบ 3 ไอโซเลท ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตออกซินไดสู้ง โดย

แบคทีเรียสามารถผลิตออกซินไดใ้นอาหารเหลวท่ีเติมสารตั้งตน้ทริปโตเฟน (Saengsanga, 2014) และจากการ

เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียสกุล Azotobacter sp., Pseudomonas sp. และ Bacillus sp. ในอาหารท่ีปราศจากทริปโตเฟน

พบวา่ไม่มีการผลิตออกซิน แต่ถา้เพ่ิมระดบัความเขม้ขน้ของทริปโตเฟนจาก 50 ถึง 500 µg/mL ปริมาณออกซินก็จะ

เพ่ิมมากข้ึน (Ahmad et al., 2008) และจากการศึกษาแยกเช้ือแบคทีเรียจากตวัอยา่งดินรอบรากขา้ว จาํนวน 9 ตวัอยา่ง

จากพ้ืนท่ีแตกต่างกนัในประเทศอินเดีย สามารถแยกเแบคทีเรียได ้53 ไอโซเลท และมี 6 ไอโซเลท ท่ีผลิตออกซินได ้

อยูร่ะหวา่ง 0.54-14.05 mg/mL โดยใชส้ารตั้งตน้ทริปโตเฟนความเขม้ขน้ 5 µg/mL (Singh & Prasad, 2014) จาก

รายงานดงักล่าวขา้งตน้ แตกต่างจากการศึกษาน้ี ซ่ึงคดัเลือกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอย่างอิสระได ้Pseudomonas  

nitroreducens (PY7-6) ท่ีมีประสิทธิภาพผลิตออกซินไดม้ากกวา่ (23.9 mg/L) 

งานวิจัยน้ีคดัเลือกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีมีประสิทธิภาพผลิตออกซินไดมี้ 6 ไอโซเลท และใน 6        

ไอโซเลท มีแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตจิบเบอเรลลินได ้ 2 ไอโซเลท จากการจาํแนกสายพนัธ์ุพบวา่เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ี

จดัอยูใ่นกลุ่มเช้ือก่อโรค มี 3 ชนิด คือ Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophilia และPantoea agglomerans

ซ่ึงอาจเกิดอนัตรายต่อคนได ้ S. maltophilia เป็นเช้ือก่อโรคในคนท่ียากต่อการรักษาดงัเช่น เป็นเช้ือสาเหตุของความ

ผิดปกติของโรคปอดบวม การติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ และการติดเช้ือในกระแสเลือด เป็นเช้ือท่ีด้ือต่อยา

ปฏิชีวนะในวงกวา้ง พบไดท้ัว่ไปในส่ิงแวดลอ้ม (Chang et al., 2015) P. agglomerans เป็นแบคทีเรียท่ีให้ทั้งคุณและ

โทษ เป็นเช้ือก่อโรคในพืชและในคน พบไดท้ั้งในพืช ผลิตภณัฑจ์ากสัตว ์ในส่ิงแวดลอ้ม ดิน นํ้ า และฝุ่ นละอองใน

อากาศ เกิดประโยชน์ต่อพืชโดยส่งเสริมการเจริญและเป็นปุ๋ยชีวภาพได ้(Dutkiewicz et al., 2015) จากการศึกษา

ประโยชน์ของ P. agglomerans เป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อแบคทีเรียและราท่ีเป็นเช้ือสาเหตุโรคพืชหลายชนิด ถึง

อยา่งไรก็ตาม การใชป้ระโยชน์ของ P. agglomerans เป็นผลิตภณัฑท์างการคา้สาํหรับควบคุมโรคพืชนั้นยงัไม่เป็นท่ี

ยอมรับ เพราะไม่ปลอดภยั และมีโอกาสท่ีจะเกิดโรคเป็นอนัตรายต่อคนได ้(Rezzonico et al., 2009) 

Pseudomonas nitroreducens sp. nov. เป็นเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุใหม่ คน้พบโดย  Lang et al. (2007) ท่ี

แยกเช้ือไดจ้าก oil brine ซ่ึงเป็นแหล่งท่ีเต็มไปดว้ยนํ้ ามนัก๊าด (kerosene) และนํ้ ามนัดิบในประเทศญ่ีปุ่น ซ่ึงเป็น

แหล่งคาร์บอนและพลงังานของจุลินทรีย ์สามารถเจริญไดใ้น 5% NaCl ไม่เจริญในอุณหภูมิตํ่า 4 องศาเซลเซียส และ

อุณหภูมิสูงท่ี  41  องศาเซลเซียส  ซ่ึงแตกต่างจากผลการศึกษาของ  Prakash et al. (2007)  ท่ีพบวา่  P. nitroreducens  

เจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อยา่งไรก็ตาม ยงัไม่พบวา่มีรายงานการศึกษาเก่ียวกบั P. nitroreducens ท่ีแยกได้

จากดินรอบรากขา้ว และการศึกษาประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนและการผลิตฮอร์โมนออกซินมาก่อน 
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สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาคร้ังน้ีผูว้ิจยัแยกแบคทีเรียจากดินรอบรากขา้วได ้310 ไอโซเลท ซ่ึงมีปริมาณของแบคทีเรียจาก

ตวัอยา่งดินของแปลงปลูกขา้วอินทรียม์ากกวา่แปลงปลูกขา้วเคมี การคดัเลือกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระพบสาย

พนัธ์ุท่ีน่าสนใจคือ Pseudomonas nitroreducens PY7-6 เป็นแบคทีเรียกลุ่มสายพนัธ์ุใหม่ท่ีปัจจุบนัมีผูศึ้กษาอยูน่อ้ย 

และเป็นแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพผลิตไนโตรเจนไดสู้ง (6.3 mg/L) และผลิตออกซินไดสู้งสุด (23.9 mg/L) สาํหรับ

แบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืนท่ีพบในการศึกษาคร้ังน้ี จดัเป็นกลุ่มเช้ือก่อโรคไดแ้ก่ Pantoea agglomerans ซ่ึงเป็นเช้ือก่อโรค

ได้ในพืช สัตว ์และคน พบได้จากผิวพืช เมล็ดพนัธ์ุ ผลไม ้และอุจจาระสัตวห์รือคน รวมทั้ง Bacillus cereus และ 

Stenotrophomonas maltophilia เป็นเช้ือท่ีก่อโรคในคนได ้จึงควรศึกษาอย่างละเอียดหากจะนาํไปใชป้ระโยชน์

เพราะอาจเป็นอนัตราย ดงันั้นผูว้จิยัจึงคดัเลือก P. nitroreducens PY7-6 เป็นแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีดีท่ีสุดสาํหรับศึกษา

ต่อไปเพ่ือสามารถพฒันาเป็นปุ๋ยชีวภาพส่งเสริมการเจริญใหแ้ก่ขา้วได ้
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