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บทน า 
 
1.  ดนิบริเวณไรโซสเฟียร์ (Rhizosphere soil) 
 

ไรโซสเฟียร์ (Rhizosphere) หมายถึง ดนิบริเวณรอบรากพืชท่ีมีสมบตัทิางเคมีและทางชีวภาพท่ีได้รับ
อิทธิพลจากพืช โดยการปลดปล่อยสารเมแทบอไลต์ท่ีเกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมออกจากรากของพืช
ไปสู่ดินบริเวณโดยรอบรากพืช สารเมแทบอไลต์เป็นสารประกอบท่ีละลายน า้ เช่น กรดอะมิโน น า้ตาล 
คาร์โบไฮเดรต วิตามิน โปรตีน และกรดอินทรีย์ (Whipps, 1990) สารต่างๆ ท่ีหลัง่ออกมาจากรากพืชนัน้
จลุินทรีย์สามารถน าไปใช้เป็นแหล่งพลงังานและแหล่งอาหารในการเจริญเติบโต (Whipps, 1990; Bending, 
2003) จึงท าให้จุลินทรีย์บริเวณไรโซสเฟียร์มีกิจกรรม รวมถึงจ านวนจุลินทรีย์และความหลากหลายของ
จลุินทรีย์ท่ีมากกว่าในดินบริเวณท่ีห่างไกลออกไป (Marilley and Aragno, 1999) เช่น สารท่ีหลัง่ออกมาจาก
รากข้าวโพดท าให้ Pseudomonas fluorescence ท่ีอยู่บริเวณไรโซสเฟียร์ของรากข้าวโพดมีการสงัเคราะห์
ฮอร์โมนพืชออกซินในปริมาณท่ีเพิ่มมากขึน้ (Benizri, 1998) หรือในการศกึษาของ Botelho (2001) พบว่า
กลุ่มประชากร และการผลิตสาร phenazine ของ fluorescent Pseudomonads เพิ่มมากขึน้ในแตล่ะฤดกูาร
ปลกูของถัว่เหลืองเน่ืองมาจากอิทธิพลของดินบริเวณของไรโซสเฟียร์ดงัแสดงในภาพท่ี 1 และในทางกลบักนั
การด าเนินกิจกรรมของจุลินทรีย์ก็ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงสมบตัิทางกายภาพ และชีวภาพของดิน
บริเวณไรโซสเฟียร์ เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงสมดลุของธาตอุาหาร การเพิ่มธาตอุาหารให้แก่ดินโดยจลุินทรีย์ 
เพิ่มการหมุนเวียนน า้และแร่ธาต ุนอกจากนีย้งัมีการสร้างสารประกอบต่างๆ เช่น วิตามิน กรดอินทรีย์ และ
เอนไซม์ มีผลท าให้การเจริญและพฒันาของพืชเพิ่มมากขึน้ รวมถึงการลดความเป็นพิษของสารพิษและการ
เข้าท าลายของจุลินทรีย์สาเหตโุรคพืช เช่น การเพิ่มความสามารถในการดดูใช้ไนโตรเจนของต้นทานตะวนั
โดยไรโซเบียมในบริเวณไรโซสเฟียร์ของต้นทานตะวนั (Alami et al., 2000) การเพิ่มความสามารถในการ
ต้านทานโรคของมะเขือเทศ โดยการผสม Azospirillum brasilense ซึง่เป็นแบคทีเรียบริเวณไรโซสเฟียร์พร้อม
กบัเมล็ดมะเขือเทศ เม่ือน าเมล็ดไปเพาะพบว่าประชากรของ Pseudomonas syringae ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อ
โรคในมะเขือเทศลดน้อยลง (Alexander, 1997; Bashan and Bashan, 2005) การเปล่ียนแก๊ส
ไฮโดรเจนซลัไฟด์ท่ีเป็นพิษตอ่รากข้าวไปเป็นซลัเฟตหรือธาตกุ ามะถนัท่ีไม่เป็นพิษโดย Beggiatoa ท่ีอาศยัอยู่
บริเวณไรโซสเฟียร์ของรากพืช  

 
 
 
 

http://wapedia.mobi/th/%E0%B9%84%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
http://wapedia.mobi/th/%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%95%E0%B8%B0%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%99
http://wapedia.mobi/th/%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%82%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8
http://wapedia.mobi/th/%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99%E0%B8%8B%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://wapedia.mobi/th/%E0%B8%8B%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%95
http://wapedia.mobi/th/%E0%B8%81%E0%B8%B3%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B8%99


สวพ-ว-5(ด)  
 (หน้า 9) 

 

 
 

ภาพท่ี 1  กลุม่ประชากรของ fluorescent Pseudomonads ในบริเวณไรโซสเฟียร์ของถัว่เหลือง ในแตล่ะช่วง
ฤดกูารปลกู (a) กลุ่มประชากรของ fluorescent Pseudomonads ทัง้หมด (b) สาร phenazine ท่ี
ผลิตขึน้โดย fluorescent Pseudomonads  

 
ที่มา: Botelho (2001) 

 
ไรโซสเฟียร์แบง่ออกเป็นบริเวณตา่งๆ คือ endorhizosphere (ชัน้ endodermis และ cortical ของ

รากพืช) rhizoplane (ชัน้ epidermis และ mucilaginous polysaccharide ของรากพืช) และ 
ectorhizosphere (ดินบริเวณท่ีสมัผสักบัรากพืช) (Lemanceau et al.,1995; Mirleau et al., 2001) ดิน
บริเวณไรโซสเฟียร์จะมีโครงสร้างและความหลากหลายของกลุ่มประชากรจลุินทรีย์แปรผนัตามชนิดของดิน 
(Marschner et al., 2001) ชนิดของพืช ระยะเวลา ระยะห่างจากบริเวณไรโซสเฟียร์ (Smalla et al., 2001) 
และความแตกตา่งของคณุภาพและปริมาณของสารท่ีพืชปลดปล่อยออกมา (Yang et al., 2001) เช่น ความ
หลากหลายของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์จะลดลงตามระยะห่างจากรากพืชท่ีเพิ่มมากขึน้ ดงันัน้ประชากร
จลุินทรีย์จากบริเวณไรโซสเฟียร์จากพืชชนิดเดียวกนัอยูใ่นภมูิประเทศและภูมิอากาศเหมือนกนัโครงสร้างและ
ความหลากหลายของกลุ่มประชากรจลุินทรีย์อาจมีความแตกตา่งกนัก็ได้  เช่น ในการศกึษาของ Dohrmann 
และ Tebbe (2005) โดยปลูกพืชจ าพวก herbaceous (Veronica chamaedrys, Poa pratensis, 
Anthoxanthum odoratum, Rumex acetosa and Achillea millefollium) ในดินชนิดเดียวกัน แล้ว
ท าการศกึษากลุ่มประชากรจลุินทรีย์บริเวณไรโซสเฟียร์ในแตล่ะพืชท่ีปลกู พบว่ากลุ่มประชากรของจุลินทรีย์
บริเวณไรโซสเฟียร์มีความหลากหลายแตกตา่งกนัออกไปในแตล่ะชนิดพืชท่ีปลกูดงัแสดงในภาพท่ี 2 กลุ่มของ
จลุินทรีย์ท่ีพบทัว่ไปในดินบริเวณไรโซสเฟียร์ส่วนใหญ่ได้แก่ Pseudomonas Flavobacterium Alcaligenes 
และ Agrobacterium เป็นต้น (Alexander, 1997) 
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ภาพที่  2  ความหลากหลายของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์บริเวณไรโซสเฟียร์ของรากพืชจ าพวกherbaceous 

(Veronica chamaedrys, Poa pratensis, Anthoxanthum odoratum, Rumex acetosa and 
Achillea millefollium) 

 
ที่มา: Dohrmann and Tebbe (2005) 
 
2.  ธาตอุาหารและการเจริญเตบิโตของพืช 
 

ดนิเป็นวสัดสุง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืช และเป็นสิ่งท่ีรากพืชใช้ยึดเหน่ียวเพ่ือการเจริญเติบโต อีก
ทัง้ดินยังช่วยรักษาระดบั pH ป้องกันอนัตรายจากสารพิษ และการเข้าท าลายของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช  
ในการเจริญเติบโตของพืช ธาตอุาหารท่ีจ าเป็นท่ีพืชต้องการมีทัง้หมด 17 ธาต ุดงันี ้C H O N P K Ca Mg S 
B Cu Co Fe Mn Mo Zn และCl ซึ่งส่วนใหญ่เป็นธาตอุาหารท่ีได้มาจากดิน (Harpstead et al., 2001) และ
การเจริญเติบโตของพืชจะถูกจ ากัดด้วยความเป็นประโยชน์ของธาตอุาหารในดินรวมทัง้ความเป็นพิษของ 
ธาตบุางธาตใุนดนิ ธาตอุาหารพืชแบง่ออกเป็นธาตอุาหารมหธาต ุและจลุธาตอุาหาร ธาตอุาหารมหธาตก็ุจะ
เป็นในสว่นของธาตอุาหารหลกัและธาตอุาหารรองซึง่เป็นธาตอุาหารท่ีพืชต้องการในปริมาณมาก ส่วนจลุธาตุ
อาหารเป็นธาตอุาหารท่ีพืชต้องการในปริมาณน้อย (คณาจารย์ภาควิชาปฐพีวิทยา, 2548) แต่จุลธาตก็ุมี
ความส าคญัตอ่พืชไม่ยิ่งหย่อนกว่าธาตอ่ืุนๆ เพราะถ้าหากมีไม่เพียงพอกบัความต้องการของพืชแล้ว พืชย่อมจะ
เจริญเติบโตและให้ผลผลิตน้อยลง และพืชอาจตายเสียก่อนท่ีจะให้ผลผลิตได้หากขาดแคลนอย่างรุนแรง 
(Frederick and Thompson, 2005) ดงันัน้ความสมดลุของจลุธาตอุาหารในดินเป็นปัจจยัท่ีส าคญัมากต่อ
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ความเป็นประโยชน์ของธาตอุาหาร และเป็นปัจจยัท่ีควบคมุได้ยากมากกว่าความสมดลุของธาตอุาหารหลกั
และธาตอุาหารรอง ทัง้นีเ้พราะช่วงระดบัท่ีเหมาะสมของจลุธาตอุาหารนัน้ค่อนข้างจะแคบพืชจึงมีโอกาสสูง
ในการขาดจุลธาต ุ(FIFA, 2006) นอกจากนีย้งัมีอิทธิพลร่วมระหว่างธาตอุาหารหลกั ธาตอุาหารรองกบัจุล
ธาต ุหรือระหว่างจุลธาตดุ้วยกันเอง ท่ีขดัขวางหรือยบัยัง้ความเป็นประโยชน์ซึ่งกันและกันท่ีเรียกว่า สภาวะ
ปฏิปักษ์ (antagonism) (Gobat et al., 2004) จึงท าให้มีโอกาสขาดแคลนจลุธาตตุา่งๆ มากขึน้อีกด้วย และ
ส าหรับดินในประเทศไทยมีการใส่ปุ๋ ยจุลธาตุอาหารลงไปในดินน้อยมาก เพราะปุ๋ ยจุลธาตุมีราคาแพง 
เกษตรกรส่วนใหญ่มีความยากจน และบางส่วนไม่มีความรู้ความเข้าใจไม่เห็นถึงความส าคญัของจุลธาตุ
อาหารท าให้ดนิในประเทศไทยมีโอกาสในการขาดจลุธาตสุงู (คณาจารย์ภาควิชาปฐพีวิทยา, 2548) 

 
 2.1  ธาตเุหล็ก 
 
 ธาตเุหล็กเป็นธาตอุาหารจลุธาตชุนิดหนึง่ท่ีมีบทบาทส าคญัในกระบวนการเมแทบอลิซึมของพืช 
โดยเป็นองค์ประกอบในโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบัการเคล่ือนย้ายอิเล็กตรอนในไมโทคอนเดรียและคลอโรพลาสต์ 
ส าหรับโปรตีนท่ีมีเหล็กเป็นองค์ประกอบในโครงสร้างแบง่ออกเป็น 2 ชนิด (Bienfait and Mark, 1983) ชนิด
แรกคือ ฮีมโปรตีน ประกอบด้วยไซโตโครม ท าหน้าท่ีส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะห์แสงและการ
หายใจ เป็นองค์ประกอบของเอนไซม์คาทาเลส เพอร์ออกซิเดส และเล็กฮีโมโกลบิน ชนิดท่ีสอง คือ เฟอร์รีดอก
ซิน เป็นโปรตีนท่ีมีเหล็กและก ามะถนัเป็นองค์ประกอบ ท าหน้าท่ีส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการสงัเคราะห์แสง 
การรีดิวซ์ไนไตรท์ การรีดิวซ์ซลัเฟต และการตรึงไนโตรเจน (Marschner et al., 2001) เหล็กมีบทบาทในการ
สงัเคราะห์ฮอร์โมนพืช 3 ชนิด คือ จิบเบอเรลลิน เอทิลีน และกรดจาสโมนิก (Sharma, 2006) นอกจากนีเ้หล็ก
ยงัท าหน้าท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาของปฏิกิริยาออกซิเดชนั และรีดกัชนัในพืช เป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์หลาย
ชนิด ซึง่มีความส าคญัในกระบวนการสงัเคราะห์คลอโรฟีลล์ การตรึงไนโตรเจนและการลดพิษของอนมุลูอิสระ 
และยงัมีบทบาทส าคญัในการสร้างคลอโรพลาสต์ในใบ (Havlin et al., 2005)  

 
 เหล็กเป็นธาตท่ีุมีมากในดิน คือ มีประมาณ 7,000–500,000 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม (Fageria et 

al., 2002) แต่โดยทั่วไปเหล็กจะอยู่ในรูปของสารประกอบเหล็กท่ีละลายน า้ยาก หรือไม่ละลายเลย การ
ละลายของเหล็กขึน้อยู่กบัคา่ pH คา่รีดอกซ์โพเทนเชียลของสารละลายดิน และความสามารถในการละลาย
น า้ของเหล็กในรูปตา่งๆ (Crowley, 2006) โดยทัว่ไปการละลายน า้ของเหล็กอยู่ท่ีประมาณ 10-8 โมลาร์ ท่ี pH 
4 และการละลายได้ของเหล็กจะลดลงถึง 10-20 โมลาร์ เม่ือ pH ของดนิเพิ่มขึน้เป็น 8 (Lindsay, 1995) เฟอริก
ไอออนเป็นรูปหนึ่งของเหล็กท่ีละลายน า้ได้ และเฟอริกในสารละลายจะถูกไฮโดรไลด์ไปอยู่ในรูปของ 
Fe(OH)2

+ Fe(OH)3 และ Fe(OH)4
- ในสารละลายดิน (ภาพท่ี 3) โดยปกติพืชจะต้องการเหล็กในปริมาณน้อย 

คือ ไม่เกิน 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เหล็กถูกดดูซึมโดยรากพืชในรูปเฟอรัสไอออน (Fe2+) และรูปเฟอริก
ไอออน (Fe3+) แตเ่น่ืองจากการละลายของเหล็กจะลดลงเม่ือ pH เพิ่มขึน้ ดงันัน้การปลกูพืชในดินดา่งพืชจึงมี
โอกาสขาดเหล็กได้ (Lindsay and Schwab, 1992) 
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ภาพท่ี 3  ความสามารถในการละลายของเหล็กในสารละลายดิน 
 
ที่มา: Lindsay (1995); Romheld and Marscher (1986) 

 
2.2  ปัจจยัท่ีควบคมุความเป็นประโยชน์ของธาตเุหล็กในดนิ 

 
 2.2.1  ความเป็นกรดเป็นดา่งในดิน เหล็กจะละลายน า้และเป็นประโยชน์ตอ่พืชได้มากในดินท่ีมี 
pH เป็นกรด แล้วจะลดระดบัความเป็นประโยชน์ลงในดินท่ีมี  pH ดินเป็นด่าง จากการศึกษาพบ
ความสามารถในการละลายได้ของ Fe3+ จะลดลง 1,000 เทา่เม่ือ pH เพิ่มขึน้หนึ่งหน่วย และมีปริมาณต ่ากว่า 
10-20 โมลาร์ เม่ือ pH สงูกว่า 7.5 (Lindsay, 1979) โดยเหล็กจะถกูเปล่ียนเป็นไฮดรอกไซด์หรือออกไซด์ท่ี
ละลายน า้ได้ยาก และตกตะกอน (Brady and Weil, 2002) ดงันัน้จึงจะเกิดภาวะพร่องคลอโรฟีลล์ในดินท่ี
เป็นด่างมากๆ นอกจากนีค้วามรุนแรงของภาวะพร่องคลอโรฟีลล์ยงัขึน้กับปัจจยัต่างๆ เช่น ภูมิอากาศ การ
จดัการฟาร์ม และพนัธุกรรมของพืชอีกด้วย (Romheld and Nikolic, 2007) 

 
 2.2.2  สภาพออกซิเดชนั หรือรีดกัชนั ในสภาพออกซิไดซ์ โดยปกติแล้วเหล็กจะละลายน า้ได้ยาก
มากโดยเฉพาะในระดบั pH ดนิทัว่ไป เม่ือเปรียบเทียบกบัสภาพรีดวิซ์ เชน่ เม่ือดนิอยูใ่นสภาพท่ีขาดออกซิเจน
โดยเป็นดินท่ีมีน า้ขงัหรือท่ีเรียกว่าอยู่ในสภาพรีดกัซนั เหล็กจะละลายออกมาเป็นประโยชน์ตอ่พืชได้ดีกว่าใน
ดนิดอนท่ีมีการถ่ายเทอากาศดี (คณาจารย์ภาควิชาปฐพีวิทยา, 2548) 
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 2.2.3  การเกิดปฏิกิริยากบัสารอนินทรีย์ เชน่ การใส่ปนูลงไปในดินในปริมาณมาก อาจท าให้เกิด
การขาดธาตเุหล็กในพืชได้ เพราะเหล็กจะถูกเปล่ียนให้เป็นรูปออกไซด์ซึ่งมีความสามารถในการละลายต ่า 
(คณาจารย์ภาควิชาปฐพีวิทยา, 2548) นอกจากนีไ้บคาร์บอเนตไอออน (HCO3

-) ท่ีเกิดจากการแปรสภาพของ
ปนูยงัท าปฎิกิริยากับ H+ ท าให้กลไกการดึงโปรตอนออกนอกเซลล์ผิดปกติ (H+-efflux pump) ส่งผลต่อการ
ดดูใช้เหล็กของพืช (ยงยทุธ, 2552) 
 
 2.2.4  การเกิดปฏิกิริยากบัสารอินทรีย์ ธาตเุหล็กอาจจะท าปฏิกิริยากบัสารอินทรีย์ประเภทตา่งๆ 
เช่น ฮิวมสั โปรตีน กรดอะมิโน และกรดอินทรีย์อ่ืนๆ กลายเป็นสารประกอบท่ีเรียกว่า สารประกอบเชิงซ้อน 
สารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กในดินอาจอยู่ในรูปท่ีละลายน า้อย่างอิสระ หรือท่ียึดเกาะอยู่กับอนุภาคดิน
เหนียว โดยปกติถ้าสารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กมีโมเลกุลเล็กจะละลายน า้ ไม่ตกตะกอน และจะเป็น
ประโยชน์ต่อพืชได้ ในทางกลับกันถ้าเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กท่ีโมเลกุลใหญ่ก็จะไม่ละลายน า้ 
ตกตะกอนได้ง่าย และถูกพัดพาหรือถูกชะละลายไปได้ง่าย หรือถ้าเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กท่ีมี
ขนาดใหญ่มาก ก็จะไม่สามารถซึมผ่านผนังเซลล์ของรากพืชเข้าไปได้ ดังนัน้แม้ว่าเหล็กจะละลายเป็น
สารละลายอยู่ในดินได้ แต่ก็ไม่เป็นประโยชน์ต่อพืช นอกจากนีค้วามเป็นประโยชน์ต่อพืชของสารประกอบ
เชิงซ้อน พวกท่ีมีโมเลกลุใหญ่ยงัขึน้อยูก่บัคา่คงตวัด้านเสถียรภาพของมนัเม่ือเทียบกบัอ านาจการแลกเปล่ียน
ไอออนของราก สารท่ีมีคา่คงตวัด้านเสถียรภาพสงูมากจะเป็นประโยชน์ตอ่พืชได้น้อยกว่าสารท่ีมีคา่ดงักล่าว
ต ่า (FIFA, 2006; คณาจารย์ภาควิชาปฐพีวิทยา, 2548) 

 
2.3  การขาดเหล็กของพืช 

 
 การขาดเหล็กของพืชมักเกิดกับพืชท่ีอยู่ในดินเนือ้ปูน เรียกว่า ภาวะพร่องคลอโรฟีลล์ซึ่ง
เหน่ียวน าด้วยปนู (lime induced chlorosis) เน่ืองจากการหยุดการสร้างคลอโรพลาสต์ และไม่สงัเคราะห์
คลอโรฟีลล์ พืชแตล่ะชนิดจะแสดงอาการขาดธาตเุหล็กแตกตา่งกนัออกไป แตส่่วนใหญ่พืชจะแสดงออกท่ีใบ
โดยเฉพาะท่ีใบออ่นจะมีสีขาว หรือสีเหลืองซีด ใบมีขนาดเล็กลง พืชจะชะงกัการเจริญเติบโต (Romheld and 
Nikolic, 2007) ตอ่มาก็จะตายจากยอดลงมา (die back) ส่วนใบล่างจะยงัมีสีเขียวอยู่ ทัง้นีเ้น่ืองจากเหล็ก
เป็นธาตท่ีุไม่เคล่ือนท่ี (immobile) ท าให้แสดงอาการขาดท่ีใบอ่อน (คณาจารย์ภาควิชาปฐพีวิทยา, 2548) 
จากปัญหาการขาดแคลนเหล็กเน่ืองจากเหล็กละลายได้น้อยในสารละลายดินจึงท าให้พืชและจุลินทรีย์
พยายามท่ีจะปรับตวัเพ่ือเพิ่มการละลายของเหล็กในดนิโดยอาศยักลไกตา่งๆ เช่น ในพืชใบเลีย้งคูจ่ะมีการขบั
โปรตอนออกจากราก (Macadam, 2009) ท าให้บริเวณไรโซสเฟียร์มีความเป็นกรดเพิ่มขึน้และมีรีดอกซ์โพ
เทนเชียลต ่า หรือในพืชใบเลีย้งเด่ียว และจุลินทรีย์บางชนิดมีการสร้างสารประกอบอินทรีย์ท่ีเรียกว่า ซิเดอโร
ฟอร์เพ่ือเพิ่มการละลายของเหล็กในสารละลายดนิ (Crowley, 2006) 
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3.  ซิเดอโรฟอร์ (Siderophore) 
 
 ซิเดอโรฟอร์ (Siderophore) เป็นสารเมแทบอไลต์ทตุิยภูมิ (secondary metabolite) ท่ีผลิตขึน้โดย
จลุินทรีย์ ในสภาวะท่ีมีการละลายของเหล็กในสารละลายดินต ่า (Pinton et al., 2007) ซิเดอโรฟอร์เป็นสาร
โมเลกลุเล็กมีขนาดประมาณ 500-1,000 ดาลตนั มีลกัษณะเป็นสารคีเลต โดยซิเดอโรฟอร์ท่ีถกูสร้างขึน้และ
ขบัออกมาจากแบคทีเรีย จะเกิดเป็นสารประกอบคีเลตกับเหล็ก ซึ่งในธรรมชาติเหล็กส่วนใหญ่จะอยู่ในรูป
ของแข็ง หรือถูกดดูซบัอยู่ในอินทรียวัตถุในรูปของ ฮิวมิน ฮิวมิก และกรดฟลูวิก ซึ่งมีความสามารถในการ
ละลายน า้ต ่า หรือไมล่ะลายน า้เลย (Crowley, 2006)  การเกิดเป็นสารประกอบคีเลตระหว่างเหล็กกบัซิเดอโร
ฟอร์จะท าให้เหล็กอยู่ในรูปท่ีละลายน า้ได้ พืชและจลุินทรีย์จึงสามารถน าเหล็กไปใช้ประโยชน์ได้ ซิเดอโรฟอร์
มีโครงสร้างหลายลักษณะ ขึน้อยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ท่ีผลิต  ปัจจุบันพบโครงสร้างทางเคมีของซิเดอโร
ฟอร์มากกว่า 500 ชนิด (Boukhalfa and Crumblid, 2002) การจ าแนกซิเดอโรฟอร์จะแบง่ตามหมู่ฟังก์ชนั 
และประเภทของลิแกนท่ีล้อมรอบ ในแตล่ะกลุ่มฟังก์ชนัจะมีอะตอมของออกซิเจน 2 อะตอม หรือมีไนโตรเจน
เป็นองค์ประกอบท่ีท าหน้าท่ีสร้างพนัธะกบัเหล็กดงัท่ีแสดงในภาพท่ี 4 ซิเดอโรฟอร์แบง่ออกเป็น 4 ประเภท 
คือ Phenol catecholate  Hydroxamates Carboxylate และ Pyoverdines (Winkelman and Drecbsel, 
1997)  
 

            
 
ภาพท่ี 4  ต าแหนง่การเกิดพนัธะระหวา่งเหล็กและซิเดอโรฟอร์ 
ที่มา: Glick et al. (1999) 
 
 3.1  ความสมัพนัธ์ระหวา่งซิเดอโรฟอร์กบัเหล็ก 

 
 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและมีคา่ pH เป็นกลาง เหล็กจะมีการละลายต ่ามาก คือ มีการละลายท่ี
ความเข้มข้นน้อยกว่า 10-17 โมลาร์ เน่ืองจากเหล็กจะรวมตวักับไฮดรอกไซด์ ซิลิเกต หรือฟอสเฟต เกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อนท่ีละลายน า้ได้น้อย ดังนัน้จุลินทรีย์จึงมีการปรับตัวเพ่ือตอบสนองต่อสภาวะท่ีมี
สารละลายเหล็กในดนิปริมาณน้อย โดยการผลิตซิเดอโรฟอร์แล้วขบัออกมานอกเซลล์ เกิดเป็นสารประกอบคี
เลตระหว่างซิเดอโรฟอร์และเฟอริกไอออนท าให้เหล็กอยู่ในรูปท่ีละลายน า้ จุลินทรีย์จึงสามารถน าเหล็กไป
ใช้ได้ (Teaumroong and Boonkerd, 1996)  
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 กลไกการขนสง่เหล็กจากภายนอกเข้าในเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบแตกตา่งไปจากกลไกท่ีใช้ใน
การขนส่งกรดอะมิโน น า้ตาลโมเลกุลเด่ียวและสารอ่ืนๆ ท่ีมีขนาดโมเลกุลต ่าท่ีมีการขนส่งผ่านรูในเย่ือหุ้ม
เซลล์ชัน้นอก (outer membrane pore) แตก่ลไกการขนส่งเหล็กซิเดอโรฟอร์จะอาศยัโปรตีนชนิดพิเศษท่ีมี
ความสามารถจ าเพาะตอ่สารประกอบเหล็กซิเดอโรฟอร์ ซึ่งจะอยู่บริเวณเย่ือหุ้มไซโตพลาสมิก (cytoplasmic 
membrane) หรือไซโทพลาซมึ (cytoplasm) (Leong and Neilands, 1976)  
 
 3.1.1  กลไกลการน าเหล็กเข้าสู่เซลล์โดยโมเลกุลของซิเดอโรฟอร์แบ่งออกเป็น 3 ขัน้ตอน คือ 
(Pinton et al., 2007) 
 
 1)  เร่ิมการสงัเคราะห์โมเลกลุของซิเดอโรฟอร์และแพร่ผา่นผนงัเซลล์ออกไปสูส่ิ่งแวดล้อม 

 2)  โมเลกลุของซิเดอฟอร์เข้าจบักบัเฟอริกไอออนเกิดเป็นสารประกอบคีเลตเหล็กซิเดอโร
ฟอร์ แล้วถกูดงึกลบัเข้าสูเ่ซลล์โดยกระบวนการล าเลียงแบบใช้พลงังาน 
 3)  ปลดปลอ่ยโมเลกลุของซิเดอโรฟอร์ออกสูภ่ายนอกเซลล์  
 
 เม่ือโมเลกุลของซิเดอโรฟอร์เข้าจบักบัเฟอริกไอออนแล้ว โมเลกุลของซิเดอโรฟอร์จะ
จบักบัโปรตีนท่ีผนงัเซลล์ จากนัน้จะถกูขนย้ายผ่านผนงัเซลล์ โดยกระบวนการล าเลียงแบบใช้พลงังาน โดยซิ
เดอโรฟอร์แต่ละชนิดจะมีความจ าเพาะเจาะจงกับโปรตีนท่ีผนงัเซลล์แตกต่างกันออกไป เม่ือโมเลกุลของ
สารประกอบเหล็กซิเดอโรฟอร์ถูกเคล่ือนย้ายผ่านผนังเซลล์เข้ามายังไซโทพลาซึม เฟอริกไอออนก็จะถูก
ปลดปล่อยออกจากโมเลกุลของซิเดอโรฟอร์โดยบริเวณโมเลกุลท่ีเป็นลิแกนท่ีเช่ือมกับเฟอริกไอออนจะถูก
สลายด้วยเอนไซม์ เช่น เอนไซม์ esterase จะเข้าท าปฏิกิริยากับซิเดอโรฟอร์กลุ่ม เอสเตอร์เรส 
(enterobactin) หรือเฟอริกไอออนอาจจะถูกปลดปล่อยโดยเกิดปฏิกิริยารีดักชัน เม่ือเฟอริกไอออนถูก
ปลดปล่อยออกจากโมเลกุลของซิเดอโรฟอร์แล้ว ส่วนท่ีเป็นโมเลกุลของซิเดอโรฟอร์ ก็อาจถูกเปล่ียนแปลง
โครงสร้างไปจากเดมิหรือไมเ่ปล่ียนก็ได้ แล้วจึงถกูปลดปล่อยออกนอกเซลล์ไปสู่สิ่งแวดล้อมเพ่ือจบักบัเฟอริก
ไอออนตอ่ไป ดงัแสดงในภาพท่ี 5 (Tamas et al., 2006) 
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ภาพที่  5  การเคล่ือนย้ายเหล็กเข้าสู่เซลล์ของแบคทีเรียในรูปของสารประกอบคีเลตเฟอริกซิเดอ 
โรฟอร์ และเหล็ก 

ที่มา: Crosa (2002) 
 
4.  แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ (Siderophore producing bacteria, SPB) 
 

ซิเดอโรฟอร์เป็นสารท่ีถกูผลิตขึน้โดยจลุินทรีย์ในหลากหลายกลุ่ม ตัง้แตจ่ลุินทรีย์ท่ีเป็นสาเหตโุรคของ
สตัว์และพืชไปจนถึงจลุินทรีย์ท่ีอาศยัอยู่อย่างอิสระ และจลุินทรีย์ตรึงไนโตรเจนเอนโดไฟต์ท่ีอาศยัอยู่ร่วมกับ
พืช แตจ่ากการศกึษาจะพบการผลิตซิเดอโรฟอร์มากท่ีสดุในแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชบริเวณ
ไรโซสเฟียร์ (PGPR) จุลินทรีย์จะผลิตซิเดอโรฟอร์ก็ต่อเม่ือจุลินทรีย์อยู่ในสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโต เช่น ในสภาวะท่ีขาดแคลนธาตอุาหาร หรือมีความเข้มข้นของโลหะหนกับางชนิดมากเกินความ
ต้องการ (Winkelmann, 2007) ดงันัน้การผลิต ซิเดอโรฟอร์จึงเป็นกลไกท่ีจุลินทรีย์ใช้ในการตอบสนองต่อ
สภาวะขาดเหล็ก นอกจากนีย้งัเป็นกลไกท่ีช่วยให้แบคทีเรียอยู่ในสภาวะ pH ดินท่ีไม่เหมาะสมได้ และใน
สภาวะ pH ดินท่ีแตกตา่งกันการผลิตซิเดอโรฟอร์ของแบคทีเรียก็มีความแตกตา่งกัน จะพบการผลิตซิเดอโร
ฟอร์ประเภท Hydroxamate ในดนิท่ีเป็นกรดทัว่ไปท่ีมี pH ดินต ่า และดินท่ีมี pH ดินเป็นกลางจะพบการผลิต
ซิเดอโรฟอร์ประเภท catecholate (Rajkumar et al., 2010) 
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การแยกแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จากดินสามารถท าได้โดยการใช้อาหารท่ีมีเหล็กอยู่ในปริมาณท่ี
จ ากดั คือเป็นอาหารประเภทท่ีมีเหล็กอยู่ในปริมาณน้อย หรือเหล็กอยู่ในรูปท่ีเป็นสารประกอบท่ีไม่สามารถ
น าไปใช้ประโยชน์ได้ทนัทีก็ได้ chrome azurol sulfonate assay เป็นวิธีการทดสอบความสามารถในการผลิต
ซิเดอโรฟอร์ของจุลินทรีย์ท่ีถูกน ามาใช้กันอย่างกว้างขวาง ถึงแม้ว่าซิเดอโรฟอร์จะมีทัง้ประเภทท่ีเป็น 
hydroxamates และ catechols ซึ่งมีความแตกต่างกันท่ีหมู่ฟังก์ชนั แตก็่สามารถท่ีจะใช้วิธีการนีท้ดสอบได้
ทัง้ 2 ประเภท chrome azurol sulfonate assay เป็นวิธีการวดัความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์โดยใช้
หลกัการแย่งชิงเหล็กระหว่างสารประกอบเชิงซ้อนของ chrome azural sulfate (CAS) และ hexadecyl 
trimethylammonium bromide (HDTMA) ซึ่งเป็นสารประกอบสีน า้เงิน และซิเดอโรฟอร์ท่ีผลิตขึน้โดย
แบคทีเรีย เน่ืองจากเม่ือเหล็กไอออนถกูเคล่ือนย้ายจากอาหารท่ีเป็นสารประกอบเชิงซ้อนโดยซิเดอโรฟอร์แล้ว
สีของอาหารจะเปล่ียนไปเป็นสีส้มซึง่บง่ชีว้า่แบคทีเรียนัน้มีความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์ (Miranda et 
al., 2007) 
 

แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์มีหลากหลายชนิดดงัแสดงในตารางท่ี 1 ซึ่งส่วน
ใหญ่เป็นกลุ่มท่ีใช้ออกซิเจน (aerobic) และ กลุ่มท่ีไม่ใช้อากาศไม่แท้ (facultative anaerobic) เช่น ซิเดอโร
ฟอร์ในประเภท phenol catecholate ประกอบด้วย enterobactin ผลิตขึน้โดย E. coli และ linear 
agrobactin ผลิตขึน้โดย Agrobacterium tumefaciens และ ซิเดอโรฟอร์ประเภท hydroxamates 
ประกอบด้วย schizokinen aerobactin และ ferrioxamine ถูกผลิตขึน้โดย Bacillus megaterium 
Aerobacter sp. และ Arthrobacter spp. เป็นต้น (Crowley, 2006) 
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ตารางท่ี 1  ประเภทและชนิดของซิเดอโรฟอร์ท่ีผลิตขึน้โดยแบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย ประเภทของซิเดอโรฟอร์ ช่ือของซิเดอโรฟอร์ 
Escherichia coli Phenol catecholates Enterobactins 
Enterobacteriaceae   Enterobactins 
Agrobacterium tumefaciens  Linear catechols 
Mycobacteria spp.  Mycobactins 
Pseudomonas aeruginosa  Pyochelin 
Pseudomonas plantarii  Terpolone 
Bacillus megaterium Hydroxamates Schizokinen 
Aerobacter sp.  Aerobactin 
Enterobacteriaceae  Arthrobactin 
Arthrobacter spp.  Ferrioxamine 
Actinomyces spp.   Ferrioxamine 
Streptomycetes spp.  Ferrioxamine 
Nocardia spp.  Ferrioxamine 
Arthrobacter spp.  Ferrioxamine 
Alcaligenes sp.  Alcaligin 
Pseudomonas cepacia  Cepabactin 
Rhizobium meliloti Carboxylate Rhizobactin 
Pseudomonas sp. Pyoverdines Pyoverdine 
Pseudomonas sp. St B10  Pseudobactin 

 
ที่มา: Hofte (1993); Crowley (2006) 
 

เน่ืองจากซิเดอโรฟอร์มีความสามารถในการจบัโลหะทรานซิชนัโดยเฉพาะเหล็กได้ดี จึงมีการศกึษา
และน าจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์มาใช้ประโยชน์ในหลายด้านทัง้ในทางการเกษตร
เพ่ือใช้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช หรือควบคมุศตัรูพืชโดยชีววิธี และใช้ในทางด้านสิ่งแวดล้อมใน
การบ าบดั หรือลดความเป็นพิษของโลหะหนกับางชนิดท่ีปนเปือ้นทัง้ในน า้และในดิน เช่น นิกเกิล (Ni) สงักะสี 
(Zn) ทองแดง (Cu) อะลมูิเนียม (Al) โครเมียม (Cr) แกลเลียม (Ga) แมงกานีส (Mn) วานาเดียม (V) และโม
ลิบดนิมั (Mo) เป็นต้น โดยมีตวัอยา่งการศกึษาดงัตอ่ไปนี ้
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Solano et al. (2008) แยกแบคทีเรียบริเวณไรโซสเฟียร์ของต้นยาสบูได้แบคทีเรียทัง้หมดจ านวน 960 
ไอโซเลต และมีแบคทีเรียจ านวน 96 ไอโซเลตท่ีมีความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์ เม่ือน าแบคทีเรียผลิต
ซิเดอโรฟอร์ไปทดสอบความสามารถในการสง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืชพบวา่ 50 เปอร์เซ็นต์ของแบคทีเรีย
ผลิตซิเดอโรฟอร์มีความสามารถในการสง่เสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศ 

 
Chaiharn et al. (2009) ศกึษาการผลิตซิเดอโรฟอร์จากแบคทีเรียท่ีแยกได้จากดินบริเวณไรโซสเฟียร์

ของรากข้าวจ านวน 216 ไอโซเลตพบแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 23 เปอร์เซ็นต์ของแบคทีเรียทัง้หมด 
นอกจากนีย้ังพบว่าแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์มีความสามารถยับยัง้จุลินทรีย์สาเหตุโรคของข้าวได้ดังนี ้
Alternaria, Fusarium oxysporum, Pyricularia oryzae และSclerotium sp. 
 
5.  การสง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืชโดยไรโซแบคทีเรีย (Plant growth promoting rhizobacteria, PGPR) 
 

การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชโดยกิจกรรมของจุลินทรีย์ท่ีอาศัยอยู่บริเวณไรโซสเฟียร์ 
(rhizosphere) โดยการเพิ่มปริมาณธาตอุาหาร การละลายธาตอุาหารในดินให้อยู่ในรูปท่ีเป็นประโยชน์มาก
ขึน้ การชว่ยดดูซบัธาตอุาหาร หรือสร้างสารประกอบบางชนิดท่ีกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชได้  ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 6 (Lucy et al., 2004; Khalid et al., 2004; Gray and Smith, 2005; Cakmakci et al., 2006; 
Tsavkelova et al., 2007) เรียกแบคทีเรียจ าพวกนีว้่า plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) 
(Lugtenberg and Kamilova, 2009) ตวัอยา่งของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืช เช่น Acinetobacter  Agrobacterium  Arthrobacter  Azospirillum Bacillus  Bradyrhizobium 
Frankia  Pseudomonas  Rhizobium  Serratia  Thiobacillus เป็นต้น แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช สามารถแบง่ได้เป็น 2 ประเภท คือ แบคทีเรียจ าพวกท่ีมีความสมัพนัธ์แบบ
พึ่งพาอาศยักันกับพืช หรือท่ีเรียกว่า ความสมัพนัธ์แบบสมชีพ (symbiosis) เป็นแบคทีเรียจ าพวกท่ีสามารถ
เข้าสู่รากพืชแล้วเกิดกระบวนการต่าง ๆ ท่ีจะช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชได้ และแบคทีเรียจ าพวกท่ี
อาศยัแบบอิสระในดนิ (free-living bacteria)จะพบอยูบ่ริเวณไรโซสเฟียร์ (Siddoqui, 2006)  
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ภาพท่ี 6  การสง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืชโดยกิจกรรมของจลุินทรีย์ท่ีอาศยัอยู่บริเวณไรโซสเฟียร์ (a) การ

ผลิตฮอร์โมนพืช (b) การเพิ่มธาตอุาหารพืช หรือการเพิ่มความเป็นประโยชน์ของธาตอุาหารพืช (c) 
การควบคมุจลุินทรีย์สาเหตโุรคพืช 

ที่มา: ดดัแปลงมาจาก Ma et al. (2011) 
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 5.1  กลไกการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ทางคือ ทางตรง และ
ทางอ้อมดงันี ้(Bashan and Bashan, 2005; Somers et al., 2004) 

 
  5.1.1  กลไกในการสง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืชทางตรง  

 
 1)  การเพิ่มปริมาณธาตไุนโตรเจนให้แก่พืช โดยจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจน (nitrogen fixing organism) เป็นการเปล่ียนแก๊สไนโตรเจนจากอากาศให้เป็นแอมโมเนียท่ีพืช
สามารถน าไปใช้ได้เพ่ือการเจริญเตบิโตได้ เชน่ การตรึงไนโตรเจนของ Rhozobium ท่ีอาศยัอยู่ร่วมกบัพืชแบบ
แบบสมชีพ (symbiosis) ในปมรากของพืชตระกลูถัว่ สามารถตรึงไนโตรเจนให้แก่ต้นถัว่ (Lakha and Grick, 
2007) 

 
 2)  การเพิ่มความเป็นประโยชน์ของธาตอุาหารพืชโดยการสร้างสารประกอบอินทรีย์แล้ว
ปลดปล่อยออกมาเพ่ือช่วยท าให้การละลายของธาตุต่าง ๆ ดีขึน้ เช่น การผลิตซิเดอโรฟอร์เพ่ือเกิดเป็น
สารประกอบคีเลตกบัเหล็กท าให้อยูใ่นรูปท่ีละลายน า้พืชจงึใช้ประโยชน์จากเหล็กได้ 

 
 3)  การผลิตฮอร์โมนพืช (phytohormones) ซึ่งการผลิตฮอร์โมนพืชเป็นกลไกส าคญัใน
การช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต และกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช เช่น เพิ่มการพฒันาของราก เพิ่มความ
ยาวของราก การแบง่เซลล์ การยืดยาวของเซลล์ เพิ่มความสงูของล าต้น และการดดูใช้น า้และธาตอุาหารของ
พืช  

 
 5.1.2  การสง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืชทางอ้อม 
 

การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทางอ้อม คือ การควบคุมจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชโดยตรง หรือ
จลุินทรีย์ท่ีมีส่วนยบัยัง้การเจริญเติบโต และท าให้รากพืชผิดปกติ โดยจลุินทรีย์ ซึ่งมีกลไกในการควบคมุโดย
การลดปริมาณ ยบัยัง้ หรือก าจดัการควบคมุจุลินทรีย์ท่ีเป็นอนัตรายตอ่พืช (Pinton et al., 2007) การใช้
จลุินทรีย์ในการควบคมุจลุินทรีย์สาเหตโุรคพืชถือเป็นการควบคมุทางชีวภาพ (biological control) จลุินทรีย์ท่ี
มีความสามารถในการควบคมุจลุินทรีย์สาเหตโุรคพืชมีมากมายหลายหลายชนิดดงัแสดงในตารางท่ี 2 กลไก
ในการควบคมุทางชีวภาพเกิดขึน้ได้หลายแบบดงัตอ่ไปนี ้
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ตารางท่ี 2  ตวัอยา่งของไรโซแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการควบคมุราท่ีเป็นสาเหตขุองโรคพืช 
 
ไรโซแบคทีเรีย ราสาเหตโุรคพืช ชนิดพืช 
Actinoplanes spp. Pythium ultimum 

Rhizoctonia solani 
เรดบีท 

Bacillus spp. Gaeumannomyces graminis ข้าวสาลี 
Bacillus subtilis GB03 Fusarium oxysporum sp. ciceris ถัว่เขียว 
Bacillus subtilis  BACT-D Pythium aphanidermatum มะเขือเทศ 
Burkholderia cepacia A3R Fusarium graminearum 

Fusarium spp. 
ข้าวสาลี 
ข้าวสาลี 

Burkholderia cepacia PHQM 100 Pythium spp. ข้าวโพด 
Comamonas acidovorans HF42 Magnaporthe poae Kentucky 

bluegrass 
Enterobacter sp. BF14 Magnaporthe poae Kentucky 

bluegrass 
Pseudomonas chlororaphis 
MA342 

Dreshlera graminea 
D. avenea 

ข้าวบาเลย์่ 
ข้าวโอ๊ต 

P. chloroaphis PCL 1391 Fusarium oxysporum sp.  
radicis-lycopersici 

มะเขือเทศ 

Pseudomonas  fluorescens Fusarium oxysporum sp. raphani หวัผกักาด 
Pseudomonas  fluorescens Q8r1-
96 

Gaeumannomyces graminis ข้าวสาลี 

Pseudomonas  fluorescens VO61 Pythium ultimum 
Rhizoctonia solani 

ข้าว 

Pseudomonas  putida Fusarium oxysporum sp. raphani หวัผกักาด 
Stenotrophomonas maltophilia C3 Rhizoctonia solani Tall fescue 

 
ที่มา: Glick et al. (1995) 
 
 1)  การแข่งขนัแก่งแย่งใช้ธาตอุาหาร และการเข้าสู่พืชของจลุินทรีย์ผลิตซิเดอโรฟอร์กบั
จลุินทรีย์สาเหตโุรคพืช โดยแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จะมีความสามารถในการดดูใช้เหล็กมากกว่าจลุินทรีย์
สาเหตโุรคพืช เน่ืองจากการผลิตซิเดอโรฟอร์แล้วปลดปล่อยออกนอกเซลล์เกิดเป็นสารประกอบคีเลตเหล็กซิ
เดอโรฟอร์ท าให้สามารถเคล่ือนย้ายเหล็กจากดนิไปใช้ประโยชน์ภายในเซลล์แบคทีเรียได้ ซึ่งจะขดัขวางการใช้
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เหล็กของจลุินทรีย์สาเหตโุรคพืช (Compant et al., 2005) เพราะแบคทีเรียสาเหตโุรคพืชไม่สามารถผลิตซิ
เดอโรฟอร์ท าให้มีความสามารถในการดูดใช้เหล็กได้ต ่ากว่า จุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชก็จะขาดเหล็กท่ีจะ
น ามาใช้ในการเจริญเตบิโต จงึท าให้จลุินทรีย์สาเหตโุรคไมส่ามารถเจริญเตบิโตได้ (ภาพท่ี 7 )  
 

 
 
ภาพท่ี 7  กลไกการควบคมุแบคทีเรียสาเหตโุรคพืชโดยแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิต 

  ซิเดอโรฟอร์ 
ที่มา: Bashan and Bashan (2005) 
 
 2)  การผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ในการควบคุมจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช เช่น 
Pseudomonas สามารถผลิต phloroglucinols phenazines pyoluerorin pyrrolnitrin และ lipopeptieds 
ออกมายบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์สาเหตโุรคพืช เป็นต้น 
 
 3)  การผลิตเอนไซม์ ท่ีสามารถย่อยผนังเซลล์ของราสาเหตุโรคพืช เช่น การผลิต 
chitinase และ β -1-3-glucanase หรือการผลิตสารยับยัง้รา จากการศึกษาพบว่า Pseudomonas 
fluorescence สามารถสังเคราะห์แก๊สไซยาไนด์ในการยบัยัง้ Thelabiopsis basicola ซึ่งเป็นแบคทีเรีย
สาเหตโุรครากเนา่ด าในยาสบูได้ (Ramette et al., 2003)  
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6.  แบคทีเรียละลายฟอสเฟต (Phosphate solubilizing bacteria, PSB) 
 
 ฟอสฟอรัสเป็นธาตอุาหารหลกัชนิดหนึ่งท่ีมีความส าคญัต่อการเจริญเติบโตและการพฒันาของพืช 
(Ehrlich, 1990) ฟอสฟอรัสจะพบอยู่ในนิวเคลียสของเซลล์ และโครโมโซม เป็นส่วนประกอบของ DNA และ 
RNA ซึ่งมีส่วนส าคญัในกระบวนการหายใจ สงัเคราะห์แสง สงัเคราะห์แป้ง โปรตีนและไขมนั ส่งผลให้
ฟอสฟอรัสมีผลตอ่กระบวนการงอกของราก การออกดอก การสร้างหวัและการสกุของผล ฟอสฟอรัสเป็นธาตุ
อาหารท่ีพืชต้องการในปริมาณมากรองจากไนโตรเจน แตจ่ากการศกึษาพบว่าในดินมีฟอสฟอรัสอยู่ในระดบัท่ี
ต ่าปริมาณ 400-1200 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัมของดิน ในดินส่วนมากจะมีฟอสฟอรัสในรูปอินทรีย์และอนินทรีย์
ฟอสฟอรัสท่ีละลายยาก หรือไมล่ะลาย และเป็นฟอสฟอรัสท่ีพืชไมส่ามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ โดยส่วนใหญ่
สารละลายฟอสฟอรัสในดินจะมีอยู่ในความเข้มข้นต ่ามากโดยประมาณ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือน้อยกว่า 
(Goldstein, 1994) พืชสามารถใช้ประโยชน์จากฟอสฟอรัสได้ในรูปแอนไอออนของกรดออโทฟอสฟอริก 
(H3PO4) โดยเฉพาะในรูปของ HPO4

2- หรือ H2PO4
- (Beever and Burns, 1980) แหล่งของฟอสฟอรัสในดิน

ส่วนใหญ่จะได้มาจากหินท่ีมีฟอสเฟตเป็นองค์ประกอบ เช่น แร่อะฟาไทต์ปฐมภูมิ (primary apatite) และแร่
ปฐมภมูิอ่ืนๆ และการสลายตวัของสารอินทรียวตัถใุนดนิท่ีมีฟอสฟอรัสเป็นองค์ประกอบ จากการศกึษาพบว่า
ปุ๋ ยฟอสฟอรัสท่ีใส่ลงในดินให้กบัพืชนัน้ พืชสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้เพียง 5% ของปุ๋ ยฟอสฟอรัสท่ีถกูใส่
ลงไปเทา่นัน้ สว่นท่ีเหลือจะถกูตรึงให้อยูใ่นรูปฟอสฟอรัสอนินทรีย์ท่ีไม่ละลายน า้ และท าให้เกิดการสะสมของ
ฟอสฟอรัสโดยเฉพาะดินเกษตรกรรมท่ีมีการใส่ปุ๋ ยอย่างตอ่เน่ือง การตรึงฟอสฟอรัสในดินขึน้อยู่กบั pH และ
ชนิดของดิน ในดินท่ีมี pH เป็นกรดฟอสฟอรัสจะถูกตรึงด้วยออกไซด์และไฮดรอกไซด์ของเหล็กและ
อะลมูิเนียม ในขณะท่ีปฏิกิริยาดินเป็นดา่งฟอสฟอรัสจะถูกตรึงด้วยแคลเซียมท าให้ประสิทธิภาพการละลาย
ของฟอสฟอรัสต ่า (Goldstein, 1986; Goldstein, 1994; Jones et al., 1991) พืชจะใช้ประโยชน์ฟอสฟอรัส
ได้ก็ต่อเม่ือฟอสฟอรัสถูกปลดปล่อยออกมาจากรูปดังกล่าว ปัจจุบันพบว่ามีจุลินทรีย์ดินหลายชนิด ทัง้
แบคทีเรีย และราท่ีสามารถเปล่ียนรูปอนินทรีย์ฟอสเฟตให้อยูใ่นรูปท่ีเป็นประโยชน์ตอ่พืชได้  
 

จลุินทรีย์นบัว่ามีบทบาทส าคญัตอ่วฏัจกัรฟอสฟอรัสในธรรมชาติเป็นอย่างมาก เน่ืองจากการด าเนิน
กิจกรรมของจุลินทรีย์ท าให้เกิดกระบวนการออกซิเดชัน (oxidation) และรีดักชัน (reduction) ของ
สารประกอบฟอสฟอรัส เกิดการเคล่ือนย้ายอิเล็กตรอนจากแก๊สฟอสฟีน (phosphine) ซึ่งมีประจุ-3 ไปเป็น
ฟอสเฟต (phosphate) ท่ีมีประจเุป็น+5 (Rodriguez and Fraga, 1999) ในกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอน 
จากการศกึษาพบความสามารถในการละลายสารประกอบอนินทรีย์ฟอสเฟตของแบคทีเรียหลากหลายสาย
พนัธุ์ เชน่ ความสามารถในการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟต (tricalcium phosphate) ไดแคลเซียมฟอสเฟต 
(dicalcium phosphate) ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (hydroxyapatite) และหินฟอสเฟต (rook phosphate) 
(Goldstein, 1986) ตวัอย่างของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต เช่น Pseudomonas 
Bacillus Rhizobium Burkholderia Achromobacter Agrobacterium Microccocus Aerobacter 
Flavobacterium และ Erwinia ซึ่งแบคทีเรียละลายฟอสเฟตเหล่านีส้ามารถพบได้ในดินและในบริเวณไรโซส



สวพ-ว-5(ด)  
 (หน้า 25) 

 

เฟียร์ (Sperberg, 1985; Katznelson et al., 1962; Raghu and MacRae, 1966; Alexander, 1977) ทัง้
แบคทีเรียท่ีใช้ออกซิเจน และแบคทีเรียท่ีไมใ่ช้ออกซิเจน และพบแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในดินบริเวณไรโซส
เฟียร์มากกว่าในดินท่ีห่างไกลออกไป (Katznelson et al., 1962; Raghu and MacRae, 1966) การละลาย
ฟอสเฟตโดยจุลินทรีย์มีกลไกท่ีแตกต่างกันออกไป (Salehrastin, 1999) เช่น กระบวนการท าให้เกิดกรด 
กระบวนการเกิดคีเลต และกระบวนการแลกเปล่ียน การสงัเคราะห์เอนไซม์ฟอสฟาเตส (Dadarwal, 1997; 
Yadav and Dadarwal, 1997) แตส่่วนใหญ่ความสามารถในการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียจะเกิดจาก
การผลิตกรดอินทรีย์มวลโมเลกุลต ่าออกมา ผลจากการผลิตกรดอินทรีย์ท าให้เซลล์ของแบคทีเรียและ
สิ่งแวดล้อมรอบมีความเป็นกรดเพิ่มขึน้ ดงัในการศกึษาของ Chen et al. (2006) ท่ีพบความสมัพนัธ์เก่ียว
เน่ืองกนัระหวา่ง pH ของอาหารเลีย้งแบคทีเรีย และปริมาณการละลายฟอสเฟต บง่ชีว้่ากรดอินทรีย์ท่ีถกูผลิต
ขึน้โดยแบคทีเรียละลายฟอสเฟตมีผลท าให้อาหารเป็นกรดเพิ่มมากขึน้ สง่ผลให้มีการละลายของฟอสเฟต  

 
กรด gluconic acid เป็นกรดอินทรีย์ท่ีแบคทีเรียละลายฟอสเฟตส่วนใหญ่ผลิตขึน้ เช่น พบการผลิต

ใน Pseudomonas sp. (Illmer and Schinner, 1992) Erwinia herbicola (Liu et al.,1992) Pseudomonas 
cepacia (Goldstein et al. 1993) และ Burkholderia cepacia ส่วนกรดอ่ืนๆ ท่ีพบว่ามีการผลิตขึน้ใน
แบคทีเรียละลายฟอสเฟต คือ 2-ketogluconic acid พบใน Rhizobium leguminosarum (Halder et al., 
1990) Rhizobium meliloti (Halder and Chakrabartty, 1993) Bacillus firmus (Banik and Dey, 1982) 
และพบการผลิต lactic isovaleric isobutyric และ acetic acids ท่ีพบใน Bacillus liqueniformis  และ 
Bacillus amyloliquefaciens นอกจากแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจะช่วยให้ฟอสฟอรัสอยู่ในรูปท่ีเป็น
ประโยชน์ตอ่พืชมากขึน้แล้ว แบคทีเรียละลายฟอสเฟตยงัสามารถผลิตสารท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
พืชได้อีกด้วย เช่น ฮอร์โมนพืช (phytohormone) สารปฏิชีวนะ และซิเดอโรฟอร์ (Kloepper et al., 1988; 
Gaur and Ostwal, 1972; Subba Rao, 1982; Gerretsen, 1948; Kucey et al., 1989) 

 
7.  แบคทีเรียผลิตฮอร์โมนพืช (Phytohormones producing bacteria) 

 
ในชว่งเวลาหลายปีท่ีผา่นมาได้มีการศกึษาเก่ียวกบัฮอร์โมนพืชท่ีจลุินทรีย์ผลิตขึน้เพิ่มมากขึน้ และถกู

น ามาใช้ประโยชน์ในการเกษตรอย่างแพร่หลาย จากการศกึษาจะพบว่ามีแบคทีเรียหลากหลายสายพนัธุ์ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืช ทัง้ท่ีอาศยัอยู่อย่างอิสระในดินหรือพวกท่ีมีอนัตรกิริยากบัพืช (ตารางท่ี 
3) ตวัอย่างฮอร์โมนพืชท่ีแบคทีเรียผลิตขึน้ เช่น ออกซิน (auxin) จิบเบอเรลลิน (Gibberillin) ไซโตไคนิน 
(cytokinin) เอทิลีน (ethylene) และกรดแอบไซซิก (abscisic acid) เป็นต้น การผลิตฮอร์โมนพืชของจลุินทรีย์
มีส่วนในการควบคมุการเจริญเติบโตของพืชในด้านตา่งๆ เช่น การเจริญของต้นพืช การติดดอกออกผล และ
การหลุดร่วงของใบดอกผลของพืช เป็นต้น กลุ่มของฮอร์โมนพืชท่ีได้รับความสนใจในการศึกษามากและ
น ามาใช้ทางการเกษตรมากท่ีสดุ คือ ฮอร์โมนพืชออกซิน และจิบเบอเรลลิน  
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ตารางท่ี 3  การผลิตฮอร์โมนพืชของแบคทีเรียชนิดตา่งๆ ในการสง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืช 
 
ฮอร์โมนพืช แบคทีเรีย ชนิดพืช 
ออกซิน (Auxin)      Aeromonas veronii ข้าว 

     Agrobacterium sp. กะหล ่า 
     Alcaligenes piechaudii กะหล ่า 
     Azospirillium brasilense ข้าวสาลี 
     Bradyrhizobium sp. Radish 
     Comaninas acidovorans  กะหล ่า 
     Enterobacter cloacae ข้าว 
     Enterobacter sp. อ้อย 
     Rhizobium leguminosarum Radish 

ไซโทไคนิน 
(Cytokinin) 

     Paenibacillus polymyxa ข้าวสาลี 
     Pseudomonas fluorescens ถัว่เหลือง 
     Rhizobium leguminosarum กะหล ่า 
     Gibberellin กะหล ่า 
     Bacillus sp. Alder 
     Alcaligenes sp. มสัตาด 

ACC deaminase      Bacillus pumilus มสัตาด 
     Enterobacter cloacae มสัตาด 
     Pseudomonas cepacia ถัว่เหลือง 
     Pseudomonas putida ถัว่เขียว 
     Pseudomonas sp. มสัตาด 
     Variovorax paradoxus มสัตาด 

 
ที่มา: Glick et al. (1995) 
 
 7.1  แบคทีเรียผลิตฮอร์โมนพืชออกซิน (Auxin producing bacteria) 
 
 ออกซินเป็นฮอร์โมนพืชท่ีอยู่ในรูปสารเคมีท่ีเรียกว่า กรดอินโดล-3-แอซิติก (Indole-3-acetic 
acid) เป็นส่วนใหญ่ ฮอร์โมนพืชออกซินจะสร้างขึน้บริเวณท่ีปลายยอด ใบอ่อน และเมล็ด (Ribnicky et al., 
2002) มีสมบตัิเป็นฮอร์โมนควบคมุการเจริญเติบโตของพืชประเภทกระตุ้นการเจริญเติบโตท าให้พืชเกิดการ
แบ่งตวั กระตุ้นการขยายขนาดของเซลล์ และยืดตวัของเซลล์ในส่วนล าต้นของพืช (Tanimoto, 2005) สาร
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ออกซินอาจจะพบในรูปสารประกอบเชิงเด่ียว (free compound) และในรูปท่ีรวมกบัสารอ่ืนๆ เช่น IAA-insital 
IAA-glucose และIAA-aspartate แต่สาร IAA ในรูปท่ีรวมกับสารอ่ืนนี ้อาจจะไม่มีผลในการกระตุ้นการ
เจริญเตบิโตของพืช (Hedden and Thomas, 2006) 

 
 ฮอร์ โมนพืชออกซินสามารถสัง เคราะห์ โดยใช้กรดอะมิ โนทริปโตเฟนเป็นสารตัง้ ต้น 
(Hendrickson et al., 2004) โดยกรดอะมิโนทริปโตเฟนเปล่ียนไปเป็นออกซินโดยผ่านสารตวักลางตา่งๆด้วย 
3 กระบวนการ (Woodward and Bartel, 2005) คือ กรดอะมิโนทริปโตเฟนเปล่ียนเป็นอินโดลไพรูเวต (ภาพท่ี 
8) โดยกระบวนการดีอะมิเนชนั หลงัจากนัน้จะเกิดกระบวนการดีคาร์บอกซิเลชนั ดงึคาร์บอนไดออกไซด์ออก
จากอินโดลไพรูเวตท าให้เกิดสารตวักลางใหม ่คือ อินโดลอะเซทาลดีไฮด์ จากนัน้หมู่อลัดีไฮล์ของอินโดลอะเซ
ทาลดีไฮด์จะถูกออกซิไดซ์ให้กลายเป็นออกซิน (Bartel, 1997) การสงัเคราะห์ฮอร์โมนพืชออกซินจากทริป
โตเฟนโดยผ่านสารตวักลางทริปทามีนด้วยกระบวนการดีคาร์บอกซิเลชนั จากนัน้ทริปทามีนจะเปล่ียนเป็น
ออกซินโดยกระบวนการการออกซิเดทีฟดีอะมิเนชนั (oxidative deamination) และการสงัเคราะห์ออกซินโดย
ผ่านสารตวักลางอินโดลอะซิโตไนทริล ทริปโตเฟนเปล่ียนไปเป็นไทโอกลูโคไซด์ และกลูโคบราสซิซิน สาร
ดงักลา่วจะเปล่ียนไปเป็นอินโดลอะซิโตไนทริล และในท่ีสดุจะเปล่ียนไปเป็นออกซิน โดยอาศยักิจกรรมของโค
เอนไซม์ไนทริเรส (Frankenberger and Arshad, 1995)  

 
 
ภาพท่ี 8  การสงัเคราะห์ออกซินโดยใช้กรดอะมิโนทริปโตเฟนเป็นสารตัง้ต้น 3 วิธี 
ที่มา: Zhao et al. (2001) 
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 7.1.2  ผลของออกซินตอ่การเจริญเตบิโตของพืชมีดงันี ้(Hedden and Thomas, 2006) 
 1)  กระตุ้นการแบง่เซลล์ ฮอร์โมนพืชออกซินชว่ยกระตุ้นการแบง่เซลล์แคมเบียมท าให้พืชมี
เนือ้ไม้มากขึน้ และเกิดการเจริญเตบิโตด้านข้างเพิ่มขึน้  
  2)  เร่งการขยายตวัของเซลล์ ฮอร์โมนพืชออกซินช่วยให้เซลล์ในส่วนตา่งๆ ของพืชยืดยาว
โดยการกระตุ้นให้ เซลล์สร้างผนงัเซลล์มากขึน้  
 3)  ควบคมุการแตกของราก ฮอร์โมนพืชออกซินสามารถกระตุ้นการเกิดของรากของก่ิง
ตอนหรือก่ิงปักช าของพืชได้หลายชนิด โดยฮอร์โมนพืชออกซินสามารถกระตุ้นให้เกิดรากพิเศษ (adventitious 
root) และกระตุ้นการเกิดเนือ้เย่ือเจริญของราก 

 4)  ยบัยัง้การเจริญของตาข้างและก่ิง แหล่งท่ีส าคญัของฮอร์โมนพืชออกซิน คือ บริเวณ
ยอดออ่น ท่ีจะผลิตฮอร์โมนพืชออกซินแล้วส่งไปยงัส่วนตา่งๆ ของพืช การเคล่ือนท่ีของฮอร์โมนพืชออกซินลง
มาด้านล่าง (basipetal movement) จะมีผลตอ่การเจริญเติบโตของตาข้าง (lateral buds) โดยตาข้างไม่
สามารถเจริญเตบิโตได้เตม็ท่ีตราบใดท่ีตาข้างยงัได้รับฮอร์โมนพืชออกซินจากยอด แตถ้่าตดัยอดทิง้ไปตาข้าง
ซึง่อยูถ่ดัไปจะเจริญเตบิโตขึน้มาทนัที (Macadam, 2009) 
  5)  ควบคมุการร่วงของใบ ดอก และผล เม่ืออวยัวะดงักล่าวแก่ตวัลง เพราะการสร้าง
ฮอร์โมนพืชออกซินในสว่นดงักลา่วจะน้อยลงซึง่จะน้อยกวา่สว่นอ่อนและล าต้น  
  6)  การเพิ่มการติดผล มีการทดลองใช้สารฮอร์โมนพืชออกซินกบัพืชบางชนิด ปรากฏว่า
สารในกลุม่ฮอร์โมนพืชออกซินสามารถท่ีจะเพิ่มการตดิผลของพืชได้  

 ฮอร์โมนพืชออกซินสามารถสงัเคราะห์ขึน้ได้ทัง้ในพืชและจุลินทรีย์ การสงัเคราะห์โดย
จลุินทรีย์นัน้จะพบมากในจลุินทรีย์ท่ีอยู่ในบริเวณไรโซเฟียร์ของพืช เช่น Pseudomonas spp. Bacillus sp. 
และ Rhizobium spp. (Patten and Glick, 2001) จากการศกึษาพบว่า Azotobacter และ Fluorescent 
Pseudomonads ผลิตฮอร์โมนพืชออกซินเพิ่มขึน้เม่ือเติมทริปโตเฟนในอาหารเลีย้งแบคทีเรีย โดยจะผลิต
ฮอร์โมนพืชออกซินสงูสดุ 7.3-32.8 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เม่ือมีการเตมิทริปโตเฟนความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
(Ahmad et al., 2005) การศกึษาการผลิตฮอร์โมนพืชออกซินของแบคทีเรียโดย Sequeira and Williams 
(1964) พบวา่ มีฮอร์โมนพืชออกซินระดบัสงูในต้นของใบยาสบูท่ีมีการเข้าอยู่อาศยัของจลุินทรีย์สาหตโุรคพืช 
Pseudomoans solanacearum มากกว่าในต้นใบยาสบูปกติ นอกจากนี ้ Joseph et al. (2007) แยก
แบคทีเรียบริเวณไรโซสเฟียร์ของต้นถั่วลูกไก่ พบ Bacillus  Pseudomonas และ Azotobacter มี
ความสามารถในการผลิตออกซิน นอกจากนีย้งัมีการศึกษาการน าแบคทีเรียผลิตฮอร์โมนพืชออกซินไปใช้
ในทางการเกษตรพบว่าการใช้ Pseudomonas putida หรือ Trichoderma ท่ีมีความสามารถในการผลิต
ฮอร์โมนพืชออกซินร่วมกับการปลูกมะเขือเทศท าให้น า้หนักสดและความยาวรากของมะเขือเทศเพิ่มขึน้ 
(Gravel et al., 2007)  
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 7.2  แบคทีเรียผลิตฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลิน (Gibberellin producing bacteria) 
 
 จิบเบอเรลลิน (Gibberellin) เป็นฮอร์โมนพืช ท่ีสามารถควบคมุการเจริญเติบโตของพืชชนิดหนึ่ง 
เป็นสารประกอบอินทรีย์กลุ่มเตตราไซคลิน ไดเทอร์พีนนอยด์ (tetracyclic diterpenoid) ท่ีมีโครงสร้าง
โมเลกลุขนาดใหญ่ ประกอบด้วยไอโซพรีน 4 โมเลกลุ มาเรียงกนัเป็นโครงสร้าง 3 วง โครงสร้างนีเ้รียกว่า ent-
gibberellane หรือ tetra-carboxylic gibbane ซึ่งเป็นโครงสร้างหลกัของจิบเบอเรลลิน (Leopold, 1975; 
Crozier et al., 2000) จิบเบอเรลลินถกูค้นพบครัง้แรกท่ีประเทศญ่ีปุ่ น จากการเกิดโรคระบาดของข้าวท่ีเป็น
โรคถอดฝักดาบ (Yabuta and Sumiki, 1938) ซึ่งต้นข้าวมีลกัษณะสงูผอมผิดปกติ เน่ืองจากรา Gibberella 
fujikuroi  เม่ือสกัดสารท่ีรานีส้ร้างขึน้และน าไปทดสอบกับพืชชนิดอ่ืน พบว่าท าให้พืชนัน้ๆ มีอาการอย่าง
เดียวกันคือ ต้นผอม สูง จึงตัง้ช่ือสารท่ีพบนีว้่า จิบเบอเรลลิน ต่อมาพบกรดจิบเบอเรลลิก และอนุพนัธ์ของ
กรดจิบเบอเรลลิก จากราอ่ืนๆ อีกมากกว่า 136 ชนิด (Tudzynski, 2005) และยังพบการผลิตในพืช 
(Macmillan, 2001) และแบคทีเรียอีกด้วย (Bottini, et al., 2004) โดยทกุชนิดเรียกช่ือเหมือนกนั คือ จิบเบอ
เรลลินเอ หรือ GA แตมี่หมายเลขห้อยท้ายตามล าดบัการค้นพบคือ GA1,GA2,GA3,…,GA79 จิบเบอเรลลินแต่
ละชนิดตา่งกันเล็กน้อยท่ีต าแหน่งพนัธะคู่ และหมู่ไฮดรอกซิล ส่วนคณุสมบตัิในการกระตุ้นการเจ ริญเติบโต
ของพืชนัน้จะแตกตา่งกนั แตช่นิดท่ีเป็นประโยชน์ในทางการเกษตรมาก คือ GA3 ซึง่มีช่ือสามญัว่า กรดจิบเบอ
เรลลิก มีสตูรโมเลกลุ C19H22O6 (ภาพท่ี 9) (จารุวรรณ, 2535)  

 
 

ภาพท่ี 9  โครงสร้างโมเลกลุของจิบเบอเรลลิน 
ที่มา: Ingels (2009) 
 

การศกึษาการผลิตจิบเบอเรลลินในแบคทีเรียรายงานครัง้แรกโดย Atzorn et al. (1988) ซึ่งพบ
การผลิตจิบเบอเรลลินประเภท GA1, GA4, GA9 และ GA20 ใน Rhizobium meliloti ตอ่มามีรายงานการ
ค้นพบการผลิตจิบเบอเรลลินอย่างต่อเน่ือง เช่น พบการผลิต GA1 GA3 GA9 GA19 และ GA20 จาก 
Azospirillum lipoferum (Bottini et al., 1989) และ GA1 กบั GA3 จาก Azospirillum brasilense (Janzen 
et al., 1992). นอกจากนีย้งัมีรายงานการผลิตกรดจิบเบอเรลลินใน Bradyrhizobium japonicum (Boiero et 
al., 2007) Rhizobium phaseoli (Atzorn et al., 1998) และ Bacillus spp. (Manero et al., 1996)  
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 7.2.1  ผลของจิบเบอเรลลินตอ่การเจริญเตบิโตของพืชมีดงันี ้(Stowe and Yamaki, 1957) 
 
 1)  กระตุ้นการขยายตวัของเซลล์ โดยการเพิ่มความยืดหยุ่นของผนงัเซลล์ ท าให้เซลล์มี
รูปร่างยืดยาวขึน้ กระตุ้นการยืดตวัของข้อและการแผ่ขยายของใบ กระตุ้นการงอกของเมล็ด การเจริญของ
รากแรกเกิด (radicle root) 
 
 2)  จิบเบอเรลลินมีผลต่อพัฒนาการของดอกโดยเฉพาะพัฒนาการของก้านชูเกสรตวัผู้
และกลีบดอก กระตุ้นการติดผลในพืชหลายชนิด เช่น ส้ม มะเขือเทศ องุ่น การได้รับจิบเบอเรลลินช่วยให้เกิด
การตดิผลโดยไมต้่องผสมเกสรได้ กระตุ้นการเปล่ียนเพศดอก เชน่ ท าให้พืชตระกลูแตงหรือพืชท่ีแยกดอกตวัผู้
และดอกตวัเมีย เกิดดอกตวัผู้มากขึน้ได้  
 
 3)  การกระตุ้นการงอกของพืช จิบเบอเรลลินช่วยท าลายระยะพกัตวัของพืชทัง้การพกัตวั
ของตาและเมล็ด โดยการยบัยัง้การออกฤทธ์ิของกรดแอบไซซิกท่ีท าให้เกิดระยะพกัตวั และการควบคมุให้พืช
อยูใ่นสภาวะออ่นวยั  
  
 ในการศกึษา Azotobacter chroococcum ท่ีอาศยัอยู่ร่วมกบัข้าวโพดแบบสมชีพพบว่า 
A.  chroococcum สามารถสังเคราะห์ฮอร์โมนพืชออกซิน จิบเบอเรลลิน และไซโตไคนิน ซึ่งส่งเสริมการ
เจริญเตบิโตของพืช Bottini et al. (1989) พบวา่การใช้ Azospirillum spp. ร่วมกบัการปลกูหญ้าสามารถเพิ่ม
ผลิตผลของหญ้าเพราะการผลิตฮอร์โมน์พืชจิบเบอเรลลินจากแบคทีเรีย และในการศกึษาของ Karadeniz et 
al. (2006) พบว่า Proteus mirabilis  P. vulgaris  Klebsiella  pneumoniae Bacillus megaterium  B. 
cereus  Escherichia coli มีความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชออกซิน จิบเบอเรลลิน ไซโตไคนิน และกรด
แอบไซซิค  
 

วิธีวิจัย 
1.  การเก็บตวัอยา่งดนิ 
 
 เก็บตวัอย่างดินจากแปลงปลกูพืชของเกษตรกรจงัหวดัลพบรีุ โดยเก็บตวัอย่างดินบริเวณไรโซสเฟียร์
จากพืชทัง้หมด 4 ชนิด คือ อ้อย ข้าวโพด พริก และ ผกัสลดัน า้ ท าการเก็บตวัอย่าง 3 จุด ต่อหนึ่งแปลงพืช 
เก็บตวัอย่างดินบริเวณไรโซสเฟียร์โดยขดุต้นพืช รวมถึงดินบริเวณรอบของต้นพืช (rhizosphere soils) น ามา
ใสถ่งุพลาสตกิท่ีปราศจากเชือ้ รัดปากถงุให้แน่น เขียนข้อมลูรายละเอียด ได้แก่ พนัธุ์พืช อายุ วนัเดือนปีท่ีเก็บ 
เพ่ือเป็นข้อมูลเบือ้งต้นในการศึกษา จากนัน้เก็บตวัอย่างดินไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการแยก
แบคทีเรียตอ่ไป 
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2.  การแยกแบคทีเรียจากดนิบริเวณไรโซสเฟียร์ 
 
แยกแบคทีเรียจากดินบริเวณไรโซสเฟียร์ด้วยวิธี soil dilution and plate โดยน าตวัอย่างพืชมาเคาะ

ให้ดินท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีติดอยู่กับรากออกแล้วน ามาเขย่าเพ่ือให้ดินบริเวณไรโซสเฟียร์หลดุออกมาจากรากพืช 
จากนัน้น าตวัอย่างดิน 10 กรัม เติมสารละลาย 0.85% NaCl ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ 90 มิลลิลิตรลงไป แล้วน า
สารละลายดินท่ีได้ไปเขย่าอย่างแรงท่ีเร็ว 250 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที ตัง้ทิง้ไว้ ให้สารแขวนลอยดิน
ตกตะกอนเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้ดดูสารละลายใสส่วนบนมาเจือจางด้วย 0.85% NaCl ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้
แล้ว ให้ได้ระดบัความเข้มข้นท่ี 100 - 10-7 น าสารละลายในแตล่ะความเข้มข้นปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มา 
spread plate บนอาหารแข็ง Nutrient agar (NA) แล้วบม่เชือ้ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง จากนัน้สงัเกตแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารแข็ง NA และน าไปแยกให้บริสทุธ์ิตอ่ไป 

 
3.  การคดัเลือกและแยกแบคทีเรียให้บริสทุธ์ิ 

 
 คดัเลือกโคโลนีของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารแข็ง NA ท่ีได้จากการแยกในขัน้แรกมาท าให้บริสุทธ์ิ
ด้วยการ streak บนอาหาร NA จนกระทัง่ได้เป็นโคโลนีเด่ียว แล้วน าโคโลนีเด่ียวท่ีได้ไปเลีย้งในอาหารเหลว 
NB บม่เชือ้ในเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้ 
แบคทีเรียเจริญอยู่ในช่วง log phase จากนัน้น ามาท าให้เซลล์ตกตะกอนด้วยเคร่ืองหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 
8,000 x g เป็นเวลา 10 นาที เก็บตะกอนเซลล์ท่ีได้ไว้ใน กลีเซอรอลท่ีมีความเข้มข้นสดุท้าย 25 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นหวัเชือ้แบคทีเรีย และเก็บรักษาแบคทีเรียท่ีได้ไว้ท่ีอณุหภูมิ -21 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปใช้ในการศกึษา
ในขัน้ตอ่ไป 
 
4.  การทดสอบความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์ของแบคทีเรีย  
 
 การทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตซิเดอโรฟอร์ของแบคทีเรีย โดยน าแบคทีเรียหวัเชือ้มา streak 
บนอาหารแข็ง nutrient broth (NA) แล้วบม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ใช้ลวด
เข่ียเชือ้ท่ีปลอดเชือ้แตะโคโลนีของแบคทีเรียมา 1 โคโลนี แล้ว streak บนอาหารแข็ง chrome azurol 
sulphonate (CAS) ท่ีเตรียมโดยวิธีการของ Alexander และ Zuberer (1991) แล้วบม่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 30 
อาศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้สงัเกตวงสีส้มท่ีเกิดขึน้รอบโคโลนีของแบคทีเรีย 
 การวดัปริมาณการผลิตซิเดอโรฟอร์ โดยน าแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ ท่ีได้จากการทดสอบข้างต้น 
มาเลีย้งบนอาหารแข็ง CAS บม่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 30 อาศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ใช้ลวดเข่ียเชือ้
ท่ีปลอดเชือ้แตะโคโลนีแบคทีเรียมา 1 โคโลนี น ามาเลีย้งเพ่ือเป็นเซลล์เร่ิมต้นในอาหารเหลว CAS (ไม่มี
ส่วนประกอบของ Indicator solution 1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม่เชือ้ในเคร่ืองเขย่าความเร็ว 180 รอบต่อ
นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมุนเหว่ียงท่ี
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ความเร็ว 8,000 x g ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายใสทิง้ แล้วล้างตะกอนเซลล์ 
ด้วย 0.85%NaCl ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว จ านวน 3 ครัง้ ปรับคา่ความขุ่นของเซลล์แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์
ด้วยเคร่ือง spectrophotometer รุ่น T60 ให้มีคา่ optical density (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
เท่ากบั 1.0 โดยใช้ 0.85%NaCl ในการเจือจาง แล้วน าเซลล์เร่ิมต้น 0.25 มิลลิลิตร มาถ่ายใส่อาหารเหลว 
CAS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 180 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 x g ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที น าสารละลายสว่นใสมาทดสอบปริมาณการผลิตซิเดอโรฟอร์ด้วยการเติม Indicator solution 1 
ในอตัราส่วน 1:1 มิลลิลิตร สงัเกตการเปล่ียนสีท่ีเกิดขึน้ และวดัคา่การดดูกลืนแสงของสารละลายด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer รุ่น T60 ท่ีความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร ค านวณ %decolerization ตามวิธีของ 
Payne (1994) โดยมีสตูรในการค านวณดงันี ้
    

  
 

 
Ar = คา่การดดูกลืนแสงของต าหรับควบคมุท่ีความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร  
 
As = คา่การดดูกลืนแสงของตวัอยา่งท่ีน ามาทดสอบ ท่ีความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร 

 
5.  การระบชุนิดแบคทีเรียโดยการศกึษาล าดบัเบสของดีเอ็นเอในสว่นของยีน 16S rRNA 
 
 5.1  การระบชุนิดแบคทีเรียโดยการหาล าดบัเบสของดีเอ็นเอในส่วนของยีน 16S rRNA ตามวิธีการท่ี 
1 
 5.1.1  การเตรียมแบคทีเรีย และการท าปฏิกิริยา PCR 
 น าแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์มา streak บนอาหารแข็ง NA แล้วบม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ใช้ลวดเข่ียเชือ้ท่ีปลอดเชือ้แตะโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียผลิตซิเดอโร
ฟอร์ 1 โคโลนี น ามาเลีย้งเพ่ือเป็นเซลล์เร่ิมต้นในอาหารเหลว NBปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม่เชือ้ในเคร่ืองเขย่า
ความเร็ว 180 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้น าแบคทีเรียในอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ีได้ปริมาตร 1 มิลลิลิตรไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 x g เป็นเวลา 5 นาที 
เทสารละลายส่วนใสทิง้น ามาเติม 3% NaCl ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 x g เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลาย
ส่วนใสทิง้ล้างด้วยน า้ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว เติม 0.05 NaOH ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใช้ไมโครไปเปตดดูขึน้
ลงเพ่ือให้แบคทีเรียกระจายเป็นเนือ้เดียวกนั หลงัจากนัน้น าไปต้มในน า้เดือดเป็นเวลา 10 นาที แล้วน ามาวาง
บนน า้แข็งทนัทีเป็นเวลา 3 นาที แล้วดดูสารละลายใส 25 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่เพ่ือน าไปใช้ในปฏิกิริยา 
PCR  

%siderophore units =                      x 100 
Ar  

Ar - As 



สวพ-ว-5(ด)  
 (หน้า 33) 

 

  การในการเตรียมสารในปฏิกิริยา PCR เร่ิมจากน าสารละลายปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร 
มีสว่นประกอบดงันี ้ดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร dNTPs (dATP dCTP dTTP และ dGTP) ปริมาตร 0.04 ไมโครลิตร 
10X buffer 5 ไมโครลิตร MgCl2 ปริมาตร 3 ไมโครลิตร universal primer forward และ reverse (16S 928f-
341r) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และ Taq DNA Polymerase (Fermentas, Canada) ปริมาตร 0.25 
ไมโครลิตร และเติมน า้จนได้ปริมาตร น าไป ปฏิกิริยา PCR โดยใช้เคร่ือง DNA thermal cycle (PTC 100, 
MJ. Research) ซึง่มีการตัง้คา่เคร่ือง PCR  
 
 5.1.2  การตรวจสอบคณุภาพผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ด้วย agarose gel electrophoresis 
 
 ตรวจสอบคณุภาพผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยการน าผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ท่ีได้
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร น ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis การเตรียม 0.8% agarose 
gel โดยน า agarose gel ความเข้มข้น 0.8% เทใน gel tray และเสียบ comb ทิง้ไว้จนเจล แข็งตวัดีแล้วจึงดงึ
ออก จากนัน้น า agarose gel ไปวางในเคร่ือง electrophoresis ท่ีมี 1X TAE buffer (Tris-acetate) (Liu et 
al., 1997) ผสม 1X loading dye และผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ในอตัราส่วน 3:5 ไมโครลิตร แล้วน าไป
หยอดในช่องของ agarose gel ในแตล่ะช่อง และหยอด maker 2 ไมโครลิตร ลงในช่องแรกและช่องสดุท้าย
เพ่ือใช้เป็นตวัเปรียบเทียบ ปล่อยกระแสไฟฟ้าขนาด 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าเจลไปแช่ใน 
ethidium bromide (0.5 mg/ml) เป็นเวลา 10 นาที ตามด้วยแช่น า้ เป็นเวลา 10 นาที แล้วตรวจสอบเจล
ภายใต้แสง ultraviolet  
 
 5.1.3  การวิเคราะห์ล าดบัเบส 
 
 วิเคราะห์ล าดบัเบส โดยน าผลผลิต PCR ปริมาณ 40 ไมโครลิตร น าไปวิเคราะห์ล าดบั
เบส (Macrogen, Korea) แล้วน าข้อมูลล าดบัเบสของแบคทีเรียท่ีได้เปรียบเทียบกับล าดบัเบสของจลุินทรีย์
อ่ืนๆ ในฐานข้อมลูของ GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTn (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/blast/Blast.cgi) 
 5.2  การระบชุนิดแบคทีเรียโดยการศึกษาล าดับเบสของดีเอ็นเอในส่วนของยีน 16S rRNA ตาม
วิธีการท่ี 2 
 5.2.1  การเตรียมแบคทีเรีย และการ PCR 

 น าแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จาก stock culture มา streak บนอาหารแข็ง NA แล้วบม่ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ใช้ลวดเข่ียเชือ้ท่ีปลอดเชือ้แตะโคโลนีเด่ียวของ
แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 1 โคโลนี เตมิลงในสารละลายปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร เพ่ือน าไปใช้ในปฏิกิริยา 
PCR โดยมีส่วนประกอบดงันี ้สารละลายแบคทีเรีย 1 ไมโครลิตร dNTPs (dATP dCTP dTTP และ dGTP) 
ปริมาตร 2.5ไมโครลิตร 10X buffer+ MgCl2 2.5 ไมโครลิตร forward universal primer และ reverse 

http://www.ncbi.nlm/
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universal primer (16S 8f-1492r) ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร และ Taq DNA Polymerase ปริมาตร 0.125 
ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้เคร่ือง DNA thermal cycle  
 5.2.2  การตรวจสอบคณุภาพผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ด้วย agarose gel electrophoresis 
 ตรวจสอบคณุภาพผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ด้วยการน าผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ท่ีได้
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร น ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis การเตรียม 0.8% agarose 
gel โดยน า agarose gel ความเข้มข้น 0.8% เติม ethydium bromide 0.6 ไมโครลิตร เทใน gel tray และ
เสียบ comb ทิง้ไว้จนเจลแข็งตวัดีแล้วจงึดงึออก จากนัน้น า agarose gel ไปวางในเคร่ือง electrophoresis ท่ี
มี 1X TAE buffer (Tris-acetate) (Liu et al., 1997) ผสม 1X loading dye และผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR 
ในอตัราส่วน 1:5 ไมโครลิตร แล้วน าไปหยอดในช่องของ agarose gel ในแต่ละช่อง และหยอด maker 2 
ไมโครลิตร ลงในชอ่งแรก และชอ่งสดุท้ายเพ่ือใช้เป็นตวัเปรียบเทียบ ปล่อยกระแสไฟฟ้าขนาด 100 โวลต์ เป็น
เวลา 30 นาที แล้วตรวจสอบเจลภายใต้แสง ultraviolet จากนัน้น าผลผลิต PCR ท่ีได้ไปท าให้บริสทุธ์ิโดยใช้ 
QIA quick PCR purification kit (QIAGEN, USA) 
  5.2.3  การวิเคราะห์ล าดบัเบส 
 วิเคราะห์ล าดบัเบส โดยน าผลผลิต PCR ปริมาณ 12 ไมโครลิตร ความเข้มข้น 40 นาโน
กรัมตอ่มิลลิลิตร น าไปวิเคราะห์ล าดบัเบส (BioMedical Genomics Center, USA) แล้วน าข้อมลูล าดบัเบส
ของแบคทีเรียท่ีได้เปรียบเทียบกับล าดบัเบสของจุลินทรีย์อ่ืนๆ ในฐานข้อมูลของ GenBank ด้วยโปรแกรม 
BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) 
 
6.  การศกึษาความสามารถในการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 
 
 การศึกษาความสามารถในการละลายฟอสเฟตโดยน าแบคทีเรีย ท่ีสามารถผลิตซิเดอโรฟอร์จาก 
stock culture มา streak บนอาหารแข็ง NA แล้วบ่มท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
จากนัน้ใช้ลวดเข่ียเชือ้ท่ีปลอดเชือ้แตะโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 1 โคโลนี streak บนอาหาร
แข็ง National Botanical Research Institute’s Phosphate growth medium (NBRIP) (Nautiyal, 1999) 
แล้วบม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 30 อาศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้สงัเกตการเปล่ียนของอาหารรอบโคโลนี 
(วงใสรอบโคโลนี) ท่ีเกิดขึน้เน่ืองจากการละลายแคลเซียมฟอสเฟตของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์  
 
 จากนัน้น าแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตท่ีได้จากการทดสอบ
ข้างต้นมาวดัปริมาณการละลายฟอสเฟตด้วยวิธี Vanadomolybdophosphoric acid (Lim, 1991) โดยน า
แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์มา streak บนอาหารแข็ง NBRIP ท่ีใช้ K2HPO4 เป็นแหล่งของฟอสเฟตแทน 
Ca3(PO4)2 แล้วบม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ใช้ลวดเข่ียเชือ้ท่ีปลอดเชือ้แตะ
โคโลนีของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์มา 1 โคโลนี น ามาเลีย้งเพ่ือเป็นเซลล์เร่ิมต้นในอาหารเหลว NBRIP (ใช้ 
K2HPO4 เป็นแหล่งของฟอสเฟตแทน Ca3(PO4)2 ) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม่เชือ้ในเคร่ืองเขย่าความเร็ว 180 
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รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 8,000 x g ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายส่วนใสทิง้แล้วล้างตะกอน
เซลล์จ านวน 3 ครัง้ ด้วย 0.85% NaCl ปรับค่าความขุ่นของเซลล์แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer รุ่น T60 ให้มีคา่ O.D. ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 1.0 โดยใช้ 0.85% 
NaCl ในการเจือจาง แล้วน าเซลล์เร่ิมต้นมา 0.25 มิลลิลิตรถ่ายใส่อาหารเหลว NBRIP ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
หลอดใหม่ น าไปเขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนัน้เม่ือครบ 48 
ชัว่โมง น าไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 x g ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที น าสารละลายส่วนใสมาทดสอบการละลายแคลเซียมฟอสเฟตด้วยการเติม1N HCl ในอตัราส่วน1:1 
แล้วน าไปเติม vanadate-molybdate reagent ในอตัราส่วน 3.5:1 ปรับปริมาตรเป็น 5 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้ท่ี
อณุหภูมิห้อง (30 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 10 นาที (Mehta and Nautiyal, 2001) สงัเกตการเปล่ียนสีท่ี
เกิดขึน้ และวดัคา่การดดูกลืนแสงของสารละลายด้วยเคร่ือง spectrophotometer รุ่น T60 ท่ีความยาวคล่ืน 
470 นาโนเมตร น าคา่ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกบักราฟความเข้มข้นมาตรฐาน (calibration curve)  
 
7.  การทดสอบความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชออกซินของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 

 
 น าแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์มา streak บนอาหารแข็ง NA แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ใช้ลวดเข่ียเชือ้ท่ีปลอดเชือ้แตะโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 1โคโลนี 
น ามาเลีย้งเพ่ือเป็นเซลล์เร่ิมต้นในอาหารเหลว NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม่เชือ้ในเคร่ืองเขย่าความเร็ว 180 
รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 8,000 x g ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายส่วนใสทิง้แล้วล้างตะกอน
เซลล์ด้วย 0.85% NaCl จ านวน 3 ครัง้ ปรับค่าความขุ่นของเซลล์แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer รุ่น T60 ให้มีคา่ O.D. ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 1.0 โดยใช้ 0.85%NaCl 
ในการเจือจาง น าเซลล์เร่ิมต้นปริมาตร 0.25 มิลลิลิตรถ่ายอาหารเหลว NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร หลอดใหม ่
น าไปเขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนัน้เม่ือครบ 48 ชัว่โมง เติมทริป
โตเฟน (ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 5 มิลลิโมล) (Brick, et al., 1991) เพ่ือเป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์ออก
ซิน บม่เชือ้ตอ่เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 x g เป็น
เวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าสารละลายส่วนใสมาทดสอบการผลิตออกซิน 
ด้วยการเติม Salkowsky’ reagent ในอตัราส่วนของสารละลายส่วนใสตอ่ Salkowsky’ reagent เท่ากับ 
1:1.5 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง (30 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 30 นาที แล้วสงัเกตการเปล่ียนจากสี
เหลืองของอาหารเลีย้งแบคทีเรียกลายเป็นสีแดง และวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer รุ่น T60 ท่ีความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร น าค่าท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟความ
เข้มข้นมาตรฐาน (calibration curve) (Gordon and Weber, 1951; Glickmann and Dessaux, 1995) 
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8.  การศกึษาความสามารถในการผลิตจิบเบอเรลลินของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 
 
 น าแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จาก stock culture มา streak บนอาหารแข็ง NA แล้วบม่ท่ีอณุหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ใช้ลวดเข่ียเชือ้ท่ีปลอดเชือ้แตะโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียผลิตซิเดอ
โรฟอร์ 1 โคโลนี น ามาเลีย้งเพื่อเป็นเซลล์เร่ิมต้นในอาหารเหลว NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม่เชือ้ในเคร่ืองเขย่า
ความเร็ว 180 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงด้วย
เคร่ืองหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 x g ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายส่วนใส
ทิง้แล้วล้างตะกอนเซลล์ด้วย 0.85% NaCl จ านวน 3 ครัง้ ปรับคา่ความขุ่นของเซลล์แบคทีเรียผลิตซิเดอโร
ฟอร์ด้วยเคร่ือง spectrophotometer รุ่น T60 ให้มีคา่ O.D. ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 1.0 โดย
ใช้ 0.85% NaCl ในการเจือจาง น าเซลล์เร่ิมต้นปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร มาใส่อาหารเหลว NB ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร หลอดใหม ่น าไปเขยา่ด้วยความเร็ว 180 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนัน้เม่ือครบ 
48 ชัว่โมง เตมิทริปโตเฟนความเข้มข้น 200 มลิลิโมลาร์ เพ่ือเป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์จิบเบอเรลลิน บม่
เชือ้ตอ่เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 8,000 x g เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส น าสารละลายส่วนใสมาทดสอบการผลิตปริมาณการผลิตจิบเบอเรลลินด้วยวิธีการของ  
Paleg (1965) น าสารละลายส่วนใส 2.5 มิลลิลิตร เติมลงในหลอดทดลองท่ีมี 0.5M zing acetate 0.2 
มิลลิลิตร บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 37 อาศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แล้วน ามาเติม 0.5M potassium 
ferrocyanide 0.2 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 10,000 x g เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลายส่วน
ใสมาเติม 5% HCl ในอตัราส่วน 1:1 น าไปบม่ ไว้ท่ีอณุหภูมิ 20 อาศาเซลเซียส เป็นเวลา 75 นาที วดัคา่การ
ดดูกลืนแสงของสารละลายด้วยเคร่ือง spectrophotometer รุ่น T60 ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร โดยใช้ 
5% HCl เป็น blank ในการวดัปริมาณการผลิตจิบเบอเรลลิน น าคา่ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกบักราฟความเข้มข้น
มาตรฐาน (calibration curve) (Glick et al. 1995: Vikram et al., 2007) 

 

ผลและวิจารณ์ 
 
1.  การแยกแบคทีเรียจากดนิบริเวณไรโซสเฟียร์ และการแยกแบคทีเรียให้บริสทุธ์ิ  
 

จากการแยกแบคทีเรียจากบริเวณไรโซสเฟียร์ของรากพืช 4 ชนิด จากแปลงเกษตรกร ท่ีปลกูบนชุด
ดินตาคลี จงัหวดัลพบุรีซึ่งมีคา่ pH ดินเป็นดา่ง ด้วยวิธีการ dilution and plate ผลการศกึษาสามารถแยก
แบคทีเรียได้ทัง้หมดจ านวน 80 ไอโซเลต โดยแยกแบคทีเรียจากพืชชนิดต่างๆ ได้ในจ านวนใกล้เคียงกนัดงัท่ี
แสดงในตารางท่ี 4 โดยสามารถแยกแบคทีเรียได้มากท่ีสดุจากดนิบริเวณไรโซสเฟียร์ของอ้อย คือ 24 ไอโซเลต 
รองลงมา คือ พริก และ ผกัสลดัน า้ ท่ีสามารถแยกแบคทีเรียได้ 19 ไอโซเลตเทา่กนั และข้าวโพด 18 ไอโซเลต  
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จากการศกึษาเพ่ือแยกแบคทีเรีย และการน าไปใช้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชก่อนหน้านี ้
พบว่าแบคทีเรียท่ีแยกได้ไม่สามารถน าไปใช้ในทางการเกษตรได้จริงเน่ืองจากพืน้ท่ีในการเกษตรมี
สภาพแวดล้อมท่ีแตกตา่งจากดินทัว่ๆไป (Ross et al., 2000) ด้วยเหตผุลนีใ้นการศกึษาครัง้นีจ้ึงเลือกเก็บ
ตวัอยา่งดนิบริเวณไรโซสเฟียร์จากพืน้ท่ีท าการเกษตร เพ่ือแยกแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช จาก
ผลการคดัแยกแบคทีเรียจากดินบริเวณไรโซสเฟียร์พบจ านวนไอโซเลตของแบคทีเรียไม่มีความแตกต่างกัน
มากนกัในแตล่ะชนิดพืช แตพ่บสายพนัธุ์ของแบคทีเรียท่ีหลากหลายเน่ืองจากลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ี
แยกได้มีความแตกตา่งกนั ท าให้ได้พบว่าสายพนัธุ์ของแบคทีเรียมีความแตกตา่งกนัแม้จะปลกูในชุดดิน และ
สภาพแวดล้อมเดียวกัน ทัง้นีเ้น่ืองจากจ านวนประชากรของแบคทีเรียจะแปรผนักับชนิดของพืช และสารท่ี
ปลดปลอ่ยออกมาจากรากพืชท่ีแบคทีเรียสามารถน าไปใช้เพ่ือการเจริญเติบโตได้ นอกจากนีช้นิดของพืช และ
สารท่ีปลดปลอ่ยออกมาจากรากพืช รวมไปถึงสภาวะแวดล้อมยงัเป็นปัจจยัส าคญัในการควบคมุการผลิตสาร
เมแทบอไลตท์ตุยิภมูิ (secondary metabolite) ของแบคทีเรียอีกด้วยดงัท่ีจะได้ศกึษาในรายละเอียดตอ่ไป 
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ตารางที่  4 แบคทีเรียท่ีเลือกมาท าการศึกษาจากดินบริเวณไรโซสเฟียร์ของพืชชนิดต่างๆ ในชุดดิน 
ตาคลี 

 
ล าดบั ชนิดพืช ไอโซเลต  ล าดบั ชนิดพืช ไอโซเลต 

1 อ้อย Su01  27 ข้าวโพด Cor27 
2 อ้อย Su02  28 ข้าวโพด Cor28 
3 อ้อย Su03  29 ข้าวโพด Cor29 
4 อ้อย Su04  30 ข้าวโพด Cor30 
5 อ้อย Su05  31 ข้าวโพด Cor31 
6 อ้อย Su06  32 ข้าวโพด Cor32 
7 อ้อย Su07  33 ข้าวโพด Cor33 
8 อ้อย Su08  34 ข้าวโพด Cor34 
9 อ้อย Su09  35 ข้าวโพด Cor35 
10 อ้อย Su10  36 ข้าวโพด Cor36 
11 อ้อย Su11  37 ข้าวโพด Cor37 
12 อ้อย Su12  38 ข้าวโพด Cor38 
13 อ้อย Su13  39 ข้าวโพด Cor39 
14 อ้อย Su14  40 ข้าวโพด Cor40 
15 อ้อย Su15  41 ข้าวโพด Cor41 
16 อ้อย Su16  42 ข้าวโพด Cor42 
17 อ้อย Su17  43 พริก Chi43 
18 อ้อย Su18  44 พริก Chi44 
19 อ้อย Su19  45 พริก Chi45 
20 อ้อย Su20  46 พริก Chi46 
21 อ้อย Su21  47 พริก Chi47 
22 อ้อย Su22  48 พริก Chi48 
23 อ้อย Su23  49 พริก Chi49 
24 อ้อย Su24  50 พริก Chi50 
25 ข้าวโพด Cor25  51 พริก Chi51 
26 ข้าวโพด Cor26  52 พริก Chi52 
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ตารางท่ี 4  (ตอ่) 
 
ล าดบั ชนิดพืช ไอโซเลต  ล าดบั ชนิดพืช ไอโซเลต 

53 พริก Chi53  67 ผกัสลดัน า้ Wa67 
54 พริก Chi54  68 ผกัสลดัน า้ Wa68 
55 พริก Chi55  69 ผกัสลดัน า้ Wa69 
56 พริก Chi56  70 ผกัสลดัน า้ Wa70 
57 พริก Chi57  71 ผกัสลดัน า้ Wa71 
58 พริก Chi58  72 ผกัสลดัน า้ Wa72 
59 พริก Chi59  73 ผกัสลดัน า้ Wa73 
60 พริก Chi60  74 ผกัสลดัน า้ Wa74 
61 พริก Chi61  75 ผกัสลดัน า้ Wa75 
62 ผกัสลดัน า้ Wa62  76 ผกัสลดัน า้ Wa76 
63 ผกัสลดัน า้ Wa63  77 ผกัสลดัน า้ Wa77 
64 ผกัสลดัน า้ Wa64  78 ผกัสลดัน า้ Wa78 
65 ผกัสลดัน า้ Wa65  79 ผกัสลดัน า้ Wa79 
66 ผกัสลดัน า้ Wa66  80 ผกัสลดัน า้ Wa80 

 
2.  การทดสอบความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์ของแบคทีเรีย 
 

จากการทดสอบความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์ของแบคทีเรียเบือ้งต้นด้วยอาหารแข็ง CAS 
แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จะสามารถเปล่ียนสีอาหาร CAS จากสีน า้เงินเป็นสีส้ม หรือสีเหลือง โดยจะปรากฏ
ขึน้รอบๆ โคโลนี เน่ืองจากซิเดอโรฟอร์แย่งชิงเหล็กออกจากสารประกอบในอาหาร CAS (CAS-Fe(III)) จาก
การทดสอบพบแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จ านวน 15 ไอโซเลต จากแบคทีเรียทัง้หมดจ านวน 80 ไอโซเลต โดย
พบจ านวนแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์มากท่ีสุดในอ้อย และผักสลัดน า้ จ านวน 5 ไอโซเลต รองลงมาคือ 
ข้าวโพด และพริก พบแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จ านวน 3 และ 2 ไอโซเลต ตามล าดบั (ตารางท่ี 5) เม่ือน า
แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ท่ีแยกได้จ านวนวน 15 ไอโซเลต ไปวดัปริมาณการผลิตซิเดอโรฟอร์พบว่าการผลิตซิ
เดอโรฟอร์อยู่ในช่วงระหว่าง 31.75-79.90% siderophore unit ทัง้นีไ้อโซเลต Su04 และ Su09 ท่ีแยกได้จาก
ดินบริเวณไรโซสเฟียร์ของอ้อย และ ไอโซเลตWa65 ท่ีแยกได้จากดินบริเวณไรโซสเฟียร์ของผกัสลดัน า้ มี
ความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์สงูสดุท่ี 79% siderophore unit (ตารางท่ี 5) และพบปริมาณการผลิตซิ
เดอโรฟอร์น้อยท่ีสุดในแบคทีเรียไอโซเลต Su20 ท่ีแยกได้จากดินบริเวณไรโซสเฟียร์ของอ้อย ปริมาณ 
31.75 % siderophore unit ซึ่งในการศกึษาก่อนหน้านีข้อง Chaiharn et al. (2009) สามารถแยกแบคทีเรีย
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ผลิตซิเดอโรฟอร์ได้จากดนินาในภาคเหนือของประเทศไทยพบแบคทีเรีย Pseudomonas aureofaciens AR1 
มีความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์สูงสุดท่ี 99.96 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม เม่ือทดสอบด้วยวิธีการของ 
Schwyn and Neilands (1987) ขณะท่ี Sharma and Johri (2003) พบแบคทีเรีย Pseudomonas sp. PRS9 
ท่ีแยกได้จากดินบริเวณไรโซสเฟียร์ของถั่วในประเทศอินเดียมีความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์สูงสุดท่ี 
216.23 ไมโครกรัมตอ่มิลลิกรัม เม่ือวดัปริมาณการผลิตด้วยวิธี Meyer and Abdallah (1978) 

 
โดยทั่วไปดินท่ีมี pH ดินเป็นด่างจะท าให้เหล็กในดินอยู่ในรูปท่ีพืชน ามาใช้ประโยชน์ได้ต ่า  จาก

การศึกษาพบว่ากิจกรรมของจุลินทรีย์บริเวณไรโซสเฟียร์นับว่ามีบทบาทส าคัญในการควบคุมความเป็น
ประโยชน์ของธาตเุหล็กในดินต่อพืช ดงัมีการรายงานว่าพืชท่ีปลูกในดินท่ีไม่มีการนึ่ งฆ่าเชือ้ดินพบว่าพืชไม่
แสดงอาการขาดธาตเุหล็กและมีระดบัธาตเุหล็กในดนิในระดบัสงู ในทางกลบักนัพบวา่พืชท่ีปลกูในดินท่ีมีการ
นึ่งฆ่าเชือ้พืชแสดงอาการขาดธาตุเหล็กให้เห็น (Masalha et al.,2000) ในการศึกษาครัง้นีท้ าการแยก
แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จากดนิท่ีมีคา่ pH ดนิเป็นดา่งเน่ืองจากเช่ือวา่น่าจะมีแบคทีเรียท่ีมีความสามารถใน
การผลิตซิเดอโรฟอร์เม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีธาตเุหล็กในดนิอยูใ่นสภาวะท่ีไมล่ะลายหรือไมเ่ป็นประโยชน์ตอ่พืช 
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ตารางที่  5  ปริมาณการผลิตซิเดอโรฟอร์ของแบคทีเรียจ านวน 15 ไอโซเลต ท่ีแยกได้จากดินบริเวณไรโซส
เฟียร์ 

 

 
3.  การระบชุนิดแบคทีเรียโดยการศกึษาล าดบัเบสของดีเอ็นเอในสว่นของยีน 16S rRNA 

จากการระบุชนิดแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จ านวน 15 ไอโซเลต ท่ีแยกโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมี
ความจ าเพาะเจาะจงกบัยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิค PCR พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ ซึ่งมีขนาด 
587 และ 1484 คูเ่บส จาก primer 341r-928f และ 8f-1492r ตามล าดบั สามารถระบุแบคทีเรียได้เป็น 11 
สกุล ดงันี ้Burkholderia Xanthomonadaceae Pseudomonas Staphylococcus Stenotrophomonas 
Microbacterium Cupriavidus Bacillus Arthrobacter Agrobacterium และ Promicromonospora ดงั
ตารางท่ี 6 ทัง้นีแ้บคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตซิเดอโรฟอร์สูงสุดมี 3 ไอโซเลต 

ล าดบั ชนิดพืช ไอโซเลต 
ปริมาณการผลิตซิเดอโรฟอร์ 

(% siderophore unit) 

1 อ้อย Su04 79.90±0.43 

2  Su09 79.63±0.33 

3  Su11 64.11±3.12 

4  Su18 64.43±3.50 

5  Su20 31.75±1.99 

6 ข้าวโพด Cor25 76.25±0.52 

7  Cor26 66.88±2.51 

8  Cor38 63.40±8.42 

9 พริก Chi44 56.48±3.64 

10  Chi60 55.28±3.09 

11 ผกัสลดัน า้ Wa63 61.27±1.71 

12  Wa64 65.47±1.42 

13  Wa65 79.52±0.54 

14  Wa70 57.52±5.53 

15  Wa72 67.27±4.71 
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สามารถระบไุด้ คือ ไอโซเลต Su04 มีความเหมือนกนัของล าดบัเบสกบั Burkholderia  cepacia ไอโซเลต 
Su09 มีความเหมือนกนัของล าดบัเบสกบั Xanthomonadaceae bacterium  และไอโซเลต Wa65 มีความ
เหมือนกันของล าดบัเบสกับ Agrobacterium tumefaciens ท่ีระดบัความเหมือน 99% 98% และ 98% 
ตามล าดบั  
 
 จากการแยกแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จากดินบริเวณไรโซสเฟียร์ของพืช แล้วน ามาระบุชนิด
แบคทีเรียโดยการศึกษาล าดบัเบสของดีเอ็นเอในส่วนของยีน 16S rRNA พบแบคทีเรียมีความหลากหลาย
ทางสายพนัธุ์แม้จะแยกจากดินในชุดดินเดียวกนั เน่ืองจากชนิดของพืชมีอิทธิพลโดยตรงในการควบคมุการ
ผลิตสารเมแทบอไลต์ของแบคทีเรียบริเวณไรโซสเฟียร์จากการหลัง่สารคดัหลัง่ของรากพืช และพืชใบเลีย้ง
เด่ียวบางชนิดยงัมีความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์ (phytosiderophore) ได้ด้วยตวัเอง ดงันัน้จึงท าให้
แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ท่ีแยกได้จากพืชแตล่ะชนิดมีความแตกตา่งกนั (Ma and Nomoto, 1996; Masalha 
et al., 2000; Yehuda et al.,1996) นอกจากนีป้ริมาณการผลิตซิเดอโรฟอร์ท่ีวดัได้มีความแตกตา่งกนัไปใน
แต่ละไอโซเลตแม้จะเป็นแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ท่ีแยกได้จากดินบริเวณไรโซสเฟียร์พืชชนิดเดียวกัน 
เน่ืองมาจากกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลล์ของแบคทีเรียแตล่ะสายพันธุ์มีความแตกตา่งกนั (Lehino 
and Vacek, 1994)  
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ตารางที่  6  การวิเคราะนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ เปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์  ท่ีมีใน
ฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST 

 

 
 
 
 
 
 
 

Isolate 
Nearest phylogenetic neighbor 

(genus and species) 
Accession no 

Sequence alignment 

Similarity 
nucleotide 

E-
value 

% 
identity 

Su04 Burkholderia  cepacia HM46117.1 530/531 0.0 99% 

Su09 Xanthomonadaceae bacterium JN846925.1 772/777 0.0 99% 

Su11 Staphylococcus pasteuri HM451957.1 440/550 0.0 80% 

Su18 Stenotrophomonas maltophilia JF505943.1 774/780 0.0 99% 

Su20 Pseudomonas boreopolis AJ864722.1 534/540 0.0 98% 

Cor25 Staphylococcus sp. GU361126.1 536/536 0.0 99% 

Cor26 Burkholderia arboris  JF792427.1 552/562 0.0 98% 

Cor38 Microbacterium hydrocarbonoxydans FN908768.1 519/522 0.0 99% 

Chi44 Cupriavidus sp. AB542403.1 487/491 0.0 99% 

Chi60 Bacillus pumilus GU998809.1 293/303 0.0 97% 

Wa63 Arthrobacter sp. FN666614.1 517/525 0.0 98% 

Wa64 Bacillus sp. HM484306.1 531/531 0.0 100% 

Wa65 Agrobacterium tumefaciens HM582868.1 874/918 0.0 98% 

Wa70 Agrobacterium sp. GU248316.1 482/498 0.0 96% 

Wa72 Promicromonospora sp. EU939448.1 491/498 0.0 98% 
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4.  การศกึษาความสามารถในการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 
 
 คณุสมบตัิในการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียจะช่วยเพิ่มความเป็นประโยชน์ของฟอสฟอรัสในดิน
เป็นกลไกหนึ่งในการเพิ่มความสามารถในการดูดใช้ฟอสฟอรัสของจุลินทรีย์และยังช่วยส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชอีกด้วย (Verma et al., 2001) เม่ือน าแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ทัง้ 15 ไอโซเลต มาเลีย้ง
บนอาหาร NBIRP เพ่ือทดสอบความสามารถในการละลายแคลเซียมฟอสเฟต พบแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์
ทกุไอโซเลตมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตโดยสงัเกตได้จากการเกิดวงใสของการละลายแคลเซียม
ฟอสเฟตรอบๆ โคโลนีบนอาหาร NBIRP และการเกิดวงใสรอบโคโลนีมีขนาดแตกตา่งกนัไปในแต่ละไอโซเลต
บง่ชีว้่าแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์แต่ละไอโซเลตมีประสิทธิภาพในการละลายแคลเซียมฟอสเฟตได้แตกตา่ง
กนั จงึได้มีการทดลองในขัน้ตอ่ไปเพ่ือศกึษาปริมาณการละลายแคลเซียมฟอสเฟตของแบคทีเรียผลิตซิเดอโร
ฟอร์แตล่ะไอโซเลตตามวิธีการของ Mehta and Nautiyal (2001) พบปริมาณการละลายแคลเซียมฟอสเฟตมี
ความสมัพนัธ์กบัวงใสรอบโคโลนี พบปริมาณการละลายแคลเซียมฟอสเฟตของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์อยู่
ในช่วงระหว่าง 56.78-270.27 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยแบคทีเรียไอโซเลต Wa65 มีความสามารถในการ
ละลายแคลเซียมฟอสเฟตสงูสดุท่ีความเข้มข้น 270.27 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ตารางท่ี 7) ในการศกึษาก่อน
หน้านีข้อง สภุาพร 2553 ท่ีสามารถแยกแบคทีเรีย Burkholderia multivorans Rs01 จากดินนากรดก ามะถนั 
ซึ่งเป็นชดุดินรังสิต เม่ือทดสอบปริมาณการละลายแคลเซียมฟอสเฟตด้วยวิธี molybdenum blue method 
พบแบคทีเรียสามารถละลายแคลเซียมฟอสเฟตได้สงูสุด 287.5 มิลลิกรัมต่อลิตร Ribeiro and Cardoso 
(2011) แยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดินบริเวณไรโซสเฟียร์ของ  Araucaria angustifolia พบแบคทีเรีย 
Enterobacter aerogenes มีความสามารถในการละลายแคลเซียมฟอสเฟต 450 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เม่ือ
วดัปริมาณการผลิตด้วยวิธี vanadomolybdophosphoric acid  
 

ถึงแม้วา่แบคทีเรียละลายฟอสเฟตจะพบได้ทัว่ไปในดินบริเวณไรโซสเฟียร์ แตก็่ยงัมีจ านวนประชากร
ไม่สงูนกัเม่ือเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียทัว่ๆ ไปในดิน (Skrary and Cameron, 1998; Azeem et al., 2007)  
ดงัในการศึกษาก่อนหน้านี ้Hameeda et al. (2008) แยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตเพ่ือน าไปใช้ในการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อย พบแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 5 ไอโซเลต เท่านัน้ จากแบคทีเรียท่ีแยกได้
ทัง้หมด 207 ไอโซเลต Ribeiro and Cardoso (2011) แยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตได้จ านวน 27 ไอโซเลต 
จากแบคทีเรียท่ีแยกได้จากดินบริเวณไรโซเฟียร์ของ Araucaria angustifolia ทัง้หมด 97 ไอโซเลต เน่ืองจาก
ดินท่ีน ามาท าการศึกษานีมี้ pH ของดินค่อนข้างสูงจึงท าให้มีโอกาสท่ีจะพบแบคทีเรียละลายฟอสเฟตได้ 
นอกจากนีย้ังพบว่าความสามารถในการละลายฟอสเฟตและความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์ของ
แบคทีเรียมีความสัมพันธ์กันโดยความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์สามารถพบได้ในแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถในการละลายฟอสเฟตในปริมาณสงู สอดคล้องกบัความจริงท่ีว่าแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จะ
มีกลไกในการผลิตซิเดอโรฟอร์และการผลิตกรดอินทรีย์ท่ีใช้ในการละลายฟอสเฟตอยู่ด้วย (Vassilev et al., 
2006) และใช้กลไกนีใ้นการตอบสนองตอ่สภาวะท่ีขาดแคลนเหล็ก (Guerinot et al., 1990; Machuca et al., 
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2001) ดงัการรายงานของ Kloepper et al. (1988) และ Glick (1995) ท่ีพบว่าผลผลิตของพืชเพิ่มขึน้เม่ือมี
การใสแ่บคทีเรียท่ีมีความสามารถทัง้การผลิตซิเดอโรฟอร์และการละลายฟอสเฟต 
 
ตารางท่ี 7  ปริมาณการละลายแคลเซียมฟอสเฟตของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 
 

 
3.  การทดสอบความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชของแบคทีเรีย 
  
 3.1 การทดสอบความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชออกซินของแบคทีเรีย 
 
 การทดสอบความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชออกซินของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ โดยการ
ทดสอบด้วย Salkowsky’ reagent พบว่าสีเหลืองของสารละลายเปล่ียนเป็นสีแดงหรือสีชมพู แสดงว่า
แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ท่ีน ามาทดสอบส่วนใหญ่มีความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชออกซิน จาก
การศกึษาพบแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์มีความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชออกซินจ านวน 14 ไอโซเลต มี
เพียง Su09 เท่านัน้ท่ีไม่มีความสามารถในการผลิต โดยพบปริมาณการผลิตอยู่ในช่วงระหว่าง 2.43-22.86 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ซึ่ง Chi60 มีความสามารถในการการผลิตฮอร์โมนพืชออกซินสูงสุด ท่ีความเข้มข้น 

ล าดบั ไอโซเลต ปริมาณการละลายแคลเซียมฟอสเฟต ( µg/ml) 
1 Su04 254.97±9.9 
2 Su09 114.25±7.5 
3 Su11 175.69±2.1 
4 Su18 117.00±36.0 
5 Su20 183.40±7.4 
6 Cor25 99.17±11.5 
7 Cor26 207.62±10.3 
8 Cor38 56.78±3.5 
9 Chi44 94.65±12.0 
10 Chi60 223.37±24.1 
11 Wa63 135.83±15.7 
12 Wa64 130.77±11.4 
13 Wa65 270.27±1.6 
14 Wa70 57.22±8.1 
15 Wa72 193.31±7.9 
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22.86 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ตารางท่ี 8) ปริมาณการผลิตฮอร์โมนพืชออกซินมีความแตกตา่งกนัออกไปใน
แตล่ะไอโซเลตไม่ขึน้กบัชนิดพืชท่ีแยกแบคทีเรียได้ จากการศกึษาท่ีผ่านมาพบว่ามีจลุินทรีย์หลายชนิดท่ีแยก
ได้จากดินบริเวณไรโซสเฟียร์มีสามารถผลิตฮอร์โมนพืชออกซินได้โดยจากการศึกษาของ Ahmad et al. 
(2008) พบการผลิตฮอร์โมนพืชออกซินอยู่ในระดบั 2.13-3.6 ไมโครลิตรตอ่มิลลิลิตร จาก Azotobacter และ 
Pseudomonas  Gravel et al., (2007) และพบการผลิตอยู่ในระดบั 3.3-6.2 ไมโครลิตรตอ่มิลลิลิตร ใน P. 
putida และ Trichoderma atroviride นอกจากนี ้Marques et al. (2010) รายงานการผลิตในระดบั 2.9-17 
ไมโครลิตรตอ่มิลลิลิตร ใน Chryseobacterium sp. Bacillus sp. Achromobacter sp. และ Ralstonia 
eutropha (Husen 2003; Yasmin et al., 2007; Vasconcellos et al., 2010; Ribeiro and Cardoso, 2011) 
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ตารางท่ี 8  ปริมาณการผลิตฮอร์โมนพืชออกซินของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 
 

 
  ฮอร์โมนพืชออกซินท่ีผลิตขึน้โดยแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชมีผลตอ่ระบบรากของ
พืชในการเพิ่มขนาดและปริมาณของรากฝอย การเพิ่มการแตกราก ซึง่เป็นเพิ่มพืน้ท่ีผิวสมัผสัรากกบัดินในการ
ดดูใช้ธาตอุาหารพืชและน า้ท าให้พืชรับธาตอุาหารและน า้เพิ่มขึน้ แต่อย่างไรก็ตามผลของฮอร์โมนพืชออกซิ
นตอ่พืชนัน้ขึน้อยูก่บัความเข้มข้นของออกซิน ชนิด และสายพนัธุ์ของพืช นอกจากนีฮ้อร์โมนพืชออกซินอาจจะ
ยบัยัง้การเจริญเติบโตของพืชได้ (Solano et al., 2008) เพราะเม่ือความเข้มข้นของฮอร์โมนพืชออกซินมี
ปริมาณน้อยจะช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชแตเ่ม่ือมีความเข้มข้นของฮอร์โมนพืชออกซินในปริมาณมากจะ
ยบัยัง้การเจริญเตบิโตของพืช (Xie et al., 1996) ในการศกึษานีพ้บปริมาณการผลิตฮอร์โมนพืชของแบคทีเรีย
ในปริมาณปานกลางจงึเหมาะสมท่ีจะน าแบคทีเรียเหลา่นีไ้ปใช้ในการสง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืช  
 
 
 
 

ล าดบั ไอโซเลต 
ออกซิน 
(µg/ml) 

1 Su04 12.93±0.2 
2 Su09 0.00±0.0 
3 Su11 8.91±0.0 
4 Su18 5.25±0.5 
5 Su20 12.60±0.4 
6 Cor25 5.02±0.5 
7 Cor26 10.52±0.2 
8 Cor38 7.39±0.1 
9 Chi44 8.29±0.6 
10 Chi60 22.86±0.7 
11 Wa63 11.92±0.4 
12 Wa64 6.60±0.4 
13 Wa65 17.26±0.7 
14 Wa70 2.43±0.1 
15 Wa72 3.09±0.0 
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 3.2  การศึกษาความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลินของแบคทีเรียผลิต 
ซิเดอโรฟอร์ 
 
 การศึกษาความสามารถในการผลิต ฮอร์ โมนพืชจิบเบอเรลลินของแบคที เ รียผลิต 
ซิเดอโรฟอร์ โดยวิธีการของ Paleg (1965) พบปริมาณการผลิตฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลินอยู่ในช่วงระหว่าง 
185.49-246.42 ไม โครก รั มต่อมิ ล ลิ ลิ ต ร  ( ตา ราง ท่ี  9)  โ ดยแบค ที เ รี ย ผลิ ตซิ เ ดอ โ รฟอ ร์ 
ไอโซเลต Wa65 มีความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลินสงูสดุท่ีความเข้มข้น 270.27 ไมโครกรัม
ต่อมิ ลลิ ลิตร  และแบคที เ รียผลิตซิ เดอโรฟอ ร์ ไอ โซ เลต Wa63 มีป ริมาณการผลิต 
จิบเบอเรลลินน้อยท่ีสดุท่ี 185.49 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร จากการศกึษาพบแบคทีเรียท่ีแยกได้จากดินบริเวณ
ไรโซสเฟียร์มีความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลินจึงมีศกัยภาพท่ีจะน าไปใช้ในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช เน่ืองจากฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลินเป็นฮอร์โมนท่ีได้มีการศึกษา และสกัดกรดจิบเบอ
เรลลิกมาใช้ในทางการเกษตรมาเป็นเวลานาน และสารสกัดกรดจิบเบอเรลลิกท่ีจ าหน่ายกันในทางการค้า
ส่วนใหญ่มีราคาแพง จึงมีนกัวิทยาศาสตร์หนัมาสนใจในการท่ีศึกษาแบคทีเรียดินท่ีมีความสามารถในการ
ผลิตฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลินเพ่ือน ามาใช้ในทางการเกษตร แตก่ารศกึษาส่วนใหญ่ยงัเป็นการศกึษาการผลิต
ฮอร์โมนจิบเบอเรลลินในเชือ้รา เช่น ในการศกึษาของ Muhammad et al. (2009) พบ Scolecobasidium 
tshawytschae มีความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชออกซิน 17.84 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร มีเพียงส่วนน้อย
เทา่นัน้ท่ีศกึษาความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลินในแบคทีเรีย และน าแบคทีเรียผลิตฮอร์โมน
พืชจิบเบอเรลลินมาใช้ในทางการเกษตร เช่น Karako and Aksoz (2005) รายงานว่าพบแบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. มีความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลิน 285.06 มิลลิกรัมตอ่ลิตร Cassan 
et al. (2009) พบ Azospirillum brasilense Az39 และBradyrhizobium japonicum E109  
มีความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืชจิบเบอริลลิน 0.95 และ 0.39 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั เม่ือ
น าแบคทีเรียทัง้สองชนิดไปทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการงอกและการเจริญของต้นอ่อนข้าวโพด 
และถัว่เหลือง พบวา่การใช้แบคทีเรียทัง้สองชนิดร่วมกนัหรือการใช้แบคทีเรียเพียงชนิดเดียวในการคลกุเมล็ด
ก่อนปลูกมีผลท าให้เปอร์เซ็นต์ของการงอกและการเจริญของต้นอ่อนเพิ่มขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับต ารับการ
ทดลองควบคมุ เน่ืองจากการผลิตฮอร์โมนจิบเบอเรลลินของแบคทีเรียดงักลา่ว 
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ตารางท่ี 9  ปริมาณการผลิตฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลินของแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ล าดบั ไอโซเลต 
จิบเบอเรลลิน 

( µg/ml ) 
1 Su04 189.29±11.2 
2 Su09 205.07±11.9 
3 Su11 198.93±9.4 
4 Su18 214.42±0.0 
5 Su20 198.93±9.0 
6 Cor25 197.32±11.8 
7 Cor26 207.41±5.4 
8 Cor38 205.07±8.4 
9 Chi44 208.87±15.8 
10 Chi60 193.38±7.0 
11 Wa63 185.49±2.3 
12 Wa64 197.47±10.3 
13 Wa65 246.42±14.4 
14 Wa70 202.15±10.9 
15 Wa72 202.44±9.8 
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สรุปและเสนอแนะ 
 
 จากการศกึษาสามารถแยกแบคทีเรียจากดนิบริเวณไรโซสเฟียร์ของพืช 4 ชนิด คือ อ้อยข้าวโพด พริก 
และ ผักสลัดน า้ ได้จ านวน 80 ไอโซเลต พบแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์จ านวน 15 ไอโซเลต และมี
ความสามารถในการผลิตซิเดอโรฟอร์อยู่ในช่วงระหว่าง 31.75-79.90% siderophore units เม่ือน าแบคทีเรีย
ผลิตซิเดอโรฟอร์ทัง้ 15 ไอโซเลตไปทดสอบการผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชในด้านต่างๆ พบ
แบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์มีความสามารถในการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตอยู่ ในช่วงระหว่าง 56.78-
270.27 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความสามารถผลิตฮอร์โมนออกซิน และจิบเบอเรลลินอยู่ในช่วงระหว่าง 
2.43-22.86 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และ 185.49-246.42 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั จากการศกึษา
พบแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ไอโซเลต Su04 Su09 และ Wa65 มีประสิทธิภาพสงูในการผลิตสารส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช เม่ือวิเคราะห์หาล าดบัเบสในยีน16S rRNA พบว่ามีความเหมือนกันของล าดบัเบสกับ 
Burkholder cepacia Xanthomonadaceae bacterium และAgrobacterium tumefaciens ท่ีระดบัความ
เหมือน 99% 98% และ 98% ตามล าดบั  
  

จากการศกึษาพบแบคทีเรียผลิตซิเดอโรฟอร์ไอโซเลต Su04 Su09 และ Wa65 มีประสิทธิภาพสงูสดุ
ในการผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช จึงน่าจะมีการน าไปศึกษา และวิเคราะห์ถึงชนิดของซิเดอโร
ฟอร์ท่ีแบคทีเรียผลิตขึน้ ปัจจยัท่ีควบคมุการผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช รวมถึงน าแบคทีเรียท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงมาทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชกับพืชท่ีมีความส าคญัทาง
เศรษฐกิจ แล้วน ามาพฒันาเป็นสารชีวภณัฑ์เพ่ือน าใช้ประโยชน์ในทางการเกษตร โดยเฉพาะในพืน้ท่ีท่ีเป็นดิน
เนือ้ปนูมี pH ดนิสงู  
 
  CAS เป็นอาหารท่ีใช้ในการทดสอบการผลิตซิเดอโรฟอร์ซึ่งมีความเป็นพิษต่อจุลินทรีย์บางชนิด
โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก เพราะมีสาร HDTMA ดงันัน้เม่ือน ามาใช้จึงไม่สามารถทดสอบการผลิตซิเดอ
โรฟอร์ได้ครอบคลมุในทกุชนิดของแบคทีเรีย ควรใช้วิธีการท่ีครอบคลมุแบคทีเรียทกุชนิด เช่น การวดัการผลิต
ซิเดอโรฟอร์ด้วย high performance liquid chromatography (HPLC)  
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บทคัดย่อ: พบแบคทีเรีย 110 ไอโซเลต จากดินบริเวณรอบๆ รากของผกัชนิดต่างๆ  (บรอกโคลี,  คอส,  มะเขือเทศ, 
ป๋วยเลง้ และ บตัเตอร์เฮด) โดยใชอ้าหาร King B ในการคดัแยก การวิเคราะห์ดว้ย UPGMA โดยใช ้simple 
matching binary coefficient จากขอ้มูลการตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ ชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีแบคทีเรีย
สามารถใชใ้นการเจริญได ้และลกัษณะทางสัณฐานวทิยา พบวา่สามารถแบ่งแบคทีเรียไดเ้ป็น 6 กลุ่มท่ีระดบั
ความเหมือนสูงสุด 65% เม่ือน าแบคทีเรียท่ีเป็นตวัแทนจ านวน 60 ไอโซเลต มาทดสอบความสามารถในการ
ผลิตซิเดอร์โรฟอร์ การผลิตฮอร์โมนพืชออกซิน และการละลายฟอสเฟต พบวา่ จ านวน 22 ไอโซเลต (36%) มี
ความสามารถในการผลิตซิเดอร์โรฟอร์ จ านวน 53 ไอโซเลต (88%) มีความสามารถในการผลิตออกซิน และ 
จ านวน  14 ไอโซเลต (23%) มีความสามารถในการละลายฟอสเฟต นอกจากน้ียงัพบวา่แบคทีเรียจ านวน 14 ไอโซ
เลตมีความสามารถในผลิตซิเดอร์โรฟอร์ ออกซิน และละลายฟอสเฟต  
 

Abstract: A total of 110 bacterial isolates were obtained from the rhizosphere of different 
varieties of vegetables (broccoli, cos, tomato, spinach and butter head) by using King B 
medium. UPGMA analysis using simple matching binary coefficient of antibiotic resistance 
patterns and carbon source utilization and morphology indicated that the bacterial isolates 
could be categorized into 6 clusters with a maximum similarity value of 65%. Sixty of 110 
isolates were also screened for their siderophore producing ability, indole-acetic acid (IAA) 
producing ability and phosphate solubilizing ability. The results revealed that 22 isolates 
(36%) could produce siderophore, 53 isolates (88%) could produce IAA and 14 isolates 
(23%) could able to solubilize tricalcium phosphate. Moreover, there were 14 isolates which 
had ability to produce siderophore, auxin and solubilize tricalcium phosphate.  

Introduction: Iron is an essential trace element for almost all living microorganisms, plants 

and animals hence, shortage of this element could limit primary productivity.
1
 Despite the 

abundance of iron in the earth’s crust, most of the iron is not readily available for living 

organisms due to its solubility (solubility of Fe(OH)3 = 10
-39

 M).
2,3

 For this reason, 

microorganisms, fungi and plants have evolved different strategies to scavenge and to absorb 

iron from soil. One of the most common strategies for iron acquisition is siderophore 

production.  
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Siderophores are low molecular weight extracellular organic compounds
4
 produced 

by bacteria and fungi growing under low iron stress.
 
They are chelating agents and ferric ion 

specific. Bacteria of the genus Pseudomonas represent one subgroup that is capable to 

produce siderophores and play important roles in using this substance in probing for iron in 

the agricultural ecosystems. In addition, some rhizobacteria also exhibit plant growth-

promoting properties and disease suppression in plants.
5
 Rhizobacteria can stimulate growth 

by one or a combination of mechanisms including siderophore production, phosphate-

solubilization and plant growth hormones production including the production of IAA, 

gibberellins and ACC deaminase. Rhizobacteria can also stimulate growth of plants through 

indirect mechanisms including the suppression of phytopathogens through the release of 

HCN and antibiotics.
6
 This study is aimed to isolate and to characterize siderophore-

producing rhizobacteria from the rhizosphere of vegetables as well as to determine their 

abilities in producing plant growth promotion factors e.g. IAA and solubilizing tricalcium 

phosphate. 

 

Methodology:  

Soil sample collection and isolation of siderophore producing bacteria 

Soil samples were collected from the rhizosphere of vegetables (broccoli, cos, tomato, 

spinach and butter head) from organic farming. Soil samples were serially diluted in saline 

solution (0.85% (w/v) NaCl) and plated on the King B medium.
7 Colonies were picked and 

further purified by re-streaking.  Pure cultures were stored at -20 ˚C in 25% glycerol. 

Identification and characterization of the bacterial isolates 

Microscopic examination 

 A pure culture of isolates was grown in King B agar for 48 h at 30°C. One drop of 

culture was subjected to a Gram stain and placed on a glass microscopic slide for cell 

morphology determination by using bright field illumination and an Olympus optical 

microscope equipped with a 100X objective.    

Determination of physiological characteristics 

 The resistance profiles of 110 bacteria isolates were determined for each of the 

isolates. Strains were grown in King B broth containing antibiotics at 30°C for 48 hr. The 

four antibiotics tested were chloramphenicol (5, 15, 25, 30 mg/l), kanamycin (5, 10, 15, 20 

mg/l), streptomycin (5, 10, 15, 20 mg/l) and tetracycline (at 5, 10, 15, 20 mg/l). These 110 

isolates were also examined for carbon source utilization, malic acid, glucose, mannitol, 

glycerol, ascorbic acid, sucrose, citric acid and sorbitol. Isolates were categorized as being 

resistant or sensitive to each concentration of antibiotic or use source of carbon, and assigned 

a value of 1 or 0, respectively. The antibiotic resistance and carbon source utilization profiles 

of 110 isolates were used for dendrogram analyses. The UPGMA (Unweighted Pair Group 

Mathematical Average) algorithm was used to perform hierarchical cluster analysis. 
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Plant growth promoting activity  

Determination of siderophore production  

Siderophore production of these bacterial isolates were detected through the formation of 

orange halos surrounding the bacterial colonies cultured on the Chrome Azurol S (CAS) agar 

plates after incubation at 30
o
C for 48 h. CAS agar plates were prepared according to the 

procedure described by Alexander and Zuberer (1991).
8
 

Quantitative assay of the siderophore production was carried out using CAS broth. 250 µl of 

bacterial culture (OD600=1) was inoculated in 5 ml of CAS broth and incubate at 30
o
C for 48 

h in the incubator shaker at the speed of 180 rpm. The bacterial cells were removed from the 

culture medium through centrifugation at 10,000xg for 5 min, and 0.5 ml of supernatant was 

added to 0.5 ml of CAS indicator solution. This mixture was incubated at room temperature 

for 30 minutes before determining the absorbance of the mixture at 630 nm. CAS broth 

processed through the same procedure and under the same conditions but without inoculation 

with the bacteria was used as controls. Siderophore content in the solution can be calculated 

as described by Payne (1994).
9 

IAA production 

All bacterial isolates were cultured in King B broth supplemented with 5 mM L-tryptophan at 

30
o
C for 48 h. The bacterial cells were removed from the culture medium using 

centrifugation at 10,000xg for 5 min. One ml of the supernatant was mixed vigorously with 

1.5 ml of Salkowski’s reagent (15 ml 0.5 M FeCl3, 300 ml conc. H2SO4 and 500 ml H2O).
10

 

Incubate this mixture at room temperature for 30 min before determining the absorbance of 

the solution at 535 nm.
11

 The concentration of IAA was determined by comparing with the 

standard curve processed using the same procedure and conditions. The amount of IAA 

produced was expressed as µg/ml. 

Determination of tricalcium phosphate solubilizing ability 

Ability to solubilize tricalcium phosphate of each bacterial isolate was determined through 

the formation of transparent halos surrounding bacterial colonies on the National Botanical 

Research Institute’s Phosphate (NBRIP) agar medium
12

. This medium contains 5 g of 

MgCl2.6H2O, 0.25 g of MgSO4.H2O, 0.2 g of KCl, 0.1 g of (NH4)2SO4, 5 g of Ca3(PO4)2 and 

10 g of glucose. The medium should show the halos after inoculation at 30
o
C for 48 h. 

Quantitative determination of tricalcium phosphate solubilizing was carried out in NBRIP 

broth. 250 µl of bacterial culture (OD600=1) was inoculated in 5 ml of NBRIP broth and 

incubated at 30
o
C for 48 h in an incubator shaker shaking at 180 rpm. The phosphorus 

content in culture was determined by the vanado-molybdate method.
13

 Bacterial cells were 

removed from the culture medium through centrifugation at 10,000xg for 5 min. 3.5 ml of 

supernatant were added with 1 ml of vanado-molybdate indicator solution. The autoclaved 

broth without inoculation with the bacteria but was processed using the same procedure and 

conditions used as the control. The amount of phosphate solubilizing is expressed as µg/ml in 

comparison with the control.  
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Results, Discussion and Conclusion:  

Isolation of siderophore producing bacteria  

Total of 110 bacterial isolates were obtained from different vegetable rhizospheric soils. 14, 

9, 26, 26 and 35 isolates were obtained from broccoli, cos, tomato, spinach and butter head 

respectively. The numbers of bacteria found from each plant indicated that the bacteria 

populations associated with plants species, plant root exudates excreting by different plants 

were known to cause differentiation among populations of bacteria.
14

  

 

Identification and characterization of the bacterial isolates 

 Most of bacterial cells were rod shapes. All of the isolates were Gram-negative 

bacteria. The 110 isolates were determined resistance profile of four antibiotics; bacteria were 

resistant to four antibiotics in different concentrations (data not shown). Approximately fifty 

percent of isolates was able to grow on malic acid, glucose, mannitol, glycerol, ascobic acid, 

sucrose, citric acid and sorbitol. These isolates were resistant to, kanamycin, streptomycin, 

tetracycline at 20 mg/l and chloramphenicol at 30 mg/l. The remaining isolates vary in 

capable of antibiotic resistance and use of carbon sources. To determine the relatedness of 

bacteria, a dendrogram based on resistance profile data, carbon source utilization and 

morphology was constructed using the UPGMA (Unweighted Pair Group Mathematical 

Average) algorithm. While most of bacteria had close similarity values based on antibiotic 

resistance, carbon source utilization and morphology, they could be arranged into 6 clusters 

with a similarity range of 65% as shown in Figure1. 



สวพ-ว-5(ด)  
 (หน้า 69) 

 

 

Figure 1. Dendrogram analysis of 110 bacterial isolates showing the relatedness of these 

bacteria. The dendrogram was generated from carbon source utilization, antibiotic resistance, 

Gram stain reaction and morphology 
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Production of siderophore and other plant growth promoting activity 

In investigating the siderophore producing ability of 60 isolates, we found 22 of these isolates 

(36%) produced orange halo zones against a dark blue background, indicating siderophore 

producing ability. At the same time, 53 isolate (88%) was found to be able to produce IAA 

with color changes in the Salkowski assay. For tricalcium phosphate-solubilizing ability, 14 

isolate (23%) of bacteria showed clear halos on the NBIRP agar plates with different sizes. 

Total of 14 bacterial isolates with all siderophore and IAA production and phosphate-

solubilization abilities were selected for quantitative test.  

It was found that siderophore production ranged between 36-85%. Isolate Co18 and Bu 95 

showed maximum siderophore production about 85% (Table 1). The isolates exhibited with 

varying levels of siderophore production, irrespective of plants species. IAA, a member of the 

group of phytohormones, is generally considered to be the most important native auxin. IAA 

is a major mechanism of plant growth promotion this has important implication for the 

development. In this study, IAA-production ranged between 1.38 - 6.36 µg/ml (Table 1). 

Isolate To27 showed maximum IAA production at 6.36 µg/ml. It has been reported that IAA 

production by rhizobacteria can vary among different species and strains, and it is also 

influenced by culture condition, growth stage and substrate availability.
15

  Phosphorus is one 

of the major nutrients, second only to nitrogen in requirement for plants. Most of phosphorus 

in soil is present in the form of insoluble phosphates and cannot be utilized by the plants.
16

 

The ability of bacteria to solubilize tricalcium phosphate has been of interest to soil 

microbiologists as it can enhance the availability of phosphorus for plant growth. In our 

experiments, phosphate solubilizing ability ranged between 205.69 – 517.63 µg/ml (Table 1). 

Isolates To27 showed maximum production at 517.63 µg/ml. It seems to be that the bacterial 

isolates were able to solubilize tricalcium phosphate also produce high siderophore. This may 

be related with the fact that phosphate solubilizing organic acids secreted by bacteria also 

have siderophore like functions
17

 and they are released in response to iron stress.
18,19
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Table 1. Quantity of siderophore production, IAA production and phosphate solubilizing 

ability by each of the bacterial isolates. 
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