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แยกแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีตรึงไนโตรเจนจากสวนใบ ลําตน และรากของออย 
 การแยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจากออยพนัธุอูทอง 3 ออยปา และออยเค้ียวพันธุมะลิชาท      
ท่ีปลูกในสภาพ sand culture รวมท้ังหมด 9 ตัวอยาง ในสวนใบ ลําตน และราก การทดลองคร้ังแรก
หลังจากฆาเช้ือท่ีผิวและตัดตัวอยางช้ินพืชมาวางบนอาหาร nitrogen free agar (NFA) บมท่ีอุณหภมิู 
30˚C เปนเวลา 5 วัน พบวาแบคทีเรียเจริญออกมาจากชิ้นพืชนอยมาก หรือบางช้ินไมพบการเจริญ
ของเช้ือแบคทีเรียออกมาเลย และแบคทีเรียท่ีพบมีลักษณะเปนเมือกใสเทานั้น อาจเนื่องมาจาก
ช้ินสวนพืชท่ีนํามาศึกษามีปริมาณแบคทีเรียนอยหรือแบคทีเรียท่ีอยูในเนื้อเยื่อพืชไมสามารถออกมา
เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือได โดยเฉพาะอยางยิ่งงานวิจัยนี้มุงศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย  
เอนโดไฟทท่ีตรึงไนโตรเจนในออย ดังนัน้จึงทดลองนําตัวอยางมาบดดวยโกรงท่ีปลอดเช้ือ และใส
ในอาหาร nitrogen free broth (NFB) เปนเวลา 1 วัน เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงพบวาลักษณะ
โคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร NFA มีความหลากหลายมากข้ึน วิเคราะหจํานวนโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย
ท่ีเจริญบนอาหาร NFA ทางสถิติโดยวิธีของ Duncan’s Multiple Range Test พบวาสายพันธุ
และสวนตางๆ ของออยท่ีใชในการศึกษามีผลตอปริมาณเช้ือแบคทีเรียท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 
โดยพบปริมาณเช้ือแบคทีเรียหลังจากการเพิ่มปริมาณโดยเฉล่ียจากท้ังสวนใบ ลําตน และรากมีมาก
ท่ีสุดในออยเค้ียว (C34M) และออยพันธุอูทอง 3 (AT3) ซ่ึงไมแตกตางกันทางสถิติ รวมท้ังมีปริมาณ
เช้ือแบคทีเรียนอยท่ีสุดในออยปา (W2) เม่ือพิจารณาในสวนตางๆ ของออยท่ีใชในการศึกษา        
พบปริมาณเช้ือแบคทีเรียโดยเฉล่ียหลังจากการเพ่ิมจํานวน จากภายในสวนใบและลําตนมีมากกวาใน
สวนราก ตัวอยางการรายงานถึงปริมาณเช้ือแบคทีเรียในออย โดยอาจพบแบคทีเรียจากสวนรากใน
ปริมาณถึง 108 เซลลตอกรัมน้ําหนกัแหง โดยพบแบคทีเรียไดท้ังภายในไซเล็มและภายในสวนยอด
ของพืช ไดแก Gluconacetobacter diazotrophicus ท่ีพบในออย (James and Olivares, 1998) และ 
Herbaspirillum frisingense ท่ีพบใน Miscanthus sinensis ซ่ึงเปนพืช C4 (Rothballer et al., 2008) 
Mendes et al. (2007) พบปริมาณเช้ือแบคทีเรียภายในลําตน ราก และจากดินบริเวณรอบรากของ
ออยจํานวน 2.87 x 102, 3.27 x 106 และ 7.90 x 107 เซลลตอกรัมน้ําหนักสด ตามลําดับ แบคทีเรีย
ตรึงไนโตรเจนท่ีพบในพืชชนิดอ่ืนๆ เชน ภายในสวนรากและลําตนของหญาสกลุธูปฤษี (Typha 
australis) พบปริมาณเช้ือแบคทีเรีย 1.0 x 107 และ 2.0 x 106  เซลลตอกรัมน้ําหนักสด ตามลําดับ 
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ภายในสวนรากและลําตนของขาวสาลีพบปริมาณเช้ือแบคทีเรียจํานวน 3 × 105 และ 3 × 104 เซลลตอ
กรัมน้ําหนกัสด ตามลําดับ  (Jha and Kumar, 2007; 2009)  Singh et al. (2011) พบปริมาณเช้ือ
แบคทีเรียภายในสวนรากและลําตนขาวจํานวน 3 x 105 และ 3 x 104 เซลลตอกรัมนํ้าหนักสด 
ตามลําดับ  
 
การจัดจําแนกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในระดับจีนัส 
 การตรวจสอบคุณสมบัติบางประการทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมีของแบคทีเรีย
ท่ีคัดเลือก เพื่อทราบความหลากหลายของแบคทีเรียจากภายในสวนราก ลําตน และใบของออยพันธุ
ตางๆ  โดยอางอิงจากหลักการของ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 
1994) ในการทดลองนี้การจําแนกชนิดของแบคทีเรียแตละไอโซเลทอาจยังไมชัดเจนเทาท่ีควร 
เนื่องจากจํานวนไอโซเลทท่ีคัดเลือกไดมีจาํนวน 89 ไอโซเลท ซ่ึงคอนขางยุงยากในการตรวจสอบ 
การเตรียมอุปกรณ อาหารเล้ียงเช้ือ และสารเคมีเพ่ือทดสอบคุณสมบัติตางๆ ไดอยางครอบคลุม 
ดังนั้นจึงควรศึกษากจิกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสและคัดเลือกไอโซเลทท่ีสนใจเพือ่ทําการศึกษา 
ตอไป ซ่ึงจํานวนไอโซเลทท่ีไมมากสงผลใหการจําแนกชนิดของแบคทีเรียมีประสิทธิภาพและ
ครอบคลุมการทดสอบคุณสมบัติตางๆ มากข้ึนภายในระยะเวลาท่ีเหมาะสม รวมท้ังใชอุปกรณและ
สารเคมีนอยลง จากการตรวจสอบคุณสมบัติบางประการของไอโซเลทท่ีแยกได พบแบคทีเรีย
ลักษณะคลายจีนัส Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Xanthobacter, Staphylococcus และ 
Bacillus จํานวน 9, 8, 5, 2, 2 และ 15 ไอโซเลท ตามลําดับ รวมท้ังยังไมสามารถระบุจีนัสได
จํานวน 48 ไอโซเลท ตัวอยางการรายงานถึงแบคทีเรียเอนโดไฟทตรึงไนโตรเจนท่ีพบในออยและ
พืชชนดิอ่ืนๆ ไดแก Pseudomonas พบไดในออย ขาว และมันเทศ (Desnoues et al., 2003; 
Govindarajan et al., 2007; Koomnok et al., 2007; Mendes et al., 2007; Prakamhang et al., 2009; 
Khan and Doty, 2009; Magnani et al., 2010) Klebsiella พบไดในออย ขาว ขาวสาลี ขาวโพด มัน
เทศ และกลวย (Dong et al., 2002; Asis and Adachi, 2003; Martínez et al., 2003; Rosenblueth et 
al., 2004; Govindarajan et al., 2007) Enterobacter พบไดในออย ขาว กลวย และฝาย (McInroy 
and Kloepper, 1995; Elbaltagy et al., 2001; Martinez et al., 2003; Prakamhang et al., 2009; 
Magnani et al.,2010) Xanthobacter พบไดในขาวโพด ขาว และมันเทศ (Roesch et al., 2008; 
Zhang et al., 2008; Khan and Doty, 2009) Staphylococcus พบไดในออย และกลวยไม (เฉลิม, 
2548; Magnani et al., 2010)  และ Bacillus พบไดในออย กาแฟ กลวยไม ขาว ขาวโพด แครอท 
และมันเทศ (เฉลิม, 2548; วรยุวัน, 2549; McInroy et al., 1994; Boddey et al., 2003; Surette et al., 
2003; Vega et al., 2005; Liu et al., 2006; Terkado - Tonooka et al., 2008) เปนตน  
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การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสโดยวิธี acetylene reduction assay เพื่อศึกษา
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีคัดเลือก  
 เม่ือนําแบคทีเรียไอโซเลทท่ีคัดเลือกซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสคอนขางสูงใน
การทดลองนี้ โดยคัดเลือกไดจากจนีัส Pseudomonas จาํนวน 1 ไอโซเลท ไดแก Pseudomonas 
(C32ML2) และจากไอโซเลทท่ียังไมสามารถระบุจีนสัไดจํานวน 4 ไอโซเลท ไดแก AT3R1, 
C2HL2, C7HL1 และ C34MR1 เพ่ือทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจนโดยเปรียบเทียบ
ปริมาณ yeast extract ท่ีความเขมขน 0, 0.005, 0.01 และ 0.05% ซ่ึงมีปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด 
(total nitrogen) เทากับ 0, 5.55, 11.10 และ 55.50 ppm ตามลําดับ พบวาแบคทีเรียแตละไอโซเลทมี
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนไดแตกตางกันใน yeast extract ระดับตางๆ โดยแบคทีเรียไอโซ
เลท C2HL2 ท่ีทดสอบในอาหาร nitrogen free semi-solid ท่ีมี yeast extract ปริมาณ 0.005% 
(ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดเทากับ 5.55 ppm) จะมีกจิกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสสูงท่ีสุดในการ
ทดลองนี้เทากบั 403.8 nmol C2H4/mg protein/h รองลงมาคือ ไอโซเลท C2HL2 ท่ีทดสอบในอาหาร 
nitrogen free semi-solid ท่ีมี yeast extract ปริมาณ 0% และ 0.01% ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมไน
โตรจีเนสเทากบั 354.1 และ 320.9 nmol C2H4/mg protein/h ตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นไดวากิจกรรมของ
เอนไซมไนโตรจีเนสเพิ่มข้ึนในอาหารท่ีมี yeast extract ปริมาณเพียงเล็กนอย อาจเนื่องมาจาก 
yeast extract มีแหลงไนโตรเจนและวิตามินหลายชนดิซ่ึงเปนโคเอนไซมท่ีจําเปนตอการทํางานของ
เอนไซมภายในเซลลของส่ิงมีชีวิต ดังนั้นเม่ือให yeast extract ในปริมาณท่ีเหมาะสมกับแบคทีเรีย
แตละชนดิจึงชวยสงเสริมการทํางานของเอนไซมไนโตรจีเนส การรายงานของ Reis et al. (2004) 
พบวา yeast extract ปริมาณ 0.01% ท่ีเติมลงในอาหาร nitrogen free medium จะชวยกระตุนการ
เจริญและกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสของแบคทีเรียได Cavalcante and Döbereiner (1988) 
รายงานวากิจกรรมเอนไซมไนโตรจีเนส ของ Herbaspirillum จะเพิ่มข้ึนเม่ือปริมาณ yeast 
extract เพิ่มข้ึน และกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสจะถูกยับยั้งอยางสมบูรณเม่ือเติม NH4Cl 
จนถึงความเขมขน 10 mM ในการทดลองนี้แบคทีเรียหลายไอโซเลทท่ีทดสอบในอาหาร nitrogen 
free semi-solid ท่ีมีปริมาณ yeast extract 0.01% และ 0.05% มีคากิจกรรมของเอนไซมนอยลง อาจ
เนื่องมาจาก yeast extract  ซ่ึงเปนแหลงไนโตรเจนโดยเมื่อแบคทีเรียเจริญอยูในส่ิงแวดลอมท่ีมี
สารอาหารท่ีมีไนโตรเจนในปริมาณท่ีเพียงพอสําหรับแบคทีเรียชนิดนัน้ๆ ทําใหแบคทีเรียสามารถ
ใชสารประกอบไนโตรเจนไดทันทีโดยไมจําเปนตองตรึงไนโตรเจนจากอากาศ รวมท้ังเกิดการแยง
พลังงานระหวางกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสกับกระบวนการเปล่ียนแปลงแอมโมเนียมใหเปน 
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กรดอะมิโนจึงสงผลตอกิจกรรมการตรึงไนโตรเจนของแบคทีเรีย (Hardy et al., 1973; Mulder, 
1975; Alexander, 1977) Tejera et al. (2005) แยกเช้ือแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบรากออย และ
คัดเลือกแบคทีเรียจํานวน 4 ไอโซเลท ซ่ึงมีคากิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสอยูระหวาง 91.5 – 
135.1 nmol C2H4/culture/h โดยพบวาเปนแบคทีเรียในจีนัส  Azospirillum spp. Njoloma et al. 
(2005) แยกเช้ือแบคทีเรียจากลําตนออยสายพันธุ NiF8 ไดจํานวน 28 ไอโซเลท ซ่ึงมีคากิจกรรมของ
เอนไซมไนโตรจีเนสอยูระหวาง 0.0012 – 1.178 nmol C2H4/tube/h Zhang et al. (2008) แยกเช้ือ
แบคทีเรียในขาวจากสวนลําตนและรากของขาวปา (Oryza rufipogon) ไดแบคทีเรียจํานวน 70 
ไอโซเลท คัดเลือกแบคทีเรียจํานวน 23 ไอโซเลท ซ่ึงมีคากิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสสูงอยู
ระหวาง 79.2 – 1771.7 nmol C2H4/ml/h Jha and Kumar (2009) แยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจาก
สวนรากและลําตนของขาวสาลี พบวาแบคทีเรียทุกไอโซเลทมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสใน 
ระดับท่ีแตกตางกันอยูระหวาง 0.51 – 1.70 μmol C2H4/mg protein/h Singh et al. (2011) แยกเช้ือ
แบคทีเรียเอนโดไฟทภายในรากขาว พบเปนแบคทีเรียในจีนัส Burkholderia จํานวน 8 ไอโซเลท 
ซ่ึงมีคากิจกรรมของเอนไซมไนโตรนีเนสอยูระหวาง 0.51 – 1.70 μmol C2H4/mg protein/h วรยวุนั 
(2549) แยกเช้ือแบคทีเรียจากเนื้อเยื่อสวนลําลูกกลวยของกลวยไมพันธุเอ้ืองสามสี พบแบคทีเรียท่ี
ลักษณะโคโลนีแตกตางกันจํานวน 7 ไอโซเลท ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสระหวาง 
0.0045 – 6.234 nmol C2H4/ 106cells/h จากตัวอยางการรายงานถึงกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส
จะเห็นไดวาหนวยท่ีใชในการรายงานนั้นคอนขางแตกตางกัน ดังนัน้การเปรียบเทียบกิจกรรมของ
เอนไซมไนโตรจีเนสจึงอาจเห็นผลไดไมชัดเจน  
 
การศึกษาการเจริญของแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีตรึงไนโตรเจน  
 การศกึษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไอโซเลท Pseudomonas (C32ML2), AT3R1, C2HL2, 
C7HL1 และ C34MR1 ในอาหาร NFB ท่ีมีปริมาณ yeast extract สองระดับ คือ 0% และ 0.005%    
(มีปริมาณไนโตรเจนทากับ 0 ppm และ 5.55 ppm ตามลําดับ) จากการวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 660 nm ทุก 6 ช่ัวโมง พบวาแบคทีเรียทุกไอโซเลทเจริญเติบโตคอนขางชาในอาหาร NFB 
ซ่ึงไมมีแหลงไนโตรเจน โดยไอโซเลท C34MR1 มีคาการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุด รองลงมาคือ ไอโซเลท 
C2HL2, Pseudomonas (C32ML2), AT3R1 และ C7HL1 รวมท้ังพบวา yeast extract ปริมาณ 
0.005% สามารถสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียทุกไอโซเลท เนื่องจากแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหาร 
NFB ท่ีเติม yeast extract ปริมาณ 0.005% มีคาการดูดกลืนแสงสูงกวาแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหาร 
NFB ท่ีไมมีแหลงไนโตรเจน โดยไอโซเลท C2HL2 และ C34MR1 มีคาการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุด
ใกลเคียงกัน รองลงมาคือ ไอโซเลท AT3R1, C7HL1 และ Pseudomonas (C32ML2) จากการ
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รายงานของ Reis et al. (2004) พบวาการเติม yeast extract ปริมาณ 100 mg/L หรือ 0.01% ท่ีเติมลง
ในอาหาร nitrogen free medium จะชวยกระตุนการเจริญ รวมท้ังสงเสริมกิจกรรมของเอนไซมไน
โตรจีเนสของแบคทีเรียได แตในการทดลองนี้ใช yeast extract ปริมาณเพียง 0.005% ก็สามารถ
สงเสริมการเจริญของแบคทีเรียไดเชนเดยีวกัน 
 
การตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีตรึงไนโตรเจนโดยวิธีการทางอณูชีววิทยา  
 การบงบอกชนิดของแบคทีเรียโดยวิธีการทางอณูชีววิทยาโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสของ
ยีน 16S rRNA ซ่ึงเปนยีนท่ีพบไดในแบคทีเรียเกือบทุกชนิด และลักษณะเปน conserved sequence 
ซ่ึงมีหนาท่ีแนนอนในส่ิงมีชีวิตโดยการผลิตโปรตีนชนิดเดิมเสมอเพื่อความอยูรอดของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ 
รวมท้ังลําดับเบสมีความยาวประมาณ 1500 bp ซ่ึงเพียงพอสําหรับเปนขอมูลทางพันธุกรรมของ
แบคทีเรียแตละชนิดจึงนิยมใชในการบงบอกชนิดของแบคทีเรีย (Patel, 2001) ถึงแมวาขอมูล
ลําดับเบสของยีน 16S rRNA เปนลักษณะเฉพาะของแบคทีเรียแตละสายพันธุ ถาคาความคลายคลึง 
(% similarity) นอยกวา 97% จัดวาเปนสปชีสใหม แตถามากกวา 97% ก็ยังไมสามารถระบุไดชัดเจน
วาเปนสปชีสเดียวกัน (Petti, 2001) รวมท้ังการบงบอกชนิดของแบคทีเรียในระดับจีนัส สปชีส
และการระบุสปชีสใหมนัน้คอนขางยุงยาก เนื่องจากมีขอมูลลําดับเบสของยนี 16S rRNA ท่ีมีความ
คลายคลึงกันหรือเหมือนกันระดับสปชีสในฐานขอมูลคอนขางนอย รวมท้ังอาจเกิดปญหาจากการตั้ง
ช่ือซ่ึงอาจทําใหเกิดความสับสนในการบงบอกชนิดของแบคทีเรียชนดินั้นๆ ได (Janda and Abbott, 
2007) ดังนัน้การบงบอกชนดิของแบคทีเรียจงึจําเปนตองอาศัยขอมูลจากการตรวจสอบคุณสมบัติทาง
สัณฐานวิทยา ชีวเคม ี และการตรวจสอบคุณสมบัติอ่ืนๆ ท่ีเกี่ยวของรวมกับการเปรียบเทียบลําดบั
เบสของยีน 16S rRNA เพื่อใหการจําแนกชนิดของแบคทีเรียมีความใกลเคียงมากท่ีสุด ในงานวิจัยนี้
การบงบอกชนิดของแบคทีเรียไอโซเลทท่ีคัดเลือกจะใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ รวมกับการเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA โดย     
แบคทีเรียไอโซเลท AT3R1 มีลักษณะบางประการตรงตามหลักการของ Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) ไดแก เซลลติดสีแกรมลบ ไมสามารถเคล่ือนท่ีได 
โคโลนีมีสีขาวลักษณะทึบแสง ผลการทดสอบ catalase test, oxidase test และ urease test เปนบวก 
รวมท้ังจาก phylogenetic tree แสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมสามารถระบุไดวาไอโซเลท 
AT3R1 จัดเปนแบคทีเรียในจีนัส Ancylobacter โดย Young (1992) รายงานวาแบคทีเรียในจีนัส 
Ancylobacter สามารถเจริญไดบนอาหาร nitrogen free medium ตัวอยางแบคทีเรียท่ีมีกิจกรรม    
ของเอนไซมไนโตรจีเนส ไดแก A. rudongensis ซ่ึงแยกไดจากสวนรากของหญาเจาชูทะเล 



59 
 

(Spartina anglica) รวมท้ัง A. vacuolatus sp. nov. ท่ีแยกไดจากดิน และ A. polymorphus sp. nov. 
ท่ีแยกไดจากโคลนแมน้ํา (Xin et al., 2004; 2006) 
 แบคทีเรียไอโซเลท C2HL2 และ C34MR1 มีลักษณะบางประการคลายจนีัส Novosphingobium 
ไดแก โคโลนีมีสีเหลือง ติดสีแกรมลบ รูปแทงส้ัน ไมเคล่ือนท่ี ไมสรางสปอร และการทดสอบ 
catalase test เปนบวก (Takeuchi et al., 2001; Baek et al., 2010) จาก phylogenetic tree แสดง
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของไอโซเลท C2HL2 พบวาอยูใกลชิดกับ N. sediminicola HU1-
AH51T สนับสนุนโดย bootstrap values เทากับ 74% รวมทั้งไอโซเลท C34MR1 พบวาอยูใกลชิดกบั 
N. capsulatum GIFU11526T สนับสนุนโดย bootstrap values เทากับ 96% ดังนั้นไอโซเลท C2HL2 
นาจะจัดอยูในสปชีส N. sediminicola และไอโซเลท C34MR1 นาจะจัดอยูในสปชีส N. capsulatum  
การรายงานถึงแบคทีเรียในจีนัส Novosphingobium ไดแก N. rosa พบจากสวนรากของกุหลาบ 
(Takeuchi et al., 1995) Addison et al. (2007) สามารถแยก N. nitrogenifigens sp. nov. ไดจาก
น้ําเสียจากโรงงานผลิตเยื่อกระดาษ โดยพบวามีกิจกรรมการตรึงไนโตรเจนและมีการสะสม 
polyhydroxyalkanoate granule ซ่ึงเปนคร้ังแรกของการรายงานถึงแบคทีเรียในจีนสันี้ท่ีมีกิจกรรม
การตรึงไนโตรเจน N. tardaugens พบภายในรากขาว (Oryza sativa) (Mano and Morisaki, 2008; 
Sun et al., 2008) N. capsulatum เปนแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนซ่ึงแยกไดจากดินนาขาว (Islam et al., 
2010)     
 แบคทีเรียไอโซเลท C7HL1 มีลักษณะบางประการตรงตามหลักการของ Bergey’s Manual 
of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) คือ เซลลรูปแทง ติดสีแกรมลบ สามารถเคล่ือนท่ี
ได โคโลนีท่ีเจริญบนอาหารอาหาร nutrient agar ไมสรางสารสี ผลการทดสอบ catalase test และ 
oxidase test เปนบวก indole production เปนลบ รวมท้ังจาก phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธ
ทางพันธุกรรมสามารถระบุไดวาไอโซเลท C7HL1 จดัเปนแบคทีเรียในจีนัส Ochrobactrum การ
รายงานถึงแบคทีเรียในจีนัสนี้ ไดแก Ochrobactrum oryzae sp. nov. พบเปนแบคทีเรียเอนโดไฟท
ในรากขาวน้ําลึก (Tripathe et al., 2006) Ochrobactrum sp. และ O. anthropi พบเปนแบคทีเรีย   
เอนโดไฟทท่ีแยกไดจากเมล็ดและรากขาว (Oryza sativa) รวมท้ังพบเปนแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน
ซ่ึงแยกไดจากดินนาขาว (Mano and Morisaki, 2008; Islam et al., 2010)  
 แบคทีเรียไอโซเลท Pseudomonas (C32ML2) มีลักษณะบางประการคลาย P. psychrotolerans 
C36T (Hauser et al., 2004) และ P. oryzihabitans IAM 1568T (Kodama et al., 1985) ไดแก เซลล
รูปแทง ติดสีแกรมลบ ไมสรางสปอร การทดสอบ catalase test เปนบวก oxidase test เปนลบ 
เคล่ือนท่ีได รวมท้ังสามารถสรางกรดเม่ือมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน จาก phylogenetic tree 
แสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของไอโซเลท Pseudomonas (C32ML2) พบวาอยูใกลชิดกับ   
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P. psychrotolerans C36T สนับสนุนโดย bootstrap values เทากับ 89% ซ่ึง Hauser et al. (2004)  
รายงานวา P. psychrotolerans C36T สามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิ 4˚C ขณะท่ีแบคทีเรียไอโซเลท 
Pseudomonas (C32ML2) ไมสามารถเจริญท่ีอุณหภูมิ 4˚C หลังจากบมบนอาหาร NA เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง แตท่ีอุณหภูมิ 25˚C และ 30˚C จะเจริญไดภายในเวลา 24 ช่ัวโมง รวมท้ังการรายงานถึง
แหลงท่ีพบเช้ือแบคทีเรีย โดย P. psychrotolerans C36T แยกไดจากนํ้าใตกรงสุนัขของโรงพยาบาล
สัตวเล็ก ขณะท่ี P. oryzihabitans IAM 1568T แยกไดจากดินนาขาว แตไมไดมีการรายงานถึง
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของแบคทีเรียท้ังสองชนิดนี้ รวมท้ังจากการเปรียบเทียบลําดับ
เบสของยีน 16S rRNA ระหวาง Pseudomonas (C32ML2) กับ P. psychrotolerans C36T และ    
P. oryzihabitans IAM 1568T  พบวามี % similarity แตกตางกันเพยีงเล็กนอย (99.72% และ 99.38% 
ตามลําดับ) จึงอาจเปนไปไดวาไอโซเลท Pseudomonas (C32ML2) นาจะมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ    
P. oryzihabitans มากกวา P. psychrotolerans เนื่องจากแหลงท่ีพบแบคทีเรียมีความใกลชิดกับพืช 
โดยท้ังขาวและออยเปนพืชตระกูลหญาเชนเดียวกัน ดังนั้นนาจะมีโอกาสพบแบคทีเรียกลุมท่ีมี
ความสัมพันธกับพืชไดในลักษณะคลายกัน  
 การศึกษาถึงความหลากหลายของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนไดรับความสนใจเปนอยาง
มากในพืชหลายชนิดจึงทําใหในปจจุบันมีขอมูลของแบคทีเรียกลุมนี้มีอยางกวางขวาง ซ่ึงเปนผลดี
ตอการพัฒนาความรูทางวิทยาศาสตรควบคูกับการรักษาส่ิงแวดลอม ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเปน
แนวทางสําหรับการนําไปขยายผลของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีคัดแยกได เพื่อนําไปประยุกต 
ใชและกอใหเกิดประโยชนทางเกษตรกรรมตอไป  


