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อินทรีย ์และแบคทีเรียจากนํ้ าลา้งสุดทา้ยของฆ่าเช้ือบริเวณพ้ืนผิว  รวมทั้งแบคทีเรียจาก stock 
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ฟอสเฟตได้ดี ได้แก่   S83 ,S69, S68,  S92, S84, S91,  W-RS, RSPVK-2, RRSTSA3, W-RR, 
RRSPVK6-1, RRPVK-4, RRTSA-5  และ  RRTSA6   โดยละลายฟอสเฟตได ้   776.57, 766.35,  
756.92, 724.69, 690.88, 620.13, 294.39,  191.78, 97.88, 97.68, 92.79, 92.65, 91.80 และ 73.22   
มิลลิกรัมฟอสเฟตต่อลิตร ตามลาํดบั  การจาํแนกชนิดของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตโดยการหา
ลาํดบัเบสของยีนส่วน 16S rRNA พบว่า เป็น Burkholderia cenocepacia, Bacillus thuringiensis, 
Burkholderia vietnamensis, Acinetobacter sp., Klebsiella pneumonia, Paenibacillus 
favisporus, Burkholderia cenocepacia, Bacillus pumilus และ Paenibacillus alvei  และมีแบคทีเรียท่ี
ผลิตกรดอินโ ดลอะซิติก  ไ ด้แก่   ISP2RR1, S58, S203, S65, S238, S232, RRSPCA, S230, 
RRTSA6, LRSPCA2  โดยผลิตได ้53.29, 28.68, 25.02, 23.07, 21.85, 21.12, 20.93, 20.63, 20.55 
และ 7.11 และ มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลาํดบั การจาํแนกชนิดของแบคทีเรียผลิตกรดอินโดลอะ
ซิติกโ ดยการหาลาํดบัเบสของยีนส่วน 16S rRNA พบว่า แบคทีเรีย Bacillus sp., Paenibacillus 
alvei, Chryseobacterium kwangyangense และ Pseudomonas sp. ซ่ึงแบคทีเรียละลายฟอสเฟต
และผลิตกรดอินโดลอะซิติกท่ีคดัเลือกไดใ้นงานวิจยัน้ี  น่าจะมีศกัยภาพนาํไปประยุกต์ใชก้บั
ระบบเกษตรอินทรีย ์รวมทั้งส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชท่ีอยู่ในภาวะภูมิอากาศเปลี่ยนแปลง
ได ้
 
คาํสําคญั : การแยก  การคดัเลือก แบคทีเรียรอบรากพืช  แบคทีเรียเอนโ ดไฟท์  แบคทีเรียละลายฟอสเฟต  

แบคทีเรียผลิตกรดอินโดลอะซิติก  
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Abstract 

Rhizobacteria and endophytic bacteria play an important role in promoting the growth 
of plants. The aims of this research were to isolate  endophytic bacteria from organic rice, 
bacteria from  surface sterile water and bacteria from the stock culture of the microbiology 
laboratory in Maejo University include 487 isolates.  The screening of phosphate solubilizing 
and indole-3-acetic acid (IAA) producing bacteria were examined. It was found that  bacteria  
S83 ,S69, S68,  S92, S84, S91,  W-RS, RSPVK-2, RRSTSA3, W-RR, RRSPVK6-1, RRPVK-
4, RRTSA-5  and RRTSA6  solubilized phosphate at 776.57, 766.35, 756.92, 724.69, 690.88, 
620.13, 294.39,  191.78,  97.88, 97.68, 92.79, 92.65, 91.80  and 7 3 .2 2  mgP/L, respectively.  
The 16S rRNA genes  sequencing of phosphate solubilizing bacteria had similar to 
Burkholderia cenocepacia, Bacillus thuringiensis. Burkholderia vietnamensis, Acinetobacter 
sp., Klebsiella pneumoniae Paenibacillus favisporus, Burkholderia cenocepacia, Bacillus 
pumilus Paenibacillus alvei. The indole-3-acetic acid producing bacteria were ISP2RR1, S58, 
S203, S65, S238, S232, RRSPCA, S230, RRTSA6 , LRSPCA2  produced IAA at  53.29, 
28.68, 25.02, 23.07, 21.85, 21.12, 20.93, 20.63, 20.55 and  7.11 mg/L, respectively. The indole 
acetic acid producing bacteria had 16S rRNA gene sequence  similar to Bacillus sp., 
Paenibacillus alvei and Chryseobacterium kwangyangense, Pseudomonas sp. The results 
obtained in this study demonstrated phosphate solubilizing bacteria and indole acetic acid 
producing bacteria had the potentiality for application to organic farming and  plants growth 
promoting in climate change condition.  
 
Key words: isolation, screening, rhizobacteria, endophytic bacteria, phosphate solubilizing bacteria, indole 
acetic acid  producing bacteria  

 
 



คาํนํา 
 

การผลิตขา้วอินทรียโ์ดยระบบการปลูกแบบประณีต หรือการปลูกขา้วตน้เด่ียว (System 
rice intensification, SRI) เป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจเพื่อช่วยแกปั้ญหาในดา้นผลผลิตตํ่า รวมทั้ง
ยงัช่วยแกปั้ญหาภาวะภยัแลง้ท่ีเกิดจากภาวะการเปล่ียนแปลงภูมิอากาศของโลก  รวมทั้ง การ
ทาํเกษตรในพ้ืนที่สูงที่มีปริมาณนํ้ าน้อย  เน่ืองจากระบบการปลูกขา้วดงักล่าวเป็นระบบที่มี
การใชน้ํ้ าปริมาณน้อยมาก     และส่ิงสาํคญัอย่างยิ่งคือระบบการปลูกขา้วแบบประณีตช่วยลด
ปริมาณก๊าซมีเทนซ่ึงก่อให้เกิดภาวะโลกร้อนเป็นอย่างมาก   ซ่ึงระบบการเกษตรแบบประณีต
เนน้การจดัการสภาพแวดลอ้มท่ีสนบัสนุนการทาํงานขององคป์ระกอบต่าง ๆ ของตน้ขา้วใหเ้กิด
การเก้ือหนุนซ่ึงกนัและกนัจนแสดงออกถึงศกัยภาพอยา่งเตม็ท่ี  ระบบการปลูกขา้วแบบประณีต
มีขอ้ดีท่ีสาํคญัคือ  สามารถประหยดันํ้ า ไดผ้ลผลิตสูงกว่าการปลูกขา้วแบบมีนํ้ าขงั และท่ีสาํคญั
อย่างยิ่งคือ ช่วยลดการปลดปล่อยก๊าซมีเทนสู่ส่ิงแวดลอ้มไดเ้ป็นอย่างดี  นอกจากน้ี  ยงัได้
ปริมาณผลผลิตสูงกว่าการปลูกขา้วแบบมีนํ้ าขงัทัว่ไประบบการปลูกขา้วแบบประณีต  มีการ
จดัการพืช  จดัการดิน และการจดัการนํ้าร่วมกนั โดยมีการควบคุมนํ้าในแปลงนาในช่วงท่ีตน้ขา้ว
กาํลงัเจริญเติบโตให้นํ้ าโดยการปล่อยให้นํ้ าเขา้ออกแปลงนา ให้มีนํ้ าเปียกสลบักบัแห้ง   เม่ือตน้
ขา้วเร่ิมออกรวงแลว้ปล่อยให้นํ้ าขงัไวใ้นแปลงนาขา้วและปล่อยนํ้ าออกก่อนเก็บเก่ียว หรือช่วง
ฝนตกปริมาณมากก็ตอ้งระบายนํ้ าออกจากแปลงนาขา้ว  ผลของการระบายนํ้ าเขา้-ออก  จาก
แปลงนาขา้วของระบบการปลูกขา้วแบบประณีตอาจมีขอ้เสียคือ ทาํใหเ้กิดการสูญเสียธาตุอาหาร
สาํคญั  อินทรียวตัถุผวิหนา้ดิน  รวมทั้ง  จุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ในดิน  ซ่ึงเป็นส่วนท่ีมีความอุดม
สมบูรณ์กวา่ส่วนอ่ืน ๆ  รวมทั้งจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ในดินจากการระบายนํ้ าได ้   ซ่ึงอาจส่งผล
กระทบต่อผลผลิตโดยรวมได ้ ซ่ึง  Takamura and Kubota (1977)  รายงานว่า  การไหลบ่าของนํ้ า
มีการสูญเสียไนโตรเจนท่ีใส่ให้ขา้วในญ่ีปุ่นประมาณ 13-16 เปอร์เซ็นต์ ของจาํนวนปุ๋ยท่ีใส่
ใหแ้ก่ขา้ว และจากรายงานของ Singh et al. (1978) พบวา่  การสูญเสียไนโตรเจนจากการไหลเขา้
ออกของนํ้ าในนาขา้ว มากกว่า 10 % ของปุ๋ยไนโตรเจนท่ีใส่  ข้ึนอยูก่บั ปริมาณนํ้ าท่ีระบายออก
จากผิวดิน ส่งผลให้มีการสูญเสียปริมาณไนโตรเจนเฉล่ีย 0.9 กิโลกรัมต่อไร่  จึงมีการเพิ่ม
ปริมาณไนโตรเจน 0.4 กิโ ลกรัมต่อไร่  ในการปลูกขา้วแบบประณีต  มกัพบปัญหาของการเกิด
วชัพืชในแปลงนาขา้ว  เน่ืองจากมีการให้มีนํ้ าแบบเปียกและแห้งสลบักนั  นอกจากน้ี  อาจทาํ
ให้สูญเสียแร่ธาตุสาํคญัและจุลินทรียไ์ป   

แบคทีเรียละลายฟอสเฟตและแบคทีเรียท่ีผลิตกรดอินโดลอะซิติกจดัเป็นแบคทีเรียท่ี
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth promoting bacteria)  (Souza et al. (2015)  ดงันั้น 
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ผูว้ ิจยัจึงสนใจแยกและคดัเลือกจุลินทรียที์่มีอยู่แลว้ในธรรมชาติในแปลงนาขา้วอินทรีย์
โดยเฉพาะจุลินทรียที์่มีบทบาทช่วยเพิ่มเพิ ่มธาตุหลกัให้แก่ดิน เช่น แบคทีเรียช่วยละลาย
ฟอสเฟต  (ฟอสเฟตมีความสาํคญัต่อพืชคือมีผลต่อการเจริญของรากและส่งเสริมการแตกกอ
ของตน้ขา้ว)  และจุลินทรียที์่มีความสามารถในการผลิตสารส่งเสริมการเจริญของตน้ขา้ว 
เช่น  ฮอร์โมนพืชกลุ่มออกซิน  (auxin)หรือกรดอินโดลอะซิติก  (indole acetic acid, IAA)  
(กรดอินโดลอะซิติกปริมาณที่เหมาะสมมีผลส่งเสริมการเจริญของตน้ขา้วโดยส่งเสริมการ
เกิดรากและการพฒันาในระยะแรกของรากจะช่วยให้เกิดรากไดเ้ร็วข้ึนและมากข้ึน แต่ถา้ความ
เขม้ขน้สูงมีคุณสมบติัเป็นสารกาํจดัวชัพืช (herbicides)   ผูท้ดลองจึงสนใจคดัเลือกจุลินทรียพ์วก
ท่ีละลายฟอสเฟตและผลิตกรดอินโดลอะซิติกได ้ ซ่ึงอาจนาํไปประยุกตใ์ชร่้วมกบัแหนแดงท่ี
เป็นแหล่งเพิ่มไนโตรเจนจากแหล่งธรรมชาติให้แก่พืชในนาขา้วอินทรีย ์และทาํการคดัเลือก
จุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดป้ริมาณสูง   ซ่ึงผูว้ิจยัเห็นว่า  น่าจะ
เป็นแนวทางที่จะช่วยเพิ่มศกัยภาพในการผลิตขา้วอินทรียโ์ดยใชร้ะบบการปลูกขา้วแบบ
ประณีต ซ่ึงจะช่วยส่งเสริมแรงจูงใจ เพื่อให้เกษตรกรท่ีผลิตนาขา้วอินทรียอ์ยู่แลว้ หันมาให้
ความสนใจการปลูกขา้วแบบประณีตมากข้ึน   ซ่ึงจะช่วยในการเพิ่มผลผลิตและใชว้ิธีการ
ทางชีวภาพในการกาํจดัวชัพืชเพื่อลดการใชส้ารเคมีทางการเกษตรที่ตกคา้งในส่ิงแวดลอ้ม 
และท่ีสาํคญัท่ีสุดคือช่วยลดปริมาณก๊าซมีเทนท่ีส่งผลต่อการเกิดภาวะโลกร้อนไดอี้กดว้ย   

นอกจากน้ี ผูว้ิจยัคิดว่า จุลินทรียที์่คดัเลือกไดน้่าจะนําไปประยุกตใ์ชเ้พื ่อช่วยเพิ ่ม
ผลผลิตทางการเกษตรอินทรีย  ์เช่น ในพื้นที่สูงที่มีปริมาณนํ้ าน้อย  พื้นที่แห้งแลง้ขาดแคลน
นํ้า   หรือภยัแลง้ท่ีเกิดจากภาวะภูมิอากาศเปล่ียนแปลง หรือ ภาวะโลกร้อนไดอี้กดว้ย   
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วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
 

1.  เพื่อแยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจ์ากตน้ขา้วในแปลงเกษตรอินทรีย ์

2. เพื่อศึกษาความสามารถในการละลายฟอสเฟตและผลิตกรดอินโดลอะซิติกของ
แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์แยกไดจ้าขา้วและจาก stock culture ของหอ้งปฏิบติัการจุล
ชีววิทยา  มหาวิทยาลยัแม่โจ ้

3. เพื่อระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้
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ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
 

1. ไดแ้บคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟตเพื่อการประยกุตใ์ชใ้นการปลูกขา้วอินทรีย ์
2. ไดแ้บคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกเพื่อการประยกุตใ์ชใ้นการปลูกขา้ว

อินทรีย ์
3.  เป็นแนวทางท่ีจะนาํจุลินทรียท่ี์คดัเลือกไดไ้ปประยกุตใ์ชใ้นการปรับปรุงบาํรุงดิน

ของแปลงนาขา้วอินทรียข์องระบบการปลูกขา้วอินทรียแ์บบประณีต หรือการนาํไป
ประยกุตใ์ชป้ระโยชนจ์ากจุลินทรียใ์นพื้นท่ีบริเวณท่ีมีนํ้ านอ้ย เช่น เกษตรในพ้ืนท่ี
สูง  พื้นท่ีประสบภยัแลง้จากภาวะอากาศเปล่ียนแปลงท่ีมีปริมาณฝนตกนอ้ย  

 



การตรวจเอกสาร 
ข้าวอนิทรีย์ (Organic rice) 

ประเทศไทย  มีนโ ยบายที่จะเป็นครัวของโ ลก  ผลิตอาหารปลอดภยัจากสารพิษ  
เกษตรอินทรีย ์เป็นทางเลือกสาํหรับผูผ้ลิตและผูบ้ริโ ภค  ขา้วอินทรีย ์เป็นขา้วท่ีไดร้ะบบการ
ผลิตขา้วท่ีไม่ใชส้ารเคมีทางการเกษตรทุกชนิด  รวมทั้ง ปุ๋ ยเคมี สารควบคุมการเจริญเติบโต สาร
ควบคุมและกาํจดัวชัพืช สารป้องกนักาํจดัโ รค  แมลง และสัตว ์ศตัรูขา้ว  เกษตรอินทรียเ์น้น
ธรรมชาติเป็นสาํคญั มีการปรับปรุงความอุดมสมบูรณ์ของดินโดยการปลูกพืชหมุนเวียน ไม่ใช้
วตัถุดิบจากแหล่งอื่น ควบคุมโรค แมลง และสัตวศ์ตัรูขา้วโดยวิธีผสมผสานไม่ใช ้สารเคมี การ
เลือกใชพ้นัธ์ุขา้วท่ีเหมาะสม มีความตา้นทานโดยธรรมชาติ ช่วยรักษาสมดุลของศตัรูธรรมชาติ 
การจดัการพืช ดิน และนํ้ า ให้ถูกตอ้งเหมาะสมกบัความตอ้งการของตน้ขา้ว เพ่ือทาํให้ตน้ขา้ว 
เจริญเติบโ ตได้ดี มีความสมบูรณ์แข็งแรง ตามธรรมชาติ การจัดการสภาพแวดล้อม ไ ม่ให้
เหมาะสมต่อการระบาดของศตัรูขา้ว  (สาคร และ เริงฤทธ์ิ, 2555 )  การผลิตขา้วอินทรียน์อกจาก
จะทําใ ห้ไ ด้ผลผลิตข้าวท่ีมีคุณภาพสูงและปลอดภัยจากสารพิษแล้ว ยงัเป็นการอนุรักษ ์
ทรัพยากรธรรมชาติและรักษาส่ิงแวดลอ้มซ่ึงเป็นการพฒันาการเกษตรแบบยัง่ยืนอีกดว้ย  

 
การปลูกข้าวในระบบประณีต (System of Rice Intensification; SRI)  

ระบบการปลูกขา้วแบบประณีตคือ ใชต้น้กลา้ขา้วอ่อนอายุไม่เกิน 15 วนั (2 ใบ)  มีการ
ยา้ยกลา้ปลูกแบบรวดเร็วและพิถีพิถนั  ปลูกแบบตน้เด่ียว หรือ 1 ตน้ต่อหลุม  ปลูกแบบไม่มีการ
ขงันํ้ า  โดยมีการใหน้ํ้ าแบบเปียกและแหง้สลบักนัจนกระทัง่ออกรวง จึงมีการขงันํ้ าเพียงเลก็นอ้ย
เพ่ือไ ม่ให้พืชขาดนํ้ า  จัดการไ ม่ให้มีวชัพืชข้ึนแข่งขนักับต้นข้าว   ระบบการปลูกขา้วแบบ
ประณีตเป็นการจดัการพืช  ดิน และนํ้ าร่วมกนั เพ่ือให้เกิดประโ ยชน์และประสิทธิภาพสูงสุด 
โ ดยเฉพาะการเพ่ิมผลผลิตขา้ว   

จากรายงานของ Barison and  Uphoff (2011) พบว่า   ขา้วท่ีปลูกระบบประณีตมีผลทาํ
ใหไ้ดผ้ลผลิตสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัการปลูกแบบมีนํ้ าขงัแบบเดิม  และพบว่า มีความแตกต่างใน
ดา้นการเจริญของราก  ความตา้นทานต่อโ รคการเจริญเติบโตของรากลึก ซ่ึงมีประสิทธิภาพต่อ
การใชธ้าตุอาหารและ เอื้อต่อการการดูดซึม พืชไดรั้บสารอาหารท่ี เพ่ิมข้ึน  เม่ือเปรียบเทียบการ
ปลูกขา้วแบบนํ้ าขงั และการปลูกขา้วแบบ SRI พืชมีความสามารถในการดึงดูดธาตุอาหารหลกั
มาใชใ้นการเจริญไดม้ากกว่า  คือ ขา้วท่ีปลูกในระบบ SRI ดูดซึมธาตุอาหาร  N, P และ K เท่ากบั 
74.9, 291.1 และ 70.4  ตามลาํดบั  ในขณะท่ีการปลูกขา้วแบบมีนํ้ าขงัขา้วมีความสามารถในการ
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ดูดซึมธาตุอาหารหลกัไดเ้พียง 69.2 , 347.2,  และ 69.7  ตามลาํดบั  แสดงให้เห็นว่า  ระบบ SRI  
มีประสิทธิภาพดีกว่าการปลูกขา้วแบบมีนํ้ าขงั  และ แสดงให้เห็นว่า  สามารถเพ่ิมศกัยภาพของ
รากของขา้วไดโ้ดยอาศยัการจดัการท่ีดี 

การปลูกขา้วทัว่ไปจะให้นํ้ าแบบขงัต่อเน่ืองมีผลดีคือสามารถช่วยควบคุมกาํจดั หรือลด
การเจริญเติบโ ตของวชัพืชในแปลงนาและยงัช่วยให้เกษตรกรสามารถใ ส่ปุ๋ ยในช่วงระยะท่ี
เหมาะสมแก่ขา้ว แต่มีผลเสียจากการท่ีมีนํ้ าท่วมขงั หรือท่วมผิวดินตลอดฤดูกาลปลูกพืช จะมี
ผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของตน้ขา้วเน่ืองจากรากขา้วถูกทาํลายจากสารประกอบต่าง ๆ  ท่ี
เป็นพิษเพราะมีสาเหตุมาจากการขาดความสมดุลของก๊าซออกซิเจนในดิน จึงทาํใหธ้าตุบางชนิด
มีระดบัสูง  ทาํให้เกิดการระบาดของศตัรูขา้วมากข้ึนท่ีสําคญัคือหอยเชอร่ีทาํให้ตน้ขา้วอ่อนแอ 
จึงเป็นสาเหตุให้ไม่ทนทานโรค-แมลง  เฉพาะอย่างย่ิงเม่ือสภาพอากาศมีความช้ืนสูงและทาํให้
เกิดก๊าซเรือนกระจก  เช่น ก๊าซมีเทน ซ่ึงเป็นสาเหตุหน่ึงในการทาํให้โ ลกร้อน เน่ืองจากอุณหภูมิ
ของโลกสูงข้ึน  การปลูกขา้วในนานํ้ าขงัมีการปล่อยก๊าซมีเทนข้ึนสู่บรรยากาศในปีหน่ึง ๆ  10-15 
เปอร์เซ็นต ์ของปริมาณก๊าซมีเทนทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนในโลก  (Ishizuka et al. 2002) 

 
บทบาทของจุลนิทรีย์ต่อการเกษตรอนิทรีย์ 

จุลนิทรีย์ทีช่่วยให้ธาตุอาหารเป็นประโยชน์กบัพืช 
 จุลินทรียท่ี์สร้างกรดอินทรีย ์ หรือเอนไซมแ์ปรสภาพฟอสฟอรัสย่อยสารประกอบกลุ่ม
อินทรียฟ์อสฟอรัสใหอ้ยู่ในรูปท่ีพืชสามารถนาํไปใชไ้ด ้นอกจากน้ี ยงัสามารถย่อยสารประกอบ 
อนินทรียฟ์อสฟอรัส  เช่น  หินฟอสเฟต หรือตะกอนของสารประกอบฟอสเฟต  ซ่ึงเกิดจากการ
ใช้ปุ๋ ยฟอสเฟตอย่างต่อเน่ืองแต่ถูกตรึงไวใ้นดินการใ ส่จุลินทรียล์ะลายฟอสเฟตจะช่วยเพ่ิม
ประสิทธิภาพการใชปุ้๋ ยฟอสเฟตในดินไดจุ้ลินทรียแ์ปรสภาพฟอสฟอรัส  

จุลินทรีย์ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant Growth Promoting Rhizobacteria; 
PGPR) 

เป็นกลุ่มจุลินทรียช่์วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เช่น ผลิต siderophore ซ่ึงมีสมบติั
เพ่ิมการนาํธาตุเหลก็เขา้สู่เซลลพื์ช โดยการแย่งจบัธาตุเหลก็บริเวณรอบรากพืชทาํใหเ้ช้ือโ รคพืช
ไ ม่สามารถนําธาตุเหล็กไปใ ช้ได้  นอกจากน้ี   เช้ือจุลินทรีย์ยงัสามารถสร้างฮอร์โ มนพืช 
(phytohormones) เช่น ออกซิน (auxin) ซ่ึงกระตุ้นการยืดตัวของเซลล์การแบ่งเซลล์และการ
เปลี่ยนสภาพของเซลล ์สร้างเอนไซมไ์คติเนส (chitinase) และ ลามินาริเนส (laminarinase) ย่อย
เส้นใยเช้ือราโ รคพืช สร้างสารปฏิชีวนะท่ีมีฤทธ์ิตา้นเช้ือราสาเหตุโ รคพืชได ้จุลินทรียท่ี์อยู่ใน
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ก ลุ่ ม  PGPR ไ ด้ แ ก่  Azospirillum sp , Streptomyces sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. แ ล ะ 
Trichoderma sp. เป็นต้น  (สุวรรณี , 2555)  ซ่ึง Gupta et al. (2015)  กล่าวว่า การใ ช้จุลินทรีย์
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช มีบทบาทสําคญัท่ีจะช่วยให้ความอุดมสมบูรณ์ของดินเพ่ิมข้ึน 
ช่วยการส่งเสริมการเจริญเติบโ ตของพืชและยงัช่วยลดปัญหาเช้ือก่อโ รคพืช  ซ่ึงควรจะใ ช้
พฒันาการเกษตรแบบยัง่ยืน ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีเป็นมิตรกบัสภาพแวดลอ้มเพ่ือเพ่ิมการผลิตพืชและ
สุขภาพ   

กลไกการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชโดยจุลนิทรีย์   
 การส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์บ่งออกไดเ้ป็น 2 ทางคือ ทางตรงกบัทางออ้ม  
จุลินทรียส่์งเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดโ้ดยตรงโดยให้ธาตุอาหารแก่พืช เช่น การผลิตกรด
อินโดลอะซิติก ไซโตไคนิน และจิบเบอริลิน เป็นตน้ โ ดยกลไกการส่งเสริมการเจริญทางตรง
ของจุลินทรีย ์เช่น การผลิตกรดอินโ ดลอะซิติก ท่ีช่วยกระตุน้การยืดยาวของราก  การละลาย
ฟอสเฟต   การส่งเสริมความสามารถในการใชธ้าตุเหลก็ของพืช  การตรึงไนโตรเจน   (Ahemad 
and Kibret, 2014) ส่วนกลไกการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทางออ้มโดยจุลินทรีย ์เช่น การ
ผลิตสารปฏิชีวนะและเอนไซมท่ี์สามารถทาํลายผนังเซลลข์องเช้ือก่อโ รคพืชได ้ เช่น เอนไซม ์
chitinases, cellulases, -1,3 glucanases, proteases และ lipases  การแย่งจับแหล่งอาหาร การ
เหน่ียวนาํระบบภูมิคุม้กนั และ การผลิตสารเมแทบอไลทย์บัยั้งเช้ือรา เป็นวิธีหลกัในการควบคุม
ทางชีวภาพของจุลินทรียส่์งเสริมการเจริญเติบโตของพืช การผลิตไซเดอโรฟอร์   การเหน่ียวนาํ
ระบบภูมิคุม้กนัของพืช    
 
จุลนิทรีย์ทีมี่บทบาทต่อการผลติข้าว 
แบคทเีรียรอบรากพืช (Rhizobacteria) 

 บริเวณรอบ ๆ  รากพืช (Rhizosphere) เป็นส่วนของดินในส่วนท่ีสัมผสักับรากหรือ
บริเวณรอบ ๆ  รากพืช ซ่ึงมีกิจกรรมของจุลินทรีย ์อนัจะมีผลต่อความสามารถในการดูดธาตุ
อาหารของรากพืช   บริเวณรอบรากพืช เป็นท่ีอยู่อาศัยของจุลินทรีย ์และมีการพ่ึงพาอาศัย
ระหว่างรากพืชกบัจุลินทรีย ์ ผลของรากพืชต่อจุลินทรียบ์ริเวณรอบรากพืช  ไดแ้ก่ การดูดนํ้าของ
พืช การปล่อยสารอินทรียล์งสู่ดิน จุลินทรียใ์นบริเวณใกลร้ากจะมีมากกว่าบริเวณท่ีไกลออกไป 
จาํนวนและชนิดของจุลินทรียจ์ะเปลี่ยนแปลงไปตามระยะการเจริญของพืช เพราะสารท่ีพืช
ปล่อยออกมาใ นแต่ละระยะจะแตกต่างกัน  สารท่ีพืชหลั่งออกมาเป็นแหล่งพลังงานและ
สนบัสนุนกิจกรรมของจุลินทรีย ์ และผลของจุลินทรียร์อบ ๆ  รากพืชต่อพืช  ไดแ้ก่ ส่งเสริมการ
เจริญของพืช โดยเพ่ิมการหมุนเวียนนํ้าและแร่ธาตุ      สร้างวิตามินและสารส่งเสริมการเจริญของ
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พืช    เช่น ออกซิน จิบเบอเรลลิน   และต่อตา้นเช้ือก่อโ รคโดยการแข่งขนัหรือโดยการสร้างยา
ปฏิชีวนะ  ช่วยเปลี่ยนสารท่ีเป็นพิษต่อพืชใหเ้ป็นสารท่ีไม่เป็นพิษ   เพ่ิมความสามารถของพืชใน
การนาํแร่ธาตุไปใช ้เช่น  เพ่ิมการละลายของฟอสเฟต  การร่วมกนัสร้างสารอลัลีโ ลพาที ซ่ึงเป็น
สารท่ีพืชปล่อยออกมาสู่ ส่ิ งแวดล้อมและมีผลกระทบต่อพืชอื่น    เพ่ิมความทนทานต่อ
ส่ิงแวดลอ้มและการเจริญในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม เช่น การเจริญในดินท่ีปนเป้ือนนํ้ ามนั ซ่ึง 
Souza et al. (2015)  กล่าวว่า จุลินทรียบ์ริเวณรอบ ๆ  รากพืช ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต และ
ช่วยเพ่ิมผลผลิต รวมทั้งเพ่ิมความอุดมสมบูรณ์ของดิน แบคทีเรียท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต 
เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของพืชและการป้องกนัพืชจากโ รค
และความเครียดจากส่ิงไม่มีชีวิต  ซ่ึงเช้ือมีบทบาทสําคญั ได้แก่  การตรึงไนโ ตรเจน  ละลาย
ฟอสเฟต  มีกิจกรรมเอนไซม ์ACC deaminase ผลิต siderophores และ ฮอร์โมนพืช  

  ตวัอย่างจุลินทรียท่ี์แยกไดจ้ากบริเวณรากพืชต่าง ๆ  ท่ีสามารถผลิตสารส่งเสริมการ
เจริญของพืช (plant growth promoter rhizobacteria, PGPR) ไดแ้ก่  Pseudomonas, Azospirillum, 
Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, burkhoideria, Bacillus และ 
Serratia  (Glick (1995); Joseph et al., 2007) ซ่ึง Gopalakrishnan et al., (2013) พบว่า แบคทีเรีย
ท่ีแยกไดจ้ากบริเวณรอบรากขา้ว ซ่ึงมีผลช่วยควบคุมโรคเน่าในขา้วฟ่าง และแบคทีเรียท่ีแยกได้
ยงัผลิตสารส่งเสริมการเจริญในพืช และเป็นปุ๋ ยบาํรุงตน้พืช และ Gosh et al. (2011)  รายงานว่า 
Bacillus sp., Citrobacter sp., Shigella sp. และ Klebsiella sp.  ท่ีแยกได้จากดินบริเวณรอบราก
หญ้าทะเล (seagrass) มีผลช่วยปลดปล่อยฟอสเฟตในดิน  ท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชได ้   
นอกจากน้ี  จุลินทรียร์อบรากพืชยงัช่วยผลิตฮอร์โมนพืช เช่น Bacillus amyloliquefaciens ท่ีแยก
ไดจ้ากดินบริเวณรอบรากถัว่เหลือง  ช่วยในการผลิตสารส่งเสริมการเจริญของพืชไดดี้ (Nautiyal  
et al., 2013)  
และ Gunes et al. (2015)  ศึกษาการใชแ้บคทีเรียรอบรากพืช ช่วยเพ่ิมความอุดมสมบูรณ์ของดิน
และ  ซ่ึงมีแบคทีเรียท่ีมีบทบาทส่งเสริมการเจริญเติบโ ตของพืช  ได้แก่ Bacillus megaterium 
(M3) Pantoea agglomerans (RK-92), Bacillus megaterium (TV-17C) Bacillus megaterium 
(TV-3D), Bacillus megaterium (TV-87A) Hafnia alvei (TV-34A) Bacillus megaterium (TV-
60D) Pseudomonas fluorescens (FDG-37) Bacillus megaterium (KBA-10)    แ ล ะ    Bacillus 
megaterium (TV-91C)  ซ่ึ ง แ บ ค ที เรี ย  B. megaterium M3, B. megaterium (TV-17C) แ ล ะ 
Pantoea agglomerans (RK-92) มีศกัยภาพท่ีจะนาํมาใชเ้ป็นปุ๋ ยอินทรียส์ําหรับการเจริญเติบโต
ของพืชในการเกษตรอย่างยัง่ยืนและอินทรียต่์อไป  กลไกของการผลิตสารเร่งการเจริญเติบโต
ของพืชจากแบคทีเรียท่ีอยู่รอบรากพืช  แสดงในภาพท่ี 1  และตารางท่ี   1 แสดงตวัอย่างจุลินทรีย์
และสารท่ีผลิตโดยจุลินทรียท่ี์อยู่บริเวณรอบรากพืช  
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ภาพท่ี 1 กลไกของการผลิตสารเร่งการเจริญเติบโตของพืชจากแบคทีเรียท่ีอยู่รอบรากพืช   
ทีม่า: Ahemad and Kibret (2014) 
ตารางท่ี   1 ตวัอย่างจุลินทรียแ์ละสารท่ีผลิตโดยจุลินทรียท่ี์อยู่บริเวณรอบรากพืช  
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ตารางท่ี  1 (ต่อ) 

       
ท่ีมา : Ahemad and Kibret (2014) 
 
แบคทเีรียเอนโดไฟท์ (Endophytic bacteria) 

แบคทีเรียเอนโดไฟท ์เป็นแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่ในเน้ือเย่ือพืชหรือสกดัไดจ้ากพืชและไม่
ก่อให้เกิดอนัตรายต่อพืช (Mano and Morisaki, 2008) อาศยัอยู่ในพืชโดยมีความสัมพนัธ์กบัพืช
แบบอิงอาศัย (Schulz and Boyle, 2006) โ ดยได้รับสารอาหารบางอย่างจากพืชและผลิตสาร
ส่งเสริมการเจริญเติบโตต่อพืชท่ีอาศยั   เอนโดไฟทบ์างชนิดสร้างสารบางอย่าง หรือปฏิกิริยาเคมี
ต่าง ๆ  ระหว่างเช้ือรากับพืชอาศยั ทาํให้เน้ือเย่ือลดความดึงดูดต่อศตัรูพืชและบางสายพนัธ์ุ
กระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทาน ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช  ในทางกลบักนั  เอนโดไฟท์
ได้รับประโ ยชน์จากพืชโ ดยอาศัยสารอาหารต่าง ๆ  จากพืชและดํารงชีวิตอยู่ภายในต้นพืช 
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นอกจากน้ี ยงัพบว่า เอนโดไฟท์บางสายพนัธ์ุสามารถกระตุน้การเจริญเติบโ ตของพืชได ้และ
สามารถใช้เป็นตวัควบคุมทางชีวภาพ โ ดยเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือจุลินทรียส์าเหตุโ รคพืช หรือ
กระตุน้ให้เกิดความตา้นทานของโ รคได ้(Chanway, 1998)   ซ่ึง Suman  et al. (2016) กล่าวว่า 
จุลินทรียเ์อนโดไฟทจ์ะเขา้สู่พืชพืชโดยผ่านทาง  บาดแผลของพืช หรือผ่านรากขนและบริเวณผิว 
นอกจากน้ี และเขา้สู่พืชโดยผ่านช่องเปิดธรรมชาติ หรือการใชเ้อนไซมย่์อยสลาย เช่น เอนไซม์
เซลลูเลสและเพคติเนส  ซ่ึงพบว่า  จุลินทรียเ์อนโ ดไฟท์ ได้แก่ Acidobacteria, actinobacteria, 
Ascomycota, Bacteroidetes, Deinococcus-Thermus และ Firmicutes จุลินทรียเ์อนโดไฟท์ท่ีพบ
เด่นท่ีสุด ไดแ้ก่  actinobacteria, Proteobacteria และ Firmicut   ซ่ึงอยู่ในสกุล    Achromobacter, 
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum, Pantoea, Pseudomonas Rhizobium และ 
Streptomyces  ซ่ึงสามารถประยุกตใ์ชจุ้ลินทรียเ์อนโดไฟทเ์พ่ือการเกษตรท่ียัง่ยืน   ซ่ึงเป็นท่ีทราบ
กนัดีแลว้ว่าจุลินทรียเ์อนโดไฟทช่์วยส่งเสริมการเจริญเติบโตและเพ่ิมผลผลิตของพืช ช่วยตรึง
ไนโตรเจนและช่วยในการละลายของฟอสฟอรัสโพแทสเซียมและสงักะสี  ผลิตของฮอร์โมนพืช 
เช่น   cytokinins, auxins และ  gibberellins  และสร้าง  แอมโ มเนียไฮโ ดรเจนไซยาไนด์และ 
siderophores และควบคุมเช้ือก่อโ รค รวมทั้งลดระดบัเอทิลีนเพ่ือพืชอยู่ในสภาวะเครียด   และ 
Saunders and Kohn (2008) พบว่า เช้ือราเอนโดไฟท ์Nigrospora oryzae, Acremonium zeae และ 
Periconia macrospinosa สามารถกระตุน้ให้ขา้วโพดสร้างสารทุติยภูมิท่ีมีผลทาํให้ขา้วโพดมี
ความต้านทานโ รคได้  ซ่ึง Hossain et al. (2016) รายงานว่า  แบคทีเรียเอนโ ดไฟท์  Bacillus 
oryzicola  YC7007 ช่วยใ ห้พืชต้านทานต่อโ รคพืชและผลิตสารปฏิชีวนะช่วยยบัยั้งเช้ือรา  
Fusarium fujikuroi ก่อโ รคถอดฝักดาบในขา้ว เม่ือใชเ้ช้ือน้ี 2.0 × 10 7 cfu/mlใ ส่รอบ ๆรากขา้ว มี
ผลช่วยลดความรุนแรงของโรคน้ี 46-78 เปอร์เซ็นต ์  และ Prakamhang et al. (2009)  ศึกษาความ
หลากหลายและกลุ่มของแบคทีเรียเอนโ ดไฟท์ท่ีตรึงไนโ ตรเจนได้บริเวณรอบรากข้าว  
(diazotroph)  โ ดยใชก้ลุ่มแบคทีเรียและแบคทีเรียชนิดเดียว พบว่า การใชแ้บคทีเรียชนิดเดียวมี
ผลในการยบัยั้งและส่งเสริมการตรึงก๊าซไนโตรเจนได ้พบว่า เป็นเช้ือ Enterobacter dissolvens, 
Brevundimonas aurantiaca, Pantoea agglomerans, Pseudomonas sp. และ  Enterobacteriaceae  
การใชแ้หล่งคาร์บอน  การผลิต IAA การผลิตเอนไซมเ์พคติเนส  เซลลูเลสมีความหลากหลายสูง
ในเน้ือเย่ือของขา้ว  และได้ตรวจเช้ือตรึงไนโ ตรเจนในส่วนของรากตน้และใบ จะพบความ
หลากหลายของเช้ือตรึงไนโ ตรเจนของดินนาท่ีมีการใ ช้ปุ๋ ยไนโ ตรเจนมากกว่าท่ีไ ม่ใ ช้ปุ๋ ย
ไนโ ตรเจน  และพบว่าบริเวณรากพืชท่ีเจริญในดินท่ีมีการให้ปุ๋ ยไนโ ตรเจนมีจาํนวนเช้ือตรึง
ไนโตรเจนน้อยกว่า  ซ่ึงช้ีให้เห็นว่าชนิดเน้ือเย่ือของพืชมีผลต่อความหลากหลายของจุลินทรีย์
ดว้ย  ในปีเดียวกนั Naik et al. (2009) ศึกษาความหลากหลายของประชากรเอนโดไฟทใ์นนาขา้ว
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ในตอนใตข้องอินเดีย โ ดยศึกษากิจกรรมการยบัยั้งช่วงฤดูหนาวและฤดูร้อน  พบว่า มีอยู่ 40.3 
เปอร์เซ็นต ์ในราก ส่วนในใบมี 25.83 เปอร์เซ็นต ์ในช่วงฤดูหนาว ส่วนในช่วงฤดูร้อนในรากพบ 
20.15 เปอ ร์เซ็นต์  ส่ วน ใ น ใ บพบ    8.66 เปอ ร์เซ็นต์  และพบ ว่า   เป็ น  Streptomyces sp., 
Chaetomium globosum, Penicillium chrysogenum, Fusarium oxysporum แ ล ะ  Cladosporium 
cladosporioides  ท่ีเป็นเอนโดไฟทก์ลุ่มเด่น   ความถ่ีของกลุ่มท่ีพบในแต่ละบริเวณ  ฤดูกาล  สาย
พันธ์ุข้าว มีผลใ ห้พบเอนโ ดไฟท์แตกต่างกัน    การใ ช้เช้ือผสมระหว่าง C. globosum, P. 
chrysogenum  และ Streptomyces sp. มีความเหมาะสมในการผลิตสารประกอบทางชีวภาพไดดี้  
และจุลินทรียเ์อนโดไฟทย์งัสามารถผลิตสารต่อตา้นเช้ือราโรคพืชไดอ้ีกดว้ย  และ Petcharat and 
Duangpaeng (2012) คดัเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟทจ์ากเน้ือเย่ือของตน้ขา้วเพ่ือใชใ้นการผลิตกรด
อินโดลอะซิติก โ ดยเก็บตวัอย่างจากนาท่ีทาํขา้วอินทรียร์ะยะเวลา 1 ปี, 3 ปี และ นาขา้วเกษตร
เคมี ในจงัหวดัอุดรธานี  โ ดยเพาะเลี้ ยงลงในอาหาร Trypti soy agar และ Potato dextrose agar 
พบว่า ไดเ้ช้ือจาํนวนทั้งหมด 71 ไอโซเลท  และพบว่ามีจาํนวน 26 ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากนาขา้ว
อินทรียท่ี์ระยะเวลา 3 ปี  เม่ือจาํแนกเช้ือ พบว่า เป็น  Pseudomonas sp., Bacillus sp., Azotobacter 
sp. และ Enterobacter มี 4 ไอโซเลทท่ีผลิต IAA ได้มากกว่า 10 ไมโ ครกรัมต่อมิลลิลิตร และ
พบว่า O-1-R-4 ซ่ึงจาํแนกเป็น Bacillus sp. สามารถผลิต IAA ไดสู้งท่ีสุด 14.58 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และในปีเดียวกนั Duangpaeng et al. (2012)  ไดแ้ยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจ์ากตน้ขา้วท่ี
ปลูกในแปลงขา้วอินทรียแ์ละคดัเลือกเช้ือท่ีสามารถผลิตสารส่งเสริมการเจริญท่ีคลา้ยกบั IAA  
โดยทาํการเพาะเช้ือท่ีมีศกัยภาพการผลิตสารส่งเสริมการเจริญไดสู้งลงในเมลด็งอกบนกระดาษ 
พบว่า  มีเช้ือ 35 ไอโซเลท ท่ีเป็นแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์สามารถผลิตสารท่ีมีลกัษณะคลา้ย IAA 
ไดสู้ง  คือไอโซเลท O-3-S-3(2)  และ O-1-S-2  ท่ีช่วยเพ่ิมความยาวของตน้และรากในเมล็ดท่ี
กาํลงังอกได ้ส่วนไอโซเลท O-3-S-3(2) และ  O-1-S-2  มีผลช่วยเพ่ิมจาํนวนตน้และเพ่ิมความ
ยาวของลาํ-ตน้ขา้วไดอ้ีกดว้ย  ซ่ึง Etesami et al. (2013) ไดค้ดัเลือกจุลินทรียจ์ากพืช Trifolium 
alexandrinum เพ่ือใชใ้นการผลิตสารส่งเสริมการเจริญของตน้ขา้ว  พบว่า ไดเ้ช้ือทั้งหมด 200 ไอ
โซเลท  (80 ไอโซเลท  เป็นแบคทีเรีย และ 120 ไอโซเลท แยกไดจ้ากบริเวณรอบรากพืช  จากนั้น
ทาํการปลูกเช้ือผสม 10 ชนิดเปรียบเทียบกบัการปลูกเช้ือชนิดเดียวลงในขา้ว 2 สายพนัธ์ุ  พบว่า 
แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์เป็นเช้ือผสมมีผลส่งเสริมการเจริญของตน้ขา้วไดดี้ และพบว่า เช้ือมีการ
สร้าง IAA ท่ีมีผลต่อขนาดของราก การเจริญของพืชอย่างเห็นไดช้ดั   ซ่ึงน่าจะนาํไปประยุกตเ์ป็น
สารส่งเสริมการเจริญของตน้ขา้วไดใ้นอนาคต และในปีเดียวกนั  Ji   et al. (2013) รายงาน การ
แยกและศึกษาคุณลกัษณะของแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์ตรึงก๊าซไนโตรเจนบริเวณราก จากขา้วท่ี
ปลูกในเกาหลี  ไดแ้ยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากส่วนของใบ ตน้และราก ขา้วจาํนวน 10 สาย-
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พนัธ์ุ  และจาํแนกชนิดโดย 16s rRNA พบว่า  เป็นพวกท่ีตรึงไนโตรเจนไดจ้าํนวน 12 ชนิดคือ   
เป็น Penibacillus sp. 2  ชนิด, Microbacterium sp. 3 ชนิด, Bacillus sp. 3 ชนิด และ Klebsiella 
sp. 4 ชนิด เมล็ดขา้วท่ีได้รับเช้ือท่ีผลิตสารส่งเสริมการเจริญของตน้พืช พบว่า พืชมีความสูง
เพ่ิมข้ึน นํ้าหนกัแหง้เพ่ิมข้ึน และยงัยบัยั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคพืชไดด้ว้ย นอกจากน้ี  พบว่า 
ผลิตออกซินและสารยบัยั้งเช้ือโ รคพืช siderophore รวมทั้งยงัมีบทบาทในการปลดปล่อยธาตุ
อาหารในดินไดอ้ีกดว้ย  โ ดยพบว่า มี 6 สายพนัธ์ุ  ท่ีผลิต  siderophore ได ้ส่วนอีก 4 สายพนัธ์ุ 
สามารถช่วยปลดปล่อยฟอสเฟตในดินได้ดี ซ่ึง Feng et al. (2004) ศึกษาการเคลื่อนท่ีของ
แบคทีเรียเอนโ ดไฟท์ Azospirillum brasilense Yu62 จากรากสู่ลาํต้นและภายในใบขา้วและ
ยาสูบ  พบว่า เช้ือมีการรวมกลุ่มท่ีบริเวณผิว   ช่องว่างระหว่างเซลลแ์ละระบบลาํเลียงของลาํตน้
และใบพืชและโครงสร้างภายในของราก  ซ่ึงพบว่า แบคทีเรีย A. brasilense Yu62 สามารถข้ึนไป
ยงัส่วนของราก ลาํตน้ และใบดว้ยตวัเอง  โ ดยดูจากจาํนวนเช้ือท่ีมากข้ึนในส่วนต่าง ๆของขา้ว
และยาสูบ  ซ่ึงช่วยให้เขา้ใจถึงการยา้ยท่ีของแบคทีเรยเอนโดไฟท์ในตน้พืช และ Tharek  et al. 
(2011) ไดแ้ยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจ์ากใบของปาลม์นํ้ ามนัซ่ึงจาํแนกเช้ือโดย 16SrDNA พบว่า  
เ ป็ น   Enterobacter sp., Acinetobacter sp., Azospirillum sp., Glucconacetobacter sp. แ ล ะ 
Phytobacter sp. โดยเช้ือขา้งตน้มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน  และผลิตกรดอินโดอลอะ
ซิติกซ่ึงเป็นฮอร์โมนส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้พืชได ้ แลว้นาํไปทดสอบการเขา้อาศยัใน
พืชอื่น ๆ  คือขา้วโดยศึกษาการเคลื่อนยา้ยและการอาศยัอยู่ของเช้ือดงักล่าวในตน้ขา้ว  และศึกษา
การผลิตเอนไซม์ท่ี ย่อยสลายผนังเซลล์ของพืชเพ่ีอใ ห้ เช้ือ เอนโ ดไฟท์เข้าสู่ต้นพืชและ
แพร่กระจายในเซลลพื์ชอาศยัได ้  ซ่ึงน่าจะเป็นเช้ือท่ีมีศกัยภาพนาํไปประยุกตใ์ชใ้นการส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืชและมีศกัยภาพในการเขา้อาศยัและและเพ่ิมจาํนวนในพืชอาศยัต่อไปซ่ึง
แบคทีเรียเอนโดไฟทส์ามารถแยกไดจ้ากส่วนต่าง ๆ  ของขา้ว (ภาพท่ี 2) และในภาพท่ี 3 แสดง
ความสมัพนัธ์ของจุลินทรียเ์อนโดไฟทแ์ละการประยุกตใ์ชป้ระโยชน์ 
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ภาพท่ี 2 แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์ถูกแยกจากส่วนต่าง ๆ  ของขา้ว 
ท่ีมา: Mano and Morisaki (2008) 

 
ภาพท่ี 3  ความสมัพนัธ์ของจุลินทรียเ์อนโดไฟทแ์ละการประยุกตใ์ชป้ระโยชน ์
ท่ีมา : Ahemad and Kibret (2014) 
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การเข้าสู่รากพืชและลาํต้นพืชของแบคทเีรียเอนโดไฟท์ 
นงลกัษณ์ (2550) รายงานว่า แบคทีเรียเอนโ ดไฟท์จะเขา้สู่พืชทางช่องเปิดธรรมชาติ 

บริเวณระหว่างรากและ hypocotyl โ ดยเฉพาะการเขา้ทางรากปฐมภูมิ และรากทุติยภูมิ บริเวณ
รอบๆ  รากและ หมวกราก นอกจากน้ีบาดแผลก็เป็นอีกเส้นทางหน่ึงท่ีแบคทีเรียชนิดน้ีจะเขา้สู่
พืช โ ดยแบคทีเรียเอนโดไฟท์ อาจจะอยู่เฉพาะตาํแหน่งของการเขา้สู่พืชหรือแพร่กระจายทุก
ส่วนของพืช ผ่านทาง intercellular space ของ cortex parenchyma โ ดยสามารถอาศยัอยู่ภายใน
เซลล์พืช  ในส่วน intercellular apoplast หรือใน vascular system  โ ดยส่วนโคนตน้และรากจะ
เป็นส่วนของพืชท่ีมีการตั้งรกรากของเช้ือสูงท่ีสุด ปกติจะมีเช้ือหน่ึงชนิดหรือหลายชนิดท่ีพบอยู่
อย่างหนาแน่น ถึง 104 หรือสูงกว่าน้ีต่อกรัมนํ้ าหนัก  ซ่ึง Rashid et al. (2012) ไดแ้ยกแบคทีเรีย
เอนโดไฟทจ์ากมะเขือเทศจากส่วนของ ราก ลาํตน้ และใบ และไดท้าํการศึกษาการส่งเสริมการ
เจริญเติบโ ตของพืชโ ดยแบคทีเรียเอนโ ดไฟท์ท่ีแยกได้ พบว่า แบคทีเรียเอนโ ดไฟท์ ใ ช้ 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) ท่ี เป็ นองค์ป ระกอบของพืชใ ช้ เป็ นแหล่ งของ
ไนโตรเจนได ้ซ่ึงเป็นผลมาจากเอนไซม ์ACC deaminase และทาํการทดสอบการแสดงออกของ
เอนไซม์ดังกล่าวในการผลิตกรดอินโ ดลอะซิติก พบว่า Microbacterium spp. 3 สายพนัธ์ุ ให้
ระดับการสังเคราะห์กรดอินโ ดลอะซิติกสูงสุด คือ Microbacterium sp. 3407bBRRJ (AS3), 
Microbacterium sp. 3407bBRRJ (AS2) และ Microbacterium takaoensis strain P1P4 (AS1) ได้
ปริมาณกรดอินโดลอะซิติกท่ีผลิตในอาหารเหลวท่ีมีปริมาณกรดอะมิโนทริปโตเฟนเป็นสารตั้ง
ตน้ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คือ 143.34, 105.5 และ 96.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลตร ตามลาํดบั 
โ ดยเกิดจากการชักนําของ กรดอะมิโ นทริปโ ตเฟน (exogenous l-tryptophan) และ เกิดจาก
กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ในระดบั   ปานกลาง โ ดย พบว่า ทั้ง 3 สายพนัธ์ุน้ีช่วย
ส่งเสริมความยาวของราก Canola ไดม้ากกว่าเช้ือ Burkholderia phytofirmans ท่ีเป็นเช้ือควบคุม  
จุลนิทรีย์ทีล่ะลายฟอสเฟต 

ฟอสฟอรัสเป็นองคป์ระกอบของสารท่ีสาํคญัในพืชหลายชนิด เช่น เป็นองคป์ระกอบ
สาํคญัของนิวคลีโอโปรตีน ฟอสโฟลิพิด เป็นแหล่งพลงังานของพืช อะดีโนซีนไตรฟอสเฟต 
ช่วยเคลื่อนยา้ยพลงังานในพืช และกรดนิวคลีอิค เป็นตน้ ธาตุฟอสฟอรัสมีประโยชน์ในการเร่ง
การเจริญเติบโตของราก ทาํใหร้ากขยายยืด ส่งเสริมการเจริญของรากฝอยและ รากแขนง ทาํให้
ลาํตน้แข็งแรงไม่ลม้ง่ายและตา้นทานโรค ช่วยการออกดอกและสร้างเมลด็ตน้อ่อน ช่วยในการ
สงัเคราะห์แสง สร้างแป้งและนํ้าตาล ช่วยใหพื้ชดูดไนโตรเจน โพแทสเซียม และโมลิบดินมั ได้
ดีข้ึน ฟอสเฟตในรูปท่ีเป็นประโยชน์ต่อพืชอยู่ในสารละลายในดิน พวกน้ีมกัจะเปลี่ยนไปอยู่ใน
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รูปท่ีพืชใชป้ระโยชนไ์ม่ไดใ้นทุกสภาพของความเป็นกรดด่าง เช่น ถา้ดินเป็นกรด ฟอสเฟตจะทาํ
ปฏิกิริยาทางเคมีกบัเหลก็หรือ อะลูมิเนียมไปเป็นเหลก็หรือ อะลูมิเนียมฟอสเฟตท่ีพืชไม่สามารถ
ดูดไปใชไ้ดห้รือถา้ดินเป็นด่างจะทาํปฏิกิริยาทางเคมีกบัแคลเซียมและแมกนีเซียม เปลี่ยนไปเป็น
แคลเซียมหรือแมกนีเซียมฟอสเฟตท่ีไม่ละลายนํ้าพืชนาํไปใชป้ระโยชน์ไม่ไดเ้ช่นกนั เพ่ือให้
ฟอสฟอรัสหรือฟอสเฟตเป็นประโยชน์ต่อพืช จึงควรรักษาใหดิ้นมีปริมาณอินทรียวตัถุใน
ระดบัสูงและระดบัความเป็นกรดด่างของดินควรอยู่ในช่วงประมาณ 6.0-7.0 รูปท่ีฟอสฟอรัสจะ
เป็นประโยชนต่์อพืชได ้คือ H2PO-4 และ HPO4

2-หากพืชขาดหรือไดรั้บฟอสฟอรัสไม่เพียงพอกบั
ความตอ้งการของพืช รากพืชจะไม่เจริญ มีรากฝอยนอ้ยและรากจะผอม บาง สั้น และมีจาํนวน
นอ้ย ตน้แคระแกรน การเจริญเติบโตจะหยุดชะงกั ใบมีสีแดงแซม เน่ืองจากพืชมีการสงัเคราะห์
รงควตัถุ แอนโทไซยานิน เพ่ิมข้ึน จึงทาํใหสี้ของใบกลายเป็นสีม่วงเขม้ โดยเฉพาะเกิดท่ีใบแก่ 
การออกดอกชา้ มีขนาดเลก็ การติดเมลด็นอ้ย และจาํนวนลดลง พืชหกัลม้ไดง่้าย 

จุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการทาํใหฟ้อสเฟตเป็นประโยชนต่์อพืชมีความสาํคญั  เพราะ
ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารพืชท่ีสาํคญัธาตุหน่ึง มีฟอสเฟตอยู่ในดินเป็นจาํนวนมาก แต่ฟอสเฟต
จะถูกตรึงอยู่ในดิน โดยกระบวนการทางเคมี อยู่ในรูปท่ีพืชไม่สามารถนาํไปใชเ้ป็นประโยชน์ได ้
จุลินทรียบ์างชนิดในดินจะช่วยทาํใหฟ้อสเฟตท่ีถูกยึดตรึงอยู่ในดิน  ใหอ้ยู่ในรูปท่ีเป็นประโยชน์
ต่อพืชได ้  มีจุลินทรียดิ์นหลายชนิด ท่ีเป็นทั้งพวกแบคทีเรีย และเช้ือรา สามารถทาํใหหิ้น
ฟอสเฟตและฟอสเฟตท่ีถูกยึดตรึงอยู่ในดินใหล้ะลายออกมาอยู่ในรูปท่ีเป็นประโยชน์ต่อพืชได้
เพ่ิมมากข้ึน  
กลไกการละลายฟอสเฟตโดยจุลนิทรีย์ (Khan et al., 2014) 
 ฟอสฟอรัสท่ีอยู่ในรูปท่ีไ ม่ละลาย เช่น ไตรแคเซียมฟอสเฟต (Ca3PO4) อะลูมิเนียม
ฟอสเฟต (Al3PO4) ไอรอนฟอสเฟต (Fe3PO4) และอื่น ๆ  จะถูกเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของฟอสฟอรัส
ท่ีละลายไดโ้ ดยจุลินทรียล์ะลายฟอสเฟต มีการศึกษาเก่ียวกบักระบวนการละลายฟอสเฟตของ
จุลินทรียอ์ย่างแพร่หลายพบว่า กระบวนการละลายฟอสเฟตของจุลินทรียท่ี์ไดรั้บการยอมรับ
ส่วนใหญ่คือ การสร้างกรดอินทรียโ์มเลกลุตํ่าของจุลินทรียเ์ป็นกระบวนหน่ึงท่ีช่วยในการละลาย
ฟอสเฟต  ประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตนั้นข้ึนอยู่กบัชนิดและ ความเขม้ขน้ของกรด
อินทรียท่ี์ปลดปล่อยออกมาในอาหารซ่ึงคุณภาพของกรดอินทรียมี์ความสาํคญัมากกว่าปริมาณ
ของกรดอินทรีย์ท่ี ถูกปล่อยออกมา นอกจากนั้ น  การสร้างกรดอินทรีย์หลาย ๆ  ชนิดใ น
ขณะเดียวกนัของจุลินทรียล์ะลายฟอสเฟตสามารถช่วยใหป้ระสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตดี  

จุลินทรียใ์นดินหลายชนิดสามารถละลายฟอสเฟตได ้ไดแ้ก่  แบคทีเรีย รา และแอคติ-
โนมยัซีท ฟอสเฟตท่ีละลายไดน้ี้ส่วนใหญ่เกิดจากการสร้างกรดแลว้ปลดปล่อยออกมา ดงัน้ี 
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1. กรดอินทรีย ์(organic acids) กรดอินทรียท่ี์พบทัว่ไปโดยจุลินทรียป์ลดปล่อยออกมา 
ไดแ้ก่   กรดฟอร์มิค กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดไกลโคลิก กรดฟูมาริก และกรดซัคซินิก 
เป็นตน้ ส่วนมากแลว้ heterotroph จะปลดปล่อยกรดอินทรียอ์อกมาจาํนวนหน่ึงเสมอในระหว่าง
การย่อยสลายสารอินทรีย ์แต่มีความแตกต่างกนัทั้งชนิด และปริมาณของกรดอินทรีย ์

2. กรดอนินทรีย ์(inorganic acids) จุลินทรียบ์างชนิดสร้างและปลดปล่อยกรดอนินทรีย์
ออกมา ไดแ้ก่ กรดไนตริก จากกิจกรรมของ Nitrobacter และ Thiobacillus ตามลาํดบั  

กรดต่าง ๆ  ท่ีเกิดข้ึนเหล่าน้ีจะส่งผลให้ pH ลดลง และเกิดการละลายฟอสเฟตมากข้ึน 
กรดอินทรียบ์างชนิดอาจเกิดคีเลตกับแคลเซียมและเหล็ก  ทาํให้เกิดการละลายและการใ ช้
ฟอสเฟตมากข้ึน อย่างไรก็ตาม ปริมาณการละลายฟอสเฟต จะแตกต่างกนั ตามความสามารถใน
การละลายของจุลินทรียแ์ต่ละชนิด รวมทั้งลกัษณะ และชนิดของหินฟอสเฟตดว้ย  
 สารประกอบอินทรียฟ์อสฟอรัสจะผ่านกระบวนการสะสมแร่ธาตุ (mineralization) และ
ฟอสฟอรัสจะถูกนาํไปใชเ้ป็นอาหารของพืช กระบวนการน้ีจะเกิดข้ึนโดยจุลินทรียท่ี์อยู่บริเวณ
รากของพืช (Rhizosphere microflora) ท่ีสามารถเปลี่ยนภาพของสารประกอบอินทรียฟ์อสฟอรัส
ไปเป็นฟอสฟอรัสท่ีสามารถละลายได ้  กระบวนการสะสมแร่ธาตุ (mineralization) เกิดข้ึนโดย
ผ่านการทาํงานของเอนไซมโ์ดยเฉพาะเอนไซมฟ์อสฟาเตส (Phosphatases) และเอนไซมไ์ฟเตส 
(Phytases) ท่ีถูกปล่อยออกมาโดยจุลินทรีย ์  (Khan et al., 2014)  ซ่ึงเอนไซมฟ์อสฟาเตส 
(Phosphatases) จะถูกปล่อยออกมาภายนอกเซลลข์องจุลินทรียแ์ละจะไม่จาํเพาะต่อสารตั้งตน้ซ่ึง
ใชส้ารประกอบอินทรียฟ์อสฟอรัสเป็นสารตั้งตน้ในการเปลี่ยนไปเป็น    ฟอสฟอรัสอนินทรีย ์
โดยทัว่ไปแลว้เอนไซมฟ์อสฟาเตส (Phosphatases) มกัจะพบในเช้ือราเป็นส่วนใหญ่  อีกกลไก
หน่ึงของการละลายฟอสเฟตในกระบวนการสะสมแร่ธาตุของสารประกอบอินทรียฟ์อสฟอรัส
ผ่านการย่อยสลายโดยเอนไซมไ์ฟเตส (Phytases) ซ่ึงเป็นการปลดปล่อยฟอสฟอรัสจากไฟเตท 
(phytate) โดยเฉพาะ ซ่ึงไฟเตทเป็นส่วนประกอบหลกัของสารประกอบอินทรียฟ์อสฟอรัสใน
ดิน ซ่ึงความสามารถในการไดรั้บฟอสฟอรัสของพืชจากไฟเตท (phytate) นั้นมีอยู่อย่างจาํกดั 
โดย Richardson et al. (2001) พบว่า ตน้อะราบิดอฟซิส (Arabidopsis) มีการเจริญและไดรั้บ
ฟอสฟอรัสจากไฟเตทเพ่ิมข้ึนเม่ือไดรั้บการส่งถ่ายยีน (phyA) จากเช้ือรา Aspergillus niger 
นอกจากน้ี ยงัมีเอนไซมช์นิดอื่น ๆ  เช่น Phosphonatases และ C–P lyases เป็นเอนไซมท่ี์สามารถ
แยกพนัธะระหว่างคาร์บอนกบัฟอสฟอรัสของ ออกาโน-ฟอสโฟเนทได ้ เม่ืออนินทรียฟ์อสเฟต
หรือสารประกอบอินทรียฟ์อสเฟตถูกเปลี่ยนเป็นฟอสฟอรัสท่ีอยู่ในรูปท่ีละลายได ้ จะถูก
นาํไปใชเ้ป็นสารอาหารของพืชและจุลินทรียไ์ดง่้ายข้ึน หลงัจากนั้นฟอสฟอรัสจะถูกนาํไปเป็น
ส่วนประกอบของสารอินทรียภ์ายในเซลล ์ เช่น ดีเอน็เอ  อาร์เอน็เอ และสารใหพ้ลงังานสูง ATP  
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ดงันั้นจากกิจกรรมของเอนไซมส์ามารถประยุกตใ์ชก้ารเพาะเลี้ยงแบคทีเรียหรือเช้ือราเพ่ือผลิต
เอนไซมฟ์อสฟาเตส และไฟเตสไดเ้พ่ือใชใ้นการเพ่ิมผลผลิตไดอ้ย่างยัง่ยืน บทบาทของแบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟตแสดงในภาพท่ี 4   และในภาพท่ี 5 แสดงชนิดของสารอินทรียแ์ละสารอนินทรียท่ี์
ผลิตโดยจุลินทรียท่ี์ละลายฟอสเฟตในดิน  
 
 

 
ภาพท่ี 4 บทบาทของแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
ท่ีมา: Khan et al. (2014) 
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ภาพท่ี 5 ชนิดของสารอินทรียแ์ละสารอนินทรียท่ี์ผลิตโดยจุลินทรียท่ี์ละลายฟอสเฟตในดิน  
ท่ีมา : Ahemad and Kibret (2014) 

Wu et al. (2005) ศึกษาผลของการใชปุ้๋ ยชีวภาพท่ีประกอบไปดว้ยแบคทีเรียท่ีตรึง
ไนโตรเจน  แบคทีเรียท่ีช่วยปลดปล่อยฟอสเฟตและโพแทสเซียมจากดิน รวมทั้ง Arbuscular 
mycorrhizal fungi (AMF) เพ่ือช่วยในการเจริญของขา้วโพดท่ีปลูกในเรือนทดลอง พบว่า เม่ือ
ผสมจุลินทรียท์ั้ง 4 กลุ่มคือ  AMF คือ Glomus misseae หรือ Glomus intraradices  ในท่ีมีและไม่
มีแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (N2 fixer)  (Azotobacter chroococcum)  แบคทีเรียท่ีช่วยปลดปล่อย
ฟอสเฟตจากดิน คือ Bacillus megaterium และแบคทีเรียท่ีช่วยปลดปล่อยโพแทสเซียมจากดิน
คือ  Bacillus mucilaginous พบว่า  การใช ้ AMF ร่วมกบัแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด มีผลทาํใหต้น้
ขา้วโพดเจริญเติบโตในดา้นของนํ้าหนกั  ความสูงของการงอกมากท่ีสุด  และเพ่ิมข้ึนอย่างมี
นยัสาํคญั  และเม่ือใ ส่ปุ๋ ยชีวภาพดงักล่าวลงไปในดินเพียงปริมาณเลก็นอ้ย  กพ็บว่า  ตน้ขา้วโพด
มีการเจริญเติบโตไดดี้เม่ือเปรียบเทียบกบัการใ ส่ปุ๋ ยอินทรียแ์ละปุ๋ ยเคมี  ซ่ึงการใชปุ้๋ ยชีวภาพนั้น
ไม่เพียงแต่ทาํใหผ้ลผลิตและคุณค่าทางโภชนาการในพืชสูงข้ึนเท่านั้น แต่ยงัมีผลในการปรับปรุง
คุณภาพดินโดยการเพ่ิมปริมาณธาตุต่าง ๆ  เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม  รวมทั้ง 
เพ่ิมปริมาณสารอินทรียแ์ละปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในดินอีกดว้ย  ในทางกลบักนั  ในการ
ทดลองน้ี  พบว่า พวก AMF มีผลในการยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีช่วยปลดปล่อยฟอสเฟต
จากดินคือ Bacillus megaterium  ซ่ึงมีผลทาํใหดิ้นขาดธาตุฟอสเฟต แต่การเกิดสภาพเช่นน้ีมีผล
ทาํใหส่้งเสริมการเจริญของแบคทีเรียพวกท่ีตรึงไนโตรเจน และพบ AMF จาํนวนมาก  ซ่ึง  
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Sharma et al. (2007) รายงานว่า แบคทีเรีย 2 สายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากดิน คือ Pseudomonas 
fluorescens และ Bacillus megaterium สามารถช่วยละลายฟอสเฟต  มีความสามารถในการผลิต
สารส่งเสริมการงอกและการเจริญของเมลด็ถัว่ชิกพี (chickpea) ได ้  ต่อมา Mahdi  et al. (2010) 
รายงานว่า  การใชปุ้๋ ยชีวภาพมีความจาํเป็นต่อการทาํเกษตรอินทรีย ์  เน่ืองจากเป็นการเพ่ิม
สารอาหารท่ีจาํเป็นท่ีมีบทบาทในการรักษาคุณภาพของดินในแปลงเกษตรอินทรียใ์หมี้ชีวิตใน
ระยะยาวและยัง่ยืน ซ่ึงปัจจุบนัมีการทาํปุ๋ ยชีวภาพออกมาในรูปท่ีเป็นของเหลว หรือนํ้าหมกั
ชีวภาพ ซ่ึงทาํใหเ้กษตรกรสะดวกในการนาํไปใชไ้ดง่้าย และสามารถผลิตปุ๋ ยนํ้ าชีวภาพในเชิง
การคา้ไดอ้ีกดว้ย  

Laskar and Sharma (2013) รายงานว่า แบคทีเรียท่ีสามารถตรึงก๊าซไนโตรเจนซ่ึงแยกได้
จากบริเวณรอบรากขา้วในอินเดีย จาํนวน 11 ไอโซเลท  และจาํแนกโดย 16S rDNA  พบว่า เป็น 
Shingomonasa zotifigens, Pseudomonas putida, Stenotrophomonas maltophila, Acinetobacter 
radioresistance, Alkaligenes faecalis, Enterobacter cloaceae subsp. dissolvens, Pantoea 
agglomerans, Klebsiella pneumoniae, Achromobacter xyloxidans, Herbispirillum 
rubrisubalbicans และ Herbispirillum sp. ซ่ึง Sphingomonas azotifigens เป็นแบคทีเรียสายพนัธ์ุ
ใหม่ท่ีแยกไดใ้นอินเดีย  และพบว่า ไอโซเลท KR-6 ( Stenotrophomon asmaltophila) and KR-7( 
Herbispirillum rubrisubalbicans)  มีความสามารถในการตรึงก๊าซไนโตรเจนและมีศกัยภาพใน
การผลิต IAA และผลิตเอนไซม ์ACC deaminase และยงัมีบทบาทช่วยปลดปล่อยฟอสเฟตในดิน
อีกดว้ย   นอกจากน้ี  Zhang et al.  (2013)  รายงานว่า การเพ่ิมสารอาหารลงในดินและการปลูก
พืชแบบประณีต ส่งผลต่อการปลูกพืชเศรษฐกิจในประเทศจีน ซ่ึงไดป้ระเมินอิทธิพลของระบบ
นิเวศของการปลูกพืชแบบเดิมกบัการปลูกพืชแบบประณีต พบว่า  มีผลทาํใหดิ้นมีสารคาร์บอน
อินทรีย ์ และปริมาณไนโตรเจนและดินมีการปลดปล่อยธาตุฟอสฟอรัสเพ่ิมข้ึน  และดินมีค่าการ
นาํไฟฟ้าดีข้ึน แต่คุณสมบติัทางกายภาพของดิน เช่น ความหนาแน่นของเน้ือดิน  ปริมาณดิน
เหนียว  ความสามารถในการอุม้นํ้ า ไม่มีการเปลี่ยนแปลงมากนกั ซ่ึงพบว่า การใ ส่ปุ๋ ยมูลสตัวแ์ละ
ปุ๋ ยอินทรียมี์ส่วนสาํคญัต่อการเพ่ิมข้ึนของธาตุอาหารในดิน  มีรายงานของ เกตนณ์นิภา (2556) 
พบว่า  Burkhoderia sp. ท่ีแยกไดจ้ากดินนาขา้ว สามารถละลายฟอสเฟตได ้ 180-187  มิลลิกรัม
ฟอสเฟตต่อลิตร  ส่วน Gupta et al. (2012) ไดแ้ยกและจาํแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีสามารถ
ละลายฟอสเฟต เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการเจริญเติบโต พบว่า จาํแนกชนิดของแบคทีเรียดว้ย 
16S rRNA พบว่า เป็น Pseudomonas synxantha, Burkholderia gladioli, Enterobacter 
hormaechei และ Serratia marcescens  
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กรดอนิโดลอะซิติก (Indole-3-acetic acid, IAA)  
กรดอินโดลอะซิติก  หรือท่ีเรียกว่า ออกซิน (auxin) เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโต

ของพืช (plant growth regulating chemicals : PGRC) เกิดข้ึนตามธรรมชาติ ( Lambrecht et al., 
2000)  เป็นฮอร์โมนพืชท่ีมีบทบาทในการกระตุน้การเจริญเติบโตและพฒันาการของพืช เพราะมี
ผลเก่ียวกบัการเจริญของลาํตน้และราก การแตกตา  การออกดอก การติดผล การเจริญของผล
และเมลด็ นอกจากน้ี ยงัมีบทบาทต่อขบวนการทาง สรีรวิทยา   อีกมากมาย ออกซินเป็นสารท่ีมี
บทบาทอย่างมากในดา้นการเพ่ิมขนาดของเซล นอกจากน้ี ยงัมีบทบาทต่อการเพ่ิมความยาวของ
เซลลอ์ีกดว้ย ในธรรมชาติพืชมีการสงัเคราะห์สารในกลุ่มออกซินข้ึนมาหลายชนิดดว้ยกนั แต่
ชนิดท่ีมีบทบาทและมีความสาํคญัมากท่ีสุด คือ IAA มีการสงัเคราะห์สารต่าง ๆ  ท่ีมีคุณสมบติั
คลา้ยออกซินเพ่ือนาํไปใชป้ระโยชน์ทางการเกษตร  สารสงัเคราะห์เหล่าน้ีมีอยู่หลายชนิด  แต่ท่ี
นิยมใชก้นัทัว่ไปมีอยู่เพียงไม่ก่ีชนิด  ไดแ้ก่  NAA (1-naphthylacetic acid) IBA (4-(indol-3-yl) 
butyric acid) 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid)  และ 4-CPA (4-chlorophenoxyacetic 
acid) ซ่ึงออกซินในความเขม้ขน้ท่ีพอเหมาะจะช่วยส่งเสริมการเจริญของตน้พืชได ้  แต่ถา้มีออก-
ซินความเขม้ขน้สูง  มีผลในการยบัยั้งการเจริญของพืชไดโ้ดยออกซินมีคุณสมบติัเป็นสารกาํจดั
วชัพืช  ออกซินทุกชนิดถา้ใชค้วามเขม้ขน้สูงจะสามารถฆ่าพืชได ้  ดงันั้น จึงมีการนาํสารออก-
ซินมาใชเ้ป็นยากาํจดัวชัพืชอย่างกวา้งขวาง ภาพท่ี 6 แสดงโครงสร้างทางเคมีของออกซิน
ธรรมชาติและออกซินสงัเคราะห์ 

 
ภาพท่ี 6  โครงสร้างทางเคมีของออกซินธรรมชาติและออกซินสงัเคราะห์ 
ท่ีมา: http://2011.igem.org/Team:Imperial_College_London/Project_Auxin_Overview   
15 สิงหาคม 2559 
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กลไกการสังเคราะห์กรดอนิโดลอะซิติกโดยแบคทเีรีย (Spaepen and Vanderleyden, 2010) 
การสงัเคราะห์กรดอินโดลอะซิติกในแบคทีเรีย เกิดข้ึนจากการแสดงออกของยีน โดยใช้

กรดอะมิโน ทริปโตเฟน (tryptophan) เป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์กรดอินโดลอะซิติก ซ่ึง
กระบวนการสังเคราะห์ทริปโ ตเฟน เร่ิมจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของ chorismate ซ่ึง
เกิดปฏิกิริยาทั้งหมด 5 ขั้นตอนซ่ึงควบคุมโดย trp ยีน โดย chorismate ไดจ้ากการสังเคราะห์จาก 
phosphoenolpyruvate และ  erythrose 4-phosphate ใ น วิ ถี  shikimate ซ่ึงเป็ น วิ ถีหลัก ใ นก าร
สังเคราะห์กรดอะมิโ น  (aromatic amino acids) และ  สารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ (secondary 
metabolites) ต่าง ๆ  ดงัแสดงในภาพท่ี 7 

 
ภาพที ่7 วิถีการสงัเคราะห์กรดอินโดลอะซิติก 
ท่ีมา: Spaepen and Vanderleyden (2010) 
 
การทดสอบกรดอนิโดลอะซิติก (Indole test) (MacWilliams, 2009) 
 การทดสอบกรดอินโดลอะซิติกเป็นการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต
กรดอินโดลอะซิติกไดใ้นอาหารเลี้ยงเช้ือ Tryptone จากการไอโดรไลซิส (Hydrolysis) และการ
ดึงหมู่เอมีน (-NH2) ออกจากโมเลกุลของกรดอะมิโนทริปโตเฟน (Tryptophan) โ ดยการทาํงาน
ของเอนไซม ์ทริปโตฟาเนส (Tryptophanase) ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยคือ วงแหวนอินโดล กรดไพ-
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รูวิก และ แอมโมเนียม  ในการทดสอบกรดอินโ ดลอะซิติก (Indole test) สารเคมีท่ีใ ช้ในการ
ทดสอบคือ Kovac’s reagent โดยมีส่วนประกอบคือ Amyl หรือ isoamyl alcohol (butyl alcohol) 
150.0 มิลลิลิตร  p-dimethylaminobenzaldehyde (DMAB) และ กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้  เม่ือ
แบคทีเรียสามารถผลิตกรดอินโดลอินอะซิติกได ้จะเกิดปฏิกิริยาเคมีระหว่างวงแหวนอินโดล 
และ  p-dimethylaminobenzaldehyde (DMAB) ท่ีเป็นส่วนประกอบของ Kovac’s regent ภายใต้
สภาวะท่ีเป็นกรด ทาํใหเ้กิดวงแวนสีแดงท่ีเรียกว่า rosindole   
 
การวเิคราะห์คุณสมบัติของดิน 
การวิธีความเป็นกรด-ด่าง ของดิน (pH) 
 ความเป็นกรด (acidity) หรือความเป็นด่าง (alkalinity)  ของดิน  การท่ีดินมีสภาพเป็น
กรด  หรือเป็นด่าง  เป็นเพราะ hydrogen ion (H+)  ในสารละลายดิน ถา้ในสารละลายดินมี H+ 
มากกว่า OH-  ดินมีปฏิกิริยาเป็นกรด ถ้า H+น้อยกว่า OH-  ดินมีปฏิกิริยาเป็นด่าง และถ้า H+ 
เท่ากบั OH- ดินมีปฏิกิริยาเป็นกลาง  การวิเคราะห์ความเป็นกรดเป็นด่างของดิน  นิยมวดัเป็นค่า  
pH  เรียกว่า มาตราพีเอช (pH scale)  ท่ีบ่งบอกเป็นตวัเลขซ่ึงสัมพนัธ์กบัความเขม้ขน้ของ H+  
มากกวา่การใชค้วามเขม้ขน้ของ H+  โดยตรงเป็นดรรชนีของความเป็นกรดและความเป็นด่าง 
 การวดั pH  ของดิน  ในห้องปฏิบัติการทดลองใช้วดัด้วยเคร่ือง pH meter  หลักการ
เหมือนกบัการวดั pH  โดยทัว่ไป  แต่การวดั pH  ของดินใชส้ารละลายไดห้ลายชนิด  เป็นตน้ว่า  
วดัในนํ้ า ในสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์  สารละลายแคลเซียมคลอไรด์  หรือโซเดียม
ฟลูออไรด์  การใช้สารละลายต่างชนิดกนั  จะเป็นตวัช้ีบอกคุณสมบติับางอย่างของดินนั้น ๆ   
เม่ือตอ้งการทราบเพียงว่าดินมี pH  เป็นกรด หรือด่าง การวดัใชว้ดัในนํ้า ในอตัราส่วนของดินต่อ
นํ้ าต่าง ๆ กัน  ตั้ งแต่อัตราส่วน  1:1, 1:2, 1:2.5, 1:5  ผูว้ ัดจะเลือกใช้อัตราส่วนใดก็ได้  แต่มี
ขอ้สังเกตว่าปริมาณสัดส่วนของนํ้ าท่ีต่างกันจะมีผลต่อค่า pH  ท่ีวดัได้  ในห้องปฏิบัตการ
วิเคราะห์ดินโดยทั่วไปมกัใช้สัดส่วนดินต่อนํ้ าเป็น 1:1 หรือ 1:2  ในกรณีท่ีตอ้งการทราบว่า  
ความเป็นกรดของดินเกิดจากปริมาณ Al3+ ในดิน  หรือจาก H+  มกัใชว้ดั pH  ในสารละลายของ 
KCl  ความเขม้ขน้ 1N  ในอตัราส่วน 1:1 
 วิธีท่ีนิยมใชใ้นการวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง  ของดินมี 2 วีคือ วิธีท่ีนิยมใชใ้นสนามคือ
วิธี  Colorimetric method  ซ่ึงส่วนใหญ่ใชส้ารประกอบอินทรียท่ี์ใหสี้เฉพาะเจาะจงเม่ือสัมผสักบั
ดินท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง หน่ึง ๆ  และนาํไปเทียบกบั chart สีมาตรฐานของ pH indicator  แต่
ละชนิด  ซ่ึงค่าท่ีเป็นค่าโดยประมาณเท่านั้ น   ส่วนวิธีท่ีนิยมใช้ในห้องปฏิบัติการคือ  วิธี 
Electrometric หรือ  potentiometric method ใช้เค ร่ืองมือ  pH meter  จากหลักการความต่าง
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ศกัยไ์ฟฟ้าระหว่างขั้วไฟฟ้า  (glass electode)  สองอนัท่ีจุ่มอยู่ในสารละลายดิน ซ่ึงผนัแปรโดย
กลบักบัความเขม้ขน้ของ H+  อิสระท่ีอยูใ่นสารลลาลายความสัมพนัธ์น้ีถูกนาํมาดดัแปลงใหอ่้าน
ออกมาเป็นค่าความเป็นกรด-ด่าง  บนหน้าปัดของ pH meter  ระดบัความรุนแรงของความเป็น
กรด-ด่างของดิน  แสดงในตารางท่ี 2 
ตารางท่ี  2 ระดบัความรุนแรงของความเป็นกรด-ด่างของดิน (ดิน : นํ้า  = 1: 1)   

              
ท่ีมา:   สาํนกัวิทยาศาสตร์เพื่อการพฒันาท่ีดิน (2547) 
 
การวเิคราะห์ความหนาแน่นรวมของดิน  (soil bulk density)   
 ความหนาแน่นรวมของดิน  หมายถึง สัดส่วนระหว่างมวลของดิน ขณะท่ีมวลแหง้สนิท
ต่อหน่ึงหน่วยปริมาตรรวมของดิน (ปริมาตรของอนุภาคดินและช่องวา่งในดิน )  ค่าน้ีจะแตกต่าง
จา  “ความหนาแน่นของอนภาค”  (particle  density)  ซ่ึงหมายถึง  สัดส่วนระหว่างมวลของดิน
ขณะดิน แห้งสนิทต่อหน่ึงหน่วยปริมาตรของส่วนท่ีเป็นของดิน  ค่าความหนาแน่นของอนุภาค
จึงสูงกว่าค่าความหนาแน่นรวมเสมอ  ค่าความหนาแน่นรวมมีหน่วยเป็นนํ้ าหนักต่อหน่วย
ปริมาตร  ท่ีใชโ้ดยทัว่ ๆ ไปคือ g cm-3  วิธีหาความหนาแน่นรวมของดินมีหลายวิธี  แต่ท่ีนิยมใช้
กนัคือ clod method และ core method  ปกติค่าความหนาแน่นจาก clod method  จะสูงกว่า core 
method  เน่ืองจากปริมาตรของดินไม่ไดร้วมถึงปริมาตรของช่องว่างระหว่างเมด็ดินกบัวงแหวน  
วิธีท่ีนาํมาใชใ้นหอ้งปฏิบติัการดา้นวิเคราะห์ดินของกรมพฒันาท่ีดินท่ีใช ้core method 
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 หลักการ    ดินในท่ีต่าง ๆ จะมีค่าความหนาแน่นรวมแตกต่างกนัไป  ข้ึนอยู่กบัปริมาณ
อินทรียวตัถุในดิน  เน้ือดินโครงสร้างของดิน  และการเขตกรรม  เป็นตน้  โดยทัว่ ๆ ไป ค่าความ
หนาแน่นรวมของดินบนท่ีมีเน้ือดินเป็นดินเหนียว  ดินร่วนปนเหนียว  และดินร่วนปนทรายแป้ง  
มีค่าอยูใ่นช่วง 1.20-1.80  g cm-3  ส่วนใหญ่ค่าความหนาแน่นรวมของดินจะเพ่ิมข้ึนตามความลึก
เน่ืองจากมีอินทรียวตัถุนอ้ยกวา่ดินบน  ดินล่างตอ้งรับนํ้าหนกัของดินท่ีอยูข่า้งบน  หรือเคร่ืองมือ
เขตกรรม  การเหยยีบย ํา่ของคน  หรือสตัว ์
 
วเิคราะห์ปริมาณนํา้ในภาคสนาม (field water  content) 

คือสภาพของดินท่ีสามารถอุม้นํ้ าหรือดูดยึดนํ้ าไดม้ากท่ีสุดซ่ึงอยู่ในช่วงความลึกจากผิว
ดินลงไป 6 น้ิว ช่องว่างขนาดเล็กในดินจะอิ่มตวัดว้ยนํ้ า ส่วนนํ้ าท่ีอยู่ในช่องว่างขนาดใหญ่จะ
เคลื่อนท่ีออกหมดโดยแรงดึงดูดของโลก นํ้าท่ีเป็นประโยชน์ต่อพืชจะมากหรือนอ้ยข้ึนอยู่กบัเน้ือ
ดินเป็นหลกั ดินเหนียว ซ่ึงเป็น ดินเน้ือละเอียด พบว่านํ้ าท่ีเป็นประโยชน์ต่อพืชมีช่วงกวา้งกว่า
ดินร่วนและดินทราย การใชน้ํ้ าอย่างมีประสิทธิภาพสูงสุดในการเพาะปลูกตอ้งคาํนึงเน้ือดินเป็น
องคป์ระกอบดว้ย ถา้เน้ือดินเป็นดินทรายการให้นํ้ าตอ้งบ่อยคร้ังมากกว่าดินร่วนและดินเหนียว 
ในการหานํ้ าท่ีเป็นประโยชน์ต่อพืชหาไดด้งัน้ี นํ้ าท่ีเป็นประโยชน์ = ความจุความช้ืนภาคสนาม - 
ความช้ืนท่ีจุดเห่ียวถาวร สามารถแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความช้ืนของดินในระดบัต่างๆกบั
เน้ือดิน  

 
รายงานการวจัิยทีเ่กีย่วข้อง  

Ouzari et al.  (2008) รายงานการแยกแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากปมของตน้มะกอก พบว่า 
ทุกไอโซเลทสามารถผลิตสารเร่งการเจริญของพืช IAA  ซ่ึงเม่ือจาํแนกชนิดของแบคทีเรียโดย 16 
rRNA พบว่า เป็น Pseudomonas savastanoi ,     Pantoea oleae/agglomerans, Burkholderia 
cepacia, Pseudomonas putida, Stenotrophomonas maltophilia และ Hafnia alvei  ต่อมา Shahab 
et al. (2009)  รายงานว่า  พบแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟต จาํนวน 3 ไอโซเลท คือ   
CMG854, CMG857, CMG860 ท่ีแยกไดจ้ากดิน  โดยเพาะเลี้ยงเช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีต่างกนั  
4 ชนิด   พบว่า  แบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุ  สามารถผลิตออกซิน เม่ือวิเคราะห์โดยใชวิ้ธีการทาง
ชีวภาพและวิเคราะห์โดย  HPLC พบว่า เป็นออกซินชนิด IAA และเม่ือเพาะเลี้ยงแบคทีเรียใน
อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีกรดอะมิโนทริปโตเฟนอยู่  แบคทีเรียสามารผลิตออกซินท่ีมีผลการเจริญของ
รากและลาํตน้ของถัว่  Vigna radiate  และ พบว่า แบคทีเรีย  CMG860 มีประสิทธิภาพในการ
ผลิตสารส่งเสริมการเจริญมากท่ีสุด   ซ่ึง Amal et al. (2011)  ศึกษาจุลินทรียท่ี์มีศกัยภาพในการ
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ผลิตสารกาํจดัวชัพืชท่ีแยกไดจ้ากจุลินทรียร์อบรากพืชของ Polyogon monspeliensis , Phalaris 
paradox และ Convolvulus arvensis ท่ีโตอยู่บนตวัอย่างปุ๋ ยหมกั  ซ่ึงพบว่า แบคทีเรีย 
Pseudomonas syringae st.1 , Pseudomonas syringae st.2 และ Colletotrichum sp. ผลิตสารกาํจดั
วชัพืชได ้ และสามารถยบัยั้งการงอกของเมลด็   และลดความยาวของตน้และราก ของวชัพืชได ้ 
และเม่ือวิเคราะห์สารกาํจดัวชัพืชจากจุลินทรียด์งักล่าวขา้งตน้    พบว่า  P. syringae st.1 ผลิตสาร
พวก  coronatine   และ  syringopeptin  ส่วน  P. syringae st.2 ผลิตกรดเฟอรูลิก และอนุพนัธ์ 
syringopeptin และพบว่า ketopiperazine และอนุพนัธ์ colletotrichins  เป็นสารท่ีผลิตไดจ้าก  
Colletotrichum  sp. และ Brasil et al. (2011) คดัเลือกแบคทีเรีย Rhizobacteria ท่ีแยกไดจ้าก
บริเวณรอบรากพืชต่าง ๆ   ของพืชท่ีสามารถผลิต phytotoxin เพ่ือใชใ้นการควบคุมวชัพืช  โดย
นาํไปทดสอบการงอกของพืช Lactuca sativa L. และ Triticum aestivum L. และพบว่าแบคทีเรีย  
Bacillus cereus , B. pumilus และ Stenotrophoonas altophilia  สามารถผลิต phytotoxin ท่ีน่าจะ
นาํไปพฒันาเป็นผลิตภณัฑใ์นการกาํจดัวชัพืชได ้ นอกจากน้ี  Bal et al. (2013)  รายงานการผลิต 
IAA จากแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากบริเวณรอบรากพืช  ไดแ้บคทีเรียจาํนวน  355 ไอโซเลท  พบว่า 
มีจาํนวน 6 ไอโซเลท ท่ีสามารถผลิต 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase ได ้
603.94 to 1350.02 nmol α-ketobutyrate mg-1  h-1 และ ผลิต IAA ได ้10.54 to 37.65 μM ml-1 ) 
เม่ือจาํแนกชนิดของแบคทีเรียโดย 16 srRNA พบว่า เป็น Bacillus, Microbacterium, 
Methylophaga, Agromyces และ Paenibacillus   เม่ือทดสอบการเร่งการเจริญของขา้ว  พบว่า  มี
ผลต่อการเจริญแตกต่างกนั รวมทั้งการยืดตวัของรากท่ีมีความสมัพนัธ์กบักิจกรรมของ
เอนไซม ์  1-aminocyclopropane-1-carboxylate  (ACC) deaminase ดีมาก และมี 2 สายพนัธ์ุ  ท่ี
ผลิต  siderophores  ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นถึงความหลากหลายของจุลินทรียบ์ริเวณรอบรากพืชท่ีมีผล
ในการส่งเสริมการเจริญของตน้ขา้วและสามารถนาํไปประยุกตใ์ชใ้นการจดัการพืชไดต่้อไป  

สุจิตตรา และคณะ (2556) ท่ีได้ทดสอบความสามารถในการผลิตสารส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชจากแบคทีเรียเอนโดไฟทบ์ริเวณรากขา้วเจา้หอมสุพรรณบุรี พบว่า แบคทีเรีย
เอนโดไฟทท่ี์สามารถผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช คือ สามารถละลายฟอสเฟต และ
ผลิตกรดอินโ ดลอะซิติกได้ ซ่ึงเป็นไอโ ซเลท  KJHSB-9 ท่ีสามารถผลิตสารส่งเส ริมการ
เจริญเติบโตของพืชไดใ้นระดบัสูง คือ สามารถละลายฟอสเฟตและผลิตกรดอินโดลอะซิติกได ้
465.9 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ12.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ เนตรนภา และคณะ (2558) 
พบว่าการยืดขยายรากสามารถช่วยเพ่ิมความสามารถในการดูดใชธ้าตุอาหารของขา้วได ้เม่ือใ ส่
เช้ือ Brevibacillus borstelensis, Bacillus megaterium และ Brevibacillus agri  ซ่ึงเป็นเแบคทีเรีย
ท่ีสร้างกรดอินโดลอะซิติกท่ีสามารถกระตุน้ใหพื้ชเจริญเติบโต  

ชนิกานต ์(2552)  แยกแบคทีเรียเอนโดไฟทต์รึงไนโตรเจนจากรากและลาํตน้ของขา้ว 
ปลูกพนัธ์ุขา้วขาวดอกมะลิ  105  และขา้วป่า  Oryza  rufipogon  พบว่า ไดท้ั้งหมด  52 ไอโซเลท 
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โ ดยแยกได้จากข้าวป่า 32 ไอโ ซเลท และข้าวปลูก  20 ไอโ ซเลท   แบคทีเรียท่ี  แยกได้เป็น
แบคทีเรียในสกุล  Azospirillum, Herbaspirillum และ Pseudomonas 32, 8 และ 12  ไอโ ซเลท   
แบคทีเรียเอนโดไฟทท์ั้ง  52  ไอโซเลทมีอตัราการตรึงไนโตรเจนระหว่าง 0.72-138.13  นาโน-
โมลาร์ ของเอธิลีนต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั ่วโมง   และมีการสร้างกรดอินโดลอะซิติก 25.22-
67.91  ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร  คดัเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟทต์รึงไนโตรเจนท่ี มีอตัราการตรึง
ไนโตรเจนและสร้างกรดอินโดลอะซิติกสูง จาํนวน  6 ไอโซเลท   ทดสอบความสามารถในการ
ส่งเสริมการเจริญของตน้ขา้ว ขาวดอกมะลิ  105 ในระยะแรกของการเจริญ   พบว่า ทุกไอโซเลท 
สามารถส่งเสริมการเจริญของขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ท่ี ช่วงอายุ 30 วนั โดยแบคทีเรียเอนโด-
ไฟทต์รึงไนโตรเจนไอโซเลท  CMOR15  ทาํให้นํ้ าหนักแห้งของลาํตน้และปริมาณไนโตรเจน
ทั้งหมดท่ี สะสมในส่วนเหนือดินมากท่ีสุด  โดยมีค่านํ้ าหนกัแห้งของลาํตน้เท่ากบั 1.69 กรัมต่อ
กระถางและปริมาณไนโ ตรเจนทั้งหมดท่ี สะสมในส่วนเหนือดินเท่ากับ 29.19 มิลลิกรัมต่อ
กระถาง ตามลาํดบั  รองลงมา  คือ  ไอโซเลท  CMOR06โดยมีค่าน้ Ũาหนกัแหง้ของ   ลาํตน้เท่ากบั 
1.58  กรัมต่อกระถาง  และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดท่ีสะสมในส่วนเหนือดินเท่ากบั  27.93  
มิลลิกรัมต่อกระถาง ตามลาํดบั  ปลูกถ่ายเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟทต์รึงไนโตรเจนทั้งสองไอโซ-
เลทน้ีให้กบัขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ  105  ในกระถางสภาพเรือนทดลอง พบว่าแบคทีเรียเอนโด-
ไฟท์ตรึงไนโตรเจนไอโซเลท   CMOR15  ทาํให้ความสูงของลาํตน้และ จาํนวนกอต่อตน้ของ
ขา้วมากท่ีสุด   และมีค่า  log  number  ของจาํนวนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ตรึงไนโตรเจนทั้งใน
ส่วนรากและลาํตน้ อยู่ระหว่าง  4.81-4.85  และ  4.16-4.72 ตามลาํดบั  โดยพบจาํนวนแบคทีเรีย  
ไอโซเลท  CMOR15  มากกว่าไอโซเลท CMOR06  ในส่วนของรากมากกว่าลาํตน้  แบคทีเรีย   
ไอโซเลท  CMOR15  และ CMOR06  ทาํให้นํ้ าหนกัแห้งของลาํตน้และรากของขา้วท่ี ปลูกถ่าย
เช้ือแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทมากกว่าชุดควบคุม โ ดยมีค่าอยู่ระหว่าง 9.36-15.43  และ 4.63-
11.56 กรัมต่อกระถาง ตามลาํดบั 

Prakamhang et al. (2009) ศึกษาการอยู่อาศยัของประชากรแบคทีเรียเอนโดไฟทใ์นขา้ว
ขาวดอกมะลิ 105 Oryza sativa L. ท่ีปลูก  พบว่า  แบคทีเรียเอนโ ดไฟท์เป็นเช้ือ Enterobacter 
sp., Brevundimonas sp. และ Pseudomonas spp. เม่ือใ ช้วิธีการทางชีวโ มเลกุลในการตรวจหา
ประชากรแบคทีเรียเอนโดไฟทโ์ดยตรวจดูการใชแ้หล่งคาร์บอนและการผลิตกรดอินโดลอะซิติก  
การผลิตเอนไซมเ์พคติเนสและเซลลูเลส  ของแบคทีเรียเอนโดไฟทใ์นส่วนของ ราก ลาํตน้ และ
ใบของขา้ว   โดยพบว่า หากมีการใ ส่ปุ๋ ยไนโตรเจนในดินนาจะส่งผลให้มีแบคทีเรียเอนโดไฟท์
พวกท่ีตรึงไนโตรเจนไดห้ลากหลายนอ้ยลง นอกจากน้ี ยงัพบว่า  เน้ือเย่ือท่ีพืชเขา้ไปอาศยัอยู่ เช่น 
ส่วนของราก ลาํตน้ ใบมีอิทธิพลต่อโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียเอนโดไฟทด์ว้ย 

Castillo et al. (2015)  แยกแบคทีเรียเอนโดไฟท ์ และแบคทีเรียบริเวณรากขา้วในสเปน  
ซ่ึงพ้ืนท่ีน้ีมีปัญหาในดา้นความเคม็และมีเช้ือราก่อโ รคในขา้วคือ Magnaporthe sp. โ ดยแยกได้
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เช้ือจาํนวน  624  ไอโซเลท  โดยดูจากความแตกต่างของลกัษณะและสีของโคโลนี ซ่ึงไดศึ้กษา
คุณลกัษณะของเช้ือท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เช่น การผลิตกรดอินโดลอะซิติก  การผลิต 
1- aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) การผลิตเอนไซม์ไคติเนส  ความสามารถในการ
ละลายฟอสเฟตและการผลิต  siderophores ซ่ึงไดค้ดัเลือกและจาํแนกแบคทีเรียจาํนวน 28 ไอโซ-
เลท  ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีมีคุณลกัษณะของเช้ือท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชเพ่ือประยุกตใ์นใชใ้น
การเพาะปลูกขา้วภายใตส้ภาวะเครียด 

Ahmed et al. (2015)  ใชเ้อนโดไฟทท่ี์แยกไดจ้ากดินรอบรากพืชเพ่ือควบคุมโรคไหมใ้น
ขา้วท่ีเกิดจาก Xanthomonas oryzae pv. oryzae.  เม่ือศึกษาลาํดบัเบสของ 16srRNA พบว่า  เป็น 
Bacillus  amyloliquefaciens, B. methylotrophicus และ  B. subtilis ซ่ึงยับยั้ งเช้ือก่อโ รคพืชได ้
50.29–57.8 เปอร์เซ็นต ์ และช่วยเพ่ิมนํ้ าหนกัสดและนํ้ าหนกัแห้งของขา้วได ้50.03 -73.11 และ 
64.11- 86.65  เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดับ ซ่ึงเช้ือสามารถผลิตกรดอินโ ดลอะซิติก ไซเดอร์โ รฟอร์  
ช่วยละลายฟอสเฟต และมีการรวมกลุ่มอยู่ท่ีรากของขา้ว 

Vejan et al. (2016)   แยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากรากและลาํตน้ขา้ว และศึกษาลาํดบั
เบส 16S rRNA พบว่า เป็น Pedobacter, Sphingomonas และ Paenibacillus  ซ่ึงช่วยเพ่ิมนํ้ าหนัก
สดในขา้ว 2.30-3.18 ซ่ึงเช้ือขา้งตน้สามารถตรึงไนโตรเจน ผลิต siderophore ผลิตกรดอินโดลอะ
ซิติก  และมีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC-deaminase  และสามารถประยุกต์ใช้แบคทีเรียเอนโด
ไฟทเ์พ่ือเป็นปุ๋ ยชีวภาพในขา้วได ้
 
 



วธีิการวจิัย 
1. การวเิคราะห์คุณสมบัติของดิน 
 นาํตวัอย่างดินจากแปลงขา้วหอมมะลิแดงท่ีทาํการเกษตรอินทรียร์ะยะเวลา  1 ปี, 5 ปี 
และมากกว่า 10   ปี โดยนาํดินมาศึกษาคุณลกัษณะทางกายภาพของดิน ไดแ้ก่  สี ความหนาแน่น
ของดิน   (soil bulk density)  ตามวิธีของ Blake (1965)  วิเคราะห์ปริมาณนํ้ าในภาคสนาม (field 
water content)  ตามวิธีของ Gardner (1986) และวิเคราะห์คุณสมบติัทางเคมีของดิน ไดแ้ก่ ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของดิน   การวิเคราะห์คุณสมบติัทางกายภายของดิน  ไดแ้ก่  ค่าความ
หนาแน่นของดิน  โดยส่งวิเคราะห์คุณสมบติัของดิน  ท่ีหน่วยวิเคราะห์ดิน  สํานักงานพฒันา
ท่ีดินเขต 6 กรมพฒันาท่ีดิน  จงัหวดัเชียงใหม่  
 
2. การแยกเช้ือจากดินบริเวณรอบรากข้าว 

ในการทดลองน้ีมีเช้ือท่ีแยกไดจ้ากดินบริเวณรอบรากขา้วจากแปลงขา้วเกษตรอินทรีย ์
ระยะเวลาท่ีทาํเกษตรอินทรีย ์ 1, 5 และ มากกว่า 10 ปี จาก อาํเภอสันกาํแพง   อาํเภอสันทราย 
และอาํเภอแม่ริม จงัหวดัเชียงใหม่   ซ่ึงมีผูแ้ยกไวแ้ลว้ของห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา  คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัแม่โจ ้ จาํนวน 165 ไอโซเลท  ซ่ึงวิธีการแยกเช้ือจากดินรอบรากพืชทาํ
โดยนาํตวัอยา่งดินจากรอบรากขา้วมา  เจือจางตามลาํดบั แลว้เลือกระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม
เพาะเล้ียงเช้ือโดยเทเพลท (pour plate ) ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  จากนั้นบ่มเช้ือ แลว้เลือกเช้ือท่ีมี
โคโลนีแตกต่างกนัมา streak ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อให้ไดเ้ช้ือท่ีบริสุทธ์ิ   แลว้เก็บรักษาเช้ือ
บริสุทธ์ิไวบ้นอาหารวุน้เอียง ในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และเก็บไวใ้นกลีเซอรอล 40 
เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 
 
3. การแยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากข้าว 
 

3.1 การเก็บตัวอย่าง 
เก็บตวัอยา่งตน้ขา้วหอมมะลิแดงในช่วงระยะท่ีตน้ขา้วแตกกอ  ซ่ึงความสูงของตน้ขา้ว 

ประมาณ 105 เซนติเมตร  และมีจาํนวนตน้ต่อกอประมาณ  25 ตน้ จากแปลงขา้วเกษตรอินทรีย์
โดยเก็บตน้ขา้วจากแปลงท่ีทาํเกษตรอินทรียร์ะยะเวลาแตกต่างกนัในเขตจงัหวดัเชียงใหม่คือ     
ท่ีระยะเวลาท่ีทาํเกษตรอินทรีย ์ 1, 5 และ มากกว่า 10 ปี จาก อาํเภอสันกาํแพง   อาํเภอสันทราย 
และอาํเภอแม่ริม  ตามลาํดบั เพื่อแยกแบคทีเรียเอนโดไฟท ์
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3.2 การแยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 
 การฆ่าเช้ือบริเวณพืน้ผวิ (sur face ster ile) ของต้นข้าว 
     นาํตน้ขา้ว ท่ีไดจ้ากแปลงขา้วเกษตรอินทรียร์ะยะเวลา 1, 5  ปี และมากกวา่ 10  ปี  มา

ลา้งดินออกจากรากให้สะอาดแลว้ลา้งส่วนของลาํตน้และใบให้สะอาด  จากนั้นตดัช้ินส่วนของ
ต้นขา้ว  ได้แก่  ราก ลาํต้น   และใบ  ให้มีขนาดความยาวประมาณ  1  เซนติเมตร  แล้วใส่
ช้ินส่วนข้าวแต่ละส่วนลงในหลอดป่ันเหวี่ยงท่ีปราศจากเช้ือขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วใส่
แอลกอฮอลเ์ขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 20  มิลลิลิตร แลว้เขยา่หลอดท่ีบรรจุช้ินส่วนของขา้ว
โดยมือเขย่าเป็นเวลา 2 นาที แลว้เทแอลกอฮอล์เขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต์ ท้ิงแลว้เติมสารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (คลอร็อก) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขม้ขน้ 4  เปอร์เซ็นต์ เขย่าและตั้งไว้
เป็นเวลา 15 นาที เทสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทท้ิ์งแลว้ลา้งดว้ย    นํ้ ากลัน่ท่ีปราศจากเช้ือ
แลว้จาํนวน 8 คร้ัง จากนั้ นนํานํ้ าสุดท้ายท่ีได้จากการลา้งช้ินส่วนต่าง ๆ ของขา้วปริมาตร  1  
มิลลิลิตร ไปเพาะเล้ียงลงในอาหารแข็ง Nutrient agar (NA) โดยวิธี pour plate แลว้นาํไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชัว่โมง แลว้บนัทึกผลการทดลอง 

 
3.3 การแยกเช้ือเอนโดไฟท์จากส่วนต่าง  ๆของต้นข้าว 

               นาํช้ินส่วนของตน้ขา้วทั้ง 3 ส่วนคือส่วนราก  ลาํตน้  และใบ  ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือบริเวณ
พื้ นผิวแล้วไปวางบนอาหารแข็ง  4 ชนิด  ได้แก่  Pikovskaya medium (PVK), International 
streptomyces projected medium 2 (ISP2), Tryptic soy agar medium (TSA) แ ล ะ  Plate count 
agar medium (PCA) จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 72 ชั่วโมง แลว้
บนัทึกผล    ซ่ึงอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิด ไดแ้ก่ PVK medium (Kucey, 1963) เป็นอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีแยกแบคทีเรียท่ีละลายฟอสเฟต   ส่วน ISP2  เป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชส้าํหรับการแยกแอค-
ติโนมยัสีท   นอกจากน้ี TSA medium  ใชแ้ยกแบคทีเรียท่ีเจริญไดย้าก (fastidious bacteria) และ 
PCA medium ใชส้าํหรับการตรวจนบัจาํนวนจุลินทรียท์ั้งหมด   
 
   3.4 การทําให้ได้เช้ือบริสุทธ์ิ 

     หลงัจากมีเช้ือเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิด  นาํมาทาํให้ไดช้ื้อบริสุทธ์ิโดยแตะ
เช้ือดว้ยห่วงเข่ียเช้ือปราศจากเช้ือมาลากลงบนอาหารแขง็โดยวิธี cross streak  โดยใชอ้าหารเล้ียง
เช้ือชนิดเดียวกันกับท่ีใช้ในการแยกเช้ือ จากนั้ นนําไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 24-48 ชัว่โมง แลว้เลือกโคโลนีเด่ียว ๆ ท่ีมีลกัษณะโคโลนีแตกต่างกนัมาทาํใหไ้ดเ้ช้ือ



 33

บริสุทธ์ิโดยทาํ cross streak อีกคร้ังบนอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิดแลว้เก็บเช้ือบริสุทธ์ิไวบ้น
อาหารวุน้ผิวเอียง Nutrient agar (NA) แลว้นาํไปเก็บไวใ้นกลีเซอรอล 40 เปอร์เซ็นต ์ทาํโดยนาํ
เช้ือบริสุทธ์ิ มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) บ่มเช้ือโดยเขย่าบนเคร่ืองเขย่าท่ี
ความเร็ว 130 รอบต่อวินาที ระยะเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือเช้ือเจริญนําไปเก็บในกลีเซอรอล  40 
เปอร์เซ็นต ์แลว้นาํไปเกบ็รักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 

 
4. การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตและผลิตกรดอินโดลอะซิติก 
 ในการทดลองน้ีมีเช้ือท่ีนาํมาใชใ้นการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟตและผลิตกรดอินโดลอะซิติก ไดแ้ก่  1) แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์แยกจากราก ลาํตน้ และ
ใบของตน้ขา้วแปลงเกษตรอินทรีย ์ 1, 5 และมากกว่า 10 ปี   จาํนวน 178 ไอโซเลท 2) แบคทีเรีย
ท่ีแยกไดจ้ากนํ้ าสุดทา้ยของการลา้งจากการฆ่าเช้ือบริเวณพื้นผิว  2 ไอโซเลท   3) แบคทีเรียจาก 
stock culture ของหอ้งปฏิบติัการจุลชีววิทยา  มหาวิทยาลยัแม่โจ ้ (เป็นแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดิน
รอบรากขา้วแปลงเกษตรอินทรีย ์ 1, 5 และ มากกว่า 10 ปี   ดินแปลงขา้วเกษตรทัว่ไป  และนํ้ า
หมกัชีวภาพ  รวมทั้งหมด 307  ไอโซเลท)   รวมแบคทีเรียท่ีนาํมาใชใ้นการคดัเลือกคร้ังน้ีจาํนวน
ทั้งหมด 487 ไอโซเลท  

4.1 การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตขั้นตน้บนอาหารแขง็ 
     นาํแบคทีเรียบริสุทธ์ิทั้งหมด 487 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการละลาย

ฟอสเฟตเบ้ืองตน้  โดยเพาะเล้ียงเช้ือแบบจุด (point inoculation) บนอาหารแข็ง Pikovskaya’s 
medium (PVK agar) ท่ีมีไตรแคลเซียมฟอสเฟต (Ca3PO4)  เป็นแหล่งฟอสฟอรัส  จากนั้นนาํไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา  24-48 ชัว่โมง วดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใส
ท่ีเกิดข้ึนรอบโคโลนีแลว้บนัทึกผล  คดัเลือกเช้ือท่ีเกิดวงใสไวศึ้กษาในขั้นตอนต่อไป 

4.2 การทดสอบการละลายฟอสเฟตไดใ้นอาหารเหลวและการวิเคราะห์ปริมาณฟอสเฟต  
     4.2.1 การเตรียมเช้ือเร่ิมตน้ 

                            นาํแบคทีเรียท่ีเกิดวงใสท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.1 ไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 
Nutrient  broth และนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง (ทาํการทดลองเดือนพฤศจิกายน) บนเคร่ืองเขย่าท่ี
ความเร็ว 130 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อใชเ้ป็นเช้ือเร่ิมตน้ 

     4.2.2 การทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว 
              นาํเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้  3.2.1   มาปรับค่าความขุ่นของเช้ือโดยเทียบ

กบัค่าความขุ่นของ McFarland No.1.0  (มีเช้ืออยู่ประมาณ 3 x 108 CFU/mL) แลว้เพาะเล้ียงใน
อาหารเหลว  PVK โดยใชค้วามเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้  2  เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรอาหาร แลว้
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นาํไปบ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 130 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยง
เพื่อแยกส่วนใสท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ระยะเวลา 20 นาที และนําส่วนใสท่ีได้ไป
วิเคราะห์ปริมาณฟอสเฟตตามวิธีของ  Bray  and  Kurt  (1945)  คดัเลือกเช้ือท่ีสามารถละลาย
ฟอสเฟตไดสู้งไวศึ้กษาต่อไป 

 
5. การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติก 

5.1 การทดสอบความสามารถในการผลิตกรดอินโดลอะซิติกเบ้ืองตน้ 
         นาํแบคทีเรียบริสุทธ์ิทั้งหมด 487 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการผลิต

กรดอินโดลอะซิติก โดยทาํการเพาะเล้ียงเช้ือลงในอาหารเหลว Tryptone broth แลว้นาํไปบ่มบน
เคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว 130 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นหยดสารละลาย Kovac’s 
reagent  5  หยด   สังเกตสีแดงท่ีเกิดข้ึนท่ีผิวหนา้ดา้นบนของอาหารเล้ียงเช้ือ แสดงว่าแบคทีเรีย
ผลิตอินโดลได้ หรือให้ผลเป็นบวก แต่ถา้เป็นสีเดิมของสารละลาย หรือไม่มีสีแดงเกิดข้ึนท่ี
ผิวหน้าอาหารแสดงว่าเป็นผลลบ  ขั้นตอนน้ีจะเลือกเช้ือท่ีให้ผลเป็นบวกไปใช้ศึกษาขั้นตอน
ต่อไป 

5.2 การวิเคราะห์ปริมาณกรดอินโดลอะซิติกท่ีเช้ือสามารถผลิตได ้
5.2.1 การเตรียมเช้ือเร่ิมตน้ 
        นาํแบคทีเรียท่ีแยกไดใ้นขอ้  4.1  มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Nutrient  broth  และ

นาํไปบ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 130 รอบต่อนาที ระยะเวลา 24 ชัว่โมง  เพื่อใชเ้ป็นเช้ือเร่ิมตน้
ในขั้นตอนต่อไป 

5.2.2 การเพาะเล้ียงเช้ือ 
        นาํเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเตรียมไดใ้นขอ้ 4.2.1 ในอาหารเหลว  Nutrient  broth  มาปรับค่า              

ความขุ่นของเช้ือโดยเทียบกบัค่าความขุ่นของ McFarland No. 1.0 (มีจาํนวนเซลลป์ระมาณ 3 x 
108 CFU/ml) แลว้เพาะเล้ียงในอาหารเหลว มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Nutrient broth ท่ีเติม 
Tryptophan ลงไปให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 0.2 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหาร เพื่อเป็น
สารตั้งตน้ในการผลิตกรดอินโดลอะซิติก (Ahmad et al., 2008) โดยใช้ความเขม้ขน้ของเช้ือ
เร่ิมตน้เป็น 2 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรอาหาร จากนั้นนําไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว  130  
รอบต่อนาที ระยะเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
ระยะเวลา 20 นาที  เกบ็ส่วนใสไวว้ิเคราะห์หาปริมาณกรดอินโดลอะซิติกต่อไป 
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5.2.3 การวิเคราะห์ปริมาณกรดอินโดลอะซิติก 
นาํส่วนใสท่ีไดจ้ากขอ้ 4.2.2 มาวิเคราะห์หาปริมาณกรดอินโดลอะซิติก โดยนาํส่วนใส

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารพฒันาสี Salkowski reagent  2  มิลลิลิตร แลว้นาํไปเก็บไวใ้นท่ี
มืดปล่อยไวร้ะยะเวลา 30 นาที จากนั้นนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโต
มิเตอร์ (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร แลว้นําไปเปรียบเทียบกบักราฟ
มาตรฐานเพื่อหาปริมาณความเข้มข้นของกรดอินโดลอะซิติก  (Ahmad et al., 2008) และ
คดัเลือกเช้ือท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกในปริมาณสูงไวศึ้กษาในขั้นตอนต่อไป 
 
6. การศึกษาคุณลักษณะของเช้ือเพื่อจําแนกแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้ 
 6.1 การศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหารแขง็ 
      นาํแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต  และมีความสามารถในการ
ผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดสู้ง  มาศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหารแขง็โดยทาํ  cross streak  ลง
บนอาหารแข็ง Nutrient agar  แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ระยะเวลา  24  ชั่วโมง  
และบนัทึกลกัษณะโคโลนีของเช้ือ  
 6.2 การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
               นาํแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต และสามารถผลิตกรดอินโดลอะ-
ซิติกไดสู้ง มาศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา โดยการยอ้มสีแบบแกรม แลว้ตรวจดูภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า และบนัทึกการติดสีแกรม รูปร่างและการ
จดัเรียงตวัของเซลลแ์บคทีเรีย 
 6.3 การศึกษาลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 
      นาํแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต และมีความสามารถในการผลิต
กรดอินโดลอะซิติกไดสู้ง มาศึกษาลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี ดงัน้ีคือ 

6.3.1 การทดสอบการผลิตเอนไซมค์ะตาเลส 
                            ทดสอบโดยใชห่้วงเข่ียเช้ือแตะเช้ือท่ีเล้ียงไวแ้ลว้ในอาหารเหลว Nutrient broth                      
ท่ีตอ้งการทดสอบแลว้แตะลงบนแผ่นสไลด์ท่ีสะอาด จากนั้ นหยดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
(H2O2)  ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์ลงไปบนเช้ือหากเกิดฟองอากาศแสดงวา่เช้ือผลิตเอนไซมค์ะ-
ตาเลส  บันทึกผลเป็นบวก หากเช้ือไม่สามารถผลิตเอนไซม์คะตาเลสจะไม่เกิดฟองอากาศ 
บนัทึกผลเป็นลบ 
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6.3.2 การทดสอบการผลิตเอนไซมอ์อกซิเดส 
        ทดสอบโดยจุ่มกระดาษกรองลงในสารละลาย  Tetramethyl-p-phenylenediamin 

HCl 0.5  เปอร์เซ็นตจ์นชุ่ม  จากนั้นใชห่้วงเข่ียเช้ือแตะเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบแตะลงบนกระดาษ
กรอง หากเกิด  สีม่วงข้ึนตรงจุดท่ีแตะเช้ือลงบนกระดาษกรองแสดงวา่  เช้ือสามารถผลิตเอนไซม์
ออกซิเดสได ้บนัทึกผลเป็นบวก หากเช้ือไม่สามารถผลิตเอนไซมอ์อกซิเดสไดจ้ะไม่เกิดสีม่วง 
บนัทึกผลเป็นลบ 
 6.4 การทดสอบการใชแ้หล่งคาร์บอน 
      นาํแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต และมีความสามารถในการผลิต        
กรดอินโดลอะซิติก จะถูกนํามาทดสอบการใช้แหล่งคาร์บอน  โดยเติมปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 2 
เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารลงในอาหารเหลว Carbohydrate broth ท่ีมีแหล่งคาร์บอนชนิด
ต่าง ๆ ไดแ้ก่ ฟรุคโตส  ซูโครส  มอลโตส  กลูโคส  กาแลคโตส  ไซลิทอล แลคโตส และ แมนนิ
ทอล โดยท่ีในอาหารเหลวนั้นไดใ้ส่หลอดดกัก๊าซไวแ้ลว้เพื่อสังเกตการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดจาก
การใชแ้หล่งคาร์บอนของเช้ือ จากนั้นนาํไปบ่มโดยตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ในตู้
บ่มระยะเวลา 24 ชัว่โมง แลว้บนัทึกผลการเปล่ียนแปลงของสีอาหารและการเกิดก๊าซ  ถา้หากสี
ของอาหารเปล่ียนจากสีม่วงเป็นสีเหลืองและมีก๊าซเขา้ไปแทนท่ีของเหลวในหลอดดกัก๊าซ แสดง
วา่ใหผ้ลเป็นบวก หากไม่เกิดการเปล่ียนแปลงใหผ้ลเป็นลบ 

6.5 การจาํแนกแบคทีเรียโดยใชว้ิธีการหาลาํดบัเบสบน 16S rRNA 
       6.5.1 การสกดัดีเอน็เอ 
                ทาํการเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีตอ้งการจาํแนกลงในอาหารเหลว Nutrient broth 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง (ทาํการทดลองเดือนธนัวาคม) บนเคร่ืองเขยา่
ท่ีความเร็ว 130 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นนาํเช้ือปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร ไป
ป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 นาที จากนั้นเทส่วนท่ี
เป็นของเหลวใสท้ิง แลว้นาํส่วนท่ีเป็นตะกอนมาทาํการสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดัดีเอ็นเอสําเร็จ
ภาพ Genomic DNA Mini Kit (Geneaid, Taiwan) ซ่ึงมีวิธีการดงัน้ี 

1.  ดูดอาหารเหลวท่ีมีเช้ือเจริญ (culture broth) ปริมาตร 1200 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
    ป่ันเหวี่ยงขนาดเลก็ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2. นาํไปป่ันเหวี่ยง 5 นาที ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 

 3.  เทของเหลวในหลอดท้ิง 
 4.  เติม 200 ไมโครลิตร ของไลโซไซม ์(lysozyme) 10 มิลลิกรัม/TEN buffer 1 มิลลิลิตร 
 5.  ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 10 นาที (กลบัหลอดไปมาทุก 3 นาที) 
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 6.  เติม GB buffer 200 ไมโครลิตร (ทาํใหเ้ซลลแ์ตก) 
 7.  นาํไปป่ันผสมดว้ยเคร่ืองผสมสาร (vortex mixing) 

8.  นําไปบ่มท่ี 70 องศาเซลเซียส 10 นาที (จนกว่าตะกอนละลายใส กลบัหลอดทุก 3 
นาที) พร้อมทั้งบ่ม elution 100 ไมโครลิตรต่อ 1 ตวัอยา่ง 
9.  เติม ethanol (ABS) 200 ไมโครลิตร 
10.  นาํไปป่ันผสมดว้ยเคร่ืองผสมสาร (vortex mixing) 10 วินาที 
11.  เติมทั้งหมดลงในหลอด GD column 
12.  นาํไปป่ันเหวี่ยง 5 นาที ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
13.  เทของเหลวในหลอดท้ิง 
14.  เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร 
15.  นาํไปป่ันเหวี่ยง 5 นาที ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
      (เทของเหลวท้ิง) 
16.  เติม wash buffer 600 ไมโครลิตร 
17.  นาํไปป่ันเหวี่ยง 5 นาที ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
18.  ยา้ยหลอด GD column ลงหลอดป่ันเหวี่ยงใหม่ 
19.  เติม elution ท่ีบ่มท้ิงไวท่ี้ 70 องศาเซลเซียส 100 ไมโครลิตรต่อ 1 ตวัอยา่ง 
20.  ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที 
21.  นาํไปป่ันเหวี่ยง 5 นาที ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
22.  ท้ิงหลอด GD column 
23.  เกบ็ส่วนใสของดีเอน็เอท่ีอยูใ่นหลอดป่ันเหวี่ยงไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส 
จากนั้นทาํการตรวจสอบผลการสกัดดีเอ็นเอโดยใช้วิธี Gel Electrophoresis และเก็บ

ตวัอยา่ง    ดีเอน็เอท่ีสกดัไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นขั้นตอนต่อไป 
 
 6.5.2 การเพิ่มปริมาณ 16S rRNA โดยใชว้ิธีการ Polymerase Chain Reaction (PCR) 
      นําตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาทําการเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA โดย Universal 
Primer    ท่ีใช้คือ 27F ซ่ึงมีลาํดบันิวคลีโอไทด์คือ 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’  
สาํหรับส่วนประกอบของปฏิกิริยาแสดงในตารางท่ี 3  
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ตารางท่ี 3 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณยนี 16S rRNA 
ส่วนประกอบของปฏิกิริยา ปริมาตรต่อปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

Quick Taq 24 
Primer I (27F) 4 
dH2O 19 
DNA 3 
รวม 50 

 
เม่ือผสมส่วนประกอบของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 2 เสร็จแลว้นาํไปเพิ่มปริมาณของยีน 

16S rRNA โดยใช้เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ PCR Thermal Cycle โดยกาํหนดโปรแกรมการ
ทาํงานตามตารางท่ี 3 ซ่ึงจะทาํการเพ่ิมปริมาณ 16S rRNA ทั้งหมด 25 รอบ    

 
ตารางท่ี 4 โปรแกรมการทาํงานของเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ 

ขั้นตอนการ PCR อุณหภูมิ  (องศาเซลเซียส) เวลา  (นาที) 
Initial Denaturation 95 5 
Denaturation 95 1 
Annealing 55 1 
Extension 72 1 
Final Extension 72 1 
Set Hold 20 5 
 หลังจากการเพิ่ มป ริมาณ  16S rRNA เส ร็จแล้ว  นํา  PCR Product ท่ี ได้มาทําการ
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอภายใตส้นามแม่เหล็กไฟฟ้าโดยใชว้ิธีการ  Gel-electrophoresis  ซ่ึง
เทียบขนาดของ PCR Product ท่ีไดก้บัขนาดของ DNA Marker ทางการคา้ จากความเขม้ของแถบ
ดีเอ็นเอเม่ือนําไปตรวจด้วยเคร่ืองตรวจแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงขนาดของ 16S rRNA  จะมีความยาว
ประมาณ 1500 คู่เบส จากนั้นส่ง PCR Product ท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ผลหาลาํดบัเบสของ 16S rRNA 
โดย 1st BASE  (www.base-asia.com)    ประเทศมาเลเซีย 
 6.5.3 การวิเคราะห์ผลลาํดบัเบส 
      หลงัจากไดผ้ลการวิเคราะห์ผลหาลาํดบัเบสของ 16S rRNA แลว้นาํผลการวิเคราะห์ท่ี
ได ้   มาจดัเรียงดว้ยโปรแกรม Bio Edit Sequence Alignment Editor    
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ผลการวจิยั 

 

ผลการวเิคราะห์คุณสมบัติของดิน   
ตวัอยา่งดินจากแปลงขา้วเกษตรอินทรียท่ี์ทาํการเกษตรอินทรียร์ะยะเวลาทาํการเกษตร  

1 ปี, 5 ปี และ มากกวา่ 10 ปี   มีค่าความเป็นกรด-ด่าง            เท่ากบั  5.3, 5.3 และ 4.7 ตามลาํดบั   
ส่วนค่าความหนาแน่นของดิน  (bulk density)  เท่ากบั  1.47, 0.92 และ 1.19 กรัมต่อลูกบาศก์
เซนติเมตร ตามลาํดบั   และไดน้าํตวัอยา่งดินจากแปลงขา้วเกษตรอินทรียท่ี์ทาํการเกษตรอินทรีย์
ระยะเวลาทาํการเกษตร  1-2 ปี, 5-6 ปี และ 10 ปี ข้ึนไป  มาวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าในภาคสนาม 
(field water content)   พบว่า มีค่า เท่ากับ  22.70, 44.37 และ 40.83   เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนัก  
ตามลาํดบั 
 
ผลการแยกเช้ือจากดินรอบรากข้าว 
 จากการแยกเช้ือจากดินรอบรากขา้วจากดินแปลงเกษตรอินทรีย ์พบว่า ไดแ้บคทีเรียดงั
แสดงในตารางท่ี 5 
ตารางท่ี 5 จาํนวนไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีแยกได้จากดินรอบรากขา้วจากแปลงขา้วเกษตร
อินทรียร์ะยะเวลาต่าง ๆ  

 
 

 
ตัวอย่างดิน 

จํานวนแบคทีเรีย 
รูปร่างและการติดสีแกรมของแบคทีเรีย 

แกรมบวก
รูปร่างท่อน 

แกรมบวก
รูปร่างกลม 

แกรมลบ
รูปร่างท่อน 

แกรมลบ
รูปร่าง 
กลม 

รวม 

ดินแปลงเกษตรอินทรีย ์
ระยะเวลา 1-2 ปี 

13 1 15 13 42 

ดินแปลงเกษตรอินทรีย ์ 
ระยะเวลา  5-6 ปี 

3 18 18  5 44 

ดินเกษตรเกษตรอินทรีย ์
ระยะเวลามากกวา่ 10 ปี 

19 19 26 15 79 

รวม 35 38 59 33 165 
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ผลการแยกแบคทเีรียเอนโดไฟท์จากช้ินส่วนของต้นข้าว 

จากการแยกเช้ือเอนโดไฟทจ์ากส่วนราก  ลาํตน้และใบ ของตน้ขา้ว จากแปลงขา้วท่ีทาํ

เกษตรอินทรียร์ะยะเวลา 1, 5 และมากกว่า 10  ปี  บนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดต่าง ๆ  คือ PCA, PVK, 

TSA และ ISP2 พบว่า ไดแ้บคทีเรีย เอนโดไฟทจ์ากส่วนต่าง ๆ  ของตน้ขา้วท่ีอยู่ในแปลงขา้วท่ีทาํ

เกษตรอินทรียม์าระยะเวลา 1, 5  ปี และมากกว่า 10  ปี   จาํนวน  84, 53 และ 41 ไอโ ซเลท 

ตามลาํดบั  รวมแบคทีเรียเอนโดไฟท่ีแยกไดใ้นการทดลองน้ีทั้งหมดจาํนวน 178 ไอโซเลท  และ

แยกไดแ้บคทีเรียจากนํ้ าสุดทา้ยของการลา้งส่วนของรากและลาํตน้ขา้ว (จากแปลงเกษตรอินทรีย์

มากกว่า 10 ปี)  จาํนวน 1 และ  1 ไอโซเลท ตามลาํดบั  (ตารางท่ี 6) 

ตารางท่ี 6 จาํนวนแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากช้ินส่วนของขา้วจากแปลงเกษตรอินทรียร์ะยะเวลา 

                1, 5 และ มากกว่า 10 ปี บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 4 ชนิด 

ส่วนทีแ่ยกจากข้าว จํานวนไอโซเลทของแบคทเีรียทีแ่ยกได้บนอาหารเลีย้งเช้ือต่าง ๆ 

ข้าวจากแปลงเกษตรอนิทรีย์ 1 ปี 
 PCA PVK TSA ISP2 รวม 
รากขา้ว 8 8 10 4 30 
ลาํตน้ขา้ว 4 9 12 6 31 
ใบขา้ว 5 8 7 3 23 
นํ้าสุดทา้ย 0 0 0 0 0 
รวม 17 25 29 13 84 

ข้าวจากแปลงเกษตรอนิทรีย์ 5 ปี 
 PCA PVK TSA ISP2 รวม 

รากขา้ว 5 11 7 9 32 
ลาํตน้ขา้ว 1 4 1 3 9 
ใบขา้ว 5 6 0 1 12 
นํ้าสุดทา้ย 0 0 0 0 0 
รวม 11 21 8 13 53 
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ตารางท่ี 6 (ต่อ) 

ข้าวจากแปลงเกษตรอนิทรีย์มากกว่า 10 ปี 
ส่วนทีแ่ยกจากข้าว จํานวนไอโซเลทของแบคทเีรียทีแ่ยกได้บนอาหารเลีย้งเช้ือต่าง ๆ 

ข้าวจากแปลงเกษตรอนิทรีย์ 1 ปี 
 PCA PVK TSA ISP2 รวม 

รากขา้ว 7 4 6 3 20 
ลาํตน้ขา้ว 3 2 3 2 10 
ใบขา้ว 3 2 2 4 11 
รวม 13 8 11 9 41 
นํ้าสุดทา้ย จากราก (1) และ 

จากลาํตน้ (1) 
0 0 0 2 

 
ผลการคดัเลือกเช้ือทีส่ามารถละลายฟอสเฟตข้ันต้น 

จากการนาํแบคทีเรียเอนโดไฟท์   แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากนํ้ าสุดทา้ยของส่วนของราก

และลาํตน้ขา้ว     แบคทีเรียจาก  stock culture  ของหอ้งปฏิบติัการจุลชีววิทยา มหาวิทยาลยัแม่โจ ้

จาํนวน   2, 178 และ 307 ไอโซเลท  ตามลาํดบั  รวมแบคทีเรียท่ีนาํมาใชใ้นการคดัเลือกในการ

ทดลองน้ีทั้ งหมดจาํนวน 487 ไอโซเลท  เม่ือนําเช้ือทั้ งหมดมาทดสอบความสามารถในการ

ละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตโ ดยเพาะเลี้ ยงบนอาหารแข็ง  PVK  agar  และดูขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลางของวงใสรอบโคโลนีเช้ือ  จากการทดลองในตารางท่ี  7  พบว่า  มีแบคทีเรียท่ีเกิดวงใส

รอบโคโ ลนี   จาํนวน 60, 2 และ 53 ไอโซเลท  ตามลาํดบั  รวมทั้งหมด  117 ไอโซเลท  โ ดยมี

แบคทีเรียท่ีละลายฟอสเฟตไดจ้ากแบคทีเรียเอนโดไฟท ์และ stock culture และ คิดเป็นร้อยละ 

33.71 และ 17.26  ตามลาํดบั  (ตารางท่ี  8)    ในขั้นตอนน้ี  คดัเลือกเช้ือท่ีเกิดวงใสรอบโคโลนีซ่ึง

สามารถละลายฟอสเฟตไดไ้วศึ้กษาในขั้นตอนต่อไป 
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ตารางท่ี 7 ผลการละลายฟอสเฟตขั้นตน้บนอาหารแข็ง PVK agar 
การละลายฟอสเฟตบนอาหาร PVK agar 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง (mm) จํานวนไอโซเลท 

1-10 111 

11-20 3 

21-30 1 
 

ตารางท่ี 8 ร้อยละของแบคทีเรียท่ีแยกจากแหล่งต่าง ๆ  ท่ีเกิดวงใสบนอาหาร PVK agar  
 
จํานวนแบคทเีรีย 

(ไอโซเลท) 

จํานวน (ไอโซเลท) ร้อยละ (% ) ของแบคทเีรียทีเ่กดิวงใส 
แบคทเีรียจาก 
stock culture 

แบคทเีรียเอนโด-
ไฟท์จากต้นข้าว 

แบคทเีรียจาก 
stock culture 

แบคทเีรียเอนโด-
ไฟท์จากต้นข้าว 

เกิดวงใสบนอาหาร
แข็ง PVK 

53 60 17.26 33.71 

ไม่เกิดวงใสบน
อาหารแข็ง PVK 

254 118 82.74 66.29 

รวม 307 178 100 100 
หมายเหตุ  แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากนํ้าสุดทา้ยของการลา้งบริเวณพ้ืนผิวเกิดวงใสทั้ง 2 ไอโซเลท   
 
ผลการทดสอบการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวและการวเิคราะห์ปริมาณฟอสเฟต 

เม่ือนาํแบคทีเรียท่ีเกิดวงใสบนอาหารแข็ง PVK  ท่ีคดัเลือกไดข้ั้นตน้  จาํนวน  115 ไอ-
โซเลท  มาทดลองความสามารถในการละลายฟอสเฟตโดยเพาะเลี้ยงเช้ือในอาหารเหลว  PVK 
broth     ผลการทดสอบแสดงในตารางท่ี 8  พบว่า   มีแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟตไดดี้  
จาก  stock culture ของห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยแม่โ จ้ จาํนวน  6  ไอโ ซเลท  
ไดแ้ก่  แบคทีเรีย S68, S69 , S83 , S84 , S91  และ  S92  ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีแยกไดจ้ากดินรอบรากขา้ว
แปลงเกษตรอินทรีย ์ระยะเวลา 1 ปี โ ดยละลายฟอสเฟตได้  756.92, 766.35, 776.57, 690.88, 
620.13  และ  724.69  มิลลิกรัมฟอสเฟตต่อลิตร ตามลาํดบั ส่วนแบคทีเรียเอนโดไฟท ์ พบว่า  มี 
7 ไอโซเลท  ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีแยกไดคื้อ แบคทีเรีย RRSTSA2, RRSPVK6-1, RRSTSA3, RRPVK-4, 
RRPVK-2, RRTSA-5 และ RRTSA6 สามารถละลายฟอสเฟตได ้114.32,  92.79, 97.88, 92.65, 
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191.78, 91.80 และ 73.22 มิลลิกรัมฟอสเฟตต่อลิตร ตามลาํดบั  ซ่ึงแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์ละลาย
ฟอสเฟตไดดี้เป็นเช้ือแยกไดจ้ากส่วนของรากขา้วทั้ง 7 ไอโซเลท   

   ส่วนแบคทีเรีย W-RS และ W-RR  ซ่ึงแยกไดจ้ากนํ้ าสุดทา้ยของการลา้งส่วนของราก
และลาํตน้ของขา้วสามารถละลายฟอสเฟตได้ 97.68 และ 294.39 มิลลิกรัมฟอสเฟตต่อลิตร 
ตามลาํดบั  ซ่ึงจะนาํแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟตไดดี้ท่ีคดัเลือกไดไ้ปจาํแนกเพ่ือระบุชนิด
ของแบคทีเรียต่อไป  ผลของปริมาณการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียในอาหารเหลว PVK 
แสดงในตารางท่ี 9 
 
ตารางท่ี  9 ผลปริมาณการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียในอาหารเหลว PVK  
 
ปริมาณการละลายฟอสเฟต  

ปริมาณฟอสเฟต 

(mgPO4
2-/L) 

จํานวนไอโซเลท 

1-300 103 
301-600 6 
601-900 6 

 
ผลการศึกษาคุณลกัษณะของเช้ือเพ่ือจําแนกแบคทเีรียทีค่ดัเลือกได้ 

จากการนาํแบคทีเรียละลายฟอสเฟตไดดี้ทั้งจากท่ีคดัเลือกไดจ้ากแบคทีเรียเอนโดไฟท ์  
เช้ือท่ีแยกไดจ้ากนํ้ าสุดทา้ยของการลา้งส่วนของขา้ว และจาก stock culture ของห้องปฏิบติัการ
จุลชีววิทยา มหาวิทยาลยัแม่โ จ ้   จาํนวน 7, 2 และ 6 ไอโซเลท ตามลาํดบั ไปศึกษาคุณลกัษณะ
เบื้องตน้ ไดแ้ก่  การศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  การศึกษาลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยาของแบคทีเรีย  พบว่า   แบคทีเรียทั้ง  6  คือ S68, S69 , S83 , S84 , S91  และ  S92   มีรูปร่าง
โคโลนีกลมนูน  ขอบเรียบ  ผิวหนา้มีลกัษณะ    มนัวาว  และเน้ือโคโลนีคลา้ยเนยเหลว และมีสี
ของโคโลนีแตกต่างกนัคือ  โคโลนีสีครีม   สีเหลืองอ่อน สีเหลืองเขม้จาํนวน  2,  3  และ 1  ไอ-
โซเลท ตามลาํดบั   เม่ือนาํแบคทีเรียทั้ง 6 ไอโซเลท  มายอ้มสีแบบแกรมแลว้นาํมาศึกษาลกัษณะ
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ  ท่ีกาํลงัขยาย  1000  เท่า  พบว่า  เป็นแบคทีเรียรูปร่าง
ท่อนเซลลอ์ยู่เด่ียว ๆ  และเป็นแบคทีเรียแกรมลบ จาํนวน  5  ไอโซเลท  คือ    S68, S69, S83, S84 
และ S91   ยกเวน้แบคทีเรีย  S92 ท่ีมีเซลลรู์ปร่างท่อนขนาดใหญ่และเซลลเ์รียงต่อเป็นสาย  เป็น
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แบคทีเรียแกรมบวก   ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 8 ในการทดลองน้ีเม่ือนาํแบคทีเรียจาํนวน  
6  ไอโซเลท  มาทดสอบการใชน้ํ้ าตาลชนิดต่าง ๆ     8 ชนิด  ไดแ้ก่  ฟรุคโตส  ซูโ ครส  มอลโตส  
กลูโ คส  กาแลคโตส  ไซลิทอล  แลคโตส  และแมนนิทอล  รวมทั้ง  ทดสอบการผลิตเอนไซม์
คะ-ตาเลสและเอนไซมอ์อกซิเดส  ผลการทดลองในตารางท่ี  9     จะเห็นไดว่้า  แบคทีเรียแต่ละ
ชนิดมีความสามารถในการใช้นํ้ าตาลชนิดต่าง ๆ  แตกต่างกัน  ส่วนแบคทีเรียเอนโ ดไฟท์ท่ี
สามารถละลายฟอสเฟตไดดี้จาํนวน 7 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RRSTSA2, RRSPVK6-1, RRSTSA3, 
RRPVK-4, RSPVK-2, RRTSA-5 และ  RRTSA6  พบว่า  แบคทีเรียท่ีมีโ คโ ลนีสีครีม ได้แก่  
RRSTSA2, RRSPVK6-1, RSPVK-2, RRTSA-5,  RRTSA6  แ ล ะ  W-RR ส่ ว น แ บ ค ที เรี ย 
RRSTSA3 มีโคโลนีสีสม้อ่อน และ แบคทีเรีย  RRPVK-4 และ WRS มีโคโลนีใส  จากการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย โ ดยการยอ้มสีแบบแกรมและส่องดูภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ   กาํลงัขยาย 1,000 เท่า   พบแบคทีเรียรูปร่างท่อน  เป็นแบคทีเรีย 
แกรมลบ   ไดแ้ก่    RRSTSA2, RRSPVK6-1, RRSTSA3, RSPVK-2  ส่วนแบคทีเรีย RRPVK-4,  
RRTSA-5,  RRTSA6, W-RR  และ W-RS เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างท่อน  (ตารางท่ี 10) 
จากผลการทดลอง พบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์ละลายฟอสเฟตไดส่้วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแก
รมบวก รูปร่างท่อน    และพบว่า  แบคทีเรียแต่ละไอโซเลทมีลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 
ไดแ้ก่ การใชน้ํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน มีการผลิตเอนไซมค์ะตาเลสและออกซิเดส ไดแ้ตกต่าง
กนั  ดงัแสดงในตารางท่ี 11   
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ตารางที ่ 10 ลกัษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อและลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียที่ละลายฟอสเฟตไดด้ี 

ลาํดับ ไอโซเลท ลกัษณะการเจริญบนอาหารแข็ง 

ลกัษณะสัณฐานวทิยา 

รูปร่างและการ

จัดเรียงตัวของ

เซลล์ 

การติดสี

แกรม 

ลกัษณะเซลล์ใต้กล้องจุลทรรศน์  

1,000 เท่า 

แบคทเีรียจาก stock culture 

1 S 68 

โคโลนีสีเหลือง
อ่อน  กลมนูน 
ขอบเรียบ  

ผิวหนา้มนัวาว  
เนื้อโคโลนีคลา้ย

เนยเหลว 
 

ท่อนเลก็  
 เซลลอ์ยู่เดี่ยว ๆ   

แกรมลบ 
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2 S 69 

โคโลนีสีเหลือง  
กลมนูน  ขอบ
เรียบ  ผิวหนา้มี
มนัวาว  เนื้อ

โคโลนีคลา้ยเนย
เหลว 

ท่อนเลก็  เซลล์
อยู่เดี่ยว ๆ  

แกรมลบ 

 

3 S 83 

โคโลนีสีครีม  
กลมนูนขอบ
เรียบ  ผิวหนา้
มนัวาว  เนื้อ

โคโลนีคลา้ยเนย
เหลว 

ท่อนเลก็  เซลล์
อยู่เดี่ยว ๆ  

แกรมลบ 
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4 S 84 

โคโลนีสีครีม  
รูปร่างนูนกลม  
ขอบเรียบ  
ผิวหนา้มี

ลกัษณะมนัวาว  
เนื้อโคโลนีคลา้ย

เนยเหลว 

ท่อนเลก็  เซลล์
อยู่เดี่ยว ๆ  

แกรมลบ 

 

5 S 91 

โคโลนีสีเหลือง
อ่อน  รูปร่างนูน
กลม  ขอบเรียบ  

ผิวหนา้มี
ลกัษณะมนัวาว  
เนื้อโคโลนีคลา้ย

เนยเหลว 

ท่อนเลก็ 
เซลลอ์ยู่เดี่ยว ๆ    

แกรมลบ 
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6 S 92 

โคโลนีสีเหลือง
อ่อน  กลมนูน 
ขอบเรียบ  

ผิวหนา้มนัวาว  
เนื้อโคโลนีคลา้ย

เนยเหลว 

ท่อนใหญ่ 
ต่อกนัเป็น 
สายยาว 

แกรมบวก 

 
แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากข้าว 

7 RRSTSA2 

โคโลนีสีครีม 
กลมนูน ขอบ
เรียบ ผิวหนา้
มนัวาว เนื้อ
โคโลนีคลา้ย
เนยเหลว 

 

ท่อนเลก็   

เซลลอ์ยู่เดี่ยว ๆ  
แกรมลบ 
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8 
 
 

RRSPVK6-
1 

โคโลนีสีครีม 
กลมนูน ขอบ
เรียบออก

หยกัเลก็นอ้ย  
ผิวหนา้มนั
วาว เนื้อ

โคโลนีคลา้ย
เนยเหลว 

ท่อนเลก็   

เซลลอ์ยู่เดี่ยว ๆ  
แกรมลบ 

 

9 

 
RRSTSA3 โคโลนีสีสม้

ออกเหลือง 
กลมนูน ขอบ
เรียบ ผิวหนา้
มนัวาว เนื้อ
โคโลนีคลา้ย
เนยเหลว 

ท่อนเลก็ 

เซลลอ์ยู่เดี่ยว ๆ  
แกรมลบ 
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10 RRPVK-4 

โคโลนีสีใส กลม
ขนาดเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลางนอ้ย
กว่า 0.1 มม. 
ขอบเรียบ 

ผิวหนา้นูนมนั
วาวเป็นเมือก  

 

ท่อน  

เซลลเ์ป็น

สาย 

แกรมบวก 

 

 
11 

RSPVK-2 

โคโลนีสีครีม 
กลม ขอบเรียบ 
ผิวหนา้นูนมนั
วาวเป็นเมือก 

 

ท่อน เซลล์

อยู่เดี่ยวๆ  
แกรมลบ 
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12 RRTSA-5 

สีขาวขุ่น กลม 
ขอบเรียบ 

ผิวหนา้นูน มนั
วาว 

 

ท่อน เซลล์

อยู่เป็นคู่ 
แกรมบวก 

 

13 RRTSA-6 

สีครีม  กลม ง 
เสน้ผ่าน
ศูนยก์ลาง 
นอ้ยกว่า 0.1 
มิลลิเมตร ขอบ
เรียบ ผิวหนา้นูน

มนัวาว  

ท่อน เซลล์

อยู่เป็นคู่ 
แกรมบวก 
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14 W-RR 

โคโลนีสีขาว กล
กลมนูน 
ขอบเรียบ 

ผิวหนา้มนัเงา 

 

ท่อน 

เซลล์

อยู่เป็น

คู่ 

แกรมบวก 

15 W-RS 

โคโลนีสีใส  
กลมนูน ขอบ
เรียบ ผิวหนา้ 

มนัเงา 

 

ท่อน 

เซลล์

อยู่ 

เดี่ยว ๆ  

แกรมบวก 
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ตารางที ่ 11    ผลการทดสอบคุณลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของแบคทีเรียที่ละลายฟอสเฟตไดด้ี 
แบคทเีรียจาก stock culture 

รหัสเชื้อ คะตาเลส ออกซิเดส fructose galactose glucose lactose mannitol maltose sucrose xylitol 

S 68 + - - + + - - - - - 

S 69 + - - + + - - - - - 

S 83 + - - + + - - - - - 

S 84 + - - + + - - - - - 

S 91 + - - + + - - - - - 

S 92 + - + - + - - + + - 

RRSTSA2  - - - - - + + - - + 

RRSPVK6-1 + - - - - + + - - - 
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ตารางที่ 11 (ต่อ) 

แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากข้าว 

รหัสเชื้อ คะตาเลส ออกซิเดส fructose galactose glucose lactose mannitol maltose sucrose xylitol 

RRSTSA3 + - + (+) (+) + (+) - (+) (+) 

RRPVK-4 + + + + + + + - - - 

RSPVK-2 + - - + + - - - - - 

RRTSA-5 + + + + + + + - - - 

RRTSA-6 + + + - + + + - - - 

W-RR + + + + + + + - - - 

W-RS + + + + + - + + + + 

หมายเหตุ           (+)  คือ อาหารเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง เกิดแก๊ส  

           +    คือ อาหารเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นเหลือง ไม่เกิดแก๊ส  

              -     คือ อาหารยงัคงเป็นสีม่วงเหมือนเดิม  

การทดสอบคะตาเลส   + เกิดฟอง  - ไม่เกิดฟอง  

การทดสอบออกซิเดส   + เกิดสีม่วงเขม้  - ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง
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เม่ือนําแบคทีเรียทั้ ง 6 ไอโ ซเลท ไปวิเคราะห์หาลาํดับเบสบนยีนส่วน 16S rRNA ของ

ประเทศมาเลเซีย ไดผ้ลการจาํแนกแบคทีเรียเม่ือนาํไปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank พบว่า  ท่ี

แบคทีเรียจาก stock culture หอ้งปฏิบติัการจุลชีววิทยา มหาวิทยาลยัแม่โจท่ี้สามารถละลายฟอสเฟต

ไดดี้คือแบคทีเรีย S68, S69, S83, S84, S91  มีลาํดบัเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกบัลาํดบัเบสของ 

Burkholderia cenocepacia J2315 ท่ีระดบัความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต ์ส่วนแบคทีเรีย S92 มีลาํดบั

เบสของยีน 16S rRNA เหมือนกบัลาํดบัเบสของ Bacillus thuringiensis ท่ีระดบัความเหมือน 100 

เปอร์เซ็นต ์    

ส่วนแบคทีเรียเอนโ ดไฟท์ท่ีสามารถละลายฟอสเฟตได้ดีคือ RRSTSA2, RRSPVK6-1, 

RRSTSA3, RRPVK-4, RSPVK-2, RRTSA-5 RRTSA6  มี ลั ก ษ ณ ะ เห มื อ น กั บ  Burkholderia 

vietnamensis, Acinetobacter sp., Klebsiella pneumoniae, Paenibacillus favisporus, Burkholderia 

cenocepacia, Bacillus pumilus และ Paenibacillus alvei 100, 100, 99, 100, 100, 100 และ 100 เปอร์เซ็นต ์

ตามลาํดบั  และแบคทีเรีย W-RR และ WRS เป็นแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากนํ้ าสุดทา้ยท่ีลา้งพืชในขั้น

ของการฆ่าเช้ือบริเวณพ้ืนผิว พบว่า มีลาํดับเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกับลาํดับเบสของ 

Bacillus pumilus และ  Bacillus amyloliquefaciens ท่ีระดับความเหมือน  100 และ  100 เปอร์เซ็นต ์ 

ตามลาํดบั (ตารางท่ี 12) 
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ตารางท่ี 12 ผลการจาํแนกแบคทีเรียเม่ือนาํลาํดบัเบสบน 16S rDNA ไปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank 

ของแบคทีเรียท่ีละลายฟอสเฟตไดดี้ 

แบคทเีรียจาก stock culture 

ไอโซเลท แบคทีเรีย Accession number 
Query 

Cover 
Identities 

S68 Burkholderia cenocepacia J2315  NC_011000.1 100% 730/731 (99%) 

S69 Burkholderia cenocepacia J2315  NC_011000.1 100% 582/583 (99%) 

S83 Burkholderia cenocepacia J2315  NC_011000.1 100% 749/750 (99%) 

S84 Burkholderia cenocepacia J2315  NC_011000.1 100% 685/686 (99%) 

S91 Burkholderia cenocepacia J2315  NC_011000.1 100% 775/776 (99%) 

S92 
Bacillus thuringiensis serovar 

konkukian str. 97-27  
NC_005957.1 100% 843/844 (99%) 

แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากข้าว 

RRSTSA2   Burkholderia vietnamensis 
 

AB568311.1 100 % 821/821 (100%) 

RRSPVK6-1   Acinetobacter sp. KU643206.1 100 % 801/801 (100 %) 
RRSTSA3 Klebsiella pneumonia CP016159.1 99 % 779/780 (99 %) 
RRPVK-4 Paenibacillus favisporus LC127090.1 100% 680/680 (100%) 

RSPVK-2 Burkholderia cenocepacia J2315  NC_011000.1 100% 754/756 (99%) 

RRTSA-5 Bacillus pumilus strain NJ-M2 NZ_CP012329.1 100% 685/685 (100%) 

RRTSA-6 
Paenibacillus alvei DSM 29 

PAV_2c 
NZ_AMBZ01000002 100% 686/690 (99%) 

W-RR Bacillus pumilus strain NJ-M2 NZ_CP012329.1 100% 760/760 (100%) 

W-RS Bacillus amyloliquefaciens DSM7  NC_014551.1 100% 760/762 (99%) 
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ผลการคดัเลือกเช้ือทีผ่ลติกรดอนิโดลอะซิติก 
จากการนาํแบคทีเรีย stock culture ของห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา มหาวิทยาลยัแม่โจ ้ จาํนวน 307 ไอโซ
เลท  มาทดสอบการผลิตกรดอินโ ดลอะซิติกขั้นต้นในอาหารเหลว tryptone broth ท่ีบรรจุในหลอด
ทดลอง จากผลการทดลองในตารางท่ี 11 มีแบคทีเรียท่ีให้ผลการทดสอบเป็นผลบวก คือ เกิดสีแดงท่ี
บริเวณผิวหนา้อาหาร ซ่ึงแสดงว่า  แบคทีเรียสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกได ้พบว่า มีแบคทีเรีย  6 ไอ
โซเลท คือ S58, S65, S203, S230, S232 และ S238   คิดเป็นร้อยละของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดอิน
โดลอะซิติกไดเ้ท่ากบั 1.95  และ แบคทีเรียร้อยละ 98.05 ไม่สามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกได ้ดงัแสดง
ในตารางท่ี 12 แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดเ้ป็นแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดินรอบรากขา้ว
ในแปลงเกษตรอินทรีย ์ 1 ปี  คือแบคทีเรีย S58 และ S65 และแยกไดจ้ากดินรอบรากขา้วในแปลงเกษตร
อินทรีย ์ 5 ปี คือแบคทีเรีย S203 และ S230 ส่วนแบคทีเรีย S232  และ S238 แยกไดจ้ากดินรอบรากพืชใน
แปลงเกษตรอินทรีย ์10 ปี  ผลการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกขั้นตน้  แสดงใน
ตารางท่ี 13 
ส่วนแบคทีเรียเอนโดไฟท ์พบว่า  มีแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดจ้าํนวน 4 ไอโซเลทคือ 
ISP2RR1, RRTSA-6, RRSPCA และ LRSPCA2     คิดเป็นร้อยละของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดอิน
โดลอะซิติกไดเ้ท่ากบั 2.25  และ แบคทีเรียร้อยละ 97.75  ไม่สามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกได ้  ซ่ึงเป็น
แบคทีเรียเอนโดไฟท ์ISP2RR1 แยกไดจ้ากรากของตน้ขา้วจากแปลงเกษตรอินทรีย ์1 ปี  ส่วนแบคทีเรีย
เอนโดไฟท ์RRSPCA และ LRSPCA2 แยกไดจ้ากส่วนของรากและใบของขา้วจากแปลงเกษตรอินทรีย ์5 
ปี ตามลาํดบั และแบคทีเรีเอนโดไฟท ์ RRTSA-6 แยกไดจ้ากรากของตน้ขา้วจากแปลงเกษตรอินทรีย ์10 
ปี  ผูท้ดลองไดเ้ลือกแบคทีเรียทั้ง 10 ไอโซเลทดงักล่าวขา้งตน้ไวไ้ปทดสอบการผลิตกรดอิน-โดลอะซิติก
ในอาหารเหลวและศึกษาหาปริมาณกรดอินโดลอะซิติกต่อไป   ตารางท่ี 14 แสดงร้อยละของแบคทีเรียท่ี
สามารถผลิต IAA ขั้นตน้ 
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ตารางท่ี 13 ผลการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกขั้นตน้ 
แบคทเีรียจาก stock culture แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากต้นข้าว 

 รหัส
แบคทีเรีย 

แหล่งท่ีมา 
ของเช้ือ 

การผลติกรด 
อนิโดลอะซิ

ติก 

 รหัส
แบคทีเรีย 

แหล่งที่มา 
ของเช้ือ 

การผลติกรด 
อนิโดลอะซิติก 

1 S58 ดินแปลงเกษตร
ทัว่ไป 

+ 1 ISP2RR1 รากขา้ว + 

2 S65 ดินแปลงเกษตร
ทัว่ไป 

+ 2 RRSPCA รากขา้ว + 

3 S203 ดินรอบรากขา้ว
เกษตรอินทรีย ์5 ปี 

+ 3 LRSPCA2 ใบขา้ว + 

4 S230 ดินรอบรากขา้ว
เกษตรอินทรีย ์5 ปี 

+ 4 RRTSA-6 รากขา้ว + 

5 S232 ดินรอบรากขา้ว
เกษตรอินทรีย ์10 ปี 

+  

6 S238 ดินรอบรากขา้ว
เกษตรอินทรีย ์10 ปี 

+ 

 
ตารางท่ี 14 ร้อยละของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต IAA ขั้นตน้ 
จํานวนแบคทเีรีย 

(ไอโซเลท) 
จํานวน (ไอโซเลท) ร้อยละ (% ) 

แบคทเีรียจาก 
stock culture 

แบคทเีรียเอนโด-
ไฟท์จากต้นข้าว 

แบคทเีรียจาก 
stock culture 

แบคทเีรียเอนโด-
ไฟท์จากต้นข้าว 

จาํนวนไอโซเลทท่ี
ผลิตกรดอินโดลอะ-
ซิติก 

6 4 1.95 2.25 

จาํนวนไอโซเลทท่ี
ไม่ผลิตกรดอิน-
โดลอะซิติก 

301 174 98.05 97.75 

รวม 307 178 100 100 
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ผลการทดสอบการผลติกรดอนิโดลอะซิติกในอาหารเหลว และการวเิคราะห์ปริมาณกรดอนิโดล- 
อะซิติก 
 จากการนาํแบคทีเรีย  S58, S65, S203, S230, S232 และ S238 ท่ีสามารถผลิตกรดอิน-
โดลอะซิติกได ้ซ่ึงคดัเลือกไดจ้ากแบคทีเรียใน stock culture ของหอ้งปฏิบติัการจุลชีววิทยา 
มหาวิทยาลยัแม่โจ ้ มาทดสอบการผลิตกรดอินโดลอะซิติกในอาหารเหลว Nutrient broth ท่ีบรรจุ
ในหลอดทดลองและเติมกรดอะมิโน tryptophan ใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ย เท่ากบั 0.2 เปอร์เซ็นต ์
แลว้ทาํการวิเคราะห์ปริมาณกรดอินโดลอะซิติก จากผลการทดลองในตารางท่ี 13 พบว่า แบคทีเรีย 
S58, S65, S203, S230, S232 และ S238 สามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติก ไดเ้ท่ากบั 28.68, 23.07, 
25.02, 20.63, 21.12 และ 21.85 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลาํดบั   ส่วนแบคทีเรียเอนโดไฟท ์  ISP2RR1, 
RRSPCA, LRSPCA2 และRRTSA-6 สามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดเ้ท่ากบั 53.29, 20.93, 7.11 
และ 20.55  มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลาํดบั   ตารางท่ี 15 แสดงผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอินโดลอะ-
ซิติกในอาหารเหลวของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้ 
 
ตารางท่ี 15 ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอินโดลอะซิติกในอาหารเหลวของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้ 
 

แบคทเีรียจาก stock culture แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากต้นข้าว 
 รหัส

แบคทีเรีย 
แหล่งท่ีมา 
ของเช้ือ 

การผลติกรด 
อนิโดลอะซิติก 

 รหัส
แบคทีเรีย 

แหล่งที่มา 
ของเช้ือ 

การผลติกรด 
อนิโดลอะซิติก 

1 S58 ดินแปลงเกษตร
ทัว่ไป 

+ 1 ISP2RR1 รากขา้ว + 

2 S65 ดินแปลงเกษตร
ทัว่ไป 

+ 2 RRSPCA รากขา้ว + 

3 S203 ดินรอบรากขา้ว
เกษตรอินทรีย ์5 ปี 

+ 3 LRSPCA2 ใบขา้ว + 

4 S230 ดินรอบรากขา้ว
เกษตรอินทรีย ์5 ปี 

+ 4 RRTSA-6 รากขา้ว + 

5 S232 ดินรอบรากขา้ว
เกษตรอินทรีย ์10 ปี 

+  

6 S238 ดินรอบรากขา้ว
เกษตรอินทรีย ์10 ปี 

+ 
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ผลการศึกษาคุณลกัษณะของเช้ือเพ่ือจําแนกแบคทเีรียทีค่ดัเลือกได้ 
 ในการทดลองน้ี ผูท้ดลองนาํแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิตกท่ีคดัเลือกไดจ้าก 
stock culture ของห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา มหาวิทยาลยัแม่โ จ ้ ทั้ง 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ แบคทีเรีย 
S58, S65, S203, S230, S232 และ S238 มาศึกษาคุณลกัษณะเบื้องตน้ ไดแ้ก่ ลกัษณะการเจริญบน
อาหารเลี้ยงเช้ือ  พบว่า แบคทีเรียมีรูปร่างโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ผิวหนา้มนัวาว และเน้ือโคโลนี
คลา้ยเนยเหลวทั้ง 6 ไอโซเลท แบคทีเรียท่ีมีโ คโ ลนีสีครีม S58, S65, S203, S230, S232 และ S238 
และศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการยอ้มสีแบบแกรมแลว้ส่องดูใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิด
เลนส์ประกอบท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า พบว่า เป็นแบคทีเรียรูปร่างท่อนเซลลเ์ด่ียว  ทั้ง 6 ไอโซเลท 
ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี  16 เม่ือทดสอบการใชน้ํ้ าตาลชนิดต่าง 
ๆ  ทั้งหมด 8 ชนิด คือ ฟรุคโตส ซูโครส มอลโตส กลูโคส กาแลคโตส ไซลิทอล แลคโตส และ แมน
นิทอล รวมทั้ง ทดสอบการผลิตเอนไซมค์ะตาเลส และออกซิเดส ผลการทดลองในตารางท่ี 17 จะ
เห็นไดว่้า แบคทีเรียแต่ละชนิดมีความสามารถในการใชน้ํ้ าตาลชนิดต่าง ๆ  และการผลิตเอนไซมค์ะ
ตาเลส และออกซิเดสแตกต่างกนั (ตารางท่ี 17) 

ส่วนแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์สามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติก ไดแ้ก่ แบคทีเรีย ISP2RR1, 
RRSPCA, LRSPCA2 และ   RRTSA6 ซ่ึงแบคทีเรีย ISP2RR1 มีลักษณะโ คโ ลนีสี เหลือง  เน้ือ
โคโลนีเหมือนเนยเหลว โคโลนีกลม ขอบเรียบ    ผิวหนา้นูน มนัเงา ส่วนลกัษณะทางสัณฐานวิทยา
ของแบคทีเรียโ ดยการยอ้มสีแบบแกรม และส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ
กาํลงัขยาย 1,000 เท่า พบว่า เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างท่อนเซลล์เด่ียว  แบคทีเรีย RRSPCA 
โ คโ ลนีสีขาวขุ่น รูปร่างโคโ ลนีกลมนูน ขอบเรียบ ผิวหน้ามีลกัษณะมนัวาว เน้ือโ คโลนีคลา้ยเนย
เหลว  LRSPCA2 จะมีโ คโ ลนีสีเหลืองอ่อนออกสีส้ม รูปร่างนูนกลม ขอบเรียบ ผิวหน้ามีลกัษณะ
มนัวาว เน้ือโ คโ ลนี คลา้ยเนยเหลว  ทั้งแบคทีเรีย RRSPCA และ LRSPCA2 เป็นแบคทีเรียรูปร่าง
ท่อน แกรมลบ เซลลเ์ด่ียว  ส่วนแบคทีเรีย RRTSA-6 มีโ คโลนีสีขาวครีม รูปร่างโคโลนีกลมขนาด
เสน้ผ่านศูนยก์ลางโคโลนีนอ้ยกว่า 0.1 มิลลิเมตร ขอบเรียบ ผิวหนา้นูนมนัวาว เป็นแบคทีเรียรูปร่าง
ท่อนเซลล์เรียงเป็นคู่ แกรมบวก (ตารางท่ี 16) และแบคทีเรียเอนโ ดไฟท์แต่ละชนิดสามารถใช้
นํ้ าตาลชนิดต่าง ๆ  แตกต่างกนั (ตารางท่ี 17) 
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ตารางที่ 16 ลกัษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อและลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียที่ผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดสู้ง 

ลาํดับ ไอโซเลท ลกัษณะการเจริญบนอาหารแข็ง 

ลกัษณะสัณฐานวทิยา 

รูปร่างและ

การจัดเรียง

ตัวของเซลล์ 

การติด 

สีแกรม 
ลกัษณะใต้กล้อง1,000เท่า 

แบคทเีรียจาก stock culture 

1 S58 

 

โคโลนีสีครีม 
กลมขอบเรียบ 
ผิวหนา้มนัวาว 
เนื้อโคโลนีเละ
คลา้ยเนยเหลว 

  

รูปร่างท่อน 

 เซลลเ์ดี่ยว 
แกรมบวก 
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2 S65 

 

โคโลนีสีครีม 
กลม 

ขอบเรียบ 
ผิวหนา้มนัวาว 
เนื้อโคโลนีเละ
คลา้ยเนยเหลว 

รูปร่างท่อน 
เซลลเ์ดี่ยว 

 
แกรมบวก 

 

3 S203 

 

โคโลนีสีครีม 
กลม 

ขอบเรียบ 
ผิวหนา้มนัวาว 
เนื้อโคโลนีเละ
คลา้ยเนยเหลว 

รูปร่างท่อน 
เซลลเ์ดี่ยว 

 
แกรมบวก 
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4 S230 

 

โคโลนีสีครีม กลม 

ขอบเรียบ ผิวหนา้
มนัวาว เนื้อโคโลนี
เละคลา้ยเนยเหลว 

รูปร่างท่อน  
เซลลเ์ดี่ยว 

แกรมบวก 

 

5 S232 

 

โคโลนีสีครีม กลม 

ขอบเรียบ ผิวหนา้
มนัวาว เนื้อโคโลนี
เละคลา้ยเนยเหลว 

รูปร่างท่อน 
เซลลเ์ดี่ยว 

แกรมบวก 
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6 S238 

 

โคโลนีสีครีม กลม 
ขอบเรียบ ผิวหนา้
มนัวาว เนื้อโคโลนี
เละคลา้ยเนยเหลว 

รูปร่างท่อน 
เซลลเ์ดี่ยว 

แกรมบวก 

แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากข้าว 

7 ISP2RR1 

โคโลนีสีเหลือง
ออกสม้ เหมือน
เนยเหลว รูปร่าง
กลม ขอบเรียบ 

ผิวหนา้นูน มนัเงา 

รูปร่างท่อน 
จดัเรียงตวั
เป็นเซลล์
เดี่ยว 

แกรมลบ 
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8 RRSPCA 

โคโลนีสีขาวขุ่น 
รูปร่างนูนกลม 

ขอบเรียบ ผิวหนา้
มีลกัษณะมนัวาว 
เนื้อโคโลนีคลา้ย

เนยเหลว 

รูปร่างท่อน 

ขนาดเลก็ 

เซลล์

จดัเรียงตวั

แบบเซลล์

เดี่ยว 

แกรมลบ 

 

9 LRSPCA2 

โคโลนีสีเหลือง
อ่อนออกสีสม้ 
รูปร่างนูนกลม 
ขอบเรียบ ผิวหนา้
มีลกัษณะมนัวาว 
เนื้อโคโลนีคลา้ย
เนยเหลว 

 

รูปร่างท่อน
ยาว 
เซลลเ์รียง

ตวัแบบ

เซลลเ์ดี่ยว 

แกรมลบ 
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10 RRTSA-6 

สีขาวครีม  รูปร่าง
กลมเป็นเม็ดเลก็ๆ
แผ่กระจายออก
นอกรอยขีด มี
ขนาดเสน้ผ่าน

ศูนยก์ลางนอ้ยกว่า 
0.1 มิลลิเมตร ขอบ
เรียบ ผิวหนา้นูน

มนัวาว  

ท่อน เซลล์

อยู่เป็นคู่ 
แกรมบวก 

 



ตารางที่ 17  ผลการทดสอบคุณลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของแบคทีเรียที่ผลิตกกรดอินโดลอะซิติกไดสู้ง 
แบคทเีรียจาก stock culture 

คุณลกัษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคมี 
การใช้นํา้ตาลชนิดต่าง ๆ  

รหสัเชื้อ คะตาเลส ออกซิเดส ฟรุกโตส ซูโครส มอลโตส กลูโคส กาแลคโตส ไซลิทอล แลคโตส แมนนิทอล 

S58 - + + + + + + + - + 
S65 + + + - + + - + - - 
S203 + + + - + + - + - - 
S230 + + + - + + - + - - 
S232 + + + - + + - + - - 
S238 + + + - + + - + - - 

แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากข้าว 
ISP2RR1 + + - - + - - - - - 
RRSPCA + + - - - + - - - - 
LRSPCA2 + + - - + - - - - - 

RRTSA-6 + + + - + + - + - - 

หมายเหตุ  (+) คืออาหารเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลืองเกิดแก๊ส      +  คืออาหารเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นเหลืองไม่เกิดแก๊ส   -  คืออาหารยงัคงเป็นสีม่วงอยู่
เหมือนเดิม   การทดสอบคะตาเลส + เกิดฟอง  –  ไม่เกิดฟอง     การทดสอบออกซิเดส + เกิดสีม่วงเขม้ภายใน 10 วินาที – ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง
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ผลการจําแนกแบคทเีรียโดยการหาลาํดับเบสบน 16S rRNA 
เม่ือนาํแบคทีเรีย S58, S65, S203, S230, S232 และ S238 จาก stock culture ของห้องปฏิบติัการจุล
ชีววิทยา มหาวิทยาลยัแม่โ จ ้ ท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดไ้ปหาลาํดบัเบสบนยีนส่วน 16S 
rRNA ไดผ้ลการจาํแนกแบคทีเรียเม่ือนาํไปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank ดงัตารางท่ี  18 พบว่า  
แบคทีเรีย S58 มีลาํดบัเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกบัลาํดบัเบสของ Bacillus sp. ท่ีระดบัความ
เหมือน 100 เปอร์เซ็นต ์ ส่วนแบคทีเรีย S65, S203, S230, 232 และ S238  มีลาํดบัเบสของยีน 16S 
rRNA เหมือนกบัลาํดบัเบสของ Paenibacillus alvei ท่ีระดบัความเหมือน 98-100 % ส่วนแบคทีเรีย
เอนโดไฟท ์ISP2RR1, RRSPCA, LRSPCA2 และ RRTSA6 ท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกได ้ 
มีลาํดับเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกับ Chryseobacterium kwangyangense, Pseudomonas sp., 
Chryseobacterium kwangyangense,  Paenibacillus alvei ท่ีระดับความเหมือน 100, 100,100 และ 
100 เปอร์เซ็นต ์ ตามลาํดบั ในตารางท่ี 19 แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์ทั้งผลิตกรดอินโดลอะซิติกและ
ละลายฟอสเฟตได ้
ตารางท่ี 18 ผลการจาํแนกแบคทีเรียเม่ือนาํลาํดบัเบสบน 16S rRNA ไปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank ท่ี
สามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดสู้ง 

แบคทเีรียจาก stock culture 

ไอโซเลท แบคทีเรีย Accession number 
Query 

Cover 
Identities 

S58 Bacillus  sp. NC005945.1 100% 
796/796 

(100%) 

S65 Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c NZ_AMBZ01000002.1 98% 
741/777 

(95%) 

S203 Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c NZ_AMBZ01000002.1 100% 
731/739 

(99%) 

S230 Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c NZ_AMBZ01000002.1 99% 
717/722 

(99%) 

S232 Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c NZ_AMBZ01000002.1 100% 
740/776 

(98%) 

S238 Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c NZ_AMBZ01000002.1 98% 
741/777 

(95%) 
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ตารางท่ี 18 (ต่อ) 

แบคทเีรียเอนโดไฟท์ 

ISP2RR1 Chryseobacterium 
kwangyangense 
 

EU169201.1 100 % 800/800 
100% 

RRSPCA Pseudomonas sp.  KU312801.1 100 % 801/801 
100% 

LRSPCA2 Chryseobacterium 
kwangyangense 
 

EU169201.1 100 % 800/800 
100% 

RRTSA-6 Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c NZ_AMBZ01000002 100% 
686/690 

(99%) 
 

ตารางท่ี 19 แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์ทั้งผลิตกรดอินโดลอะซิติกและละลายฟอสเฟตได ้
 

รหัสแบคทเีรีย แหล่งทีแ่ยกเช้ือได้ ช่ือแบคทเีรีย 
 

RRTSA-6 

 

เอนโดไฟทจ์ากรากขา้วหอมมะลิแดงจากแปลง
ขา้วเกษตรอินทรียม์ากกว่า  10 ปี 

Paenibacillus alvei 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



วจิารณ์ผลการวจัิย 
การวิเคราะห์ค่าความเป็นกรดด่างของดินแปลงเกษตรอินทรียร์ะยะเวลาทาํการเกษตร  1 

ปี, 5 ปี และ มากกวา่ 10 ปี  มีค่าความเป็นกรด-ด่าง ระหวา่ง  4.7-5.3 ซ่ึงตามเกณฑก์ารประเมินค่า
ความเป็นกรด-ด่างในดิน  ท่ีมีค่าระหว่าง 4.5-5.4 จดัเป็นดินท่ีอยู่ในสภาพท่ีเป็นกรดจดั  ความ
เป็นกรด-ด่างของดิน  ไม่ไดมี้ผลโดยตรงต่อการเจริญเติบโตของพืชแต่จะมีผลทางออ้มคือเป็นตวั
ควบคุมการละลายของธาตุอาหารพืชออกมาสู่สารละลายดินให้อยูใ่นรูปท่ีพืชสามารถดูดซึมข้ึน
ไปใช้ได้รวมทั้ งควบคุมการละลายสารอ่ืน ๆ ท่ีอาจเป็นพิษต่อพืชด้วย  เช่น เหล็ก  อะลูมินัม  
แมงกานีส  จะละลายออกมาไดม้ากในดินกรด  ทาํให้เกิดเป็นอนัตรายต่อพืช  และยงัจะส่งเสริม
การตรึงฟอสฟอรัสใหอ้ยูใ่นรูปของเหลก็ และอะลูมินมัฟอสเฟต  ซ่ึงยากแก่พืชท่ีจะใชป้ระโยชน์  
ทั้งน้ี  เน่ืองจากเหล็กและอลูมินัมฟอสเฟตท่ีอยู่ในสภาพท่ีละลายนํ้ า  (soluble)  ได้นั้ นมีมาก    
โดยเฉพาะอยา่งยิง่เม่ือค่าความเป็นกรด-ด่าง ตํ่ากว่า 5.0 เม่ือใส่ปุ๋ยฟอสเฟตลงไปในดินท่ีเป็นกรด  
ส่วนใหญ่ของปุ๋ยท่ีใส่ลงไปจะทาํปฏิกิริยากบัเหลก็และอลูมินมัเสียหมดทาํใหเ้หลือส่วนท่ีพืชจะ
นาํไปใชป้ระโยชน์นอ้ยลง (สาํนักวิทยาศาสตร์เพื่อการพฒันาท่ีดิน, 2547) นอกจากน้ี  ค่าความ
เป็นกรด-ด่างของดินอาจส่งผลต่อการเจริญของจุลินทรีย ์ เน่ืองจากในสภาวะท่ีเป็นกรดอาจทาํ
ให้มียบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียบ์างชนิด  ซ่ึงอาจมีเฉพาะจุลินทรียพ์วกท่ีชอบสภาวะท่ีเป็นกรด 
(acidophile) เจริญไดเ้ท่านั้นจึงส่งผลให้พบจาํนวนจุลินทรียน์้อยเช่นเดียวกนั   โดย Kemmitt et 
al. (2006)  พบว่า ค่าความเป็นกรด-ด่างของดินเป็นปัจจยัสาํคญัท่ีควบคุมการหมุนเวียนและการ
ผลิตของสารอินทรียแ์ละอนินทรียไ์นโตรเจนในดินทางการเกษตร  และการเปล่ียนแปลงในค่า
ความเป็นกรด-ด่างในดิน ส่งผลกระทบต่อกิจกรรมของจุลินทรียดิ์นและอตัราการเกิดของวฏัจกัร
คาร์บอนและไนโตรเจนในดินอีกดว้ย  

ส่วนค่าความหนาแน่นของดิน  (bulk density)  จากแปลงเกษตรอินทรียร์ะยะเวลาทาํ
การเกษตร  1 ปี, 5 ปี และ มากกว่า 10 ปี มีค่าอยูร่ะหว่าง 0.9-1.5  กรัมต่อลูกบาศกเ์ซนติเมตร ซ่ึง
หากความหนาแน่นของดินมากเกินไป  เน่ืองจาก มีปริมาณอินทรียวตัถุในดินอยู่น้อย  อาจมี
ผลเสียคือทาํใหร้ากพืชเจริญลงไปในดินไดย้ากซ่ึงการแกปั้ญหาดินท่ีมีความหนาแน่นมากเกินไป
อาจทาํไดโ้ดยโดยการใส่อินทรียวตัถุเพิ่มลงไปในดิน 
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   และดินจากแปลงขา้วเกษตรอินทรียท่ี์ทาํการเกษตรอินทรีย์ระยะเวลา 1-2 ปี, 5-6 ปี และ 
มากกว่า 10 ปี   มีปริมาณนํ้ าในภาคสนาม (field water content)   อยู่ระหว่าง 23-44 เปอร์เซ็นต์
โดยนํ้าหนกั   

 
ผลการแยกและคดัเลือกแบคทเีรียทีล่ะลายฟอสเฟตได้ 
 จากการแยกเช้ือเอนโดไฟทจ์ากส่วนราก  ลาํตน้และใบ ของขา้วจากแปลงท่ีทาํเกษตร
อินทรียร์ะยะเวลา 1, 5  ปี และมากกว่า 10  ปี  บนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดต่าง ๆ  พบว่า ไดจ้าํนวน
แบคทีเรียเอนโดไฟทแ์ตกต่างกนัจากส่วนของขา้วท่ีมาจากแต่ละแหล่ง ซ่ึงในการทดลองน้ีจะไม่
นาํจาํนวนเช้ือเอนโดไฟท์ท่ีแยกไดจ้ากแปลงขา้วท่ีมีระยะเวลาทาํการเกษตรอินทรียต่์างกนัมา
เปรียบเทียบกนั   เน่ืองจากเป็นตวัอย่างตน้ขา้วมาจากคนละพ้ืนท่ีซ่ึงในแต่ละพ้ืนท่ีเกษตรกรมีการ
ดูแลพ้ืนท่ีแตกต่างกนั      

ในการทดลองน้ี ไดท้ดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟตขั้นตน้ของแบคทีเรีย 
บนอาหารแข็ง  PVK  agar  โ ดยดูจากขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใ สรอบโ คโ ลนี   ซ่ึง 
Panhwar et al. (2012) อธิบายว่ากลไกหลกัในการละลายสารฟอสเฟตอนินทรียข์องจุลินทรีย ์ 
ส่วนใหญ่จะเกิดจากการสร้างกรดและปลดปล่อยออกมานอกเซลล์เพ่ือละลายเกลือฟอสเฟต
โดยตรง  จึงทาํใหฟ้อสฟอรัสอยู่ในรูปท่ีเป็นกบัพืช  แต่ปริมาณการละลายฟอสเฟตจะแตกต่างกนั
ตามความสามารถในการละลายของจุลินทรีย์แต่ละชนิด  ส่วนใหญ่ของแบคทีเรียละลาย
ฟอสเฟตสามารถผลิตกรดอินทรีย ์เช่น กรดซัคซินิค กรดออกซาลิก และ กรดโพรพิโอนิก ไดใ้น
อาหารเหลว  ภทัธนาวรรณ์ (2557)  พบว่า การละลายฟอสเฟตเกิดข้ึนสัมพนัธ์กบัการเจริญของ
เช้ือและประสิทธิภาพของเช้ือในการสร้างกรดระหว่างการเจริญทาํให้การละลายฟอสเฟตเพ่ิม
มากข้ึน  ซ่ึงในผลการทดลองน้ี  พบว่า วงใสรอบโคโลนีของเช้ือท่ีละลายฟอสเฟตไดไ้ม่สัมพนัธ์
กบัปริมาณการละลายไดข้องฟอสเฟตคือแบคทีเรียบางไอโซเลทให้ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางวง
ใสมากบนอาหารแข็ง PVK ในขั้นตอนของการคดัเลือกขั้นตน้  แต่เม่ือวิเคราะห์ปริมาณฟอสเฟต
ในอาหารเหลว พบว่า มีปริมาณนอ้ย  แต่อย่างไรก็ตาม ในการทดลองน้ีผูท้ดลองไดน้าํแบคทีเรีย
ท่ีเกิดวงใสบนอาหารแข็ง PVK ทุกไอโซเลท มาทดสอบความสามารถการละลายฟอสเฟตใน
อาหารเหลว  ซ่ึงมีรายงานว่า ขนาดของวงใสรอบโ คโ ลนีของเช้ือท่ีละลายฟอสเฟตได้ไ ม่มี
ความสัมพนัธ์กับปริมาณการละลายได้ของฟอสเฟต (Arora et al., 1979; Ostwal et al. (1972) 
นอกจากน้ี   Nautiyal (1999)  รายงานว่า  การวิเคราะห์ปริมาณการละลายไดข้องฟอสเฟตใน
อาหารเหลวไดค่้าแม่นยาํกว่าการทดสอบบนอาหารแข็งเน่ืองจากกรดอินทรียแ์ต่ละชนิดมีอตัรา
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การแพร่บนอาหารแข็งดว้ยอตัราท่ีแตกต่างกนั   นอกจากน้ี Johri  et al. (1999)  ก็รายงานว่า การ
ทดสอบประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวให้ผลน่าเช่ือถือกว่าการทดสอบบน
อาหารแข็ง  และยงัพบว่า เช้ือแบคทีเรียละลายฟอสเฟตเกิดวงใสบนอาหารแข็งท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส  ใ นอาหารท่ีมีเกลือโ ซเดียมคลอไรด์ 5 เปอร์เซ็นต์ และสามารถละลายไตร
แคลเซียมฟอสเฟตไดใ้นอาหารเหลวท่ีมีเกลือ   ค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิต่าง ๆ  กนัอีก
ดว้ย  

ในผลการทดลองน้ี พบว่า  แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์สามารถละลายฟอสเฟตซ่ึงแยกจาก
ส่วนของรากขา้วไดม้ากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัส่วนอื่น ๆ  ทั้งน้ีอาจเป็นผลมาจากรากเป็นบริเวณ
ท่ีสัมผสักบัดินซ่ึงจะพบจุลินทรียอ์าศยัอยู่อย่างหนาแน่นมากกว่าบริเวณอื่น ๆ  เน่ืองจากรากพืชมี
การขบัสารออกมาเพ่ือเป็นประโยชน์ต่อจุลินทรียร์อบรากพืช ไดแ้ก่  นํ้าตาล  กรดอะมิโน  สารท่ี
พืชขบัออกมาเป็นแหล่งพลงังานและสนบัสนุนกิจกรรมของจุลินทรียท่ี์อยู่บริเวณรอบรากพืชได ้  
ซ่ึงจุลินทรียช่์วยส่งเสริมการเจริญของพืช โดยเพ่ิมการหมุนเวียนนํ้ าและแร่ธาตุ สร้างวิตามินและ
สารส่งเสริมการเจริญของพืช เช่น ออกซิน จิบเบอเรลลิน ช่วยเปลี่ยนสารท่ีเป็นพิษต่อพืชให้เป็น
สารท่ีไ ม่เป็นพิษ   เพ่ิมความสามารถของพืชในการนําแร่ธาตุไปใช้ เช่น  เพ่ิมการละลายของ
ฟอสเฟต  เพ่ิมความทนทานต่อส่ิงแวดลอ้มและการเจริญในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม  ซ่ึงบริเวณราก
พืชเป็นบริเวณท่ี มีจํานวนของแบคที เรียเอนโ ดไฟท์มาก ท่ี สุดเม่ือ เทียบกับ ส่วนอื่น  ๆ    
Rosenblueth and Romero (2006); Baker et al. (2012); ปรารถนา  (2555)  ซ่ึง Johri et al. (1999)  
พบว่า  แบคทีเรียละลายฟอสเฟตจาํนวนมากท่ีสุดในส่วนของ บริเวณพ้ืนผิวของรากพืช 
(rhizoplane) ตามดว้ยส่วนบริเวณรอบรากพืช (rhizosphere)  และในส่วนของดิน ซ่ึง  Nath  and 
Joshi (2016)  กล่าวถึงกระบวนการเขา้สู่พืชของจุลินทรียเ์อนโดไฟทโ์ดยผ่านทาง  บาดแผลของ
พืช หรือผ่านรากขนและบริเวณผิว นอกจากน้ี และเขา้สู่พืชโดยผ่านช่องเปิดธรรมชาติ หรือการ
ใชเ้อนไซม์ย่อยสลาย   เช่น  เอนไซม์เซลลูเลสและเพคติเนส  ซ่ึง Souza et al. (2015)  กล่าวว่า 
จุลินทรียบ์ริเวณรอบ ๆ  รากพืช ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต และช่วยเพ่ิมผลผลิต รวมทั้งเพ่ิม
ความอุดมสมบูรณ์ของดิน แบคทีเรียท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโ ต (PGPB) เป็นแบคทีเรียท่ี
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของพืชและการป้องกนัพืชจากโ รคและความเครียด
จากส่ิงไม่มีชีวิต  ซ่ึงเช้ือมีบทบาทสาํคญั ไดแ้ก่  การตรึงไนโตรเจน  ละลายฟอสเฟต  มีกิจกรรม
เอนไซม์ ACC deaminase และผลิต siderophores และ  ฮอร์โ มนพืช    ซ่ึงสุภาพร และคณะ 
(2553) รายงานว่า Burkholderia sp. สายพนัธ์ุ Rs01 สามารถละลายฟอสเฟตในรูป Ca3(PO4)2 ได้
สูงสุดคือ 878.8 มิลลิกรัมฟอสเฟตต่อลิตร ส่วนการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียเอนโดไฟท์
รายงานโ ดย สุ จิตรา และ  คณะ  (2556) พบว่า แบคทีเรียเอนโ ดไฟท์จากรากข้าวเจ้าหอม
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สุพรรณบุรี ได้จาํนวน 34 ไอโซเลท คดัเลือกไอโ ซเลทท่ีสมบูรณ์จาํนวน 13 ไอโ ซ-เลท เพ่ือ
ทดสอบความสามารถในการผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโ ตของพืช โ ดยสามารถละลาย
ฟอสเฟตได ้ 421.7- 465.9 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  นอกจากน้ี  ภทัธนาวรรณ์ (2557) พบว่า การ
ละลายฟอสเฟตจากตะกอน  Ca3PO4 ใ นอาหารเหลว PVK โ ดยแบคทีเรียไอโ ซเลท  PSB03 
สามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวไดสู้งสุดท่ีระยะเวลา 3 วนั และ 7 วนั เท่ากบั 102.11 และ 
191.02 มิลลิกรัมฟอสเฟตต่อลิตร ตามลาํดบั  ซ่ึงกลไกในการละลายฟอสเฟตท่ีอยู่ในรูป ของ
แคลเซียมฟอสเฟตเป็นผลมาจากการผลิตกรดอินทรีย ์และกิจกรรมของเอนไซมฟ์อสฟาเตส ของ
แบคที เรีย (Panhwar et al., 2012, Shankar et al., 2013, Anand et al. (2016) นอกจาก น้ี   ยังมี
เอนไซม์ไฟเตส  (phytase) อีกด้วย   (Glick, 2012)  และยงัมีปัจจัยอื่น ๆ  ท่ีมีผลต่อการละลาย
ฟอสเฟตไดอ้ีก เช่น อุณหภูมิ   ความเป็นกรด-ด่าง  ชนิดและความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนและ
แหล่งไนโตรเจน ซ่ึงในการทดลองน้ี  ทดสอบการละลายฟอสเฟตในปริมาตรอาหารท่ีนอ้ยและ
บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิไ ม่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดอินโ ดลอะซิติก  ซ่ึง Baliah and 
Begum (2015) รายงานว่า แบคทีเรียละลายฟอสเฟตเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 28 -35 องศาเซลเซียส 
และเจริญไดดี้ในอาหารท่ีมี กลูโ คสและฟรุคโตส เป็นแหล่งคาร์บอน   ส่วน Gupta et al. (2012) 
พบว่า แบคทีเรียละลายฟอสเฟตสามารถปลดปล่อยฟอสฟอรัสไดโ้ดยการลดลงของค่าความเป็น
กรด-ด่าง  นอกจากน้ี   ในรายงานการวิจยัของ Yadav et al. (2013) พบแบคทีเรียละลายฟอสเฟต
ทนร้อน Brevibacillus sp. มีประสิทธิภาพการละลายเฟอริกฟอสเฟต อะลูมีเนียมฟอสเฟต จาก
หินฟอสเฟตในเหมืองแร่ เป็นแหล่งคาร์บอน เจริญเติบโตไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความ
เป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7.5 

เม่ือจาํแนกชนิดของแบคทีเรียจาก stock culture ท่ีละลายฟอสเฟตไดดี้จาํนวน 6 ไอโซ-

เลท ไดแ้ก่  แบคทีเรีย S68, S69, S83, S84, S91 และ S92  โ ดยลกัษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยง

เช้ือ  การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย  การศึกษาลกัษณะทางสรีรวิทยาและ

ชีวเคมีและวิเคราะห์หาลาํดับเบสบนยีนส่วน 16S rRNA ไปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank 

พบว่า  แบคทีเรีย S68, S69, S83, S84 และ S91 มีลาํดบัเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกบัลาํดบั

เบสของ Burkholderia cenocepacia J2315 ท่ีระดบัความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต ์ส่วนแบคทีเรีย 

S92 มีลาํดับเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกับลาํดับเบสของ Bacillus thuringiensis ท่ีระดับ

ความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต ์    
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 สาํหรับแบคทีเรียเอนโดไฟทจ์ากขา้วท่ีสามารถละลายฟอสเฟตไดดี้ ไดแ้ก่  RRSTSA2, 

RRSPVK6-1, RRSTSA3, RRPVK-4, RSPVK-2, RRTSA-5 และ RRTSA6 และแบคทีเรียท่ีแยก

ไดจ้ากนํ้ าลา้งสุดทา้ยของการฆ่าเช้ือบริเวณพ้ืนผิวคือแบคทีเรีย W-RR และ WRS เม่ือจาํแนก

ชนิดของแบคทีเรียโ ดยศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหารเลี้ ยงเช้ือ   ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา

ของแบคทีเรีย  ลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี และหาลาํดบัเบสบนยีนส่วน 16S rRNA โ ดย

เที ยบ กั บ ฐ าน ข้อ มู ล ใ น  GenBank มี ลั ก ษ ณ ะ เห มื อ น กั บ  Burkholderia vietnamiensis, 

Acinetobacter sp., Klebsiella pneumonia, Paenibacillus favisporus, Burkholderia cenocepacia, 

Bacillus pumilus, Paenibacillus alvei ท่ีระดบัความเหมือน 100, 99, 100, 100, 100,100 และ 100 

เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ส่วนแบคทีเรีย W-RR และ WRS  มีลกัษณะเหมือน Bacillus pumilus และ 

Bacillus amyloliquefaciens ซ่ึง Kumar et al. (2016) รายงานว่า  แยกแบคทีเรียเอนโดไฟตท่ี์แยก

ไดจ้ากเหงา้ของขม้ินชนั แลว้ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีและหาลาํดบัเบส 16S 

rRNA พบว่า เป็น  Bacillus cereus (ECL1) Bacillus thuringiensis (ECL2) Bacillus sp. (ECL3) 

Bacillus pumilis (ECL4) Pseudomonas putida (ECL5) และ Clavibactermichiganensis (ECL6) 

ซ่ึกทุกสายพนัธ์ุผลิต IAA และฟอสเฟตละลายและมี 2 สายพนัธ์ุท่ีผลิต siderophore (ECL3 และ 

ECL5)  ส่ วน  Murugappan et al. (2013)  แ ยก ไ ด  ้Bacillus pumilus จาก ช้ิน ส่ วนของพืช

สมุนไพรเช้ือน้ีสามารถละลายฟอสเฟตและผลิตกรดอินโ ดอะซิติก    ผลิตไซเดอร์โ รฟอร์  

ไฮโดรเจนไซยาไนด ์นอกจากน้ี  เช้ือน้ียงัแสดงกิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลส โปรติเอส และไค

ติเนสท่ีช่วยยบัยั้งเช้ือก่อโ รคในพืชได้อีกด้วย   นอกจากน้ี Istina et al. (2015) แยกแบคทีเรีย

ละลายฟอสเฟตจากดินพลุ พบว่า Burkholderia gladioli และ Penicillium aculeatum สามารถ

ละลายฟอสเฟตในรูป Ca3PO4 ได ้306 และ 231.83 มิลลิกรัมฟอสเฟตต่อลิตร ตามลาํดบั ต่อมา 

Ghosh et al. (2016) ได้ทาํการศึกษาแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟต 3 ไอโ ซเลท พบว่า 

สามารถละลายฟอสเฟตไดถึ้ง 580.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 517.12 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และ 485.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และจาํแนกชนิดของแบคทีเรียดว้ย 16S rRNA พบว่า เป็น

แบคทีเรีย  Burkholderia tropica, Burkholderia unamae และ Burkholderia cepacia ตามลาํดับ 

ซ่ึง Sarsan  (2016)  รายงานว่า  Bacillus PSB24 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟต และ

ส่งเสริมการเจริญเติบโตและเพ่ิมผลผลิตในมะเขือเทศโดยมีผลทาํให้มีการเจริญเติบโตของราก
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ลาํตน้ และช่วยเพ่ิมนํ้ าหนักสดและนํ้ าหนักแห้งในมะเขือเทศได้   มีการนําแบคทีเรียละลาย

ฟอสเฟตไปประยุกตใ์ชเ้ป็นปุ๋ ยชีวภาพซ่ึงส่งผลดีต่อส่ิงแวดลอ้มอีกดว้ย (Anand  et al., 2016)  ซ่ึง 

Liu et al. (2015) เม่ือได้คดัแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟต และจาํแนกชนิดของ

แบคทีเรียดว้ย 16S rRNA พบว่า เป็นแบคทีเรีย Bacillus megaterium, Pseudomonas aeruginosa, 

Rhizobium sp., Acinetobacter sp. และ Pseudomonas oryzihabitans   

 จากผลการคดัเลือกเช้ือท่ีผลิตกรดอินโดลอะซิติก  พบว่า เป็นเช้ือท่ีแยกไดจ้ากดินรอบ
รากขา้วจากแปลงเกษตรอินทรีย ์1, 5 และ มากกว่า 10 ปี ส่วนแบคทีเรียเอนโดไฟทแ์ยกไดจ้าก
ส่วนรากและส่วนใบขา้ว  ซ่ึงในการทดลองน้ีใชวิ้ธีการคดัเลือกเช้ือท่ีผลิตกรดอินโดลอะซิติกได้
ขั้นตน้โดยวิธี indole test ซ่ึง พิมพ์ธิดา และคณะ (2550) คดัเลือกจุลินทรียท่ี์ผลิตกรดอินโดลอะ-
ซิติกจากตวัอย่างดินบริเวณราก ดว้ยวิธี indole test โดยการเพาะเลี้ยงเช้ือในอาหารเหลว tryptone 
broth แลว้นาํมาทดสอบกบั Kovac ’s reagent พบว่า เม่ือหยด Kovac ’s reagent ลงไปแลว้ มีการ
เปลี่ยนแปลงของนํ้ ายาเป็นสีแดงท่ีผิวชั้นบนอาหาร เน่ืองจาก tryptophanase สามารถเปลี่ยน
กรดอะมิโน tryptophan เป็น indole ammonia และ pyruvic เม่ือทาํปฏิกิริยากบั Kovac ’s reagent 
ซ่ึงบ่งบอกเบื้ องต้นได้ว่า แบคทีเรียมีความสามารถใ นการผลิตกรดอินโ ดลอะซิติก  จาก 
tryptophan ได ้ในการคดัเลือกการผลิตกรดอินโดลอะซิติกเบื้องตน้ในอาหาร tryptone broth เป็น
การบ่งบอกขั้นตน้ไดว่้า แบคทีเรียมีความสามารถในการผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดห้รือไม่  ซ่ึง
การคัดเลือกเช้ือท่ีผลิตกรดอินโ ดลอะซิติกขั้นต้นด้วยวิธีน้ีเป็นวิธีท่ีช่วยใ ห้ประหยดัเวลา 
(Sahasrabudhe, 2011)   

จากผลการทดสอบการผลิตกรดอินโ ดลอะซิติก ในอาหารเหลว Nutrient broth ท่ีเติม

กรดอะมิโน tryptophan ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย เท่ากบั 0.2 เปอร์เซ็นต์ พบว่า แบคทีเรียจาก 

stock culture ของห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา มหาวิทยาลยัแม่โ จ ้ผลิตกรดอินโ ดลอะซิติกได้

ระหว่าง  20.63-28.68  มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วนแบคทีเรียเอนโดไฟทผ์ลิตกรดอินโดลอะซิติกได้

ระหว่าง 7.11-53.29 มิลลิกรัมต่อลิตร    

ในการทดลองน้ี  จะเห็นว่า  แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ  ผลิตกรดอินโดลอะซิติก

ไม่สูงมากนัก ทั้งน้ีอาจเป็นผลมาจากในการทดลองน้ีทดสอบการผลิตกรดอินโดลอะซิติกใน

อาหารเหลวท่ีบรรจุในหลอดทดลองท่ีมีปริมาณอาหารเลี้ยงเช้ือเพียง 5 มิลลิลิตร ซ่ึงอาจส่งผลให้

เช้ือผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดน้อ้ย ซ่ึงยงัมีปัจจยัอื่น ๆ  ท่ีมีผลต่อการผลิตกรดอินโดลอะซิติกให้
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สูงข้ึนได ้เช่น ปริมาตรอาหารเลี้ยงเช้ือ อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ออกซิเจน และชนิดความ

เขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน รวมทั้งปัจจยัอื่น ๆ   ซ่ึงศรีกาญจนา และคณะ 

(2557)  พบว่า แบคทีเรียสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติก ไดสู้งสุดในอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของ 

tryptophan 600 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดดี้ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี 

7.0-9.0 อีกทั้ งยงั พบว่า การให้อากาศในการเพาะเลี้ ยงสามารถทาํให้แบคทีเรียผลิตกรดอิน

โดลอะซิติกไดเ้ป็น 2 เท่า เม่ือเทียบกบัการเพาะเลี้ยงในสภาพตั้งท้ิงไว ้มีรายงานการวิจยัของ Nita 

et al. (2011) พบว่า เม่ือไดท้าํการทดลองการผลิตกรดอินโดลอะซิติกของแบคทีเรีย Acetobacter 

diazotrophicus จะสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดสู้งท่ีสุดเม่ือเติมปริมาณ Tryptophan 1.2 

กรัมต่อลิตร และการผลิตกรดอินโดลอะซิติก จะลดลงเม่ือเติมปริมาณ Tryptophan มากกว่า 1.2 

กรัมต่อลิตร นอกจากน้ี Bharucha and Patei (2013) พบว่าเม่ือทาํการทดลองการผลิตกรดอิน

โดลอะซิติกของแบคทีเรีย Pseudomons putida UB1 ท่ีเพาะเลี้ยงเช้ือในเคร่ืองเขย่าดว้ยความเร็ว

รอบ 150 รอบต่อนาที จะสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดม้ากกว่าเพาะเลี้ยงแบบตั้งท้ิงไวถึ้ง 2 

เท่า  ต่อมา Mohite (2013) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดอินโดลอะซิติกของแบคทีเรีย

ท่ีแยกไดจ้ากดินรอบรากพืช  โดยศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ ควบคู่กบัการควบคุม

แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ตลอดจนความเขม้ขน้ของกรดอะมิโนทริปโตเฟน พบว่า ท่ีความ

เขม้ขน้ของทริปโตเฟน 0.1 เปอร์เซ็นต ์ไอโซเลท br1 และ br2 ใหป้ริมาณการผลิตกรดอินโดลอะ

ซิติกสูงสุด ท่ีความเขม้ขน้ของทริปโตเฟน 1.5 เปอร์เซ็นต ์ ไอโซเลท mr2 และ br2 ให้ปริมาณ

การผลิตกรดอินโดลอะซิติกสูงสุด และท่ีความเขม้ขน้ 0.05เปอร์เซ็นต ์ไอโซเลท wr2 ใหป้ริมาณ

การผลิตกรดอินโดลอะซิติกสูงสุด    พบว่า  แหล่งของไนโตรเจนส่งผลต่อความเขม้ขน้ของกรด

อินโดลอะซิติก อย่างมีนัยสําคญั และพบว่าอาหารท่ีมีค่าความเป็นกรดสูงจะไม่ก่อให้เกิดการ

สังเคราะห์ กรดอินโดลอะซิติก โดยเช้ือสามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดใ้นปริมาณท่ีสูงท่ีค่า

ความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 8 สําหรับไอโซเลท br1, br2และ br3 ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7 

สําหรับ ไอโ ซเลท mr2  และ ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 9.0  สําหรับ ไอโ ซเลท wr2 และ 

สามารถผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

ในการทดลองน้ี  ได้จาํแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดอินโ ดลอะซิติกจาก stock 

culture ของหอ้งปฏิบติัการจุลชีววิทยา มหาวิทยาลยัแม่โจ ้ โดยศึกษาลาํดบัเบสของยีน 16srRNA 
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พบว่า เป็น Bacillus sp., Paenibacillus alvei ส่วนแบคทีเรียเอนโดไฟทแ์ยกไดจ้ากส่วนของราก

และใบของขา้วจากแปลงเกษตรอินทรียเ์ป็น Paenibacillus alvei DSM 29, Pseudomonas sp. 

และ Chryseobacterium kwangyangense  ซ่ึง Xuan et al. (2016) ได้แยกและศึกษาคุณลกัษณะ

ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากดินท่ีมีสภาพเป็นกรดในเวียดนาม พบว่า มีเช้ือ160 สายพนัธ์ุ  ท่ี

สามารถตรึงไนโตรเจน  ละลายฟอสเฟต และผลิตกรดอินโดลอะซิติก และมีจาํนวน 60 สายพนัธ์ุ

ท่ีมีคุณลกัษณะท่ีดีท่ีสุด เม่ือจาํแนกเช้ือโดยใชวิ้ธีชีวโมเลกุล พบว่า เป็น Bacillus (20%) 12 ไอ-

โ ซเลท,  Proteobacteria (80%) มี beta และ Gammaproteobacteria จาํนวน 5 ไอโ ซเลท (33%) 

และ 7 ไอโซเลท (47%) ตามลาํดบั และเป็นเป็นเช้ือ Burkholderia vietnamiensis (Burkholderia 

vietnamiensis HG6-21b, KG2-21, BL1-21bและ LA5-22b) ซ่ึงเช้ือขา้งตน้มีศกัยภาพสาํหรับการ

ประยุกตใ์ชเ้ป็นจุลินทรียห์รือปุ๋ ยชีวภาพไปปรับใชก้บัดินท่ีอยู่ในสภาวะดินท่ีเป็นกรด เพ่ือใหไ้ด้

ผลผลิตของขา้วสูง และยงัเป็นสายพนัธ์ุท่ีปลอดภยัสาํหรับการเกษตรอย่างยัง่ยืน  ส่วน Midekssa 

et al. (2015) จาํแนกชนิดของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตท่ีแยกไดจ้ากบริเวณรอบรากตน้ถัว่ใน

เอธิโ อเปีย  โ ดยหาลาํดับเบส  16srRNA  พบว่า เป็น Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, 

Burkholderia, Chryseomonas, Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia และ  Sphingomonas ซ่ึง 

เช้ื อ   Enterobacter kobei (PSBL5), Bacillus subtilis (PSBL21) Enterobacter ชนิด  (PSBL26) 

สายพัน ธ์ุ  Bacillus (PSBL31) และ  Pseudomonas fluorescence (PSBL37) สามารถผลิตสาร

ส่งเสริมการเจริญเติบโ ตของพืช เช่น กรดอินโ ดลอะซิติกและสามารถยบัยั้งเช้ือราก่อโ รคพืช 

Fusarium oxysporum   โ ดย Susilowati   et al. (2015) ไดศึ้กษาความหลากหลายของชนิดและ

หนา้ท่ีของแบคทีเรียรอบรากพืชท่ีแยกไดจ้ากดินในนาขา้วในอินโดนีเซีย จากการจาํแนกโดยการ

หาลาํดบัเบส 16S rRNA  พบว่า ส่วนใหญ่เป็น Bacillus sp. และมี 75 สายพนัธ์ุ ท่ีผลิตกรดอิน-

โดลอะซิติกได ้มีจาํนวน  32 สายพนัธ์ุ  ท่ีตรึงไนโตรเจน และสามารถละลายฟอสเฟตได ้37 สาย

พนัธ์ุ และมี 33 สายพนัธ์ุท่ีผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสได ้ โดย Acuna  et al. (2011) รายงานว่า สภาวะ

ดินท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างตํ่าและมีโ ลหะท่ีเป็นพิษจะมีผลทาํให้เช้ือ Paenibacillus sp. T-03 ท่ี

แยกไดจ้ากบริเวณรอบรากพืชผลิตกรดอินโ ดลอะซิติกไดสู้งข้ึน แต่เช้ือ Bacillus sp. MQH-19 

ผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดล้ดลง  แต่ทั้งสองเช้ือมีกิจกรรมของเอนไซมไ์ฟเตสตํ่า  ซ่ึงในสภาวะ
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ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างตํ่า  และมี Mn2+ 350 mM จะมีผลทาํใหผ้ลิตกรดอินโดลอะซิติกลดลง 30-

100 เปอร์เซ็นต ์และ 44-70 เปอร์เซ็นต ์

เช้ือท่ีสามารถละลายฟอสเฟตและผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดใ้นการทดลองน้ี  อาจมีบาง

ชนิดท่ีเป็นเช้ือก่อโ รค  เช่น Paenibacillus sp. จะเป็นเช้ือก่อโ รคสัตว ์เช่น โ รคในผ้ึงตวัอ่อน แต่  

มีรายงานว่า  Paenibacillus sp. สามารถผลิตสารต้านจุลินทรีย์ไ ด้ท่ีหลากหลายชนิด เช่น 

lantibiotics ( He et al. (2007), lipopeptides (Martin et al. (2003)  แ ล ะ  macrolide (Wu et al. 

2010) Lipopeptides นอกจากน้ี lipopeptides มีฤทธ์ิในการตา้นไวรัส  ช่วยเสริมคุม้กนั หรือยบัยั้ง

สารพิษหรือเอนไซม์อย่างจาํเพาะ  (Rodrigues et al. (2006)  ยงัมีรายงานของ  Pragash  et al. 

(2009) ศึกษาคุณลกัษณะของสายพนัธ์ุ Chryseobacterium aquaticum PUPC1  ซ่ึงแยกไดจ้ากดิน

บริเวณรอบรากขา้ว  สามารถผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสยบัยั้งเช้ือราก่อโ รคพืชได ้นอกจากน้ี เช้ือน้ี

ยงัผลิตเอนไซม์ aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase และฟอสฟาเตส   เม่ือ

ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตเอนไซม ์พบว่า ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.0 และอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส   สามารถผลิตเอนไซม์โ ปรติเอสได้สูงสุดใน Medium B ท่ีประกอบด้วย  1% 

tryptone, 0.5% sucrose, and 0.005% MnCl2 และเอนไซมน้ี์มีความเสถียรท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 

5.0-10.0 และท่ีอุณหภูมิ 40-70 องศาเซลเซียส  และเอนไซม์โ ปรติเอสของเช้ือน้ีมีฤทธ์ิในการ

ยบัยั้งเช้ือราก่อโ รคพืช จากรายงานวิจยัของ  Kishi  et al. (2012)  พบว่า เช้ือท่ีแยกได้จากดิน

บริเวณรอบรากออ้ยในบราซิลสามารถละลายฟอสเฟตและผลิตกรดอินโ ดลอะซิติกได้  เม่ือ

จําแนกชนิดโ ดยการหาล ําดับ เบส   16srRNA พบ ว่า  เป็น   Enterobacter sp. Entrobacter 

homaechei subsp verschuerennii, Burkholderia sp. และ Labrys portucalensis   

ในการทดลองน้ี  พบว่า แบคทีเรีย RRTSA-6 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์แยกไดจ้าก
รากขา้วจากแปลงเกษตรอินทรีย ์มากกว่า 10 ปี ท่ีมีคุณสมบติัทั้งการผลิตกรดอินโดลอะซิติกและ 
ละลายฟอสเฟตไดซ่ึ้งเป็นประโยชน์อย่างย่ิงท่ีไดเ้ช้ือท่ีมีคุณสมบติัทั้งสองลกัษณะขา้งตน้อยู่ใน
เช้ือเดียวกัน นอกจากน้ี ในการทดลองน้ี ยงัแยกได้เช้ือท่ีมีประโ ยชน์ในทางการเกษตร เช่น  
Bacillus thruringiensis  ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีช่วยในการกาํจดัแมลงศตัรูพืช  ซ่ึงน้ีถือว่าเป็นเช้ือท่ีมี
ความจาํเพาะ  ปลอดภยั และมีประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงศตัรูพืชไดดี้  (Jong Yul  et al., 
2007)   นอกจากน้ี Shrestha et al. (2016) ยงัรายงานว่า   แบคทีเรียสกุล  Bacillus sp. ท่ีแยกได้
จากขา้วมีศกัยภาพในการควบคุมโ รคพืชได ้เช่น  เช้ือก่อโ รคในขา้วจากเช้ือ Rhizoctonia solani 
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และ Burkholderia glumae  โดยจาํแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการหาลาํดบัเบส 16srRNA  พบว่า  
เป็น  B. methylotrophicus  และ B. subtilis และเช้ือท่ีสร้างสารยบัยั้งเช้ือก่อโรคในกาบใบแหง้ใน
ขา้วไดดี้ คือ B. amyloliquefaciens และ B. subtilis    

การประยุกตใ์ชป้ระโยชน์จากเช้ือท่ีคดัเลือกไดใ้นการทดลองน้ี อาจนาํไปใชร่้วมกบัเช้ือ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช  (Plant growth promoting microorganisms, PGPR) อื่น ๆ    ซ่ึง
จุลินทรียก์ลุ่ม PGPR มีประโยชน์ต่อพืช 3 ดา้น ไดแ้ก่ จะช่วยใหพื้ช ช่วยใหพื้ชทนทานต่อสภาวะ
เครียด   ช่วยให้พืชทนทานต่อเช้ือก่อโ รคพืช  และเป็นปุ๋ ยชีวภาพ ช่วยส่งเสริมการเจริญของพืช 
Souza et al. (2015)  ซ่ึง Khan et al. (2006) กล่าวว่า หากใช้แบคทีเรียละลายฟอสเฟตร่วมกับ
จุลินทรียอ์ื่น ๆ  เช่น จุลินทรียส่์งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและไมคอไรซา  โดยใชใ้นรูปแบบ
เช้ือผสมจะทาํให้มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชมากย่ิงข้ึน    ซ่ึงเช้ือท่ีได้
ในการทดลองน้ีอาจจะนาํไปประยุกตใ์ชป้ระโยชน์ต่อการผลิตพืชในระบบเกษตรอินทรียต่์อไป
ในอนาคต  

 



สรุปผลการวจัิย 
 

การแยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจ์ากส่วนของราก ลาํตน้ และใบของขา้ว จากแปลงขา้วท่ี

ทาํเกษตรอินทรียเ์ป็นระยะเวลา 1, 5 และ มากกว่า  10  ปี ในจงัหวดัเชียงใหม่ ไดแ้บคทีเรียเอน-

โดไฟทท์ั้งหมดจาํนวน 178 ไอโซเลท  และแยกไดแ้บคทีเรียจากนํ้ าสุดทา้ยของการลา้งส่วนของ

รากและลาํตน้ของขา้ว 2 ไอโซเลท ตามลาํดบั   

การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีละลายฟอสเฟตขั้นตน้ ของแบคทีเรียทั้งหมดจาํนวน 487 ไอโซ-

เลท  บนอาหารแข็ง PVK พบว่า  มีแบคทีเรีย 6 ไอโซเลท จาก stock culture ของห้องปฏิบติัการ

จุลชีววิทยา (S68, S69 , S83 , S84  , S91 , S92) และแบคที เรียเอนโ ดไฟท์  7  ไ อโ ซเลท 

( RRSTSA2, RRSPVK6-1, RRSTSA3, RRPVK-4, RRPVK-2, RRTSA-5 แ ล ะ  RRTSA6)  ท่ี 

สามารถละลายฟอสเฟตได้ 756.92, 766.35, 776.57, 690.88, 620.13, 724.69 114.32,  92.79, 

97.88, 92.65, 191.78, 91.80 และ  73.22   มิลลิกรัมฟอสเฟตต่อลิตร ตามลําดับ   และพบทั้ ง

แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ  การจาํแนกชนิดของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตโดยการหา

ลาํดับเบสของยีนส่วน 16S rRNA พบว่า S68, S69 , S83 , S84  และ S91 เป็น Burkholderia 

cenocepacia  ส่วนแบคทีเรีย S92 เป็น Bacillus thuringiensis ส่วนแบคทีเรียเอนโ ดไฟท์เป็น 

Burkholderia vietnamiensis, Acinetobacter sp., Klebsiella pneumonia, Paenibacillus 

favisporus, Burkholderia cenocepacia, Bacillus pumilus Paenibacillus alvei  ตามลาํดับและพบว่า  

แบคทีเรียจาก stock culture (S58, S65, S203, S230, S232 และ S238) และแบคทีเรียเอนโดไฟท ์ 

(ISP2RR1, RRSPCA, LRSPCA2 และ RRTSA6)  รวม 10 ไอโซเลท ท่ีผลิตกรดอินโดลอะซิติก

ไดสู้งเท่ากบั 28.68, 23.07, 25.02, 20.63, 21.12, 21.85, 53.29, 20.93, 7.11 และ 20.55  มิลลิกรัม

ต่อลิตร ตามลาํดบั   การจาํแนกชนิดของแบคทีเรียผลิตกรดอินโดลอะซิติกโดยการหาลาํดบัเบส

ของยีนส่วน 16S rRNA พบว่า แบคทีเรีย S58 มีลาํดบัเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกบั Bacillus 

sp. ส่วนแบคทีเรีย S65, S203, S230, 232 และ S238  มีลาํดบัเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกบั 

Paenibacillus alvei และแบคทีเรียเอนโดไฟท์ ISP2RR1, RRSPCA, LRSPCA2 และ RRTSA6  

มีลาํดับเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกับ  Chryseobacterium kwangyangense, Pseudomonas 

sp., Chryseobacterium kwangyangense,  Paenibacillus alvei  ซ่ึงคาดว่าจะนําแบคทีเรียละลาย
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ฟอสเฟตและผลิตกรดอินโดลอะซิติกไดค้ดัเลือกไดใ้นงานวิจยัน้ีไปประยุกตใ์ชก้ารปลูกขา้วใน

ระบบการปลูกขา้วอินทรียแ์บบประณีต หรือการนาํไปประยุกต์ใชป้ระโยชน์จากจุลินทรียใ์น

พื้ น ท่ีบริเวณ ท่ีมีนํ้ าน้อย  เช่น  เกษตรในพื้ น ท่ี สูง  พื้น ท่ีประสบภัยแล้งจากภาวะอากาศ

เปล่ียนแปลงท่ีมีปริมาณฝนตกน้อย ซ่ึงเป็นภาวะภูมิอากาศเปลี่ยนแปลงท่ีกาํลังเผชิญอยู่ใน
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 

 

1. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

Nutrient broth (NB)  

Beef extract   3 กรัม  

Peptone   5 กรัม  

นํ้ากลัน่    1000 มิลลิลิตร  

pH 7.0 

ละลายส่วนผสมในนํ้ากลัน่แลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  

ส่วน Nutrient agar (NA) เตรียมเช่นเดียวกบั Nutrient broth แต่ไม่ตอ้งเติมวุน้ 

 

Plate count agar medium (PCA)  

Tryptone  5.0 กรัม 

Yeast extract  2.5 กรัม 

Glucose   1.0 กรัม 

Agar   15.0 กรัม 

นํ้ากลัน่   1,000 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมในนํ้ากลัน่แลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เม่ือนาํออกจากเคร่ืองฆ่าเช้ือแลว้รอให้อุณหภูมิของอาหารลดลงประมาณ 

50-55 องศาเซลเซียส แลว้เทลงบนจานเพาะเช้ือ  

 

Pikovskaya medium (PVK) 

Glucose   10  กรัม  

Ca3 (PO4)2   5.0 กรัม  

(NH4)2SO4  0.5  กรัม  
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KCl    0.2  กรัม  

MgSO4.7H2O   0.1  กรัม  

MnSO4   tract  

FeSO4    tract  

Yeast extracts   0.5  กรัม  

Agar    15  กรัม  

นํ้ากลัน่   1000 มิลลิลิตร  

ละลายส่วนผสมในนํ้ากลัน่แลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เม่ือนาํออกจากเคร่ืองฆ่าเช้ือแลว้รอให้อุณหภูมิของอาหารลดลงประมาณ 

50-55 องศาเซลเซียส แลว้เทลงบนจานเพาะเช้ือ 

 

International Streptomyces projected medium 2 (ISP2) 

 Malt extract  10.0 กรัม 

 Yeast extract  4.0 กรัม 

 Glucose   4.0 กรัม 

 Agar   15.0 กรัม 

 นํ้ากลัน่   1,000 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมในนํ้ากลัน่แลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เม่ือนาํออกจากเคร่ืองฆ่าเช้ือแลว้รอให้อุณหภูมิของอาหารลดลงประมาณ 

50-55 องศาเซลเซียส แลว้เทลงบนจานเพาะเช้ือ 

 

Tryptic soy agar medium (TSA) 

Tryptone (Pancreatic Digest of Casein)  15.0 กรัม 

Soytone (Papaic Digest of Soybean Meal)  5.0  กรัม 

Sodium Chloride     5.0  กรัม  

Agar       15.0  กรัม 

pH 7.3±0.2 
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ละลายส่วนผสมในนํ้ากลัน่แลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เม่ือนาํออกจากเคร่ืองฆ่าเช้ือแลว้รอให้อุณหภูมิของอาหารลดลงประมาณ 

50-55 องศาเซลเซียส แลว้เทลงบนจานเพาะเช้ือ 

 

Tryptone broth 

 Tryptone  10.0 กรัม 

 Agar   15.0 กรัม 

 นํ้ากลัน่   1,000 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมในนํ้ากลัน่แลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  

 

Carbohydrate broth  

 Beef extract   3 กรัม  

Peptone   5 กรัม  

Bromcresol purple 1.25 มิลลิลิตร  

นํ้าตาลชนิดต่าง ๆ  0.5 กรัม 

นํ้ากลัน่    1000  มิลลิลิตร 

แหล่งคาร์บอนได้แก่  Fructose, Sucrose, Moltose, Glucose, Galactose, Xylitol, Lactose และ 

Mannitol 

ละลายส่วนผสมในนํ้ ากลัน่แลว้  ใ ส่ลงในหลอดทดลองท่ีมีหลอดดกัก๊าซหลอดละ  10  มิลลิลิตร

ปิดฝาหลอดแลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 

15 นาที 

 

2. เตรียมสารสําหรับวเิคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัส 

 เตรียมสารละลาย  reagent A 

  1. ล ะ ล าย  Ammonium molybdate ((NH4)6Mo7O24
.4H2O) 50 ก รัม ใ น นํ้ า ก ลั่ น  200 

มิลลิลิตรคนใหล้ะลาย 
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  2. ละลาย Antimony potassium tartrate (KSbO.C4H4O6
.1/2H2O) 1.213 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 

50 มิลลิลิตร (ถา้ไม่ละลายนาํไปอุ่นท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 60 องศาเซลเซียส) 

  3. นาํสารละลายในขอ้ท่ี 1 และขอ้ท่ี 2 มาผสมกนั คนใหล้ะลายเขา้กนั 

  4. เติมกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ 700 มิลลิลิตร ปล่อยท้ิงไวใ้ห้เยน็ เทลงในขวดวดัปริมาตร

ขนาด 1 ลิตรและปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตรดว้ยนํ้ากลัน่ เกบ็ไวใ้นขวดสีชา และเกบ็ไวใ้นท่ีเยน็ 

 เตรียมสารละลายพฒันาสี  (Working solution) 

  ละลาย  ascorbic acid  1.76  กรัม  ในนํ้ากลัน่  1,600  มิลลิลิตร เติมสารละลาย reagent A 

40  มิลลิลิตร  เทลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 2 ลิตร  และปรับปริมาตรใหเ้ป็น 2 ลิตรดว้ยนํ้ากลัน่  ตั้งท้ิงไว้

ใหเ้ยน็ประมาณ  2  ชัว่โมง จึงนาํไปใชไ้ด ้ สารละลายน้ีเกบ็ไดไ้ม่เกิน  24  ชัว่โมง 

 

การเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ในการทดสอบกรดอนิโดลอะซิติก 

Kovac’s reagent 

  Para-dimethyl-amino-benzaldehyde   5.0 กรัม 

  Amyl alcohol     75.0 มิลลิลิตร 

  Hydrochloric acid 35%     25.0 มิลลิลิตร 

  ล ะ ล าย  Para-dimethyl-amino-benzaldehyde 5.0  ก รั ม ใ น  Amyl alcohol แ ล้ ว เติ ม  

Hydrochloric acid 35% ลงไป 25.0 มิลลิลิตร 

 

การเตรียมสารเคมีวเิคราะห์ปริมาณกรดอนิโดลอะซิติก 

 Salkowski coloring reagent 

  Hyperchloric acid (HClO4) 35%   50 มิลลิลิตร 

  Ferric chloride (FeCl3) 0.5M   1 มิลลิลิตร 

การเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ในการจําแนกแบคทเีรียโดยใช้วธีิการหาลาํดับเบสบน 16S rDNA 

- EDTA  0.5 M  ปริมาตร  500 ml pH 8.0 

- Tris HCl 1 M  
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- TEN buffer 1X        500  มิลลิลิตร 

  1 M Tris HCl (pH 8.0)     5  มิลลิลิตร 

  0.5 M EDTA (pH 8.0)    1  มิลลิลิตร   

  NaCl      2.922  กรัม 

 - TAE buffer 50X     500  มิลลิลิตร 

  Tris base (C4H11NO3) MW 121.14 g.mole-1 121.14 กรัม 

  0.5 M EDTA pH 8.0    50   มิลลิลิตร 

  Glacial acetate       28.55 มิลลิลิตร   
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ภาคผนวก ข 

กราฟมาตรฐาน 

 

 
ภาพภาคผนวก ข 1  กราฟมาตรฐานฟอสฟอรัส 

 
ภาพภาคผนวก ข 2 กราฟมาตรฐานกรดอินโดลอะซิติก 



 

 

ภาคผนวก ค 

ภาพการเจริญของเช้ือบนอาหารลีย้งเช้ือและการทดสอบคุณลกัษณะของเช้ือ 

 

 
ก 

 
ข 

 
ค 

 
ง 

ภาพภาคผนวก ค 1 การเจริญของเช้ือเอนโดไฟทจ์ากช้ินส่วนของขา้วบนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด

ต่าง ๆ   ก) PCA  ข) PVK ค) ISP2  และ ง) TSA  

ก)          ข)  

ภาพภาคผนวก ค2 ก) ลกัษณะการเกิดวงใสรอบโคโลนีของแบคทีเรียบนอาหาร  PVK  

ระยะเวลา  24  ชัว่โมง  ข) การวิเคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัส 
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ภาพภาคผนวก ค3  ก) การทดสอบการผลิตกรดอินโดลอะซิติกขั้นตน้  ข) การวิเคราะห์ปริมาณ

กรดอินโดลอะซิติก  

 

 
 

ภาพภาคผนวก ค4  ผลการ run gel electrophoresis ของ PCR product  
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ภาคผนวก ง 

ลาํดับนิวคลโีอไทด์ของแบคทเีรีย 

 

 
ภาพภาคผนวก ง 1 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย S68 ท่ีตรงกบัเบสของ Burkholderia 

cenocepacia J2315 99%  ท่ี Accession number NC_011000.1 
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ภาพภาคผนวก ง 2 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย S69 ท่ีตรงกบัเบสของ Burkholderia 

cenocepacia J2315 99%  ท่ี Accession number NC_011000.1 
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ภาพภาคผนวก ง 3 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย S83 ท่ีตรงกบัเบสของ Burkholderia 

cenocepacia J2315 99% ท่ี Accession number NC_011000.1 
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ภาพภาคผนวก ง 4 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย S84 ท่ีตรงกบัเบสของ Burkholderia 

cenocepacia J2315  99% ท่ี Accession number NC_011000.1 
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ภาพภาคผนวก ง 5 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย S91  ท่ีตรงกบัเบสของ Burkholderia 

cenocepacia J2315 99% ท่ี Accession number NC_011000.1 
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ภาพภาคผนวก ง 6 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย S92 ท่ีตรงกบัเบสของ Bacillus 

thuringiensis serovar –   konkukian strain 97-27 99% ท่ี Accession number NC_005957.1 
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ภาพภาคผนวก ง 7 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  RRSTSA 2  (ความยาว 800 คู่เบส) 
เม่ือเทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ 
Burkholderia vietnamensis 100 % 
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ภาพภาคผนวก ง 8 ลาํดบันิวคลีโ อไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  RRSPVK6-1  (ความยาว 810 คู่เบส) 
เม่ือ เทียบกับ  ฐานข้อมูล  NCBI โ ดยแสดงความเหมือนต่อล ําดับ นิวคลี โ อไทด์ของเช้ือ 
Acinetobacter sp.   100 % 
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ภาพภาคผนวก ง 9 ลาํดบันิวคลีโ อไทด์ของเช้ือแบคทีเรียรหัส RRSTSA3  (ความยาว 795 คู่เบส) 
เม่ือเทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ Klebsiella    
pneumonia  99 % 
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ภาพภาคผนวก ง 10 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  RRPVK-4 ท่ีตรงกบัเบสของ 

                          Paenibacillus  favisporus 100% ท่ี Accession number LC127090.1 
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ภาพภาคผนวก ง 11 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  RSPVK-2 ท่ีตรงกบัเบสของ  

Burkholderia cenocepacia J2315 99% ท่ี Accession number    

NC_011000.1 
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ภาพภาคผนวกท่ี ง 12 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  RRTSA-5 ท่ีตรงกบัเบสของ 

Bacillus pumilus   strain NJ-M2 100% ท่ี Accession number NZ_CP012329.1 
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ภาพภาคผนวก ง 13  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  RRTSA-6 ท่ีตรงกบัเบสของ  

Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c 99% ท่ี Accession number 

NZ_AMBZ01000002 
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ภาพภาคผนวก ง 14 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  W-RR ท่ีตรงกบัเบสของ 

Bacillus pumilus strain NJ-M2   100% ท่ี Accession number NZ_CP012329.1 
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ภาพภาคผนวก ง 15 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  W-RS ท่ีตรงกบัเบสของ                                      

Bacillus amyloliquefaciens DSM7 99% ท่ี Accession number 

NC_014551.1 
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ภาพภาคผนวก ง 16 ลาํดับนิวคลีโ อไทด์ของเช้ือแบคทีเรียรหัส  S58 (ความยาว 796 คู่เบส) เม่ือ
เทียบกบั   ฐานขอ้มูล NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโ อไทด์ของเช้ือ  Bacillus sp. 
100 % 
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ภาพภาคผนวก ง 17 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  S65 ท่ีตรงกบัเบสของ 

Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c 99% ท่ี Accession number NZ_AMBZ01000002.1 
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ภาพภาคผนวก ง 18 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  S203 ท่ีตรงกบัเบสของ 

Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c 99% ท่ี Accession number NZ_AMBZ01000002.1 

 

 
 



 

 

120

 
 

ภาพภาคผนวก ง 19 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  S230 ท่ีตรงกบัเบสของ 

Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c  99% ท่ี Accession number NZ_AMBZ01000002.1 
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ภาพภาคผนวก ง 20 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  S232 ท่ีตรงกบัเบสของ 

Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c  95% ท่ี Accession number NZ_AMBZ01000002.1 
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ภาพภาคผนวก ง  21 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  S238 ท่ีตรงกบัเบสของ 

Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c   95% ท่ี Accession number NZ_AMBZ01000002.1 
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ภาพภาคผนวก ง 22  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  ISP2RR1 (ความยาว 800 คู่เบส) 
เม่ือเทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ 
Chryseobacterium kwangyangense  100 %  
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ภาพภาคผนวก ง 23  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  RRSPCA (ความยาว 800 คู่เบส) 
เม่ือเทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ 
Pseudomonas sp. 100 % 
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ภาพภาคผนวก ง 24  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรียรหสั  LRSPCA2 (ความยาว 800 คู่เบส) 
เม่ือเทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ 
Chryseobacterium kwangyangense  100 %  
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ภาพภาคผนวก ง 25 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรีย RRTSA-6 ท่ีตรงกบัเบสของ  

Paenibacillus alvei DSM 29 PAV_2c 99% ท่ี Accession number 

NZ_AMBZ01000002 
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                                   ภาคผนวก จ 

ผลการคดัเลือกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตขั้นตน้และผลการวิเคราะห์ปริมาณฟอสเฟต   

ตารางภาคผนวก จ 1 ผลการคดัเลือกเช้ือท่ีสามารถละลายฟอสเฟตไดข้ั้นตน้บนอาหารแข็ง PVK 
agar 

แบคทเีรียจาก stock culture แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากข้าว 

ลาํดบั รหัส
แบคทเีรีย 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์ 
กลางวงใส (mm) 

ลาํดบั รหัสแบคทเีรีย ขนาดเส้นผ่านศูนย์ 
กลางวงใส (mm) 

1 BF 1 6.5 1 ISP2RR5 6.5 
2 BF 4 2.0 2 ISP2RS1 7.0 
3 BF 5 1.5 3 ISP2RS4 8.5 
4 BF 6 3.0 4 ISP2RS6 7.5 
5 BF 9 4.5 5 ISP2RS8 2.0 
6 BF 12 4.5 6 ISP2RL4 8.0 
7 BF 15 3.5 7 ISP2RL5 2.0 
8 BF 27 10.0 8 PCARR4 2.0 
9 BF 28 2.0 9 PCARL4 13.0 
10 BF 32 2.0 10 PCARL5 3.0 
11 BF 41 2.0 11 PVKRS5 7.0 
12 BF 55 4.5 12 PVKRS7 10.0 
13 BF 59 5.0 13 PVKRS8 13.0 
14 BF 61 5.0 14 PVKRS10 10.0 
15 BF 63 3.0 15 PVKRL1 7.0 
16 BF 64 3.0 16 PVKRL2 5.0 
17 BF 67 4.0 17 PVKRL7 4.0 
18 BF 68 2.5 18 RRSPCA 2.0 
19 S 1 2.0 19 RRSPCA5 2.0 
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ตารางภาคผนวก จ 1 (ต่อ) 
แบคทเีรียจาก stock culture แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากข้าว 

ลาํดับ รหัส
แบคทเีรีย 

ขนาดเส้นผ่าน 
ศูนย์กลาง  (mm) 

ลาํดับ รหัสแบคทเีรีย ขนาดเส้นผ่าน 
ศูนย์กลาง  (mm) 

20 S 3 2.5 20 RRSPCA6 4.5 
21 S 4 2.5 21 RRSPCA-192 1.5 
22 S 9 2.0 22 RRSTSA2 5.0 
23 S 10 2.0 23 RRSTSA3 2.5 
24 S 23 2.0 24 RRSTSA3-1 2.0 
25 S 25 2.0 25 RRSTSA13 2.0 
26 S 26 2.0 26 RRSPVK 2.0 
27 S 28 3.5 27 RRSPVK 2.0 
28 S 41 2.5 28 RRSPVK 2.0 
29 S 45 4.5 29 RRSPVK-183 8.0 
30 S 59 3.0 30 RRSPVK6-191 7.0 
31 S 60 4.5 31 RRSISP3 5.0 
32 S 68 4.5 32 RRSISP4 3.0 
33 S 69 4.5 33 RSTSA3 8.5 
34 S 83 3.0 34 RSPVK4 3.0 
35 S 84 5.5 35 RSISP7-1 3.0 
36 S 91 3.0 36 LRSTSA2 4.0 
37 S 92 5.0 37 RRPCA-1 4.0 

38 S 129 3.0 38 RRPCA-3 3.0 

39 S 137 4.0 39 RRPCA-4 3.5 

40 S 139 6.5 40 RSPCA-2 22.0 
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ตารางภาคผนวก จ 1 (ต่อ) 
แบคทเีรียจาก stock culture แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากข้าว 

ลาํดับ รหัสแบคทเีรีย ขนาดเส้นผ่าน 
ศูนย์กลางวงใส (mm) 

ลาํดบั รหัสแบคทเีรีย ขนาดเส้นผ่าน 
ศูนย์กลางวงใส (mm) 

41 S 141 3.5 41 RSPCA-3 2.0 

42 S 142 9.0 42 RLPCA-2 5.0 

43 S 143 2.5 43 RLPCA-3 5.0 

44 S 144 2.5 44 RRPVK-1 4.5 

45 S 149 2.5 45 RRPVK-2 7.0 

46 S 174 3.5 46 RRPVK-4 6.5 

47 S 200 6.0 47 RSPVK-2 10 

48 S 201 5.0 48 RLPVK-1 6.0 

49 S 210 2.0 49 RLPVK-2 5.0 

50 S 213 4.0 50 RRTSA-2 10.0 

51 S 216 2.0 51 RRTSA-3 6.0 

52 S 220 5.5 52 RRTSA-5 4.0 

53 S 221 5.0 53 RRTSA-6 3.0 

 
 
 
 
 
 

  

54 RSTSA-1 5.0 

55 RSTSA-3 6.0 

56 RSISP2-1 2.5 

57 RSISP2-2 11.0 

58 RLISP2-1 3.0 

59 RLISP2-2 3.5 
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60 RLISP2-3 6.0 

61 W-RR (นํ้าสุดทา้ย
จากการลา้งส่วนราก) 

2.0 

62 W-RS (นํ้าสุดทา้ย

จากการลา้งส่วนลาํตน้) 
5.0 

 
หมายเหตุ  เช้ือจาก stock culture รหสัเช้ือ BF แยกเช้ือไดจ้ากนํ้าหมกัชีวภาพ, รหสัเช้ือ S1-S174 แยกเช้ือไดจ้าก
ดินแปลงเกษตรทัว่ไป และรหสัเช้ือ S175-S239 แยกเช้ือไดจ้ากดินรอบรากขา้วจากแปลงเกษตรอินทรีย ์ 
เช้ือเอนโดไฟท ์ลาํดบั 1-17 แยกจากแปลง 1 ปี, ลาํดบั 18-36 แยกจากแปลง 5 ปี, ลาํดบั 37-62 แยกจากแปลง
มากกวา่ 10 ปี 
รหสัเช้ือ   

อกัษรตาํแหน่งท่ี 1   R = Rice อกัษรตาํแหน่งท่ี 2   R = Root , S = Stem, L =Leaves  

อกัษรตาํแหน่งท่ี 3 คืออาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชแ้ยก ไดแ้ก่ TSA, PVK, ISP2, PCA  

ตวัเลขสุดทา้ยคือหมายเลขไอโซเลท   
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ตารางภาคผนวก จ 2 ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟอสเฟต 
แบคทีเรียจาก stock culture แบคทีเรียเอนโดไฟทจ์ากขา้ว 

ลาํดบั รหัส
แบคทเีรีย 

ปริมาณฟอสเฟต 

(mgPO4
2-/L) 

ลาํดบั รหัสแบคทเีรีย ปริมาณฟอสเฟต 

(mgPO4
2-/L) 

1 BF 1 178.84 1 ISP2RR5 12.54 
2 BF 4 217.04 2 ISP2RS1 13.85 
3 BF 5 58.95 3 ISP2RS4 13.67 
4 BF 6 191.18 4 ISP2RS6 13.30 
5 BF 9 176.32 5 ISP2RS8 14.57 
6 BF 12 207.06 6 ISP2RL4 12.98 
7 BF 15 209.97 7 ISP2RL5 13.21 
8 BF 27 189.21 8 PCARR4 15.36 
9 BF 28 187.96 9 PCARL4 14.24 
10 BF 32 189.53 10 PCARL5 13.62 
11 BF 41 132.69 11 PVKRS5 18.56 
12 BF 55 183.95 12 PVKRS7 17.52 
13 BF 59 168.30 13 PVKRS8 17.00 
14 BF 61 168.08 14 PVKRS10 17.94 
15 BF 63 196.38 15 PVKRL1 16.58 
16 BF 64 179.15 16 PVKRL2 15.02 
17 BF 67 220.75 17 PVKRL7 17.81 
18 BF 68 154.31 18 RRSPCA 14.25 
19 S 1 168.87 19 RRSPCA5 15.98 
20 S 3 138.90 20 RRSPCA6 17.22 
21 S 4 162.88 21 RRSPCA-192 14.59 
22 S 9 163.51 22 RRSTSA2 114.32 
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ตารางภาคผนวก จ 2 
แบคทเีรียจาก stock culture แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากข้าว 

ลาํดบั รหัสแบคทเีรีย ปริมาณฟอสเฟต 

(mgPO4
2-/L) 

ลาํดบั รหัสแบคทเีรีย ปริมาณฟอสเฟต 

(mgPO4
2-/L) 

23 S 10 201.89 23 RRSTSA3 16.21 
24 S 23 156.27 24 RRSTSA3-1 16.92 
25 S 25 168.38 25 RRSTSA13 17.21 
26 S 26 118.30 26 RRSPVK 18.54 
27 S 28 147.31 27 RRSPVK 14.26 
28 S 41 258.49 28 RRSPVK 13.25 
29 S 45 173.81 29 RRSPVK-183 52.22 
30 S 59 182.37 30 RRSPVK6-1 92.79 
31 S 60 205.03 31 RRSISP3 49.70 
32 S 68 756.92 32 RRSISP4 35.80 
33 S 69 766.35 33 RRSTSA3 97.88 
34 S 83 776.57 34 RSPVK4 20.52 
35 S 84 690.88 35 RSISP7-1 16.35 
36 S 91 620.13 36 LRSTSA2 15.26 
37 S 92 724.69 37 RRPCA-1 26.65 

38 S 129 204.25 38 RRPCA-3 51.41 

39 S 137 513.99 39 RRPCA-4 60.84 

40 S 139 488.05 40 RSPCA-2 47.87 

41 S 141 462.89 41 RSPCA-3 47.72 

42 S 142 359.91 42 RLPCA-2 56.04 

43 S 143 228.62 43 RLPCA-3 54.244 
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ตารางภาคผนวก จ 2 (ต่อ) 

แบคทเีรียจาก stock culture แบคทเีรียเอนโดไฟท์จากข้าว 
ลาํดบั รหัสแบคทีเรีย ปริมาณฟอสเฟต (mgPO4

2-/L) ลาํดบั รหัสแบคทีเรีย ปริมาณฟอสเฟต  (mgPO4
2-/L) 

44 S 144 411.01 44 RRPVK-1 70.93 

45 S 149 335.53 45 RRPVK-2 47.57 

46 S 174 232.55 46 RRPVK-4 92.65 

47 S 200 188.43 47 RSPVK-2 191.78 

48 S 201 187.96 48 RLPVK-1 42.04 

49 S 210 121.21 49 RLPVK-2 58.33 

50 S 213 154.78 50 RRTSA-2 45.83 

51 S 216 137.01 51 RRTSA-3 71.23 

52 S 220 208.18 52 RRTSA-5 91.80 

53 S 221 190.94 53 RRTSA-6 73.22 

 
 
 
 
 

 

54 RSTSA-1 69.93 

55 RSTSA-3 58.63 

56 RSISP2-1 65.95 

57 RSISP2-2 32.78 

58 RLISP2-1 73.17 

59 RLISP2-2 31.55 

60 RLISP2-3 67.49 

61 W-RR(นํ้า

ลา้งสุดทา้ย) 
97.68 

62 W-RS(นํ้าลา้ง

สุดทา้ย) 
294.39 
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