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การส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยด้วยแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
ในสภาพเรือนทดลอง

Growth promotion of sugarcane by phosphate solubilizing bacteria 
in green house condition

ไตรธานี เยี่ยมอ่อน1, นันทวัน ฤทธิ์เดช1, ประสิทธิ์ ใจศิล2 และ โสภณ บุญลือ1*

Tritanee Yiam-on1, Nuntavun Riddech1, Prasit Jaisil2 and Sophon Boonlue1*

บทคัดย่อ: ปัจจุบันการใช้ประโยชน์จากกิจกรรมของจุลินทรีย์ในรูปของปุ๋ยชีวภาพส�าหรับการท�าการเกษตรอย่างยั่งยืน 
ได้รับความสนใจมากยิ่งขึ้น แบคทีเรียละลายฟอสเฟต (phosphate solubilizing bacteria; PSB) เป็นจุลินทรีย์ชนิด
หนึ่งที่น่าสนใจ เนื่องจากสามารถเปลี่ยนฟอสเฟตในรูปที่ไม่ละลายน�้า ให้อยู่ในรูปที่ละลายน�้าได้ ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้  
มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรีย PSB ที่มีกิจกรรมการละลายฟอสเฟตสูงจากดินรอบรากอ้อยที่ปลูก
ในแปลงเกษตรกรรมในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย และตรวจสอบผลของแบคทีเรีย PSB ต่อการเจริญ
เติบโตของอ้อยในสภาพเรือนทดลอง ผลการทดลองพบว่าสามารถแยกแบคทีเรีย PSB ได้ทั้งหมด 19 ไอโซเลต และพบว่า
แบคทเีรยี 4 ไอโซเลต ได้แก่ NR-KKU-5-3, UT-KKU-10, UT-KKU-26 และ KK-KKU-32 มกีจิกรรมการละลายฟอสเฟตสงู
ระหว่าง 179-196 ไมโครกรมั/มลิลลิติร การวเิคราะห์สายวงศ์วานววิฒันาการของแบคทเีรยีทัง้ 4 ไอโซเลต โดยอาศยัล�าดบั
เบสของยีนในบริเวณ 16S rDNA ชี้ให้เห็นว่า แบคทีเรียเหล่านี้มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Bacillus megaterium SMS3,  
B. stratosphericus GD65, B. aryabhattai MDSR11 และ B. altitudinis DYJK5-5 ตามล�าดับ การคัดเลือกแบคทีเรีย 
PSB ที่มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยในสภาพเรือนทดลอง พบว่าการปลูกแบคทีเรียชนิดต่างๆ 
ร่วมกับการใส่ปุ๋ยหินฟอสเฟต ท�าให้อ้อยมีการเจริญเติบโตในทุกด้าน และการสะสมธาตุฟอสฟอรัสในล�าต้น สูงกว่า
อ้อยชุดควบคุม อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ และในจ�านวนต�ารับการทดลองที่ปลูกแบคทีเรีย PSB ทั้งหมดนี้ พบว่าเชื้อ  
B. aryabhattai UT-KKU-26 สามารถส่งเสรมิการเจรญิเตบิโตของอ้อยได้ดทีีส่ดุ ซึง่เหมาะทีจ่ะพฒันาเป็นปุย๋ชวีภาพส�าหรบั
การเพาะปลูกอ้อยต่อไปได้ในอนาคต 
ค�ำส�ำคัญ : การเจริญเติบโต, แบคทีเรียละลายฟอสเฟต, อ้อย, Bacillus 

ABSTRACT: Current exploitation of microbial activities as a biofertilizer for development of sustainable of  
agriculture has much attracted. Phosphate solubilizing bacteria is one of interesting microorganism since insoluble 
form of phosphate can be converted in to soluble form by this bacteria. Therefore, this study aimed to isolate and 
screen for phosphate solubilizing bacteria (PSB) that has high phosphate solubilizing activity from rhisospheric soil 
of sugarcane planted in farmer fields in Northeastern of Thailand, and examine for the effects of PSB on the growth 
of sugarcane in green house condition. The results showed that 19 isolates were obtained. Among of there, 4 isolates 
of PSB, NR-KKU-5-3, UT-KKU-10, UT-KKU-26 and KK-KKU-32 exhibited high phosphate solubilizing activity  
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บทน�ำ

 อ้อยเป็นพชืเศรษฐกจิทีส่�าคญัของประเทศไทย ใช้
เป็นวัตถุดิบที่ส�าคัญส�าหรับการผลิตน�้าตาลและผลิต
แอลกอฮอล์เพือ่ใช้เป็นพลงัทดแทนในปัจจบุนั การผลติ
โดยทัว่ไปใช้ปุย๋เคมเีป็นหลกั ซึง่ปุย๋เคมมีรีาคาค่อนข้าง
สงู นอกจากนีย้งัพบว่าการใช้ปุย๋อนนิทรย์ีเคมอีย่างต่อ
เนื่องเป็นเวลานาน ในแปลงเกษตรกรรมหลายๆ แห่ง 
ท�าให้มีการสะสมของฟอสฟอรัสในรูปที่ไม่ละลาย
น�้าเป็นจ�านวนมาก ทั้งนี้อาจขึ้นอยู่กับคุณสมบัติทาง
เคมีของดิน เช่น ท�าให้เกิดการตรึงของฟอสฟอรัสกับ
ธาตุแคลเซียมในดิน เกิดเป็นสารประกอบแคลเซียม
ฟอสเฟตซึง่ทีไ่ม่ละลายน�้า ท�าให้พชืไม่สามารถน�าธาตุ
ฟอสฟอรัสไปใช้ประโยชน์ได้ (Richardson, 1994; 
Dey, 1988) จากรายงานผลการทดลองก่อนหน้านี้
จ�านวนมาก กล่าวว่า แบคทเีรยีหลายชนดิสามารถย่อย
สลายอนนิทรย์ีฟอสเฟตทีไ่ม่ละลายน�้า เช่น tricalcium 
phosphate, dicalcium phosphate, hydroxyapatite 
และ หินฟอสเฟต (Goldstein, 1986) ให้อยู่ในรูปที่
ละลายน�า้ได้ เรยีกแบคทเีรยีกลุม่นีว่้าแบคทเีรยีละลาย
ฟอสเฟต (phosphate solubilizing bacteria; PSB) 
โดยพบว่าแบคทีเรียกลุ่มนี้ สามารถผลิตกรดอินทรีย์
โมเลกลุเลก็ๆ จากกระบวนการเมแทบอลซิมึ (organic 
acidic metabolites) หรอื เอนไซม์ phosphatases เพือ่
ใช้ในการย่อยสลายฟอสเฟตในรปูทีไ่ม่ละลายน�า้ ให้อยู่
ในรูปที่ละลายน�้า แบคทีเรียดังกล่าว ได้แก่ แบคทีเรีย
ในสกุล Pseudomonas, Azospirillum, Burkholde-
ria, Bacillus, Enterobacter, Rhizobium, Erwinia,  
Serratia, Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter  
และ Flavobacterium เป็นต้น (Kloepper and 

Schroth, 1978) ซึง่สามารถพบแบคทเีรยีเหล่านีไ้ด้ ใน
ดินรอบๆ รากพืช และแบคทีเรียเหล่านี้ยังช่วยส่งเสริม
การเจรญิเตบิโตให้กบัพชือกีด้วย (Gyaneshwar et al., 
2006; Hameeda et al., 2008) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรีย PSB 
ทีม่กีจิกรรมการละลายฟอสเฟตสงูจากดนิรอบรากอ้อย
ทีป่ลกูในแปลงเกษตรในภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอืของ
ประเทศไทย และตรวจสอบผลของแบคทีเรีย PSB ต่อ
การเจริญเติบโตของอ้อยในสภาพเรือนทดลอง เพื่อใช้
เป็นกล้าเชือ้ส�าหรบัการพฒันาการผลติเป็นปุย๋ชวีภาพ 
ส�าหรับการเพาะปลูกอ้อยต่อไปในอนาคต

วิธีกำรศึกษำ

กำรเก็บตัวอย่ำง
 ส�ารวจ และเก็บตัวอย่างดินรอบรากอ้อยจาก
แปลงเกษตรกรรมจ�านวน 22 แปลง ในบรเิวณ 3 อ�าเภอ 
3 จังหวัด ได้แก่ อ.แก้งสนามนาง จ.นครราชสีมา 
อ.กุมภวาปี จ.อุดรธานี  และ อ.เมืองขอนแก่น 
จ.ขอนแก่น การเก็บตัวอย่างดินปฏิบัติตามวิธีของ
โสภณ (2540) โดยก�าหนดพื้นที่เก็บตัวอย่างขนาด 
9 ตารางเมตร ในแต่ละแปลงที่เก็บตัวอย่างดิน จาก
นั้นขุดดินรอบรากอ้อยที่ปลูกในพื้นที่ 9 ตารางเมตร 
สุ่มจ�านวน 3 ต้นต่อแปลง แบ่งดินส่วนหนึ่งประมาณ 
100 กรัม ใส่ถุงพลาสติกส�าหรับเก็บตัวอย่าง แช่ในถัง
น�้าแข็ง เพื่อน�ามาแยกแบคทีเรียในห้องปฏิบัติการ ดิน
อีกส่วนหนึ่งประมาณ 3 กิโลกรัม เก็บใส่ถุงพลาสติก 
แล้วน�าไปวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีของดิน 
ดังนี้ organic matter (OM) โดยวิธีของ Walkley and 
Black (1934) หาปริมาณ Total N โดยวิธี micro-

at concentration from 179 to 196 µg/ml. Phylogenetic analysis, based on 16S rDNA gene sequence from these 
four bacterial isolates indicated that these bacterial isolates were mostly correlated to Bacillus megaterium SMS3,  
B. stratosphericus GD65, B. aryabhattai MDSR11, and B. altitudinis DYJK5-5, respectively. Screening for the 
effective of PSB on the growth promotion of sugarcane under greenhouse condition showed that all plant growth 
parameters and the accumulation of major plant nutrient (Total P) in the shoot of sugarcane inoculated with various 
different of PSB were significantly higher than those from uninoculated plant (control). Among of the treatments 
inoculated with PSB, B. aryabhattai UT-KKU-26 was the best isolate as plant growth promotor and suitable for 
developing as biofertilizer for production of sugarcane in the future. 
Keywords: Bacillus, Growth, Phosphate solubilizing bacteria, Sugarcane 
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Kjeldahl method ของ Bremner (1960) ด้วยเครื่อง 
Flow Injection Analyzer วัด Available P โดยวิธี 
Bray II method Bray and Kurt (1945) ด้วยเครื่อง  
Spectrophotometer วัด Exchangeable K, Ca,  
Na โดยวิธีสกัดด้วย 1N Ammonium acetate pH 7.0 
extraction ของ Schollerger and Simon (1945)

กำรแยกแบคทีเรีย PSB 
 น�าดินมาท�าเจือจางแบบลดลงทีละสิบเท่า (10 
fold serial dilution) ที่ระดับ 10-4 ถึง 10-6 แล้วน�ามา
แยกเชื้อแบคทีเรีย PSB ด้วยวิธี spread plate บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Pikovskaya’s agar ที่มี tricalcium 
phosphate เป็นองค์ประกอบ (Pikovskaya, 1948) 
บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน แล้วตรวจสอบ
แบคทเีรยี PSB ซึง่สร้างวงใสรอบโคโลนบีนอาหารเลีย้ง
เชื้อ แล้วแยกให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์ 

ทดสอบกำรละลำยฟอสเฟตของแบคทีเรีย PSB 
ในสภำพหลอดทดลอง (in vitro)
 ทดสอบการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรีย PSB 
ในสภาพหลอดทดลอง (in vitro) โดยน�าตัวอย่าง
แบคที เรียที่แยกได ้ทั้ งหมด มาเลี้ยงในอาหาร  
Pikovskaya’s broth ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่บรรจุ
ใน Erlenmeyer flask ขนาด 50 มิลลิลิตร บ่มเขย่าที่ 
150 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง แล้วเก็บตัวอย่างเซลล์
แบคทเีรยีทีเ่วลา 72 ชัว่โมง น�าอาหารทีเ่ชือ้เจรญิไปป่ัน
ด้วยเครือ่งป่ันเหวีย่งทีค่วามเรว็ 5,000 รอบต่อนาท ีนาน 
20 นาที ดูดสารละลายส่วนใสข้างบน (supernatant)  
มาตรวจหาปรมิาณฟอสฟอรสัทีเ่ชือ้ปลดปล่อยออกมา
ในช่วงเวลาต่างๆ ด้วยวธิ ีVanado molybdenum blue 
method (Murphy and Riley, 1985) 

กำรจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรีย PSB โดยวิธีทำง
ชีวโมเลกุล
 จ�าแนกชนิดแบคทีเรีย PSB จ�านวน 4 ไอโซเลต 
ซึ่งมีกิจกรรมการละลายฟอสเฟตสูง โดยการเพิ่ม
ขยายล�าดับ นิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีนในบริเวณ 

16S rDNA ของแบคทีเรียด้วยวิธี PCR และวิเคราะห์
หาล�าดับเบสของดีเอ็นเอ โดยหน่วยบริการ MU-OU: 
CRC คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ด้วย
เครื่อง Automate DNA Sequencer (3100-Avant 
Genetic Analyzer, ABI) น�าล�าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ 
มาตรวจสอบและเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลล�าดับ
นิวคลีโอไทด์ของ GenBank โดยโปรแกรม BLAST 
analysis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/) 
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายวงศ์วานวิวัฒนาการ 
(phylogenetic tree) ด้วยการเปรียบเทียบล�าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลต 
เปรยีบเทยีบกบัล�าดบันวิคลโีอไทด์ของแบคทเีรยีตวัอืน่ 
ที่มีล�าดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับแบคทีเรียตัวอย่าง 
โดยโปรแกรม Clustal X2 ค�านวณค่าความแตกต่าง
ของล�าดับนิวคลีโอไทด์โดย Kimura 2-parameter  
method (Kimura, 1980) และสร้างสายวงศ์วาน
ววิฒันาการโดยวธิ ีneighbor-joining method (Jukes 
and Cantor, 1969) ด้วยโปรแกรม Philip-3.69 และ
ตรวจดูสายวงศ์วานวิวัฒนาการในรูปแบบภาพด้วย
โปรแกรม Tree view

 กำรทดสอบผลของแบคทีเรีย PSB ต่อกำรเจริญ
ของอ้อยในสภำพเรือนทดลอง
 การทดลองในส่วนนี้ได้คัดเลือกแบคทีเรีย PSB 
จ�านวน 4 ไอโซเลต ได้แก่ B. megaterium NR-KKU- 
5-3, B. stratosphericus, UT-KKU-10 B. aryabhattai  
UT-KKU-26, และ B. altitudinis KK-KKU-32 ซึ่ง
มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตได้สูงสุด มา
ทดสอบผลของเชื้อแบคทีเรียต่อการส่งเสริมการเจริญ
เตบิโตของอ้อย โดยวางแผนการทดลองแบบ Randomized 
complete block design (RCBD) ประกอบด้วย 
10 ต�ารับการทดลอง 4 ซ�้า ต�ารับต่างๆ ประกอบด้วย  
1) ต�ารบัการทดลองทีไ่ม่ปลกูเชือ้ (ชดุควบคมุ) 2) ต�ารบั
การทดลองที่เติมเฉพาะหินฟอสเฟต (RP), 3-6) ต�ารับ
การทดลองที่ปลูกเชื้อ PSB ทั้ง 4 ไอโซเลต และ 7-10) 
ต�ารบัการทดลองทีป่ลกูเชือ้ PSB ทัง้ 4 ไอโซเลตร่วมกบั
การเตมิหนิฟอสเฟต โดยใช้อ้อยพนัธุ ์K-92 ฆ่าเชือ้ทีผ่วิ
ท่อนพนัธุด้์วย 95% แอลกอฮอล์ แล้วตดัเป็นท่อนๆ ละ 
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1 ตา น�าไปปลูกในถุงเพาะกล้า ที่บรรจุดินปลอดเชื้อ 
(นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์/ตารางนิ้ว นาน 1 ชั่วโมง ทิ้งค้างคืน แล้วน�า
ไปนึ่งฆ่าเชื้ออีกครั้ง) รดด้วยน�้ากรองทุกวัน เป็นเวลา
นาน 10 วนั แล้วคดัเลอืกต้นอ้อยทีม่ขีนาดใกล้เคยีงกนั
มาใช้ในการทดลอง โดยย้ายไปปลูกในกระถางขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 12 นิ้ว ที่ใส่ดินปลอดเชื้อกระถาง
ละ 10 กิโลกรัม ลดด้วยน�้ากรองทุกวัน ปลูกทดลอง
เป็นเวลา 120 วัน และส�าหรับต�ารับการทดลองที่เติม
ปุย๋หนิฟอสเฟต เตรยีมโดยเตมิหนิฟอสเฟตทีม่ปีรมิาณ
ฟอสฟอรสัทัง้หมด 0.125 เปอร์เซน็ต์ ปรมิาณ 100 กรมั
ต่อกระถาง (ปรมิาณฟอสฟอรสัของปุย๋รวม 0.125 กรมั) 
ลงในกระถาง และผสมให้เป็นเนือ้เดยีวกนั ส�าหรบัการ
ปลกูเชือ้แบคทเีรยี PSB ท�าโดยเลีย้งเชือ้แบคทเีรยี PSB 
ในอาหาร Nutrient broth ปรมิาตร 100 มลิลลิติร บรรจุ
ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มเชื้อ
ที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้การเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ปรับเซลล์แบคทีเรียแขวนลอย
ให้มีจ�านวนเซลล์เริ่มต้นที่ 108 CFU ต่อมิลลิลิตร ปลูก
แบคทีเรียลงบริเวณรากอ้อย ปริมาตร 5 มิลิลิตร ด้วย
เข็มฉีดยาปลอดเชื้อในครั้งแรกที่ปลูกอ้อยในกระถาง 
และฉีดเซลล์แบคทีเรียแขวนลอยซ�้าทุกๆ 2 สัปดาห์ 
ด้วยปริมาตรเท่าเดิม จนครบ 120 วัน

กำรตรวจวัดผล   
 ตรวจวัดการเจริญเติบโตของอ้อย โดยวัดส่วนสูง 
น�้าหนักสด น�้าหนักแห้ง ของล�าต้นและราก โดยเก็บ
ส่วนของล�าต้น และรากของอ้อย ชั่งน�้าหนักเพื่อหา
น�้าหนักสด แล้วใส่ถุงกระดาษ น�าไปอบที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซยีส จนกระทัง่น�า้หนกัคงที ่ประมาณ 5-7 วนั 
แล้วชั่งน�้าหนักเพื่อหาน�้าหนักแห้ง วิเคราะห์หาความ
เข้มข้นของฟอสฟอรสัในล�าต้นโดยใช้วธิ ีwet oxidation 
โดยกรดเปอร์คลอรคิ และกรดไนตรกิ และวดัความเข้ม
ของส ีVanado molybdenum blue method (Murphy 
and Riley, 1985) ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น 420 nm 

กำรวิเครำะห์ข้อมูล 
 การวิเคราะห์ข้อมูลและทดสอบทางสถิติ ปฏิบัติ
ด้วยโปรแกรม Statistix 8.0 โดยวิเคราะห์ความ
แปรปรวนของข้อมูลที่วัดได้ ทุกลักษณะที่ศึกษาตาม
แผนการทดลอง Randomized complete block  
design และทดสอบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ย
โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
(Gomez and Gomez, 1984)

ผลกำรศึกษำและวิจำรณ์

 ธาตุอาหารในดินรอบรากอ้อยที่ปลูกในแปลง
เกษตรกรรมแหล่งต่างๆ พบว่าตัวอย่างดินจาก อ.แก้ง
สนามนาง จ.นครราชสมีา อ.กมุภวาปี จ.อดุรธาน ีและ 
อ.เมอืงขอนแก่น จ.ขอนแก่น ม ีpH 7.32, 7.09 และ 6.07  
ตามล�าดบั และพบว่าตวัอย่างดนิจาก อ.แก้งสนามนาง  
จ.นครราชสีมา และ อ.กุมภวาปี จ.อุดรธานี มีปริมาณ 
อินทรียวัตถุ (OM), Total N, P, K และ Ca สูงกว่า
ตัวอย่างดินที่เก็บจาก อ.เมืองขอนแก่น จ.ขอนแก่น 
ส่วน Na มีปริมาณใกล้เคียงกัน (Table 1)
 จากการทดลองสามารถแยกแบคทีเรีย PSB จาก
ดินรอบรากอ้อยที่ปลูกในแปลงเกษตรกรรมได้ทั้งหมด 
19 ไอโซเลต (Figure 2) แล้วน�าแบคทีเรียที่แยกได้นี้  
มาตรวจสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต พบ
ว่าแบคทีเรียไอโซเลต UT-KKU-26 สามารถละลาย
ฟอสเฟตได้สงูทีส่ดุ โดยพบปรมิาณฟอสฟอรสัทีล่ะลาย
น�้า คือ 195.95 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ 
ไอโซเลต NR-KKU-5-3, UT-KKU-10 และ KK-KKU-32  
ซึ่งพบปริมาณฟอสฟอรัสที่ละลายน�้า คือ 178.90, 
188.22 และ 189.37 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล�าดบั  
ซึ่งสูงกว ่าแบคทีเรียไอโซเลตอื่นๆ อย่างอย่างมี 
นัยส�าคัญทางสถิติ (Figure 2) นอกจากนี้ยังพบว่า 
แ บ ค ที เ รี ย  P S B  ทุ ก ไ อ โ ซ เ ล ต  ที่ แ ย ก ไ ด ้ จ า ก  
อ.แก้งสนามนาง จ.นครราชสีมา และ อ.กุมภวาปี 
จ.อุดรธานี มีความสามารถในการย่อยสลายฟอสเฟต
ได้สูงกว่า เชื้อ PSB ที่แยกได้จาก อ.เมืองขอนแก่น 
จ.ขอนแก่น อย่างมนียัส�าคญัทางสถติ ิยกเว้นแบคทเีรยี
ไอโซเลต KK-KKU 32 ที่มีความสามารถในการ
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ย่อยสลายฟอสเฟตได้สูง (Figure 2) ซึ่งสอดคล้อง
กับรายงานของ Arvind et al. (2010) โดยกล่าวว่า
แบคทีเรีย PSB ที่แยกได้จากดินในแปลงเกษตรที่มี
ปริมาณฟอสฟอรัสสูง จะมีความสามารถในการย่อย
สลายฟอสเฟตได้มากกว่าแบคทีเรียที่แยกได้จากดิน
ที่มีปริมาณฟอสฟอรัสต�่า ซึ่งเมื่อพิจารณาปริมาณ
ธาตุอาหารในดินจากแหล่งปลูกอ้อยใน (Table 1) 
พบว่าความอุดมสมบูรณ์ของดินไม่มีผลต่อจ�านวน
แบคทเีรยี PSB ทีแ่ยกได้ กล่าวคอื ดนิทีม่ธีาตอุาหารต�่า
ซึ่งเก็บจาก อ.เมืองขอนแก่น จ.ขอนแก่น สามารถแยก
แบคทเีรยี PSB ได้มากกว่า ดนิทีเ่กบ็จาก อ.แก้งสนาม
นาง จ.นครราชสมีา และ อ.กมุภวาปี จ.อดุรธาน ีซึง่ดนิ
มีความสมบูรณ์สูงกว่า ผลการทดลองนี้ไม่สอดคล้อง
กับรายงานของ Chen et al. (2006) ซึ่งรายงานว่า
ดินที่มีความสมบูรณ์สูง สามารถพบแบคทีเรีย PSB 
มากกว่าดินที่มีความสมบูรณ์ต�่า นอกจากนี้ยังพบ
ว่า กิจกรรมการละลายของแบคทีเรีย PSB ที่แยกได้  
ไม่ขึ้นอยู่กับความอุดมสมบูรณ์ของดิน 
 NJ tree (Figure 1) แสดงสายวงศ์วานววิฒันาการ
ของแบคทีเรีย PSB ที่จ�าแนกชนิดโดยอาศัยล�าดับนิว
คลโีอไทด์ของยนีในบรเิวณ 16S rDNA พบว่าแบคทเีรยี
ทุกไอโซเลตจัดอยู ่ในสกุล Bacillus ทั้งหมด โดย  
Kloepper and Schroth (1978) รายงานว่าแบคทเีรยีที่
มคีวามสามารถในการย่อยสลายฟอสเฟตเป็นเชือ้ทีอ่ยู่
ในสกลุ Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia  
และ Bacillus จากรายงานของ Pérez-García  
et al. (2011) กล่าวว่าเชือ้ในสกลุ Bacillus หลายสปีชส์ี 
มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคพืชกระตุ ้น
การเจริญเติบโตของพืช และมีศักยภาพในการน�า
ไปใช้ในแปลงเกษตรกรรม โดยแบคทีเรียไอโซเลต 
NR-KKU-5-3 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับแบคทีเรีย 
B. megaterium SMS3 (JN106416.1) มากที่สุด 
ด้วย 100 % similarity ส่วนเชื้อไอโซเลต UT-KKU-26 
มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรีย B. aryabhattai 
MDSR11 (JN135237.1) มากที่สุด ด้วย 99 %  
similarity เชื้อไอโซเลต KK-KKU-32 มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกับแบคทีเรียในสกุล B. altitudinis DYJK5-5 
(HQ843847.1) มากที่สุด ด้วย 100 % similarity เชื้อ

ไอโซเลต UT-KKU-10 มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรีย 
B. stratosphericus GD65 (HQ857755.1) มากที่สุด 
ด้วย 100 % similarity 
 การคัดเลือกแบคทีเรีย PSB ที่มีประสิทธิภาพต่อ
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยในกระถางใน
สภาพเรอืนทดลอง พบว่าการปลกูเชือ้ PSB เพยีงอย่าง
เดียว ไม่ท�าให้อ้อยมีความสูงและปริมาณฟอสฟอรัส 
สูงกว่าอ้อยที่ไม่ได้ปลูกเชื้อ (ชุดควบคุม) อย่างมี 
นัยส�าคัญทางสถิติ และในจ�านวนต�ารับการทดลอง
ที่ปลูกเชื้อ PSB เพียงอย่างเดียวนี้ พบว่าแบคทีเรีย  
ไอโซเลต B. stratosphericus UT-KKU-10 ช่วยท�าให้
อ้อยมนี�า้หนกัสด น�า้หนกัแห้งของล�าต้น และราก สงูกว่า 
อ้อยชุดควบคุม อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (Table 2 
and 3) และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างต�ารับการทดลอง
ที่ปลูกแบคทีเรีย PSB เพียงอย่างเดียว และปลูก
แบคทีเรีย PSB ร่วมกับการใส่ปุ๋ยหินฟอสเฟต (RP) 
นั้น พบว่าการปลูกแบคทีเรีย PSB ร่วมกับการใส่ปุ๋ย 
RP ท�าให้อ้อยมีการเจริญในด้านต่างๆ สูงกว่าอ้อยชุด
ควบคุม (control) และสูงกว่าการปลูกแบคทีเรีย PSB 
เพียงอย่างเดียว โดยท�าให้ความสูงของล�าต้นอ้อย  
น�้าหนักสด น�้าหนักแห้งของต้นและราก และปริมาณ
ฟอสฟอรัส สูงกว่าชุดควบคุมอย่างมีนัยส�าคัญทาง
สถิติ (Table 2 and 3) ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้อง
กับงานวิจัยของ Babana and Antoun (2007) โดย
ทดลองปลูกแบคทีเรีย PSB ไอโซเลต B27 ร่วมกับการ
ใส่ปุย๋ Tilemsi phosphate rock ในข้าวสาล ี(Triticum 
aestivum L. cv. Tetra) พบว่าท�าให้ข้าวสาลีมีความ
สงูและน�า้หนกัแห้งของล�าต้นมากกว่าข้าวสาลทีีใ่ส่ปุย๋ 
RP อย่างเดียว แต่น�้าหนักแห้งของรากไม่แตกต่างกัน 
นอกจากนี ้Rodríguez and Fraga (1999) ยงักล่าวว่า
พชืทีป่ลกูเชือ้แบคทเีรยี PSB จะสามารถเจรญิเตบิโตได้
ด ีเนือ่งจากแบคทเีรยี PSB ช่วยละลายฟอสเฟตในรปูที่
ไม่ละลายน�า้ ให้ไปอยูใ่นรปูทีล่ะลายน�้า ท�าให้พชืดดูไป
ใช้เพือ่การเจรญิเตบิโตได้ และพบว่าต�ารบัการทดลองที่
ปลูกเชื้อแบคทีเรีย B. Aryabhattai UT-KKU-26 + RP  
และ B. megaterium NR-KKU-5-3+ RP มีน�า้หนัก
สดของราก สูงกว่าชุดควบคุม อย่างมีนัยส�าคัญทาง
สถิติ ส�าหรับน�้าหนักแห้งของรากพบว่า การปลูก
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เชื้อแบคทีเรีย B. aryabhattai UT-KKU-26 + RP,  
B. altitudinis KK-KKU-32 + RP และ B. megaterium 
NR-KKU-5-3+ RP ท�าให้อ้อยมนี�า้หนกัแห้งของรากสงู
กว่าชุดควบคุม อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (Table 2 
and 3) จากรายงานของ Kapulnik (1985); Baldani 
(1987) และ Sarig (1990) กล่าวว่า Bacillus spp. 
สามารถย่อยสลายฟอสเฟตและเพิ่มผลผลิตของถั่ว
ลิสง มันฝรั่ง ข้าวฟ่าง และ ข้าวสาลี ได้ดี ซึ่งสอดคล้อง
กับการทดลองในครั้งนี้ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ต�ารับการ
ทดลอง B. aryabhattai UT-KKU-26 + RP ซึ่งเป็นเชื้อ  
PSB ทีม่ปีระสทิธภิาพดทีีส่ดุท�าให้ความสงู น�า้หนกัสด 
น�้าหนักแห้ง ของต้นและราก และปริมาณฟอสฟอรัส 

สูงกว่าต�ารับการทดลองที่ไม่ปลูกเชื้อ (ชุดควบคุม) 
อย่างมนียัส�าคญัทางสถติ ิซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ 
Khurram et al. (2011) โดยพบว่าเชื้อ B. aryabhattai 
KA1 สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวสาลี 
โดยท�าให้น�้าหนักแห้งของล�าต้นและราก และปริมาณ
ฟอสฟอรัสของข้าวสาลีเพิ่มขึ้น อย่างมีนัยส�าคัญทาง
สถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองที่ไม่ใส่เชื้อ Sol  
et al. (2011) รายงานว่าเชื้อ B. aryabhattai สามารถ
เพิ่มน�้าหนักแห้งของล�าต้น และรากของต้น Xanthium  
italicum LS9, LS11, LS12, และ LS15 ได้อย่างมนียัส�าคญั 
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (Control) 

Table 1 The chemical properties of the soil collected from farmer’s field of sugarcane plantation.

Collected sample sites pH OM (%) Total N (%) P (mg/kg) K (ppm) Ca (ppm) Na (ppm)
Kaeng Sanam Nang District
Nakhonratchasima povince

7.32 0.847 0.0463 157.09 51.81 1537 50.85

Khonkaen District
Khonkaen povince

7.29 0.287 0.0183 78.67 32.38 279 48.29

Kumphawapi District
Udon povince

6.07 0.971 0.0525 285.71 73.09 1123 45.30

Figure 1 Phylogenetic analysis based on 16S rDNA sequence available from GenBank (NCBI) (accession   
 numbers are given in parentheses) was constructed. Distances (distance options according to the  
 Kimura 2-parameter method) and clustering with the neighbor-joining method. 
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Figure 2 Phosphate solubilizing activity (in vitro) from phosphate solubilizing bacteria isolated from  rhizospheric  
 soil of sugarcane.

Table 2 Growth parameter and P accumulation in shoot of sugarcane inoculated with different PSB species. 

Treatments
Height

(cm)

Shoot Root
Total P

(mg/100 g plant)
Fresh weight

(g)

Dry weight

(g)

Fresh weight

(g)

Dry weight

(g)

Control 43.93 d 137.87 e 26.71 d 236.40 b 43.02 c 0.056 de

Rock Phosphate (RP) 48.53 cd 191.25 bc 37.85 b 285.60 ab 58.61 abc 0.062 cd

B. stratosphericus UT-KKU-10 45.03 d 177.26 cd 36.86 bc 303.97 a 62.22 ab 0.057 de

B. aryabhattai UT-KKU-26 45.57 d 153.09 de 26.69 d 308.64 a 62.62 ab 0.060 cde

B. altitudinis KK-KKU-32 47.47 d 192.61 bc 37.90 b 259.87 ab 49.36 bc 0.054 e

B. megaterium NR-KKU-5-3 46.40 d 148.48 e 31.26 cd 298.15 a 60.90 ab 0.062 cd

B. stratosphericus UT-KKU-10+RP 54.97 bc 208.28 b 42.03 ab 287.20 ab 57.87 abc 0.069 ab

B. aryabhattai UT-KKU-26+RP 64.70 a 240.15 a 47.97 a 317.24 a 65.77 ab 0.075 a

B. altitudinis KK-KKU-32+RP 64.47 a 206.66 b 42.19 ab 296.61 ab 62.18 ab 0.067 bc

B. megaterium NR-KKU-5-3+RP 57.00 b 206.63 b 40.61 b 318.37 a 66.72 a 0.071 ab

Mean values sharing the same letter in the same column do not differ significantly at P<0.05, according to DMRT test 

Table 3  Analysis of variance (ANOVA) 

Shoot Root

Sov Df
Height

(cm)

Fresh weight

 (g)

Dry weight

 (g)

 Fresh weight

(g)

Dry weight

(g)

Total P

 (mg/100 g plant)
Rep 2 6.332 379.74 6.64 1294.33 51.241 3.233
Tmt 9 189.686* 3078.55* 144.121* 1997.35 ns 164.066 ns 1.484*

Error 18 16.399 199.31 13.446 1290.39 92.059 1.531
Total 29  
CV (%)  7.82 7.58 9.91 12.34 16.28 6.19

* = significant (at P<0.05) ns = non- significant
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สรุป

 ดินที่มีความอุดมสมบูรณ์สูงไม่มีผลต่อจ�านวน

ของแบคทีเรีย PSB กิจกรรมการละลายฟอสเฟตของ

แบคทีเรียที่แยกจากดินที่มีความอุดมสมบูรณ์ไม่แตก

ต่างจากเชื้อที่แยกได้จากดินที่มีความอุดมสมบูรณ์ต�า่  

แบคทีเรีย PSB ที่มีกิจกรรมการละลายฟอสเฟตสูง

อยู่ในสกุล Bacillus ได้แก่ B. megaterium NR-

KKU-5-3, B. aryabhattai UT-KKU-26, B. altitudinis  

KK-KKU-32 และ B. stratosphericus UT-KKU-10 

การทดสอบประสทิธภิาพของแบคทเีรยี PSB ต่อการส่ง

เสรมิการเจรญิเตบิโตของอ้อยพบว่า เชือ้ B. aryabhattai  

UT-KKU-26 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของอ้อย โดยต้องใช้เชื้อนี้ร่วมกับการใส่

ปุ๋ยหินฟอสเฟต ซึ่งหากจะน�าไปใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพจริง 

จ�าเป็นต้องทดสอบผลของเชื้อต่อพืชในสภาพแปลง

ทดลองต่อไป

ค�ำขอบคุณ

 งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจากทุนอุดหนุน

ทั่วไป มหาวิทยาลัยขอนแก่น ประจ�าปีงบประมาณ 

2553 และส�านกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาต ิ(วช.) 

ประจ�าปีงบประมาณ 2553 คณะผูว้จิยัขอขอบคณุเป็น
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