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5. บทคัดย่อ 
 การศึกษาวิธีการนับปริมาณและการจ าแนกเชื้อในปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ที่ประกอบด้วยแบคทีเรียสกุล 
Azotobacter Beijerinckia Azospirillum Gluconacetobacter Burkholderia Herbaspirillum แ ล ะ 
Curtobacterium โดยแบ่งศึกษาเป็น 3 การทดลองย่อย คือ 1. การศึกษาชนิดสารละลายเจือจางที่เหมาะสมใน
การเจือจางตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ที่ประกอบด้วยเชื้อแบคทีเรียทั้ง 7 สกุล โดยการศึกษาเปรียบเทียบการใช้
สารละลายเจือจาง 8 ชนิด 2. การศึกษาวิธีการนับเชื้อที่เหมาะสมในการนับเชื้อในตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ โดย
ศึกษาเปรียบเทียบวิธีการนับจ านวน 3 วิธี คือ plate count, drop plate และ drop plate MPN และ 3 
การศึกษาวิธีการจ าแนกเชื้อที่เหมาะสมในตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ ด าเนินการศึกษาโดยใช้ ลักษณะทางสรีระ
วิทยาและวิธีวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยการวิเคราะห์ phylogenetic ในต าแหน่งยีน 16S rRNA ผล
การทดลองพบว่าสารละลายเจือจางแร่ธาตุอาหาร LG, Bei, LGI, SRSM-Mineral, 1% peptone  และ JNFB-
Mineral ท าให้ปริมาณเชื้อทั้ง 7 ชนิดมีปริมาณเชื้อสูงกว่าน้ ากลั่น โดยวิธี drop plate มีปริมาณเชื้อสูงกว่า drop 
plate MPN และ plate count และการจ าแนกด้วยวิธี phylogenetic โดยใช้ต าแหน่งยีน 16S rRNA สามารถ
จ าแนกเชื้อในปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ทั้ง 7 สกุล ได้ถึงระดับชนิด  
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กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

Abstract 
 Study on the numeration and identification of Nitrogen-Fixing bacteria: Azotobacter, 
Beijerinckia, Azospirillum, Gluconacetobacter, Burkholderia, Herbaspirillum, and Curtobacterium 
in PGPR biofertilizer. The experiment was divided in three steps. Eight diluents and three 
counting methods were used for enumeration of the 7 Nitrogen-Fixing bacteria. Identification 
method was based on the phylogenetic analysis of 16S rRNA region. Results revealed that LG, 
Bei, LGI, SRSM-Mineral, 1% peptone and JNFB-Mineral was suitable for 7 Nitrogen-Fixing bacteria 
and gave the number of that higher than distilled water. Drop plate method showed higher 
than drop plate MPN and plate count. The amplification of the 16S rRNA gene amplification via 
PCR was used to identify 7 Nitrogen-Fixing bacteria into species level. 
 
6. ค าน า 
 ปุ๋ยชีวภาพแบคทีเรียส่ งเสริมการเจริญเติบโตของพืช หรือปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์เป็นปุ๋ยชีวภาพที่
ประกอบด้วยแบคทีเรียที่อาศัยอยู่บริเวณรากพืช ทั้งบริเวณดินรอบๆราก ผิวราก ภายในราก ต้นและใบพืช โดย
แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ได้ด้วยการสร้างธาตุอาหารหรือเพ่ิมความเป็ นประโยชน์
ของธาตุอาหารพืชบางชนิด มีแบคทีเรียหลายชนิดที่พบว่าอาศัยอยู่ใน ดิน ราก และต้น (Mehnaz et al. 2001)        
 โดยประโยชน์ที่ส าคัญของแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ที่อาศัยอยู่รอบๆรากพืชเหล่านี้ คือ 
การตรึงไนโตรเจน (Boddy et al., 1995; Meunchang et al., 2004) ผลิตฮอร์โมนส าหรับพืช เช่น indole 
acetic acid (IAA) (Meunchang et al., 2004) ช่วยให้รากมีพ้ืนที่ผิวมากขึ้นมีผลช่วยให้พืชดูดน้ าและธาตุอาหาร
ได้เพ่ิมมากข้ึนกว่าเดิม (Jacoud et al. 1999)  
 โดยประโยชน์ที่ส าคัญของแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ที่อาศัยอยู่รอบๆรากพืชเหล่านี้ คือ 
การตรึงไนโตรเจน (Boddy et al., 1995; Meunchang et al., 2004) ผลิตฮอร์โมนส าหรับพืช เช่น indole 
acetic acid (IAA) (Meunchang et al., 2004) ช่วยให้รากมีพ้ืนที่ผิวมากขึ้นมีผลช่วยให้พืชดูดน้ าและธาตุอาหาร
ได้เพ่ิมมากขึ้นกว่าเดิม (Jacoud et al., 1999) และยังช่วยให้อนุภาคดินจับกันเป็นเม็ดดินที่สมบูรณ์ จึงช่วย
ปรับปรุงโครงสร้างของดิน และลดการศักยภาพการพังทลายของดิน  
 การวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพ เป็นการตรวจวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ส าคัญที่มีชีวิต และการจ าแนกสกุลหรือ
ชนิดของจุลินทรีย์ส าคัญที่ เป็นองค์ประกอบของปุ๋ยชีวภาพเหล่านั้น ให้ เป็นไปตามเกณฑ์ที่ ก าหนดใน
พระราชบัญญัติปุ๋ย (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 ซึ่งโดยปกติแล้ววิธีวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพที่ใช้กันอยู่ในปัจจุบันนี้ มีหลายวิธี
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และมีความแตกแตกต่างกันไปตามชนิดของปุ๋ยชีวภาพนั้น ๆ  เช่น วิธีนับจ านวนจุลิ นทรีย์ที่มีชีวิต (viable plate 
count) วิธีหาค่า MPN (Most Probable Number) วิธีการจ าแนกสกุลจุลินทรีย์โดยวิธีสัณฐานวิทยา หรือวิธีทาง
พันธุวิศวกรรมโมเลกุล เป็นต้น 
 ในการวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ (Plant Growth Promoting Rhizobacteria Biofertilizer หรือ PGPR 
Biofertilizer) ซึ่งเป็นปุ๋ยชีวภาพชนิดหนึ่งที่ประกอบด้วยแบคทีเรียที่มีความสามารถหลายด้านอยู่ในผลิตภัณฑ์ปุ๋ย
ชีวภาพเดียวกัน โดยจุลินทรีย์ที่เป็นองค์ประกอบสามารถ ตรึงไนโตรเจน ผลิตสารกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช ช่วย
ละลายฟอสเฟต รวมทั้งสามารถสร้างสารยับยั้งจุลินทรีย์ที่ท าให้เกิดโรคบางชนิดได้ อย่างไรก็ตามวิธีการตรวจนับ
ปริมาณ มักใช้อาหารจ าเพาะในการนับและจ าแนกตามสกุลจุลินทรีย์ที่เป็นส่วนประกอบ วิธีการที่พบว่านิยมใช้นับ
จุลินทรีย์ส าคัญในปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์โดยทั่วไปมี 2 วิธี คือ 1) วิธีนับจุลินทรีย์ที่มีชีวิต (viable plate count) ซึ่ง
ใช้นับแบคทีเรียในกลุ่ม aerobic และ 2) วิธีการนับแบบ MPN (Most probable number) ใช้กับแบคทีเรียใน
กลุ่ม micro aerophilic (กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา. 2551) แต่วิธีข้างต้นยังมีข้อบกพร่องหลายอย่าง จึงต้องมีการ
ศึกษาวิจัยและพัฒนาเทคนิควิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพให้มีมาตรฐาน ทันสมัย และเหมาะสมกับปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ 
 

7. อุปกรณ์และวิธีการ 
     - อุปกรณ์  
 1. เชื้อบริสุทธิ์ Azotobacter Beijerinckia Azospirillum Gluconacetobacter Burkholderia 
Herbaspirillum และ Curtobacterium 2. เชื้อสายพันธุ์อ้างอิง (Reference strain) 
 3. ตัวอย่างปุ๋ยปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ วัน และปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์จากภาคเอกชน 
 4. น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ  
 5 น้ าเกลือ 0.85% 
 6. สารละลาย peptone 0.1%  
 7. สารละลายแร่ธาตุอาหาร LG, Bei, LGI, SRSM-Mineral, JNFB-Mineral 
 8. ไพรเมอร์ (primer) 
     -วิธีการ 
 1. คัด เลื อกแบคที เรียคล้ ายสกุล  Azotobacter Beijerinckia Azospirillum Gluconacetobacter 
Burkholderia Herbaspirillum และ Curtobacterium จาก culture collection ของหน่วยรวบรวมเชื้อพันธุ์
จุลินทรีย์ ห้องปฏิบัติการวิจัยจุลินทรีย์ตรึงไนโตรเจนอิสระและปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่ม
วิจัยปฐพีวิทยา 7 ไอโซเลทและเชื้ออ้างอิง Azotobacter vinelandii ATCC478 โดยใช้วิธีการวัดประสิทธิภาพการ
ตรึงไนโตรเจนด้วยวิธี Acetylene Reduction Assay  
 2. ด าเนินการศึกษา diluents ที่ เหมาะสม ด้วยการเจือจางปุ๋ ยชีวภาพที่ประกอบด้วยเชื้อสกุล 
Azotobacter Beijerinckia Azospirillum Gluconacetobacter Burkholderia Herbaspirillum แ ล ะ 
Curtobacterium ประกอบด้วย 4 กรรมวิธี คือ 
 กรรมวิธีที่ 1 น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ  
 กรรมวิธีที่ 2 น้ าเกลือ 0.85% 
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 กรรมวิธีที่ 3 สารละลาย peptone 0.1%  
 กรรมวิธีที่ 4 สารละลายแร่ธาตุอาหาร LG หรือ Bei หรือ LGI หรือ SRSM-Mineral หรือ JNFB-
Mineral ขึ้นอยู่กับสกุลของเชื้อ 
 3. ศึกษาเปรียบเทียบการนับแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระทั้ง 7 ไอโซเลท ด้วยวิธี Plate count, Drop 
plate และ MPN 
 4. การจ าแนกสกุลและชนิด 
    4.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) 
    4.2 ศึกษาเปรียบเทียบ primer 3 ชุด ส าหรับการจ าแนกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระทั้ง 7      ไอโซ
เลท ด้วยวิธี 16 rRNA sequencing มี 3 กรรมวิธี  
 กรรมวิธีที่ 1 ใช้ ชุด primer UFUL, 515F, 1099F, 1500R 
   UFUL 5’-gcc taa cac atg caa gtc ga-3’ 

   515F 5’-gtg cca gca gcc gcg gt-3’ 
  1099F 5’-gca acg agc gca acc c-3’ 
  1500R 5’-ttc agc att gtt cca ttg g-3’ 

 กรรมวิธีที่ 2 ใช้ ชุด primer 1F, 3R 
   1F  5’-agt ttg atc ctg gct c-3’ 

  3R  5’-aag gag gtg atc cag cc-3’ 
  

 กรรมวิธีที่ 3 ใช้ ชุด primer fD1, rP2    
  fD1  5’-aga gtt tga tcc tgg ctc ag-3’ 
  3R   5’-acg gct acc ttg tta cga ctt-3’ 

 เตรียม PCR product ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ของยีน 16S rRNA ให้ได้ความเข้มข้นอย่างน้อย 40 ng/µl 
และเตรียม primer  fD1 (forward primer) และ rP2 (reverse primer) ความเข้มข้น 10 pmol/µl ต่อตัวอย่าง
ที่ต้องการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ จากนั้นเตรียมปฏิกิริยาของการอ่านล าดับนิวคลีโอท์ ประกอบด้วย PCR 
product ของยีน 16S rRNA, Taq DNA polymerase, Primer, dNTP ที่มี ddNTP เป็นส่วนผสม น าส่วมผสม
ทั้งหมดเข้าเครื่อง PCR โดยมีล าดับของปฏิกิริยาดังนี้  
 

ขั้นตอนที่ 1 95 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ 
ขั้นตอนที่ 2 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที  

50 องศาเซลเซียส 10 วินาที  30 รอบ 
60 องศาเซลเซียส 4 นาที 

ขั้นตอนที่ 3 4 องศาเซลเซียส  
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ตกตะกอนตัวอย่างด้วย Ethanol/Sodium acetate แล้วน าตัวอย่างที่ตกตะกอนละลายกลับด้วย Hi-Di 
Formamide 15 µl ต้มตัวอย่างที่ 95 องศาเซลเซียส 2 นาที แช่น้ าแข็งทันทีนานประมาณ 5 นาที แล้วเข้าเครื่อง
อ่านล าดับเบส (DNA sequencer) โดยที่เครื่องอ่านล าดับเบสจะตรวจจับ Fluorescent dye ที่ติดไว้ที่ ddNTP 
แล้วอ่านค่าออกมาเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 

5. การวิเคราะห์ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ท าการเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลของ Genbank จากเวปไซต์ของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) เลือก ที่ BLAST แล้วเลือกที่ 
Nucleotide BLAST (blastn) จากนั้นใส่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ผลของการเปรียบเทียบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์จะแสดงตามล าดับความคล้ายคลึงกันจากมากไปหาน้อย 
 

8. ผลการทดลอง 
1. การศึกษาสารละลายเจือจาง  
 การศึกษาสารละลายเจือจางเชื้อที่เหมาะสมกับเชื้อ Azotobacter spp. ที่ใช้ในการทดลองประกอบด้วย    
A. venilandii DASF02002 A. beijerinckii DASF02005 A. vinelandii ATCC478 เชื้ อ  Azotobacter ที่ ใช้
ผลิตปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์วัน และเชื้อ Azotobacter ที่แยกจากปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ของภาคเอกชน พบว่าการใช้
สารละลายเจือจางแร่ธาตุอาหาร LG ท าให้ปริมาณเชื้อรอดชีวิตมีปริมาณเชื้อสูงกว่าสายละลายชนิดอื่นๆ  
 
 
2. วิธีการนับปริมาณเชื้อ 
 การศึกษาวิธีการนับปริมาณเชื้อ Azotobacter พบว่ามีปริมาณแตกต่างกันทั้ง 3 วิธี โดยวิธี drop plate 
ให้ปริมาณเชื้อสูงสุด รองลงมา plate count  และ drop plate MPN โดยให้ปริมาณเชื้อ 1.82 x 108  2.81 x 
107 และ 2.37x 107 หน่วยโคโลนี ตามล าดับ (ภาพท่ี 1 และตารางท่ี 1-3)  
3. การจัดจ าแนกสกุลและชนิด 
 การการศึกษาวิธีการจ าแนกเชื้อที่เหมาะสมในตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ ที่ประกอบด้วยเชื้อแบคทีเรีย
สกุล Azotobacter พบว่า การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) ของเชื้อ Azotobacter ที่แยกได้
จากตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ทั้ง 7 ตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบเชื้อมาตรฐาน A. vinelandii (ATCC 478) พบว่ามี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เหมือนกันไม่สามารถแยกความแตกต่างได้  (ภาพที่ 2) การศึกษาจากจัดจ าแนกด้วย
วิธีการวิเคราะห์ phylogenetic ใช้ไพรเมอร์ 3 ชุด พบว่าให้ผลการจัดจ าแนกไม่แตกต่างกัน โดยที่ ชุด primer 
UFUL, 515F, 1099F, 1500R มีค่าใช้จ่าย 3,500 บาท/ตัวอย่าง ชุด primer 1F, 3R และชุด primer fD1, rP2 มี
ค่าใช้จ่ายประมาณ 500 บาท/ตัวอย่าง ผลการจ าแนกเชื้อ Azotobacter ที่แยกจากปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ของ
เอกชนทั้ง 7 ตัวอย่าง คือ Azotobacter spp. หมายเลข   ไอโซเลท 01,02,03,04,05,06, และ 07 มีความ
เหมือนกับ A. vinelandii ATCC 478 (AB175657) 100 เปอร์เซ็นต์  (ภาพที่ 3)  เมื่อเปรียบเทียบวิธีการนับ
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ปริมาณเชื้อ Azotobacter ทั้ง 3 วิธี โดยใช้สารละลายเจือจางแร่ธาตุอาหาร LG พบว่าวิธี drop plate MPN 
สามารถใช้ทดแทนวิธี viable plate count (ตารางที่ 2)  
 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) ของเชื้อ Azotobacter โดยการย้อมแกรมติดสีแดง 
(แกรมลบ) เซลล์มีรูปร่างรีหรือทรงกลม เมื่อเปรียบเทียบ Azotobacter vinelandii (ATCC 478) กับเชื้อ 
Azotobacter ที่แยกได้บริษัทเอกชนจ านวน 7 ตัวอย่าง พบว่ามีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เหมือนกันไม่สามารถ
แยกความแตกต่างได้ เช่น รูปร่าง ขนาด และลักษณะการติดสีย้อมแกรมลบ  (ภาพที่ 2) Jensen (1954) และ 
Holt et al. (1994) รายงานลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Azotobacter ว่าเซลล์ขนาด 1-2 ไมโครเมตร 
ส่วนใหญ่รูปร่างรี แท่ง หรือทรงกลม เมื่อศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์เซลล์อาจอยู่รวมเป็นกลุ่มหรือต่อกันเป็นสาย 
มีแฟลกเจลล่า (flagella) เพ่ือใช้ในการเคลื่อนที่ และสร้างเมือก (mucus) และแคปซูล (capsule) บางชนิดสร้าง
เม็ดสี (pigment) เช่น สีเขียวอมเหลือง สีม่วง หรือสีน้ าตาลเข้ม  
 การจัดจ าแนกสกุลของเชื้อ Azotobacter โดยวิธีการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของล าดับเบสเมื่อน าข้อมูลที่
ได้เทียบกับสายพันธุ์อ้างอิงจาก GeneBank พบว่าเชื้อ  Azotobacter sp.1-7 มีความเหมือนกับสายพันธุ์อ้างอิง 
A. vinelandii ATCC 487 (AB175657) 100 เปอร์เซ็นต์  (ภาพที่  3-11) การจัดจ าแนกสกุลและชนิดของ
แบคทีเรียมีรายงานการศึกษาล าดับเบสของยีน 16S rRNA เนื่องจากเป็น conserve region มีการศึกษาครั้งแรก
โดยนักวิทยาศาสตร์ชาวอเมริกันชื่อ Carl Woese มีรายงานการใช้ไพร์เมอร์ (primer) ในการจ าแนกแบคทีเรียสกุล
ต่างๆ เช่น 27F 1492R 8F U1492R 928F 336R 1100F 1100R 337F 907R 785F 805R 533F 518R (Eden 
et al., 1991; Weisburg et al., 1991; Weidne et al., 1996; Jiang 2006) 
 

https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Woese
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*VPT = viable plate count, DP = drop plate, DP-MPN = drop plate-MPN 
 

ภาพที่ 1  ผลการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารละลายเจือจางต่อวิธีการนับปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของเชื้อ 
Azotobacter 

 

ตารางที่ 1 ปริมาณเชื้อ Azotobacter ในแต่ละสารละลายเจือจาง 
 

สารละลายเจือจาง 
ค่าเฉลี่ยวิธีการนับปริมาณ1 

Viable plate count Drop plate Drop plate MPN 
Mineral water 281.00 1823.52 237.20 
Distilled water 23.78 1551.18 783.82 

Standard deviation 53.87 61.95 192.79 
t- value 4.77 4.40 -2.82 

Sig.* 0.0000 0.0001 0.0066 
*ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์  
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1จ านวนตัวอย่าง 150 ตัวอย่าง 
 
 

ตารางที ่2 ปริมาณเชื้อ Azotobacter ในแต่ละวิธีการนับโดยใช้สารละลายเจือจาง Mineral water  
 

วิธีการนับปริมาณ 
ค่าเฉลี่ยความ

แตกต่าง
ปริมาณเชื้อ1  

Standard  
deviation 

t- value Sig.* 

Viable plate count Drop plate     
                           Drop plate MPN 

158780.60 
1218.79 

398.47 
34.91 

-3.87 
1.25 

0.0003 
0.2156 

Drop plate            Viable plate count  
                           Drop plate MPN 

158780.60 
180354.82 

398.47 
424.68 

-3.87 
3.74 

0.0003 
0.0005 

Drop plate MPN     Viable plate count               
                           Drop plate     

1218.79 
180354.82 

34.91 
424.68 

1.25 
3.74 

0.2156 
0.0005 

*ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์ 
1จ านวนตัวอย่าง 50 ตัวอยา่ง 

 
ตารางที่ 3 ปริมาณเชื้อ Azotobacter ในแต่ละวิธีการนับโดยใช้สารละลายเจือจาง Distilled water  
 

วิธีการนับปริมาณ 
ค่าเฉลี่ยความ

แตกต่าง
ปริมาณเชื้อ1   

Standard  
deviation 

t- value Sig.* 

Viable plate count Drop plate     
                           Drop plate MPN 

187669.32 
47823.14 

433.21 
218.68 

-3.52 
-3.48 

0.0009 
0.0011 

Drop plate            Viable plate count  
                           Drop plate MPN 

187669.32 
46349.99 

433.21 
215.29 

-3.52 
3.56 

0.0009 
0.0008 

Drop plate MPN     Viable plate count               
                           Drop plate     

47823.14 
46349.99 

218.68 
215.29 

-3.48 
3.56 

0.0011 
0.0008 

*ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  
1จ านวนตัวอย่าง 50 ตัวอยา่ง 
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             Azotobacter veniladii (ATCC 478)        Azotobacter sp.1 (เอกชน 1) 
 

 
 
 
  
  
 
 

               Azotobacter sp.2 (เอกชน 2)        Azotobacter sp.3 (เอกชน 3)  
 

 
 
 
 
  
 
 

                Azotobacter sp.4 (เอกชน 4)         Azotobacter sp.5 (เอกชน 5) 
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        Azotobacter sp.6 (เอกชน 6)          Azotobacter sp.7 (เอกชน 7) 
 

ภาพที่ 2 การเปรียบลักษณะทางสรีระวิทยาของ Azotobacter ของเชื้อมาตรฐานและบริษัทเอกชน 
 

 
 
ภาพที่ 3 Neighbor-joining phylogenetic analysis โดยศึกษายีน 16S rRNA แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม

ระหว่างพีจีพีอาร์สกุล Azotobacter 1-7 ที่แยกได้จากปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ และสายพันธุ์ อ้างอิง 
(Reference strains) 

 
 การศึกษาสารละลายเจือจางเชื้อที่เหมาะสมกับเชื้อ Beijerinckia B. mobilis ATCC35011 B. indica 
DASF04018 เพ่ือการวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพ พบว่าการใช้สารละลายเจือจางแร่ธาตุอาหาร LG ท าให้ปริมาณเชื้อรอด
ชีวิตมีปริมาณเชื้อสูงกว่าสารละลายชนิดอ่ืนๆ ผลการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการนับให้ผลไม่แตกต่างกันทางสถิติท้ัง 3 
วิธี คือ วิธี plant count, drop plate และ drop plate MPN แต่มีแนวโน้มว่าวิธี plate count  จะมีปริมาณ
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เชื้อที่นับได้ต่ ากว่าวิธีอ่ืนๆ การศึกษาการจัดจ าแนกด้วยวิธีการวิเคราะห์ phylogenetic ใช้ไพรเมอร์ 3 ชุด พบว่า
ให้ผลการจัดจ าแนกไม่แตกต่างกัน 
 การศึกษาสารละลายเจือจางเชื้อที่เหมาะสมกับเชื้อ Azospirillum เพ่ือการวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพ พบว่า
สารละลายเจือจาง peptone 0.1% ท าให้ปริมาณเชื้อรอดชีวิตมีปริมาณเชื้อสูงกว่าสารละลายชนิดอื่นๆ (ภาพที่ 4) 
และผลการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการนับให้ผลไม่แตกต่างกันทางสถิติทั้ง 3 วิธี (ภาพที่ 5) การศึกษาจากจัดจ าแนก
ด้วยวิธีการวิเคราะห์ phylogenetic ของยีน 16S rRNA พบว่ามีความเหมือนกับเชื้อ Azospirillum brasilense 
FN813485 เท่ากับ 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
 

 
ภาพที่ 4 แสดงผลการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารละลายเจือจางต่ออัตราการรอดของ Azospirillum 

 

 
ภาพที่ 5 แสดงผลการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารละลายเจือจางต่ออัตราการรอดของ Azospirillum 
 

 การศึกษาสารละลายเจือจางเชื้อที่เหมาะสมกับเชื้อ Gluconacetobacter พบว่าสารละลายเจือจาง LGI 
ท าให้ปริมาณเชื้อรอดชีวิตมีปริมาณเชื้อสูงกว่าสารละลายชนิดอ่ืนๆ โดยวิธี MPN ในอาหารกึ่งเหลวปราศจาก
ไนโตรเจน ให้ปริมาณสูงสุด ตามด้วย Drop LGI MPN  plate count LGI และ Drop plate LGI ซึ่งมีปริมาณ
เท่ากับ 94, 8.8, 3.6 และ 1.8 x107 เซลล์หรือหน่วยโคโลนี  การศึกษากราจัดจ าแนกด้วยวิธีการวิเคราะห์ 
phylogenetic ของยีน  16S rRNA พบว่ามี ความ เหมื อนกับ เชื้ อ  Gluconacetobacter diazotrophicus 
AM89258.1 เท่ากับ 99 เปอร์เซ็นต์ 
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 การศึกษาสารละลายเจือจางเชื้อที่เหมาะสมกับเชื้อ Burkholderia เพ่ือการวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพ พบว่า
สารละลายเจือจาง SRSM-Mineral ท าให้ปริมาณเชื้อรอดชีวิตมีปริมาณเชื้อสูงกว่าสารละลายชนิดอ่ืนๆ (ภาพที่ 6) 
มีปริมาณเชื้อแตกต่างกันทั้ง 3 วิธี โดยวิธี drop plate ให้ปริมาณเชื้อสูงสุด รองลงมา drop plate MPN และ 
plate count (ภาพที่  7) การศึกษาการจัดจ าแนกด้วยวิธีการวิเคราะห์  phylogenetic ของยีน 16S rRNA 
เปรียบเทียบกับกลุ่มเชื้อที่ใกล้เคียงกับเชื้อเป้าหมายรหัส S44 (ภาพที่ 8) 
 
 
 
  

 
 

ภาพที่ 6 ผลการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารละลายเจือจางต่อปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของ Burkholderia 
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ภาพที่ 7 ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของ Burkholderia เมื่อนับด้วยวิธี plate count Drop plate และ Drop  
           plate MPN 

 

Burkholderia group

Azospirillum group

Bradyrhizoboum group

(a)
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(b)

 
 
ภาพที่ 8  Neighbor-joining phylogenetic analysis โดยใช้ ยีน 16S rRNA 1,400  bp แสดงความสัมพันธ์ทาง

พันธุกรรมระหว่างพีจีพีอาร์สกุล Burkholderia ที่แยกจากวิธีการนับในการทดลองย่อยที่  2 (a) 
วิเคราะห์รวมทุกชนิด และ (b) วิเคราะห์ในกลุ่มที่ใกล้เคียงกับเชื้อเป้าหมายที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือ
รหัส S44 

 
 
 
 การศึกษาสารละลายเจือจางเชื้อที่เหมาะสมกับเชื้อ Herbaspirillum เพ่ือการวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพ 
พบว่าสารละลายเจือจาง JNFB-Mineral ท าให้ปริมาณเชื้อรอดชีวิตมีปริมาณเชื้อสูงกว่าสารละลายชนิดอื่นๆ (ภาพ
ที่ 9) มีปริมาณเชื้อแตกต่างกันทั้ง 3 วิธี โดยวิธี drop plate ให้ปริมาณเชื้อสูงสุด รองลงมา drop plate MPN 
และ plate count (ภาพที่ 10) การศึกษาการจัดจ าแนกด้วยวิธีการวิเคราะห์ phylogenetic ของยีน 16S rRNA 
เปรียบเทียบกับกลุ่มเชื้อที่ใกล้เคียงกับเชื้อเป้าหมายรหัส Ri19 (ภาพที่ 11) 
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ภาพที่ 9 ผลการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารละลายเจือจางต่อปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของ Herbaspirillum 
 

 
ภาพที่ 10 ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของ Herbaspirillum เมื่อนับด้วยวิธี plate count, Drop plate, Drop plate 
MPN 
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ภาพที่ 11 Neighbor-joining phylogenetic analysis โดยใช้ ยีน 16S rRNA 1,400  bp แสดงความสัมพันธ์ทาง

พันธุกรรมระหว่างพีจีพีอาร์สกุล Herbaspirillum ที่แยกจากวิธีการนับในการทดลองย่อยที่ 2 วิเคราะห์
ในกลุ่มท่ีใกล้เคียงกับเชื้อเป้าหมายที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ คือรหัส Ri19 

 
 การศึกษาสารละลายเจือจางเชื้อที่เหมาะสมกับเชื้อ Curtobacterium เพ่ือการวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพ 
พบว่าสารละลาย JNFB-mineral และ สารละลาย peptone 0.1% มีผลท าให้การนับ Curtobacterium มี
ปริมาณเชื้อสูงกว่า การใช้น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อและน้ าเกลือ 0.85%  (ภาพที่ 12) ทั้งนี้อาจเป็นเพราะแร่ธาตุใน
สารละลายทั้งสองชนิดมีสภาพที่เหมาะสมกับเซลล์ท าให้ทนทานต่อ osmotic stress ได้มากกว่าในสารน้ ากลั่นนึ่ง
ฆ่าเชื้อและน้ าเกลือ 0.85%  การศึกษาวิธีการนับเชื้อ Curtobacterium เพ่ือการวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพ นั้น พบว่า
การนับโดยวิธี drop plate ให้ผลปริมาณเซลล์สูงสุด ส่วนวิธี plate count drop plate MPN และ drop plate 
MPN semisolid มีปริมาณเซลล์น้อยกว่า วิธี drop plate ตามล าดับ ซึ่งโดยทั่วไปแล้ววิธี drop plate MPN จะ
ท าให้ผลการวิเคราะห์น้อยกว่า วิธี  plate count ประมาณ 10 เท่า (ภาพที่ 13) การศึกษาวิธีการจ าแนกเชื้อ 
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Curtobacterium โดยใช้วิธี phylogenetic ของยีน 16S rRNA ของตัวอย่าง Curtobacterium sp. J10 พบว่า
สามารถจ าแนกเป็นสกุล Curtobacterium ได้อย่างชัดเจน และเป็นชนิดที่ใกล้เคียงกับ C. luteum DSM 20542 
(X77437) มากที่สุด (ภาพที่ 14) 
 
 

 
ภาพที่ 12 ผลการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารละลายเจือจางต่อปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของ Curtobacterium 
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ภาพที่ 13 ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของ Curtobacterium เมื่อนับด้วยวิธี plate count Drop plate Drop plate-
MPN และ MPN-semisolid media 

 
 

 J10

 Curtobacterium luteum DSM20542 (X77437)

 Curtobacterium citreum DSM 20528 (X77436)

 Curtobacterium pusillum DSM 20527 (AJ784400)

 Curtobacterium flaccumfaciens LMG3645 (AJ312209)

 Curtobacterium herbarum DSM 14013T (AJ310413)

 Curtobacterium ammoniigenes NBRC 101786 (AB266597)

 Curtobacterium ginsengisoli DCY26 (EF587758)

 Curtobacterium saperdae ATCC 19272 (AB004719)

 Curtobacterium testaceum DSM 20166 (X77445)

 Bacillus subtilis DSM10 (AJ276351)

 Escherichia coli ATCC 11775T (X80725)

 
 

ภาพที่ 14  Neighbor-joining phylogenetic analysis โดยใช้ ยีน 16S rRNA แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุ์กรรม
ในพีจีพีอาร์สกุล Curtobacterium  

 
 
 
9. สรุปผลการทดลอง 
            ผลการทดลองนี้ท าให้ได้สารละลายเจือจาง (diluent) ที่เหมาะสมในการเจือจางปุ๋ยชีวภาพเพ่ือนับ
ป ริ ม าณ แ บ ค ที เรี ย ส กุ ล  Azotobacter Beijerinckia Azospirillum Gluconacetobacter Burkholderia 
Herbaspirillum และ Curtobacterium รวม 5 ชนิด ได้แก่ สารละลายเจือจางธาตุอาหาร LG, Bei, LGI, SRSM-
Mineral และ JNFB-Mineral การนับปริมาณเชื้อด้วยวิธี drop plate มีแนวโน้มให้ปริมาณเชื้อสูงที่สุด และวิธีการ
จ าแนกโดยใช้วิธี phylogenetic ของยีน 16S rRNA สามารถจ าแนกเชื้อสกุลดังกล่าวได้ในระดับสกุล-ชนิดของ
จุลินทรีย์ที่เป็นปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ทั้ง 7 ชนิด 
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