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การศึกษาเพ่ือวิจัยพัฒนาปรับปรุงสายพันธุ์พีจีพีอาร์ให้มีประสิทธิภาพสูง เพ่ือพัฒนาสายพันธุ์พีจีพีอาร์
ให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น เพ่ือใช้เป็นเชื้อพันธุ์ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์ปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการ
ผลิตพืช ด าเนินการโดยการท าให้เกิดการกลายพันธุ์โดยวิธกีารฉายรังสีด้วย E-beam โดยการหาค่า D10 ของ
แบคทีเรียสกุล Azotobacter sp. DASF 02125 Beijerinckia mobilis ATCC 3509 และ Azospirillum sp. 
DASF 04008 แล้วด าเนินการฉายรังสีที่ระดับ D10 ดังกล่าวแล้วน ามาทดสอบประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน
ด้วยวิธี Acetylene Reduction Assay (ARA) และคัดเลือกโคโลนีที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมข้ึน
จากสายพันธุ์ดั้งเดิม อย่างน้อยสกุลละ 5 สายพันธุ์ ผลการทดลองพบว่า ได้ Azotobacter sp. DASF 02125 
สายพันธุ์กลายที่มีประสิทธิภาพสูงกว่าเดิม 6 สายพันธุ์ มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมข้ึน 25.6-41.0% 
ได้ Beijerinckia mobilis ATCC 3509 สายพันธุ์กลายที่มีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนสูงกว่าเดิม 8 สายพันธุ์ 
มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมข้ึน 25.6-41.0% ได้ Azospirillum sp. DASF 04008 สายพันธุ์กลายที่
มีประสิทธิภาพสูงกว่าเดิม 4 สายพันธุ์ มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพิ่มข้ึน 25.6-41.0% จึงท าให้ได้สาย
พันธุ์แบคทีเรียกลุ่มพีจีพีอาร์ที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมข้ึน ทั้ง 3 สกุล เพ่ือน าไปใช้ในการวิจัย
พัฒนาผลิตภัณฑ์ปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ในการทดลองต่อไป 
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1 กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ  
2 สถาบันเทคโนโลยีนิวเคลียแห่งชาติ (องค์การมหาชน) อ.องค์รักษ์ จ.นครนายก 
6. บทน า 

การผลิตปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์เพ่ือใช้ในการผลิตพืช ได้พัฒนาสายพันธุ์จุลินทรีย์ โดยการแยกเชื้อจาก
ธรรมชาติและคัดเลือกไอโซเลทเชื้อที่มีประสิทธิภาพและพัฒนาผลิตภัณฑ์เป็นปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ ซึ่งแบคทีเรีย
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth promoting rhizobacteria หรือ PGPR) ได้มีการค้นพบในส่วน
ต่างๆของพืชเศรษฐกิจที่หลากหลายชนิดมากขึ้น และยังมีการค้นพบการแสดงออกของยีนตรึงไนโตรเจนและ
โปรตีนของเชื้อดังกล่าวในเนื้อพืชด้วย (James and Olivares 1998; Reinhold Hurek and Hurek 1998; 
Reddy et al, 2002; Iniguez et al. 2004) นอกจากนี้ยังพบว่าแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนเหล่านี้ยังสามารถผลิต
สารกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช ควบคุมโรคพืชบางชนิด และเพ่ิมความเป็นประโยชน์และความสามารถใน
การดูดแร่ธาตุบางชนิด เช่น ฟอสฟอรัส เป็นต้น (Sessitsch at al. 2002; Sturz et al. 2000; Jacoud et al. 
1999; Meunchang et al. 2004) 

ปัจจุบันได้มีความสนใจศึกษาประโยชน์ของแบคทีเรียที่อาศัยบริเวณรอบๆรากพืชเพ่ิมมากข้ึน  เนื่องจาก
พบว่ามีศักยภาพในการน ามาใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพได้ (Diem. 1978; Bashan and Levanony 1990) อย่างไรก็ตาม
ประสิทธิภาพในการใช้ปุ๋ยชีวภาพแต่ละพ้ืนที่นั้นมีความแตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับปัจจัยต่างๆ เช่น  สกุลและสายพันธุ์
แบคทีเรีย ชนิดของพืช  สมบัติของดิน  ประชากรจุลินทรีย์ที่ออกฤทธิ์  และเงื่อนไขทางสภาพแวดล้อม เช่น 
ความชื้นในดิน โดยทั่วไปหลังการใส่ปุ๋ยชีวภาพปริมาณแบคทีเรียจะลดอย่างรวดเร็ว ทั้งนี้เนื่องจากความไม่
สม่ าเสมอของสภาพแวดล้อมซึ่งไม่สามารถควบคุมได้ จึงมักพบว่าผลการทดลองในสภาพปลอดเชื้อกับในสภาพ
ธรรมชาติมักมีความแตกต่างกันมาก (Bashan and Levanony, 1988) 

การใช้ประโยชน์จากการฉายรังสี นิยมใช้ในการฆ่าเชื้อ ปรับปรุงพันธุ์ (Yamaguchi et al. 2003) มา
มากกว่า 50 ปีแล้ว มักนิยมใช้ฆ่าเชื้อเพ่ือการถนอมอาหารในระดับอุตสาหกรรม  เป็นแหล่งท าให้เกิดการกลาย
พันธุ์เพ่ือการปรับปรุงสายพันธุ์พืชและจุลินทรีย์ แหล่งของไออนในการฉายรังสีมาจาก ล าแสงอิเลคตรอน 
(electron beam หรือ E-beam) หรือเอ็ก-เรย์ (X-rays) ที่ก าเนิดจากเครื่องเร่งที่เป็นระบบไฟฟ้า หรือ 60Co 
137Cs (Patterson and Loaharanu, 2000) E-beam ใช้ไฟฟ้าเป็นต้นก าเนิดพลังงานไม่ใช้สารก ามันตะภาพรังสี
และเครื่องก าเนิดอิเลคตรอนสามารถปิด เมื่อไม่มีการใช้รังสี ซ่ึงแตกต่างจากวิธีการที่ใช้สารก ามันตะภาพรังสีเป็น
ต้นก าเนิดพลังงานที่สารก ามันตะภาพรังสีท างานตลอดเวลา ในการฉายรังสีด้วยอิเลคตรอนบีมจะไม่ท าให้
คุณภาพของอาหารเปลี่ยนแปลงไป ขณะที่รังสีแกรมม่าลดคุณภาพแป้งในเมล็ดข้าว (Hayashi, Takahashi and 
Todoriki, 1997). ความสัมพันธ์ในการทนทานของจุลินทรีย์ต่อรังสีได้สรุปไว้โดย Monk et al., (1995). เซลล์
แบคทีเรียตอบสนองต่อไอออนไวมาก ซึ่งโดยทั่วไปมีค่า D10 ต่ ากว่า 1 KGy (D10 หมายถึง ระดับความเข้มข้นของ
รังสีที่ท าให้ปริมาณจุลินทรีย์ลดประชากรลง 1 log cycle) สปอร์แบคทีเรียทนทานรังสีมากกว่ายีสต์ รา และ



เชลล์ของแบคทีเรีย มีรายงานว่าสปอร์แบคทีเรียต้านทานทั่วไปต้านทานรังสีอยู่ในระดับ 1-4 KGy (Gerwen et 
al., 1999) ซึ่งผลงานวิจัยส่วนใหญ่เป็นข้อมูลของการวิจัยการใช้รังสีแกรมม่า แต่การใช้ e-beam ยังมีน้อย และ
การใช้ e-beam ในการปรับปรุงพันธุ์แบคทีเรียกลุ่ม ที่ใช้ผลิตปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ยังไม่มี 

ในการทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์ เพ่ือหาค่า D10 จากการใช้ E-beam ระดับความเข้มข้นต่างกันต่อไรโซ
แบคทีเรีย (rhizobacteria) ที่ใช้ผลิตปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ ส าหรับ ข้าวโพด 3 สกุล คือ Azotobacter Beijerinckia และ 
Azospirillum เพ่ือพัฒนาให้ได้สายพันธุ์ใหม่ที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนสูงกว่าเดิมอย่างน้อย 10% 
 
 
 
  
7.วิธีการด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
 1.แบคทีเรีย 3 สกุล คือ Azotobacter sp. DASF 02005, Beijerinckia mobilis ATCC 3059 และ 
Azospirillum sp. DASF 04008 
 2.เครื่องฉายรังสีแบบ Electron beam (E-beam)  
 3.อาหารเลี้ยงเชื้อ  
 4, ตู้เขี่ยเชื้อ  
 5. ตู้แช่แข็ง-80 องศาเซลเซียส 
 6. สารเคมีและเครื่องแก้ว 
          7. เครื่อง Gas chromatograph 
 

วิธีการด าเนินงาน 
1. เตรียมแบคทีเรียบริสุทธิ์ 

  แบคที เรีย 3 สกุล ประกอบด้วย Azotobacter sp. DASF 02005 Beijerinckia mobilis 
ATCC 3059 และ Azospirillum sp. DASF 04008 ท าให้ เชื้อบริสุทธิ์ด้วยการเขี่ยเชื้อให้ เป็นโคโลนี เดี่ยว
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเซลล์ด้วยวิธีการย้อมเซลล์จากโคโลนีเดียวให้มีเซลล์ที่บริสุทธิ์ ขยายเชื้อในอาหาร
เหลวโดยใช้หัวเชื้อบริสุทธิ์  1 ลูบ ใส่ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวส าหรับ Azotobactor, Beijerinckia และ 
Azospirillum (Dobeireiner. 1980) เลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 
Azotobacter และ Azospirillum นาน 48 ชั่วโมง ส่วน Beijerinckia 5 วัน เพ่ือให้ได้การเจริญเติบโตของเซลล์
ถึงตอนกลางของระยะเพ่ิมจ านวน (log phase or exponential phase) ซึ่งการเพ่ิมจ านวนเซลล์มีอัตราเร็วที่
คงที่ ประชากรแบคทีเรียจะมีลักษณะคล้ายกันในแง่ของส่วนประกอบทางเคมีและ metabolism ภายในเซลล์ 
และของเสียยังมีการสะสมน้อย เซลล์จึงมีความแข็งแรงสมบูรณ์เต็มท่ีเหมาะส าหรับการใช้ในการปรับปรุงพันธุ์      

2. การฉายรังสี E-beam และการหาค่า D10  



แบ่งเชื้อเหลวใส่หลอดพลาสติกปลอดเชื้อหลอดละ 2 มิลลิลิตร การฉายรังสีใช้ระดับความเข้มข้น 
พลังงานไฟฟ้าที่ใช้ที่ 8 MeV ระดับความเข็มข้นรังสี E-beam จริงที่ใช้ คือ 0, 30, 60, 120, 150 Gy ฉายรังสี
ด้วยเครื่อง E-beam ที่สถาบันเทคโนโลยีนิวเคลีย์แห่งชาติ (องค์การมหาชน) อ.องค์รักษ์ จ.นครนายก ค่า D10 
ค านวณจาก slope ของค่า regression ที่ได้รับจากค่าการรอดของเชื้อที่ฉายรังสีแต่ละระดับ (Lara et al,. 
2002)  เมื่อได้ช่วงค่า D10 แล้วเตรียมด าเนินการฉายรังสี E-beam ที่ระดับค่า D10 ของแต่ละไอโซเลทและ
รวบรวมโคโลนีที่ เจริญบนอาหารแข็งประมาณ 500 โคโลนี ต่อไอโซเลท และด าเนินการคัดเลือกโคโลนีที่
เจริญเติบโตสมบูรณ์หลังต่อเชื้อ 5 ครั้ง อย่างน้อย 25 โคโลนีต่อไอโซเลท และวัดประสิทธิภาพในการตรึง
ไนโตรเจนด้วยวิธี ARA และคัดเลือกโคโลนีที่มี ARA เพ่ิมขึ้นสูงกว่าเชื้อเดิมไม่น้อยกว่า 10% เพื่อใช้ในการพัฒนา
ปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ทีปลอดจากเชื้อปนเปื้อนต่อไป  
 
8. ระยะเวลา เดือน  

ตุลาคม 2554 สิ้นสุด กันยายน 2555 
 
9. สถานที่ท าการทดลอง 

กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร  
กรมวิชาการเกษตร และส านักงานเทคโนโลยีนิวเคลียแห่งชาติ (องค์การมหาชน) จตุจักร กรุงเทพฯ 

 
10. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 10.1 ความต้านทานต่อระดับรังสี E-beam 

ความต้านทานรังสีของแบคทีเรียทั้ง 3 สกุล วัดด้วยค่า D10 ของ ไรโซแบคทีเรีย 3 สกุล คือ  
Azotobacter sp. DASF 03005  Beijerinckia mobilis ATCC 35011 และ Azospirillum sp. DASF 04008 
หลังฉายรังสี E-beam ที่ระดับความเข้มข้น 0, 30, 60, 90,120 และ 150 Gy. พบว่าระดับรังสีที่ท าให้ปริมาณ
แบคทีเรียทั้งสามสกุลลดลง 1 log cycle อยู่ระหว่าง 120-150 Gy.  

10.2 การคัดเลือกสายพันธุ์แบคทีเรียฉายรังสีที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน (ก าลังด าเนินการ) 
 คัดเลือกแบคทีเรียฉายรังสีที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน โดยประเมินผลด้วยการวัด

ศักยภาพในการตรึงไนโตรเจนด้วยวิธี Acetylene Reduction Activity (ARA) สามารถคัดเลือกเชื้อที่มี
ประสิทธิภาพได้ดังนี้ 

   10.2.1 สกุล Azotobacter sp. DASF 02125 พบว่าการฉายรังสีที่ระดับ 150 Gy. ท าให้ได้
Azotobacter สายพันธุ์ใหม่ที่มีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น 5 สายพันธุ์ เรียงล าดับตามรหัสดังนี้ 
DASF 02125-14, DASF 02125-15, DASF 02125-16, DASF 02125-18 แ ล ะ  DASF 02125-21 ซึ่ ง มี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น 38.4, 70.3, 53.4, 52.8 และ 57.5% ของเชื้อ Azotobacter สาย
พันธุ์เดิม (ตารางท่ี 1)   



            10.2.2 สกุล Beijerinckia mobilis ATCC 35011 พบว่าการฉายรังสีที่ระดับ 120 Gy. ท าให้
ได้ Beijerinckia mobilis ATCC 35011 สายพันธุ์ใหม่ที่มีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น 6 สายพันธุ์ 
คื อ  ATCC 35011-14, ATCC35011-17, ATCC35011-19, ATCC35011-26, ATCC35011-27 แ ล ะ 
ATCC35011-28  ซึ่งมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น  38.6, 31.4, 32.2, 52.0 37.9 และ 29.0% 
ของเชื้อ Beijerinckia mobilis ATCC 35011 สายพันธุ์เดิม (ตารางท่ี 2)   

              10.2.3 สกุล Azospirillum sp. DASF 04008 พบว่าการฉายรังสีที่ระดับ 120 Gy. ท าให้ได้ 
Azospirillum sp. DASF 04008 สายพันธุ์ใหม่ที่มีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนเพิ่มข้ึน 8 สายพันธุ์ คือ DASF 

04008-2 DASF 04008-6, DASF 04008-9, DASF 04008-33, DASF 04008-34, DASF 04008-36     
DASF 04008-40 และ DASF 04008-41 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น 147, 101, 75.9, 101, 
126, 142, 77.4 และ 154% ของเชื้อ Azospirillum sp. DASF 04008 สายพันธุ์เดิม (ตารางท่ี 3)   
                         ผลจากการทดลองชี้ให้เห็นชัดเจนว่า electron beam ที่ความเข็มข้นในระดับต่ ามีศักย 
ภาพในการใช้ชักน าให้เกิดการกลายพันธุ์ในจุลินทรีย์ สกุล Azotobacter, Beijerinckia และ Azospirillum ได้
อย่างมีประสิทธิภาพ ทั้งนี้เนื่องจาก electron beam มีศักยภาพในการท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุ์
กรรมในเซลล์แบคทีเรีย อาจมีผลกระทบถึงกลุ่มยีนที่ควบคุมการตรึงไนโตรเจน จนอาจมีผลท าให้จุลินทรีย์
ดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพิ่มข้ึนกว่า สายพันธุ์ดังเดิม 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 1 สายพันธ์ุ Azotobacter sp. DASF 03005 ฉายรังสี 150 Gy ที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพิ่มขึ้น 
 

สกุล-สายพันธุ ์ อัตราการตรึงไนโตรเจน 
นาโนโมล/หลอด/ชั่วโมง 

ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น 
(%ของเชื้อเดิม) 

Azotobacter sp. DASF 03005 367 0 
DASF02125-14 508 38.4 
DASF02125-15 625 70.3 
DASF02125-16 563 53.4 
DASF02125-18 561 52.8 
DASF02125-21 578 57.5 

 
ตารางที่ 2 สายพันธ์ุ Beijerinckia mobilis ATCC 35011 ฉายรังสี 120 Gy ที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพิ่มขึ้น 
 

สกุล-สายพันธุ ์ อัตราการตรึงไนโตรเจน ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น 



นาโนโมล/หลอด/ชั่วโมง (%ของเชื้อเดิม) 
Beijerinckia mobilis ATCC 35011 544 0 

ATCC35011-14 754 38.6 
ATCC35011-17 715 31.4 
ATCC35011-19 719 32.2 
ATCC35011-26 827 52.0 
ATCC35011-27 750 37.9 
ATCC35011-28 702 29.0 

 
ตารางที่ 3 สายพันธ์ุ Azospirillum sp. DASF 04008 ฉายรังสี 120 Gy ที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพิ่มขึ้น 
 

สกุล-สายพันธุ ์ อัตราการตรึงไนโตรเจน 
นาโนโมล/หลอด/ชั่วโมง 

ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น 
(%ของเชื้อเดิม) 

 Azospirillum sp. DASF 04008 41.6 0 
DASF 04008-2 102.9 147 
DASF 04008-6 86.3 101.4 
DASF 04008-9 73.2 75.9 
DASF 04008-33 83.6 100.9 
DASF 04008-34 94.1 126.2 
DASF 04008-36 100.8 142.3 
DASF 04008-40 73.8 77.4 
DASF 04008-41 105.7 154.1 

 

11. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  
11.1 ไดค้่า D10 ของแบคทีเรียสกุล Azotobacter sp. DASF 02125 Beijerinckia mobilis ATCC 

35011 และ Azospirillum sp. DASF 04008 ซึ่งอยู่ระหว่าง 120-150 Gy. 
11.2 ได้ Azotobacter sp. DASF 02125 สายพันธุ์กลายที่มีประสิทธิภาพสูงกว่าเดิม 5 สายพันธุ์ มี

ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมข้ึน 25.6-41.0%  
11.3 ได้ Beijerinckia mobilis ATCC 35011 สายพันธุ์กลายที่มีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนสูง

กว่าเดิม 6 สายพันธุ์ มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมข้ึน 25.6-41.0%  
11.4 ได้ Azospirillum sp. DASF 04008 สายพันธุ์กลายที่มีประสิทธิภาพสูงกว่าเดิม 4 สายพันธุ์ มี

ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมข้ึน 25.6-41.0%  
11.5 ควรมีการด าเนินการขยายผลไปสู่จุลินทรีย์กลุ่มอ่ืนๆต่อไป และควรมีการศึกษาเชิงลึกในด้านการ

เปลี่ยนแปลงในระดับสารพันธุกรรมภายในเซลล์ 
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