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แบบสรุปผู้บริหาร 
(Executive Summary) 

1. รายละเอียดเกี่ยวกับโครงการวิจัยท่ี 1  
1.1 ชื่อเรื่อง (ภาษาไทย) ผลของเชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนต่อการเพาะปลูกอ้อยในสภาพแปลง

ทดลอง 
  (ภาษาอังกฤษ) Effect of nitrogen fixing bacteria on sugarcane plantation 

in the field 
1.2 ชื่อคณะผู้วิจัย (1) นางสุวรรณา เนียมสนิท  

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 40002 
หมายเลขโทรศัพท์/โทรสาร 043-202377 e-mail: suwan_ni@kku.ac.th 

(2) นางนิภา มิลินทวิสมัย 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 40002 
หมายเลขโทรศัพท์ 043-342911   โทรสาร 043-342911   

1.3 ชื่อที่ปรึกษาโครงการวิจัย   
รศ.ดร. ประสิทธิ์  ใจศิล  
ภาควิชาพืชศาสตร์ และทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร์  

     มหาวิทยาลัยขอนแก่น อ. เมือง จ. ขอนแก่น 40002 
หมายเลขโทรศัพท์ 043-202360   โทรสาร 043-202361 

1.4 งบประมาณและระยะเวลาท าวิจัย 
 ได้รับงบประมาณประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2556 งบประมาณที่ได้รับ 942,000 บาท 
 ระยะเวลาท าวิจัย ตั้งแต่ 15 กันยายน 2556 ถึง 14 สิงหาคม 2557 

2. บทสรุปงานวิจัย 
2.1 ความส าคัญ 

อ้อยเป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย ใช้เป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมอ้อยและน้ าตาล การ
ปลูกอ้อยเพื่อให้ได้ผลผลิตของน้ าตาลสูง จ าเป็นต้องมีการใส่ปุ๋ยบ ารุงดิน ที่ส าคัญคือปุ๋ยไนโตรเจน 
(nitrogen, N) ฟอสฟอรัส (phosphorus, P) และโปแตสเซียม (potassium, K) โดยไนโตรเจนเป็น
ธาตุที่ช่วยให้อ้อยเจริญเติบโตทางด้านล าต้นและใบ ท าให้อ้อยแตกกอดีมีจ านวนล ามากท าให้น้ าหนัก
อ้อยมาก ถ้าอ้อยขาดไนโตรเจน จะท าให้ใบเหลืองแคระแกร็น แตกหน่อช้า หน่อไม่เจริญ อ้อยจะแก่เร็ว
กว่าปกติและคุณภาพอ้อยจะต่ า ก๊าซไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบที่มีปริมาณมากในอากาศถึง 78 
เปอร์เซ็นต์ การใส่แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (nitrogen fixing bacteria, NFB) จากอากาศในแปลงปลูก
อ้อยจะช่วยลดต้นทุนในการซื้อปุ๋ยไนโตรเจน ลดการใช้ปุ๋ยเคมี เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม เพราะลดการชะ
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ล้างหน้าดินที่มีไนเตรทหรือแอมโมเนียลงสู่แหล่งน้ าธรรมชาติ ส่ งผลทางอ้อมในการลดภาวะโลกร้อน 
สุวรรณา และคณะ (2552-2554) แยกเชื้อ NFB จากดินและอ้อยและพบว่าเชื้อ Enterobacter sp. 
3LSO1 และ Stenotrophomonas sp. 5LSO2 ให้ประสิทธิภาพสูงในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
อ้อยในกระถาง เมื่อน าเชื้อไปเพ่ิมปริมาณในวัสดุปลูก 2 ชนิด คือพีท (peat) และเวอร์มิคูไลท์ 
(vermiculite) แล้วน าไปผสมในดินเพื่อใช้ปลูกอ้อยในกระถาง พบว่าหลังจากปลูกอ้อยได้ 4 เดือน อ้อยที่
ปลูกโดยไม่ใส่ปุ๋ยยูเรียหรือใส่ปุ๋ยยูเรียเพียงครึ่งหนึ่ง (½N) ของอัตราแนะน าร่วมกับการใส่เชื้อ 
Enterobacter sp. 3LSO1 หรือเชื้อ Stenotrophomonas sp. 5LSO2 มีการเจริญเติบโตมากกว่าหรือ
เทียบเท่ากับอ้อยที่ใส่ปุ๋ยยูเรียแต่ไม่ใส่เชื้อ NFB ดังนั้นการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงจึงมุ่งเน้นที่จะศึกษา
ความสามารถของเชื้อ NFB ทั้ง 2 สายพันธุ์นี้ในแปลงทดลองในไร่ 

2.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย   
1) ผลิตกล้าเชื้อ NFB ด้วยซอยล์เมตเพ่ือใช้เพิ่มปริมาณและเป็นวัสดุยึดเกาะของเชื้อ  
2) ศึกษาผลของเชื้อ NFB ต่อการเจริญเติบโตของอ้อยในสภาพแปลงทดลอง  
3) ติดตามการเปลี่ยนแปลงเชื้อ NFB ที่ใส่ลงไปในดิน และต้นอ้อย ในสภาพแปลงทดลอง  
4) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของดินทางเคมีและจุลชีววิทยา 

2.3 วิธีด าเนินการวิจัยโดยย่อ 
ตรวจวิเคราะห์ธาตุอาหารของดินที่จะใช้เตรียมแปลงปลูกทดลอง เตรียมผลิตภัณฑ์เชื้อ NFB 

สายพันธุ์ Entrobacter sp. 3LSO1 และ Stenotophomonas sp. 5LSO2 โดยใช้วัสดุปลูกทางการ
เกษตร คือซอยล์เมต (soilmate) โดยเลี้ยงเชื้อ NFB ในอาหารเหลว LB ผสมให้เข้ากันกับซอยล์เมต เก็บ
ที่อุณหภูมิประมาณ 10oC น าชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ที่มีเชื้อไม่น้อยกว่า 107 cfu/g ไปทดลองกับอ้อยสาย
พันธุ์ขอนแก่น 3 ในสภาพไร่ในพื้นที่ประมาณ 6 ไร่ โดยใส่เชื้อ 4.5 kg/แปลงย่อย การเตรียมแปลงปลูก
ใช้รถไถขุดร่องอ้อยให้มีระยะห่างระหว่างแถวประมาณ 1.65 เมตร ซึ่งเป็นวิธีการเตรียมแปลง
เช่นเดียวกับท่ีปฏิบัติในไร่ และใส่ท่อนพันธุ์อ้อยในร่องให้ห่างกันท่อนละประมาณ 30 cm ในลักษณะเป็น
ร่องคู่ โดยวางแผนการทดลองแบบ Factorial in randomized complete block design (RCBD) 
ประกอบด้วย 2 ปัจจัย คือ ปัจจัยเชื้อ NFB 4 ระดับ ได้แก่ 1) ไม่ใส่เชื้อ NFB (ตัวควบคุมใส่ซอยล์เมตที่
นึ่งฆ่าเชื้อ) 2) เชื้อ 3LSO1 3) เชื้อ 5LSO2 4) เชื้อผสม 3LSO1 + 5LSO2 ส่วนปัจจัยปุ๋ยเคมี 3 ระดับ 
ได้แก่ 1) PK 2) ½N-PK 3) N-PK รวมทั้งหมด 12 ต ารับทดลองๆ ละ 4 ซ้ า ขนาดแปลงในแต่ละต ารับ
ทดลอง 8.5x8.5 ตารางเมตร โดยให้มีระยะขอบแต่ละต ารับทดลองห่างกันอย่างน้อย 1.5 เมตร (ตาม
แนวขวางกับร่องอ้อย) ดังนั้นแต่ละแปลงทดลองจะปลูกอ้อย 5 แถว เว้น 1 แถว (ตามแนวยาวขนานกับ
ร่องอ้อย) การใส่เชื้อ NFB จะใส่หลังจากปลูกอ้อยได้ 15 วัน พร้อมกับการใส่แม่ปุ๋ยสูตร 15-15-15 ใน
อัตรา 50 kg/ไร่ และใส่แต่ปุ๋ยอีกครั้งหลังจากปลูกอ้อยได้ประมาณ 5 เดือน โดยใช้สูตร 21-7-14 ในอัตรา 
60 kg/ไร่ เก็บตัวอย่างดินและต้นอ้อยเมื่ออ้อยมีอายุ 3, 6 และ 11 เดือน เพ่ือวิเคราะห์ผลของเชื้อ NFB 
ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยในสภาพแปลงทดลอง โดยนับจ านวนกอ วัดความสูง หาน้ าหนัก
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แห้งต้น นอกจากนี้ยังเก็บข้อมูลการสะสมปริมาณธาตุอาหารหลักในส่วนของล าต้นอ้อยและในดิน 
ได้แก่ ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (Total N) ฟอสฟอรัสทั้งหมด (Total P) และโปแตสเซียม
ทั้งหมด (Total K) รวมทั้งตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเชื้อในดิน และต้นอ้อยโดยตรวจนับ
ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและเชื้อ NFB โดยใช้อาหารแข็ง LGIP ที่ปราศจากไนโตรเจน นอกจากนี้ยัง
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเชื้อ Entrobacter sp. 3LSO1 และ Stenotophomonas sp. 
5LSO2 ในดิน และต้นอ้อยโดยวิธีการติดตามยีนบางส่วน (Variable region, V3) ของ 16S RNA gene 
โดยใช้เทคนิค polymerized chain reaction (PCR) ร่วมกับ Denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE)  

2.4 ผลการวิจัยโดยย่อ 
การเตรียมชีวภัณฑ์เชื้อ NFB โดยใช้ซอยล์เมตเป็นวัสดุพาพบว่าเชื้อมีปริมาณเพ่ิมขึ้นเล็กน้อย

จากที่เตรียมในวันแรก และยังสามารถมีชีวิตอยู่ได้แม้จะเก็บไว้นานถึง 45 วันก็ตาม โดยปริมาณเชื้อที่ได้
ประมาณ  5.0x107 cfu/g น าเชื้อไปใส่ในแปลงทดลองที่ อ.บ้านแฮด ซึ่งมีความอุดมสมบูรณ์ต่ าโดยมีค่า
อินทรียวัตถุเท่ากับ 0.241% ค่าปริมาณ Total N 110 mg/kg 

การใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ไม่ท าใหค้่าความชื้น ความเป็นกรด-ด่าง และค่าการน าไฟฟ้าของดินที่
ใช้ปลูกในทุกต ารับทดลองแตกต่างกัน แต่พบว่าท าให้ผลผลิตต่อไร่ในต ารับทดลองที่มีการใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ 
NFB และไม่ใส่หรือใส่ปุ๋ยยูเรียมีผลผลิตมากเทียบเท่าหรือมากกว่ากลุ่มที่ไม่ใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ NFB แต่ใส่ปุ๋ย
ยูเรียเต็มอัตรา  

การตรวจติดตามเชื้อ Entrobacter sp. 3LSO1 และ Stenotophomonas sp. 5LSO2 โดย
วิธีการติดตามยีนบางส่วน (Variable region, V3) ของ 16S RNA gene โดยใช้เทคนิค PCR ร่วมกับ 
DGGE พบว่าที่ 0 เดือน พบแถบ V3 ของเชื้อ S. maltophilia, 5LSO2 มีแถบเดียว และพบแถบ V3 
ของเชื้อ Enterobacter sp., 3LSO1 มี 3 แถบ ในต ารับทดลองที่มีการใส่เชื้อนั้นๆ ซึ่งแถบที่พบนั้น
ตรงกับต าแหน่งของเชื้อบริสุทธิ์ทั้ง 2 เชื้อ ตามล าดับ ส่วนต ารับทดลองที่ไม่ใส่เชื้อ NFB จะไม่
ปรากฏแถบ V3 ของเชื้อ S. maltophilia, 5LSO2 และเชื้อ Enterobacter sp., 3LSO1 เลย แต่เมื่อ
ตรวจผลเชื้อทั้ง 2 สายพันธุ์นี้ในดินที่ 3 เดือน พบต าแหน่งแถบ V3 ของเชื้อ S. maltophilia, 5LSO2 
กระจายอยู่ทุกต ารับการทดลอง แต่ไม่พบแถบ V3 ที่ตรงกับลักษณะ 3 แถบของเชื้อ Enterobacter sp., 
3LSO1 การศึกษาการกระจายของเชื้อ Enterobacter sp., 3LSO1 และเชิ้อ S. maltophilia, 
5LSO2 ที่ใส่ลงในแปลงทดลองในตัวอย่างรากและต้นอ้อย อายุ 3 เดือน พบแถบดีเอ็นเอในส่วน 
V3 ของเชื้อที่ตรงกับต าแหน่งของแถบ V3 ของเชื้อ S. maltophilia, 5LSO2 กระจายอยู่เกือบทุก
ต ารับการทดลอง แต่ไม่พบแถบ V3 จากตัวอย่างที่ตรงกับลักษณะ 3 แถบของเชื้อ Enterobacter sp., 
3LSO1 การตรวจผลเชื้อทั้ง 2 สายพันธุ์นี้ในดินและต้นอ้อยที่ 6 และ 11 เดือน ไม่พบต าแหน่งแถบ V3 
ของเชื้อ S. maltophilia, 5LSO2 และ Enterobacter sp., 3LSO1 แต่พบจ านวนแถบ V3 ของเชื้อ
ชนิดอ่ืนๆ เพ่ิมมากขึ้น ซึ่งจ านวนและความเข้มของแถบดีเอ็นเอที่ตรวจพบในดินนี้มีความสัมพันธ์กับ
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ปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดที่ตรวจพบในดินในเดือนที่ 3, 6 และ 11 โดยมีค่าเฉลี่ยเป็น log 6.83, 5.05 
และ 7.16 cfu/g ตามล าดับ จากข้อมูลเหล่านี้แสดงให้เห็นว่าเชื้อมีการไหลมาปะปนกันถึงแม้ว่าพ้ืนที่
แปลงทดลองจะมีความลาดเอียงเพียงเล็กน้อยก็ตาม ดังนั้นการตรวจผลของชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ต่อการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยในสภาพแปลงทดลองจึงมีความแปรปรวนและเห็นผลไม่ชัดเจนนัก โดย
ค่าเฉลี่ยความหวาน Polarity, Fiber, CCS และ Purity ของอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 11 เดือนมี
ค่าเท่ากับ 19.37, 16.38, 11.84, 12.19 และ 84.50 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ อย่างไรก็ตามพบว่าผลผลิต
เฉลี่ยในต ารับทดลองที่ใส่เชื้อ NFB มีค่าเฉลี่ยผลผลิต 7.17 ตัน/ไร่ มีความสูงเฉลี่ย 157.5 เซนติเมตร 
ในขณะที่ต ารับทดลองที่ไมใส่เชื้อ NFB มีค่าเฉลี่ยผลผลิต 5.93 ตัน/ไร่ มีความสูงเฉลี่ย 141.9 เซนติเมตร 
โดยต ารับทดลองที่ไม่ใส่หรือใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่งอัตราร่วมกับการใส่เชื้อ NFB จะมีจ านวนต้นและน้ าหนักแห้ง
ใกล้เคียงหรือมากกว่าต ารับทดลองที่ไม่ใส่เชื้อ NFB แต่ใส่ปุ๋ยยูเรียเต็มอัตราแสดงให้เห็นว่าการใส่เชื้อ NFB 
ช่วยลดการใส่ปุ๋ย N ลงได้ถึงครึ่งหนึ่งโดยผลผลิตที่ได้คงเดิมหรือมากกว่า ส าหรับการสะสมปริมาณ Total 
NPK ในอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3 เดือน พบว่าการใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ที่เป็นเชื้อ 3LSO1 มีการ
สะสมปริมาณ Total N ในอ้อยในต ารับทดลองที่ไม่ใส่ปุ๋ยยูเรีย (N) สูงกว่าต ารับทดลองที่ใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่ง
และเต็มอัตรา ตามล าดับ โดยพบว่าปริมาณ Total N และ Total K ในอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 6 
เดือน มีแนวโน้มลดลงจากเดือนที่ 3 ประมาณกึ่งหนึ่งและลดลงอีกกึ่งหนึ่งในเดือนที่ 11 ส าหรับค่าการ
วิเคราะห์ Total NPK, available N และ available P ในดินไม่มีความแตกต่างกันในทางสถิติ 

2.5 ผลผลิตและผลลัพธ์จากงานวิจัย 
1) สามารถพัฒนากรรมวิธีในการผลิตปุ๋ยชีวภาพเชื้อ NFB เชื้อ Entrobacter sp. 3LSO1 

และ Stenotophomonas sp. 5LSO2 ที่เหมาะสมเพื่อใช้งานในสภาพไร่ ส าหรับพื้นที่ ประมาณ 4 ไร่ 
สามารถผลิตได้ในเวลา 1 เดือน ต้นทุนประมาณ 10000 บาท เชื้อ Stenotophomonas sp. 5LSO2 
เข้าไปอยู่อาศัยในรากพืชได้และมีชีวิตรอดในดินดีกว่าสายพันธุ์ Entrobacter sp. 3LSO1  

2) สามารถเพิ่มปริมาณผลผลิตอ้อยได้ ผลผลิตเฉลี่ยในต ารับทดลองที่ใส่เชื้อ NFB มีค่าเฉลี่ย
7.17 ตัน/ไร่ ในขณะที่ต ารับทดลองที่ไมใส่เชื้อ NFB ค่าเฉลี่ยผลผลิต 5.93 ตัน/ไร่ ซึ่งแสดงว่าเชื้อ NFB 
สามารถเพ่ิมผลผลิตโดยรวมได้มากขึ้นถึงประมาณ 20% ทางด้านคุณภาพท าให้มีความสูง มีการแตกกอ
มากขึ้น และมีการสะสมปริมาณ Total N ในอ้อยในต ารับทดลองที่ไม่ใส่ปุ๋ยยูเรียสูงกว่าต ารับทดลองที่ใส่
ปุ๋ยยูเรียครึ่งและเต็มอัตรา ตามล าดับ มีความหวาน CCS เท่ากับ 12.19 ดังนั้น การใช้เชื้อ Entrobacter 
sp. 3LSO1 และ Stenotophomonas sp. 5LSO2 สามารถทดแทนการใช้ปุ๋ยเคมีได้ 

3) คุณภาพของดินทางเคมีและทางจุลินทรีย์ไม่เห็นผลที่แตกต่างกันอย่างชัดเจนในเชิง
ปริมาณ แต่ สามารถตรวจพบเชื้อ Stenotophomonas sp. 5LSO2 ที่ทนอยู่ในดินได้ถึง 3 เดือน ด้วย
วิธี DGGE 

4) สามารถสร้างเครือข่ายเกษตรกรได้ 1 ราย คือ นางสุวรรณี จันทร์เพ็ง 
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3. ข้อเสนอแนะเพื่อน าผลงานไปใช้ประโยชน์ 
การศึกษาในครั้งนี้มีข้อผิดพลาดหลายประการ อาทิเช่น การเตรียมแปลงที่ไม่อาจใส่เชื้อพร้อมกับ

การปลูกอ้อยซึ่งเป็นข้อจ ากัดของเกษตรกรและผู้วิจัยในเรื่องเวลาและต้องการเลียนแบบการปลูกของ
เกษตรกร นอกจากนี้การที่มีการแบ่งแปลงย่อยโดยปลูกอ้อยทั้งหมด 5 แถวต่อต ารับทดลอง (8.5x8.5 
ตารางเมตร) และมีช่องว่างกั้นเป็นทางเดินโดยรอบแปลงทุกด้านๆ ละ 1.5 เมตร ท าให้การเจริญเติบโต
ของอ้อยไม่สม่ าเสมอโดยอ้อยที่อยู่แถวริมนอกสุดมีการเจริญเติบโตมากที่สุด และแถวที่อยู่ตรงกลางมีการ
เจริญเติบโตน้อยที่สุด นอกจากนี้ความลาดเอียงของแปลงทดลองแม้เพียงเล็กน้อยก็ตามก็ท าให้เชื้อ
สามารถไหลไปปะปนกันได้ สิ ่งเหล่านี ้ล้วนมีผลท าให้ผลการวิเคราะห์ไม่ดีเท่าที่ควร ซึ่งกรรมการ
ผู้ทรงคุณวุฒิที่ประเมินโครงการได้ให้ผู้วิจัยท าการทดลองซ้ าในสถานที่ใหม่ ซึ่งได้ให้ผู้วิจัยท าการทดลอง
โดยท าเป็นลักษณะ split plot โดยคณะผู้วิจัยได้เพ่ิมจ านวนแถวในการปลูกของแต่ละต ารับทดลองเป็น 9 
แถว มีร่องน้ ากั้นแต่ละ main plot (เชื้อชนิดเดียวกัน) การเก็บผลการทดลองจะเก็บจาก 3 แถวกลาง 
เพ่ือลดอิทธิพลของอ้อยแถวริมที่มีการเจริญเติบโตมากกว่าแถวอ่ืนๆ นอกจากนี้ในการทดลองอ่ืนที่ผู้วิจัย
ได้ศึกษาก่อนหน้านี้ พบว่าเชื้อ NFB ทั้ง 2 สายพันธุ์นี้เมื่อปลูกโดยใส่ปุ๋ยยูเรียเพียง 1 ใน 3 ของอัตรา
แนะน าสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยได้เทียบเท่ากับการปลูกอ้อยที่มีการใส่ปุ๋ยยูเรียเต็มอัตรา
แนะน า นอกจากนี้ยังท าให้มีการสะสมของธาตุอาหารในดินและต้นอ้อยมากกว่ากลุ่มที่ไม่ใส่เชื้อ NFB 
และที่ส าคัญคือสามารถตรวจพบเชื้อ NFB ที่มีลักษณะโคโลนีคล้ายเชื้อทั้ง 2 สายพันธุ์ในดินและในต้น
อ้อยซึ่งน่าจะส่งผลดีต่อการปลูกอ้อยตอต่อไป   



ฉ 
 

บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์เชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน 
(NFB) 2 สายพันธุ์ ได๎แกํ Enterobacter sp. 3LSO1 และ Stenotrophomonas maltophilia, 
5LSO2 ที่เตรียมโดยใช๎ซอยล์เมตเป็นวัสดุพาในการสํงเสริมการเจริญเติบโตของอ๎อยสายพันธุ์ขอนแกํน 3 
และตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงเชื้อ NFB ที่ใสํลงไปในดินและต๎นอ๎อยพร๎อมทั้งศึกษาการเปลี่ยนแปลง
คุณสมบัติบางประการของดินทางเคมีและจุลชีววิทยาในสภาพแปลงทดลองในไรํ โดยเตรียมเชื้อ NFB ใน
อาหารเหลว LB ผสมให๎เข๎ากันกับซอยล์เมต เก็บที่อุณหภูมิประมาณ 10oC น าชีวภัณฑ์เชื้อ NFB 4.5 kg 
ที่มีเชื้อประมาณ 107 cfu/g ใสํในแตํละแปลงยํอย โดยวางแผนการทดลองแบบ Factorial in randomized 
complete block design (RCBD) ประกอบด๎วย 2 ปัจจัย คือ ปัจจัยเชื้อ NFB 4 ระดับ ได๎แกํ 1) ไมํใสํ
เชื้อ NFB 2) เชื้อ 3LSO1 3) เชื้อ 5LSO2 4) เชื้อผสม 3LSO1+5LSO2 สํวนปัจจัยปุ๋ยเคมี 3 ระดับ 
ได๎แกํ 1) PK 2) ½N-PK 3) N-PK รวมทั้งหมด 12 ต ารับทดลองๆ ละ 4 ซ้ า การศึกษาท าในดินที่มี
อินทรียวัตถุต่ า แตํละแปลงทดลองจะปลูกอ๎อย 5 แถว ในพ้ืนที่ 8.5x8.5 ตารางเมตร ที่มีทางเดินรอบ
แปลงขนาด 1.5 เมตร ใสํเชื้อ NFB พร๎อมกับการใสํแมํปุ๋ยสูตร 15-15-15 ในอัตรา 50 kg/ไรํ จะใสํ
หลังจากปลูกอ๎อยได๎ 15 วัน และใสํแตํปุ๋ยอีกครั้งหลังจากปลูกอ๎อยได๎ประมาณ 5 เดือน โดยใช๎สูตร 21-7-14 
ในอัตรา 60 kg/ไรํ พบวําเชื้อ NFB ที่ใสํในแปลงทดลองไมํมีผลตํอคําความชื้น ความเป็นกรด-ดําง และคํา
การน าไฟฟ้าของดินที่ใช๎ปลูก การตรวจติดตามเชื้อ Entrobacter sp. 3LSO1 และ S. maltophilia 
5LSO2 ในดินและอ๎อยใช๎วิธีการติดตามยีน Variable region สํวน V3 ของ 16S rRNA โดยใช๎เทคนิค 
PCR รํวมกับ DGGE พบวําดินที่ 0 เดือน ปรากฏแถบ V3 ของเชื้อ S. maltophilia 5LSO2 มีแถบเดียว 
และพบแถบ V3 ของเชื้อ Enterobacter sp. 3LSO1 3 แถบ ในต ารับทดลองที่มีการใสํเชื้อนั้นๆ เทํานั้น 
ซึ่งตรงกับต าแหนํงที่พบในเชื้อบริสุทธิ์ทั้ง 2 เชื้อ นอกจากนี้ยังพบแถบของเชื้อ S. maltophilia 5LSO2 
ในทุกต ารับทดลองในตัวอยํางดินและอ๎อยที่ 3 และ 6 เดือนด๎วย อยํางไรก็ตามแถบเหลํานี้จะจางลง
เรื่อยๆ ในตัวอยํางดินและอ๎อยที่ 3, 6 และ 11 เดือน ตามล าดับ แสดงให๎เห็นวําเกิดการปนเปื้อนของเชื้อ 
NFB ไปยังทุกต ารับทดลองและเชื้อ S. maltophilia 5LSO2 อยูํรอดในสิ่งแวดล๎อมได๎ดีกวําเชื้อ 
Enterobacter sp. 3LSO1 ดังนั้นจึงยากที่จะประเมินผลของเชื้อ NFB ในการสํงเสริมการเจริญเติบโต
ของอ๎อย อยํางไรก็ตามพบวําผลผลิตเฉลี่ยในต ารับทดลองที่ใสํเชื้อ NFB มีคําเฉลี่ยผลผลิต 7.17 ตัน/ไรํ มี
ความสูงเฉลี่ย 157.5 เซนติเมตร ในขณะที่ต ารับทดลองที่ไมใสํเชื้อ NFB คําเฉลี่ยผลผลิต 5.93 ตัน/ไรํ มี
ความสูงเฉลี่ย 141.9 เซนติเมตร โดยต ารับทดลองที่ไมํใสํหรือใสํปุ๋ยยูเรียครึ่งอัตรารํวมกับการใสํเชื้อ NFB จะ
มีจ านวนต๎นและน้ าหนักแห๎งใกล๎เคียงหรือมากกวําต ารับทดลองที่ไมํใสํเชื้อ NFB แตํใสํปุ๋ยยูเรียเต็มอัตราแสดง
ให๎เห็นวํา การใสํเชื้อ NFB ชํวยลดการใสํปุ๋ย N ลงได๎ถึงครึ่งหนึ่งโดยผลผลิตที่ได๎คงเดิมหรือมากกวํา  
ค าส าคัญ การเพาะปลูกอ๎อย, เชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน, ซอยล์เมต, การสํงเสริมการเจริญเติบโต, 
สภาพแปลงทดลอง 
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Abstract 
 

 The present works aims to evaluate the efficiency of 2 strains of nitrogen fixing bacteria 
(NFB), Enterobacter sp. 3LSO1 and Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2, formulated by using 
soilmate as carrier material for enhancing growth of sugarcane variety Khon Kaen 3, to follow the 
changeable of these NFB in soil and sugarcane, and to study the changing of some soil chemical 
and microbiological properties in the field trial. The NFB were prepared in LB broth, mixed 
thoroughly with soilmate, stored at temperature about 10oC. The 4.5 kg of formulated NFB about 
107 cfu/g were applied into each sub-plot. The experiments were designed in factorial by 
randomized complete block design (RCBD) with 2 main factors as followed: 4 NFB levels; 1) No 
NFB, 2) 3LSO1, 3) 5LSO2 and 4) 3LSO1 mixed with 5LSO2; and 3 chemical fertilizer levels; 1) PK 2) 
½N-PK 3) N-PK. There were 12 treatments with 4 replicates. The studies were conducted in the 
low organic matter soil. Each sub-plot contained 5 rows of sugarcane in 8.5x8.5 m2 with 1.5 m of 
space surrounded. The NFB and chemical fertilizers formula 15-15-15 at rate 50 kg/rai were 
applied at 15 days after planting. Only chemical fertilizers formula 21-7-14 at rate 60 kg/rai were 
applied again at 5 months after planting. It was found that NFB showed no effect on moisture, 
acid-base and the electrical conductivity of the planting soil. The monitoring of Enterobacter sp. 
3LSO1 and S. maltophilia 5LSO2 were assessed by tracking Variable region, V3 of 16S RNA gene in 
sugarcane and in soil of each treatment by using PCR and DGGE technique. The results of soil 
sample at 0 month showed one band of V3 region of S. maltophilia 5LSO2 as well as 3 bands of 
V3 region of Enterobacter sp. 3LSO1 only in the treatments that each NFB were applied. These 
bands were corresponding to the bands found in pure culture. Furthermore, the position of band 
of S. maltophilia 5LSO2 was established in each soil and sugarcane samples of each treatments 
collected at 3 and 6 month after planting. However, this band was faded in the soil and 
sugarcane samples of 3, 6 and 11 months, respectively. These results suggested that NFB were 
contaminated in each treatment, moreover, S. maltophilia 5LSO2 was more survival than 
Enterobacter sp. 3LSO1. So, it was not easily to evaluate the efficiency of NFB for enhancing 
growth of sugarcane. However, the results showed mean production and mean height of the 
treatments applying the NFB were 7.17 ton/rai and 157.5 cm, while mean production and mean 
height of the control treatments (no NFB) were 5.93 ton/rai and 141.9 cm, respectively. 
Moreover, the treatments that applied no or half strength of N with NFB inoculation displayed 
the same amount or more number of shoots and dry weight than the treatments that applied 
full strength of N without NFB inoculation. These results suggested that NFB inoculation could 
reduce N fertilizer by up to half strength with the production remain the same or more. 
Keywords  Sugarcane Plantation, Nitrogen Fixing Bacteria, Soil Mate, Enhancing Growth, Field 
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กิตติกรรมประกาศ 
 
 

โครงการวิจัยนี้ ได๎รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากส านักงานคณะกรรมการวิจัยแหํงชาติ (วช.) และ
ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ประจ าปีงบประมาณ 2556 คณะผู๎วิจัยขอขอบคุณเป็นอยําง
ยิ่ง นอกจากนี้  ขอกราบขอบพระคุณคณะกรรมการผู๎ทรงคุณวุฒิทุกทํานที่ได๎ให๎ค าแนะน าอันเป็น
ประโยชน์ ซึ่งได๎ให๎ค าแนะน าตํางๆ เกี่ยวกับงานวิจัยนี้ 

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.ประสิทธิ์ ใจศิล ที่ปรึกษาโครงการวิจัยที่ได๎ให๎
ค าแนะน าที่เป็นประโยชน์หลายๆ ด๎านทั้งด๎านสถิติ ด๎านเกี่ยวกับการเกี่ยวผลผลิต และขอกราบ
ขอบพระคุณ ศาสตราจารย์ ดร.สนั่น จอกลอย ที่ได๎ให๎ค าปรึกษาด๎านสถิติ 

ขอขอบคุณ คุณกิตติพิชญ์ อึงสถิตย์ถาวร เจ๎าของไรํพูลสวัสดิ์ ที่ให๎เชําสถานที่ทดลองและให๎
ความชํวยเหลืออ านวยความสะดวกในเรื่องการปลูกอ๎อย รวมทั้งการชํวยจัดหาคนงานมาชํวยในการ
จัดการไรํอ๎อยในชํวงเวลาตํางๆ 

นอกจากนี้คณะผู๎วิจัยขอขอบคุณ คุณณัฐวุฒิ มีศิลป์ นักศึกษาระดับปริญญาเอก สาขาวิชาจุล
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแกํน คุณธานี ธรรมรัตน์ และนายธนพงศ์ ศุภฤกษ์ ที่เป็น
ผู๎ชํวยวิจัยในการเตรียมเชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน เตรียมอุปกรณ์ตํางๆ และดูแลความเรียบร๎อยตํางๆ 
ในงานวิจัยนี้ 

ขอขอบคุณเจ๎าหน๎าที่บุคลากร และนักศึกษาจากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแกํน ทุกทํานที่ชํวยเป็นเรี่ยวแรงในการเก็บเก่ียวตัวอยํางทุก ๆ ครั้ง 

ขอขอบคุณเจ๎าหน๎าที่และบุคลากร คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแกํน เจ๎าหน๎าที่และ
บุคลากรจากศูนย์วิจัยพืชไรํ จังหวัดขอนแกํน ที่อ านวยความสะดวกส าหรับสถานที่การทดลองและการ
วิเคราะห์ธาตุอาหาร 
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บทที่ 1 

บทน า 

 
1.1  ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

อ้อยเป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย โดยทั่วไปหมายถึงอ้อยโรงงาน ใช้เป็นวัตถุดิบใน
อุตสาหกรรมอ้อยและน้้าตาล ผลผลิตอ้อยในปี 2553/54 รวมประมาณ 95 ล้านตัน สามารถผลิตน้้าตาล
ทรายขาวและน้้าตาลทรายดิบประมาณ 40 และ 55 ล้านกระสอบ ตามล้าดับ (ส้านักงานคณะกรรมการ
อ้อยและน้้าตาลทราย, 2555) นอกจากนี้ยังมีผลผลิตอ่ืนอีกมากมายจากอุตสาหกรรมน้้าตาล เช่น 
กากน้้าตาลซึ่งเป็นผลผลิตรองที่มีความส้าคัญในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมผลิตอาหารสัตว์ 
อุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล์ เป็นต้น จากการที่น้้ามันในตลาดโลกมีราคาสูงขึ้น ท้าให้รัฐบาลส่งเสริมให้มี
การผลิตเอธานอลเพ่ือผสมในน้้ามันเบนซิน อันเป็นการลดการน้าเข้าน้้ามันเชื้อเพลิงได้ทางหนึ่ง ดังนั้นจึง
มีความจ้าเป็นที่จะต้องเพ่ิมผลผลิตอ้อยขึ้นด้วย  

การปลูกอ้อยเพ่ือให้ได้ผลผลิตของน้้าตาลสูง จ้าเป็นต้องมีการใส่ปุ๋ยบ้ารุงดิน ที่ส้าคัญคือปุ๋ย
ไนโตรเจน (nitrogen, N)  ฟอสฟอรัส (phosphorus, P) และโปแตสเซียม (potassium, K) โดย N เป็น
ธาตุที่ช่วยให้อ้อยเจริญเติบโตทางด้านล้าต้นและใบ ท้าให้อ้อยแตกกอดี มีจ้านวนล้ามากท้าให้น้้าหนักอ้อย
มาก ถ้าอ้อยขาด N จะท้าให้ใบเหลืองแคระแกร็น แตกหน่อช้า หน่อไม่เจริญ อ้อยจะแก่เร็วกว่าปกติและ
คุณภาพอ้อยจะต่้า ก๊าซ N เป็นส่วนประกอบที่มีปริมาณมากในอากาศถึง 78 เปอร์เซ็นต์ การใส่แบคทีเรีย
ตรึงไนโตรเจน (nitrogen fixing bacteria, NFB) จากอากาศในแปลงปลูกอ้อยจะช่วยลดต้นทุนในการซื้อ
ปุ๋ย N ลดการใช้ปุ๋ยเคมี เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม เพราะลดการชะล้างหน้าดินที่มีไนเตรทหรือแอมโมเนียลง
สู่แหล่งน้้าธรรมชาติ ส่งผลทางอ้อมในการลดภาวะโลกร้อน  

ตั้งแต่ปี 1974 พบว่าเชื้อ Azospirillum สามารถตรึง N ได้และมีการค้นพบเชื้อที่สามารถตรึง N 
บริเวณรากพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เช่น หญ้า ข้าว ข้าวโพด อ้อย จากเดิมที่พบว่าเชื้อ Rhizobium สามารถตรึง 
N จากอากาศได้โดยการสร้างเป็นปมที่รากของพืชตระกูลถั่ว จากนั้นก็ได้มีการศึกษาความสัมพันธ์ของเชื้อ
กับพืชเหล่านั้นเพ่ือลดการใช้ปุ๋ยเคมี N ลง (Boddey and Dobereiner, 1988) ซึ่งเป็นการลดต้นทุนการ
ปลูกอ้อย Cavalcante and Dobereiner (1988) รายงานว่าดินที่มีการเติม N ต่้าจะพบ NFB ได้มาก 
และยังพบ NFB ชนิดใหม่ที่ทนกรด คือ Acetobacter nitrocaptan ซึ่งจะมีความส้าคัญในดินที่มีการใช้
ปุ๋ยร่วมด้วย เพราะเชื้อ A. nitrocaptan นี้จะช่วยตรึง N จากอากาศร่วมด้วยแม้ว่าดินนั้นจะมีไนเตรทปน
อยู่ก็ตาม NFB ที่พบในอ้อยมีทั้งชนิดที่อยู่เป็นอิสระ ได้แก่ Beijerinckia, Azospillirum, Azotobacter, 
Bacillus, Derxia, Enterobacter ส่วน NFB ที่พบอยู่ภายในรากหรือล้าต้นอ้อย ได้แก่ Acetobacter, 
Azospillirum, Herbaspirillum, Pantoea, Burkholderia, Klebsiella (Boddey and Dobereiner, 
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1988; Reis et al, 1994; Mirza et al, 2001; Sevilla et al, 2001; Loiret et al, 2004; Reis et al, 
2004; Govindarajan et al, 2007; ) นอกจากนี้ยังพบว่า NFB นี้บางชนิดมีคุณสมบัติในการส่งเสริมการ
เจริญโตเติบโตของอ้อยได้ด้วย เช่น การสร้างสารเหนี่ยวน้าให้สร้างฮอร์โมนพืช เช่น การสร้างสาร auxin 
ที่เป็น indole-3-acetic acid (IAA) (Govindarajan et al, 2007)  

Sevilla et al (2001) พบว่า A. diazotrophicus สายพันธุ์ PA15 สามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของอ้อยสายพันธุ์ SP70-1143 ทั้งในสภาพเรือนทดลอง และสภาพไร่ โดยพบว่าในสภาพที่
ไม่มี N อ้อยที่มีการปลูกเชื้อ A. diazotrophicus เจริญเติบโตดีกว่าและมีปริมาณ N ทั้งหมดมากกว่า
อ้อยที่ไม่ได้ปลูกเชื้อ ผลการทดลองแสดงให้เห็นถึงกลไกการตรึง N ของเชื้อแล้วเปลี่ยนถ่ายไปยังต้นอ้อย 
เมื่อปลูกอ้อยในสภาวะที่ไม่จ้ากัด N ก็พบว่าอ้อยที่มีการปลูกเชื้อ A. diazotrophicus มีการเจริญเติบโต
ดีกว่าอ้อยที่ไม่มีการปลูกเชื้อ A. diazotrophicus แสดงให้เห็นว่าเชื้อนี้ส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อย 

Oliveira et al (2006) ศึกษา NFB ชนิดต่างๆ เช่น Gluconacetobacter, Herbaspirillum, 
Azospillirum, Burkholderia ทั้งที่เป็นเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมกับอ้อย 2 สายพันธุ์ในดินที่ไม่อุดมสมบูรณ์ 
อุดมสมบูรณ์ปานกลาง และอุดมสมบูรณ์มาก โดยศึกษาเปรียบเทียบกับการปลูกอ้อยตามปกติในไร่ 
พบว่า NFB สามารถเพ่ิมผลิตอ้อยในดินที่ไม่อุดมสมบูรณ์อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ในขณะที่ดินที่อุดม
สมบูรณ์ปานกลาง ผลผลิตจะเพ่ิมขึ้นไม่มากนัก แต่ในดินที่อุดมสมบูรณ์มาก ผลผลิตจะลดลงเล็กน้อย 
การศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ของเชื้อ พันธุ์อ้อย และดิน ซึ่งจะต้องเหมาะสมกัน จึงจะเกิด
ประโยชน์สูงสุด 

Govindarajan et al (2007) แยกเชื้อ endophyte diazotroph จากรากและล้าต้นของอ้อย 
พบเชื้อที่ส่งเสริมการเจริญของอ้อยและข้าว คือ Pseudomonas, Burkholderia และ Klebsiella 
pneumoniae และได้ศึกษาการส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยโดยใช้เชื้อ diazotroph ชนิดอ่ืนด้วย 
ได้แก่ G. diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum lipoferum 4B และ 
Burkholderia  พบว่าเชื้อ K. pneumoniae มีประสิทธิภาพสูงสุดในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
อ้อยเมื่อทดลองในกระถาง 

สุวรรณา และคณะ (2553) แยกเชื้อ NFB จากตัวอย่างดินรอบรากอ้อย ตัวอย่างล้าต้นและราก
อ้อยในจังหวัดขอนแก่น อุดรธานี และนครสวรรค์ พบเชื้อ NFB ที่มีประสิทธิภาพสูงโดยทดสอบเอนไซม์
ไนโตรจีเนสด้วยวิธี acetylene reduction assay และพบว่าเชื้อบางไอโซเลตมีคุณสมบัติในการส่งเสริม
การเจริมเติบโตของพืช เช่นการสร้างสาร indole 3-acetiacid (IAA) และมีคุณสมบัติละลายหินฟอสเฟต 
(phosphate solubilization) ต่อมา Meesilp and Niamsanit (2011) ศึกษา NFB 5 ไอโซเลต ได้แก่
ไอโซเลต 5LSO2, 3LSO1, 1LSO1, 1LS6pH7w และ 2LApH7w ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
อ้อยในกระถาง พบว่าเชื้อไอโซเลต 5LSO2 และ 3LSO1 ส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยได้ดีโดยท้าให้
อ้อยมีความสูงมากกว่าอ้อยที่ใส่ปุ๋ยยูเรีย นอกจากนี้ยังท้าให้อ้อยมีการแตกหน่อเพ่ิมขึ้นด้วย (สุวรรณา 
และคณะ, 2554) ณัฐวุฒิ และคณะ (2555) ได้ทดลองเพ่ิมปริมาณเชื้อ NFB สายพันธุ์ 3LSO1 ในวัสดุ
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ปลูกทางการเกษตร 2 ชนิด คือพีท (peat) และเวอร์มิคูไลท์ (vermiculite) พบว่าเชื้อสามารถเพ่ิม
ปริมาณได้ดีในวัสดุปลูกท้ัง 2 ชนิด เมื่อน้าเชื้อในวัสดุปลูกนี้ไปผสมในดินเพ่ือใช้ปลูกอ้อยในกระถาง พบว่า
หลังจากปลูกอ้อยได้ 4 เดือน อ้อยที่ปลูกโดยไม่ใส่ปุ๋ยยูเรียแต่ใส่เชื้อแบคทีเรีย 3LSO1 ที่เตรียมในพีทมี
การเจริญเติบโตมากกว่าหรือเทียบเท่ากับอ้อยที่ใส่ปุ๋ยยูเรียแต่ไม่ได้ใส่เชื้อ นอกจากนี้ สุวรรณา และคณะ 
(2555) ยังพบว่าดินและล้าต้นอ้อยที่ปลูกโดยมีการใส่เชื้อ NFB ไอโซเลต 3LSO1 หรือ 5LSO2 มีปริมาณ
ธาตุอาหาร โดยเฉพาะ N ทั้งหมด (total N) และ P ทั้งหมด (total P) มากกว่าอ้อยที่ใส่ปุ๋ยยูเรียแต่ไม่ได้
ใส่เชื้อ NFB และยังพบเชื้อ NFB ในปริมาณมากทั้งในดิน ในต้นและรากของอ้อยที่ปลูกโดยมีการใส่เชื้อ 
NFB เมื่อบ่งเอกลักษณ์เชื้อไอโซเลต 3LSO1 และ 5LSO2 พบว่าเป็นเชื้อ Enterobacter sp. และ 
Stenotrophomonas maltophilia ตามล้าดับ 

ดังนั้นการวิจัยในครั้งนี้จึงมุ่งเน้นที่จะศึกษาเชื้อ NFB 2 ไอโซเลต ได้แก่ไอโซเลต 3LSO1 และ 
5LSO2 ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตหรือเพ่ิมผลผลิตของอ้อย โดยเตรียมกล้าเชื้อ NFB ในซอยล์เมต 
(กากตะกอนในถังวีแนส) ปลอดเชื้อ แล้วน้าไปทดลองปลูกอ้อยในสภาพแปลงโดยไม่ใส่ปุ๋ยยูเรียและหรือ
ใส่ปุ๋ยยูเรียในปริมาณครึ่งอัตราและเต็มอัตราเปรียบเทียบกับการปลูกอ้อยที่ไม่ใสเชื้อ NFB โดยไม่ใส่ปุ๋ย
ยูเรียและหรือใส่ปุ๋ยยูเรียในปริมาณครึ่งอัตราและเต็มอัตรา 

 
1.2  วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.2.1 ผลิตกล้าเชื้อ NFB ด้วยซอยล์เมตเพ่ือใช้เพิ่มปริมาณและเป็นวัสดุยึดเกาะของเชื้อ 
1.2.2 ศึกษาผลของเชื้อ NFB ต่อการเจริญเติบโตของอ้อยในสภาพแปลงทดลอง  
1.2.3 ติดตามการเปลี่ยนแปลงเชื้อ NFB ที่ใส่ลงไปในดิน และต้นอ้อย ในสภาพแปลงทดลอง 
1.2.4 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของดินทางเคมีและจุลชีววทิยา 

 
1.3  ผลที่คาดว่าจะได้รับเม่ือการด าเนินงานเสร็จสิ้นที่เป็นรูปธรรม และตัวชี้วัดความส าเร็จของโครงการ 

1.3.1 เป้าหมายของผลผลิต (output) และตัวชี้วัด 
ไดก้ล้าเชื้อ NFB ในวัสดุปลูกซอยล์เมตเพ่ือใช้เพิ่มปริมาณและเป็นวัสดุยึดเกาะของเชื้อ ได้ชนิด

ของเชื้อ NFB ที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยในสภาพแปลงทดลอง ติดตามการเปลี่ยนแปลงเชื้อ NFB 
ที่ใส่ลงไปในดิน และต้นอ้อย ในสภาพแปลงทดลอง ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของดินทางเคมีและ
จุลชีววิทยา 
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ตารางท่ี 1.1 แสดงผลผลิตและตัวชี้วัดของแผนงานวิจัย 

ผลผลติ 
ตัวช้ีวัด 

เชิงปริมาณ เชิงคุณภาพ เวลา ต้นทุน 
1. NFB ในวัสดุปลูก
ซอยล์เมต 

กล้าเช้ือบรสิุทธ์ิอย่างน้อย 4 
ลิตร/เชื้อ/วสัดุปลูก 

เชื้อแบคทีเรียมีชีวิตรอดและ
คงคุณสมบัติในการส่งเสริม
การเจริญเติบโตของอ้อยใน
ด้านน้้าหนักสด น้้าหนักแห้ง 
จ้านวนกอ และอื่นๆ 

สามารถผลิต
ได้ภายในเวลา 
1 เดือน  

10,000 

2. ได้อ้อยมีทั้งปริมาณ 
และคุณภาพเพิ่มขึ้น 
 

ผลผลิ ตอ้อย ในสภาพไ ร่
เ พิ่ ม ขึ้ น จ าก เ ดิ ม อย่ า ง มี
นัยส้าคัญ ไม่น้อยกว่า 15% 

อ้อยมีน้้าหนักสด น้้าหนัก
แห้ง จ้านวนกอ ความหวาน 
และอื่นๆ มากขึ้น 

12 เดือน 300,000 

3. คุณสมบัติทางเคมีและ
ชีววิทยาของดินดีขึ้น 

ป ริ ม าณจุ ลิ นทรี ย์ ใ นดิ น
เพิ่มขึ้น 

ปริมาณธาตุอาหาร N และ
เชื้อ NFB ในดินเพิ่มขึ้น 

12 เดือน 400,000 

 
1.3.2 เป้าหมายของผลลัพธ์ (outcome) และตัวชี้วัด 

ตารางท่ี 1.2 แสดงผลลัพธ์และตัวชี้วัดของแผนงานวิจัย 

ผลลัพธ ์
ตัวชี้วัด 

เชิงปริมาณ เชิงคุณภาพ เวลา ต้นทุน 
1. กรรมวิธีในการเตรียม
กล้าเช้ือ NFB ที่เหมะสม
เพื่อใช้ในสภาพไร่ 

1. ได้กรรมวิธีการเตรียมกล้า
เช้ือที่เหมาะสมกับการใช้ใน
สภาพไร่ 3-4 ไร่ 
2. จดสิทธิบัตร และ/หรืออนุ
สิทธิบัตรจากผลการวิจัยใน
ขั้นตอนการผลิตเช้ือ 

1. กล้าเช้ือ NFB ที่มี
คุณสมบัติเหมาะสมที่
ใช้กับดินสภาพไร่ซึ่งมี
จุลินทรีย์เจ้าถิ่น 
2. สามารถจด
สิ ท ธิ บั ต ร ห รื อ อ นุ
สิทธิบัตรได้ 

หลังจากการ
วิจัยเสร็จสิ้น 

10,000 

2. ได้ผลผลติอ้อยท้ังปริมาณ
และคณุสมบัติเพิม่ขึ้น 

น้้าหนักอ้อยต่อไร่สูงเพิ่มขึ้น
อย่างน้อย 10 เปอร์เซ็นต์ 

เ พิ่ ม ป ริ ม า ณ ธ า ตุ
อาหารพืช 

หลังจากการ
วิจัยเสร็จสิ้น 

- 

3. บทความวิชาการ ตีพิมพ์บทความทางวิชาการ
ร ะ ดั บ ช า ติ  แ ล ะ /ห รื อ
นานาชาติอย่างน้อย 1 เรื่อง 

ตีพิมพ์ในวารสารที่มี
ระบบ Peer review 
และเป็นที่ยอมรับ 

ระหว่างท้าวิจัย 
และ/หรือ
หลังจากการ
วิจัยเสร็จสิ้น 

- 

4. นักวิจัยรุ่นเยาว ์ สามารถผลิตนักวิจัย ซึ่งเป็น
นั ก ศึ ก ษ า ใ น ร ะ ดั บ
บัณฑิตศึกษาอย่างน้อย 1 
คน 

นั ก ศึ ก ษ า มี ค ว า ม รู้
ความช้านานในการ
ผลิ ตและการ ใ ช้ปุ๋ ย
ชีวภาพ 

หลังจากการ
วิจัยเสร็จสิ้น 

- 
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ผลลัพธ ์
ตัวชี้วัด 

เชิงปริมาณ เชิงคุณภาพ เวลา ต้นทุน 
5. การสร้างเครือข่ายกับ
เกษตรกร 

สร้างเครือข่ายกับเกษตรกร 
1 ราย 

เกษตรกรเรียนรู้การใช้ 
NFB กับการเพาะปลูก
อ้อย 

หลังจากการ
วิจัยเสร็จสิ้น 

 

6. การประชุมสัมมนา เข้าร่วมประชุม สัมมนา และ
น้ า เ ส น อ ผ ล ง า น ใ น ก า ร
ประ ชุมทางวิ ช าการ  ใน
รูปแบบโปสเตอร์ หรือปาก
เปล่าอย่างน้อย 1 เรื่อง 

เป็นการประชุม
วิชาการในระดับชาติ 
และหรือระดับ
นานาชาติ 

ระหว่างท้าวิจัย 
และ/หรือ
หลังจากการ
วิจัยเสร็จสิ้น 

- 

 
1.4  กระบวนการผลักดันผลงานดังกล่าวออกสู่การใช้ประโยชน์ 
 กระบวนการผลักดันผลงานดังกล่าวออกสู่การใช้ประโยชน์ โดยมุ่งเน้นกลุ่มเกษตรกร นักวิชาการ 
และบริษัทเอกชนที่สนใจการผลิตอ้อยโดยใช้เชื้อ NFB ซึ่งอาจท้าได้หลายอย่าง เช่น การจัดท้า website 
เพ่ือเผยแพร่ จัดอบรมเชิงปฏิบัติการ ในเรื่องการผลิตเชื้อ NFB โดยมุ่งเน้นแก่นักวิชาการ และ/หรือ กลุ่ม
เกษตรกรที่มีระบบการเพาะปลูกแบบเกษตรอินทรีย์ ซึ่งเชื้อNFB สามารถผลิตเป็นปุ๋ยชีวภาพเพ่ือใช้บ้ารุง
ดินได้ ตลอดจนจัดอบรมแนะน้าวิธีการจัดการทางการเกษตรเพื่อการน้าเชื้อ NFB นี้ไปใช้ประโยชน์ โดย
เข้าไปจัดอบรมในองค์การบริหารส่วนต้าบล และ/หรือ อบรมในมหาวิทยาลัยขอนแก่น นอกจากนี้ยังมี
การน้าเสนอผลงานโดยการตีพิมพ์ลงในวารสารระดับชาติ และ/หรือระดับนานาชาติ นอกจากนี้ยังมีการ
น้าเสนอผลงานวิจัยในที่ประชุมทางวิชาการระดับชาติ และ/หรือระดับนานาชาติ 
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บทที่ 2 

งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 ความส าคัญของอ้อย 
 อ้อยเป็นพืชเขตร้อนชื้น (tropical) มีถิ่นก้าเนิดในเอเชียใต้/ตะวันออกเฉียงใต้ เชื่อกันว่าชาว
อินเดียเป็นชาติแรกที่ปลูกเพ่ือเก็บเกี่ยว ชาวโพลีนีเชียนน้าไปปลูกที่ฮาวาย ต่อมาชาวยุโรปได้น้าเข้าไป
ปลูกในทวีปอเมริกาและทวีปอื่นๆ  
 อ้อย (Saccharum officinarum Linn.) เป็นพืชล้มลุกตระกูลหญ้า ล้าต้นแข็งแรง มีข้อปล้อง
เห็นได้ชัดเจน สูง 2-4 m เส้นผ่านศูนย์กลาง 2-5 cm ไม่แตกกิ่งก้าน ผิวนอกสีเขียวออกเหลือง หรือสีแดง
เข้มออกม่วง มีขี้ผึ้งเป็นฝ้าขาวๆ เคลือบอยู่ ใบแคบ ผิวใบมีขนสั้นๆ ทั้ง 2 ด้าน เมื่อลูบรู้สึกสากมือ เส้น
กลางใบใหญ่สีขาวมีขน ดอกออกท่ียอดเป็นช่อ ดอกสีขาว ก้านช่อดอกไม่มีขน แตกแขนงเป็นช่อดอกย่อย
มากมาย ออกดอกในฤดูหนาว เป็นพืชที่ชอบอากาศอบอุ่นและร้อนชื้น พบปลูกเป็นไร่เพ่ือตัดส่ง
โรงงานผลิตน้้าตาล และปลูกตามบ้านเรือนไว้ใช้เป็นยาหรือในพิธีกรรมต่างๆ เป็นพืชที่มีความส้าคัญต่อ
มนุษย์มากในแง่ของการใช้เป็นอาหาร โดยเป็นพืชที่มีความส้าคัญอันดับ 4 ของโลก รองจากข้าวสาลี 
ข้าวโพด และข้าว  
 อ้อยเป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย โดยทั่วไปหมายถึงอ้อยโรงงาน ใช้เป็นวัตถุดิบใน
อุตสาหกรรมอ้อยและน้้าตาล ผลผลิตอ้อยในปี 2555/56 รวมประมาณ 100 ล้านตัน สามารถผลิตน้้าตาล
ทรายขาวและน้้าตาลทรายดิบประมาณ 36.7 และ 62.7 ล้านกระสอบ ตามล้าดับ (ส้านักงาน
คณะกรรมการอ้อยและน้้าตาลทราย, 2556) นอกจากนี้ยังมีผลผลิตอ่ืนอีกมากมายจากอุตสาหกรรม
น้้าตาล เช่น กากน้้าตาลในปริมาณ 4.55 ล้านตัน ซึ่งกากน้้าตาลเป็นผลผลิตรองที่มีความส้าคัญใน
อุตสาหกรรมต่าง ๆ ด้วย เช่น อุตสาหกรรมผลิตอาหารสัตว์ อุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล์ เป็นต้น จาก
การที่น้้ามันในตลาดโลกมีราคาสูงขึ้น ท้าให้รัฐบาลส่งเสริมให้มีการผลิตเอธานอลเพ่ือผสมในน้้ามันเบนซิน 
อันเป็นการลดการน้าเข้าน้้ามันเชื้อเพลิงได้ทางหนึ่ง ดังนั้นจึงมีความจ้าเป็นที่จะต้องเพ่ิมผลผลิตอ้อย  
 
2.2 ความส าคัญของปุ๋ยไนโตรเจนต่อการเพาะปลูกอ้อย 

ไนโตรเจน (N) เป็นธาตุอาหารหลักที่มีความส้าคัญต่อการเจริญเติบโตและส่งผลต่อคุณภาพของ
อ้อย โดยไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบของกรดอะมิโน โปรตีน กรดนิวคลีอิก หรือนิวคลีโอไทด์ คลอโรฟิลล์ 
และเอนไซม์ หรือน้้าย่อยต่าง ๆ มีความส้าคัญมากต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของพืช ช่วยส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของส่วนอ่อนในพืช เช่น ยอดอ่อน ใบอ่อน กิ่ง ก้านอ่อน รากอ่อน ปมอ่อน ซึ่งเป็นส่วนที่ก้าลัง
เจริญเติบโตทั้งหลาย ก็คือการเจริญเติบโตของเซลล์พืชหรือการเพ่ิมเซลล์  ในเซลล์มีโปรตีนเป็น
องค์ประกอบที่ส้าคัญ ซึ่งโปรตีนจ้าเป็นที่จะต้องมี N เป็นองค์ประกอบและเป็นส่วนส้าคัญในการแบ่งเซลล์ 
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หรือเพ่ิมการเจริญเติบโตของเซลล์ ช่วยให้อ้อยเจริญเติบโตทางด้านล้าต้นและใบ ท้าให้อ้อยแตกกอ มี
จ้านวนล้าและน้้าหนักอ้อยมาก ถ้าอ้อยขาด N จะท้าให้ใบเหลือง แคระแกร็น แตกหน่อช้า หน่อไม่เจริญ 
อ้อยจะแก่เร็วกว่าปกติและคุณภาพอ้อยจะต่้า ในช่วงแรกที่ปลูก อ้อยจะเจริญเติบโตช้า จึงต้องการ N 
น้อย และในท่อนพันธุ์มี N ติดมาบ้าง พออ้อยมีรากจึงเริ่มดูดอาหารเพื่อใช้สร้างหน่ออ้อย ช่วงนี้อ้อยจะดูด 
N จากดิน ดินที่มี N น้อยจึงต้องมีการใส่ปุ๋ย N ให้แก่ดิน โดยทั่วไปธาตุ N จะเป็นธาตุอาหารพืชตัวแรกที่
จ้ากัดผลผลิตของพืช ทั้งนี้เนื่องจากพืชต้องการธาตุ N ปริมาณมาก แต่ N มีการเปลี่ยนรูปอยู่ตลอดเวลา 
การท้าการเกษตร ในเขตร้อนทั่วไปในปัจจุบันจ้าเป็นต้องใช้ปุ๋ย N ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณ N ในธรรมชาติที่
ได้จากอินทรียวัตถุนั้นไม่เพียงพอต่อความต้องการของพืช การจัดการการใช้ปุ๋ย N ให้กับพืชนั้นต้อง
ค้านึงถึงอัตรา ชนิด เวลาใส่ และวิธีใส่ เพ่ือให้ได้มาซึ่งประสิทธิภาพสูงสุด รูปของปุ๋ย N ที่นิยมใช้ในเขต
ร้อน คือ ยูเรียและแอมโมเนียมซัลเฟต ซึ่งปุ๋ยทั้งสองชนิดมีข้อดีข้อเสียต่างกัน ดังนี้ 

1. ปุ๋ยแอมโมเนียมซัลเฟต เมื่อหว่านลงไปในดิน จะไม่สูญเสีย N ง่ายเหมือนปุ๋ยยูเรีย โดยเฉพาะ
ในสภาพพ้ืนที่ที่เกิดการระเหิด (การสูญเสียจากดินในรูปของก๊าซ, Volatilization) ของแอมโมเนียมสูง 

2. ปุ๋ยยูเรีย ดีกว่าปุ๋ยแอมโมเนียมซัลเฟต คือ มีเนื้อธาตุ N สูงจึงใส่ในอัตราที่น้อยกว่า 
แต่ผลตกค้างของปุ๋ย N ในดินหลังฤดูเก็บเกี่ยว ไม่ว่าจะเป็นปุ๋ยยูเรียหรือแอมโมเนียมซัลเฟตคือ

ก่อให้เกดิความเป็นกรดในดิน แต่ผลตกค้างของปุ๋ยแอมโมเนียมซัลเฟต ก่อให้เกิดความเป็นกรดสูงกว่าปุ๋ย
ยูเรียสองเท่า 

ส่วนปุ๋ยไนเตรท นิยมน้อยเนื่องจากมีประสิทธิภาพต่้าในเขตร้อน ในระยะสัปดาห์แรก ๆ ของการ
เจริญเติบโตอ้อยจะดูดธาตุ N ในปริมาณมากกว่าที่ต้องการใช้จริง ๆ ความเข้มข้นของ N ในอ้อยทั้ง
ส่วนบนดินและใต้ดินเพิ่มขึ้นถึงขีดสูงสุดเมื่ออ้อยอายุ 1 เดือน และหลังจากนั้นจะลดลงอย่างรวดเร็ว การ
ลดลงของ N อาจเนื่องมาจากอัตราการเติบโตของอ้อยเพ่ิมขึ้น ซึ่งต้องใช้ N เพ่ิมขึ้น เมื่อใส่ปุ๋ย N ใน
ปริมาณมากอัตราการดูดซึมก็จะเพ่ิมข้ึน ขณะที่อ้อยอายุ 6 เดือน ส่วนยอดก้าลังเติบโตเต็มที่ การดูดซึม N 
จะเป็นไปอย่างรวดเร็วหลังจากนั้นอัตราการดูดซึมจะลดลง 

ปริมาณ N ในอ้อยจะแตกต่างกันตามแหล่งปลูกอ้อยและการเก็บเกี่ยว อ้อยที่เก็บเกี่ยวเร็วจะมี
ปริมาณ N สูงกว่าอ้อยที่มีอายุมากกว่าเสมอ ทั้งนี้เพราะประสิทธิภาพของการใช้ปุ๋ย N มักจะต่้า เนื่องจาก
N ส่วนหนึ่งจะถูกจุลินทรีย์ดินน้าไปใช้ ส่วนหนึ่งอาจถูกเปลี่ยนรูปเป็นไนเตรท และอาจสูญหายไปโดยการ
ชะล้างหรือบางส่วนอาจระเหยสูญหายไปในบรรยากาศ ซึ่งหมายความว่าจะต้องใส่ N จ้านวนมากกว่าที่
พืชดูดมาใช้จริงๆ อ้อยปลูกจะสามารถใช้ปุ๋ย N ได้มากกว่าอ้อยตอ เพราะอ้อยปลูกมีระบบรากดีกว่าจึงมี
ประสิทธิภาพการใช้ปุ๋ยสูงกว่า ส่วนอ้อยตอนั้นเนื่องจากโครงสร้างของดินเสื่อม การระบายอากาศไม่ดี 
ระบบรากจึงมีประสิทธิภาพต่้ากว่าอ้อยปลูก โดยทั่วไปการตรึง N จากอากาศสู่ดินมี 2 กระบวนการ  คือ  

1. กระบวนการทางชีวภาพ (Biological fixation) ซึ่งจ้าแนกเป็น 2 พวกคือ 
1.1 การตรึงไนโตรเจนแบบอิสระ (Free living nitrogen fixation หรือ Non-symbiotic     

nitrogen fixation)  
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1.2 การตรึงไนโตรเจนแบบภาวะอยู่ร่วมกัน (symbiotic nitrogen fixation)     
2. กระบวนการทางปฏิกิริยาเคมี (Electrochemical and Photochemical fixation) ได้แก่ 

ฟ้าแลบ ฟ้าร้อง ฟ้าผ่า และการตกของอุกกาบาต เมื่อเกิดฟ้าแลบอุณหภูมิของอากาศสูงขึ้น เกิดการ
รวมตัวของออกซิเจนและไนโตรเจน เมื่อฝนตกลงมาออกไซด์ของ N จะละลายน้้า ได้เป็นสารละลายกรด
อ่อน ๆ เกิดเป็นสารประกอบไนเตรตในดิน 

เมื่อเทียบปริมาณ N ที่ตรึงได้พบว่า การตรึง N โดยขบวนการทางชีววิทยาเกิดโดยการกระท้า
ของสิ่งมีชีวิตซึ่งจะได้ไนเตรตถึงปีละ 54 x 106 เมตริกตันและขบวนการโดยปฏิกิริยาจากฟ้าแลบ ฟ้าผ่า 
สามารถตรึง N เป็นไนเตรตได้ 7.6 x 106 เมตริกตัน/ป ี
 ด้วยเหตุนี้จึงมีนักวิจัยได้หากลไกลทางชีวภาพที่จะใช้ N ที่มีอยู่ในปริมาณมากจากชั้นบรรยากาศ
โดยใช้จุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพเพ่ือรักษาสภาพแวดล้อมและลดการใช้ปุ๋ยเคมี N 
 จักรินทร์ และคณะ (2535) ทดสอบปุ๋ย N ในอ้อย 3 พันธุ์ (อู่ทอง 1, อู่ทอง 2 และ 80-1-128) 
พบว่าการใส่ปุ๋ย N 0, 12, 24 และ 36 kgN/ไร่ (กิโลกรัมไนโตรเจนต่อไร่) ไม่ท้าให้ผลผลิตอ้อย ซีซีเอส 
จ้านวนล้า และน้้าหนักล้าแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ อย่างไรก็ตามการใส่ปุ๋ย N ในอัตราที่สูงขึ้น
มีแนวโน้มท้าให้ผลผลิตอ้อยสูงขึ้น 
 
2.3 แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนกับการเพาะปลูกอ้อย 
 Cavalcante and Dobereiner (1988) รายงานว่าดินที่มีการเติม N ต่้าจะพบ NFB ได้มาก 
และพบ NFB ชนิดใหม่ที่ทนกรด คือ Acetobacter nitrocaptan ซึ่งจะมีความส้าคัญในดินที่มีการใส่ปุ๋ย
ร่วมด้วย เพราะเชื้อ A. nitrocaptan จะช่วยตรึง N จากอากาศร่วมด้วยแม้ว่าดินนั้นจะมีไนเตรตปน  

 NFB ที่พบในอ้อยมีทั้งชนิดที่อยู่เป็นอิสระ ได้แก่ Beijerinckia, Azospillirum, Azotobacter, 
Bacillus, Derxia, Enterobacter และชนิดที่อยู่เป็น endophyte ภายในรากหรือล้าต้นอ้อย ได้แก่ 
Acetobacter, Azospillirum, Herbaspirillum, Burkholderia, Klebsiella, Pantoea (Boddey 
and Dobereiner, 1988; Reis et al, 1994; Mirza et al, 2001; Sevilla et al, 2001; Loiret et al, 
2004; Reis et al, 2004; Govindarajan et al, 2007;) นอกจากนี้ยังพบว่า NFB บางชนิดมีคุณสมบัติ
ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยได้ด้วย เช่นการสร้างสารเหนี่ยวน้าให้สร้างฮอร์โมนพืช เช่น การ
สร้างสาร auxin ที่เป็น indole-3-acetic acid (IAA) (Govindarajan et al, 2007) 

Plant growth promoting bacteria (PGPB) เป็นแบคทีเรียตามธรรมชาติที่ส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช พบได้ทั้งในดินบริเวณรอบๆ รากพืช (rhizosphere) นอกจากนี้ยังพบเชื้อที่อาศัยอยู่
ภายในรากและล้าต้นของพืชเป็น endophyte ด้วย (Reis et al, 1994; Sevilla et al, 2001; Loiret 
et al, 2004; Reis et al, 2004) โดยจุลินทรีย์ที่เป็น PGPB ต้องมีบทบาทส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
พืชโดยมีความสามารถในการตรึง N มีความสามารถในการเพ่ิมความเป็นประโยชน์ของธาตุอาหารพืช 
เช่น ละลาย P และ K เป็นต้น มีความสามารถในการสร้างสารฮอร์โมนพืช (phytohormone) เช่น 
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auxin, cytokinin มีความสามารถในการสร้างสาร indole-3-acetic acid (IAA) มีความสามารถในการ
สร้างสารยับยั้งเชื้อราก่อโรค มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ย่อยสลายผนังเซลล์ของเชื้อราก่อโรค มี
ความสามารถในการเป็นเชื้อปฏิปักษ์ (antagonist) ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืช เป็นต้น (หนึ่ง เตียอ้ารุง และ
คณะ, 2548; Compant et al, 2005) 

กลไกของ PGPB ในการเข้าสู่ระบบรากพืช โดยแบคทีเรียจะใช้ระบบส่งสัญญาณเพ่ือสื่อสารกันที่
เรียกว่า quorum sensing โดยจะต้องมีปริมาณของแบคทีเรียถึงระดับหนึ่งจึงจะเกิดเหตุการณ์นี้ได้ 
จากนั้นแบคทีเรียจะเคลื่อนเข้าสู่บริเวณผิวของราก ซึ่งกลไกนี้จะคล้ายกับการสร้าง biofilm ใน
สิ่งแวดล้อมอ่ืนๆ ในขณะที่เซลล์ของ PGPB เพ่ิมจ้านวนและจับกลุ่มบริเวณรากมากขึ้น พืชจะมีการ
ตอบสนองต่อสารบางชนิดที่ PGPB ปลดปล่อยออกมมาโดยผ่านระบบที่เรียกว่า systemic acquired 
resistance (SAR) ซึ่งเป็นระบบหนึ่งในการป้องกันตนเองจากสิ่งแปลกปลอม ซึ่งได้แก่ ethylene, 
jasmonic acid และ salicylic acid ซึ่งมีบทบาทในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช  

PGPB ที่อาศัยอยู่บริเวณรากพืชสามารถใช้กรดอะมิโน เช่น tryptophan แล้วเปลี่ยนเป็นสาร 
IAA ซึ่งเปรียบเสมือนฮอร์โมนของพืชส่งผลให้เซลล์ของพืชเจริญเติบโตและยืดยาวออกไป นอกจากนี้ 
PGPB ยังสามารถสร้าง ACC deaminase เพ่ือย่อย 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid 
(ACC) เนื่องจาก ACC เป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ ethylene ดังนั้นเมื่อ ACC ถูก deaminase จึง
ส่งผลให้ปริมาณ ACC ในเซลล์ของพืชลดลง ท้าให้ปริมาณ ethylene ลดลงด้วย เซลล์ของพืชจึงเจริญยืด
ยาว (หนึ่ง เตียอ้ารุง และคณะ, 2548) นอกจากนี้ PGPB บางชนิดยังสามารถสร้างสาร siderophore ซึ่ง
จะมีผลไปแย่งจับธาตุเหล็กที่อยู่ในดิน ซึ่งเป็นธาตุที่เชื้อก่อโรคพืชมักจะต้องการเพ่ือใช้ในการเจริญ 
ในขณะที่พืชต้องการธาตุเหล็กน้อยมาก ดังนั้นเชื้อแบคทีเรียก่อโรคพืชจึงไม่สามารถเจริญเพ่ิมจ้านวนได้ 
(หนึ่ง เตียอ้ารุง และคณะ, 2548; Compant et al, 2005) 

ตัวอย่างการศึกษา PGPB และแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในพืชต่างๆ เช่น  
Cattelan et al (1999) แยกเชื้อ PGPB จากดินบริเวณรากถั่วเหลือง พบเชื้อ PGPB 23 

ไอโซเลต ที่สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของถั่วเหลืองที่เลี้ยงในดินที่ไม่ปลอดเชื้อ โดย PGPB 6 ใน 8 
ไอโซเลต สร้างสาร ACC deaminase, 4 ใน 7 ไอโซเลต สร้างสาร siderophore,  3 ใน 4 ไอโซเลต 
สร้างสาร ß-1,3-glucanase, และ 2 ใน 5 ไอโซเลต สามารถละลายฟอสเฟตได้  

Khalid et al (2004) แยกเชื้อ PGPB จากดินบริเวณรากข้าวสาลี พบเชื้อที่สร้าง auxin เป็น 
IAA และ IAM (indole acetamide) จากดินที่ไม่อุดมสมบูรณ์  เมื่อน้าเชื้อที่ได้ไปทดลองกับข้าวสาลีที่
เพาะเลี้ยงในดินที่ไม่อุดมสมบูรณ์ในกระถางพบว่า ท้าให้รากข้าวสาลีที่ปลูกเชื้อ PGPB ร่วมด้วยยาวขึ้น 
17.3% น้้าหนักรากเพ่ิมขึ้น 13.5% ล้าต้นยาวขึ้น 37.7% น้้าหนักแห้งล้าต้นเพ่ิมขึ้น 36.3% เมื่อ
เปรียบเทียบกับต้นกล้าที่ไม่ได้ปลูกเชื้อ PGPB นอกจากนี้ยังท้าให้ผลผลิตเพ่ิมขึ้นถึง 14.7% และ 27.5% 
เมื่อทดลองในกระถางและในสภาพไร่ ตามล้าดับ 
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Reis et al (2004) แยกเชื้อ NFB จากดินบริเวณรากพืชและรากของอ้อย ข้าวโพด และหญ้าใน
บราซิล เม็กซิโก และแอฟริกาใต้ เมื่อศึกษาลักษณะรูปร่าง บ่งเอกลักษณ์จากปฏิกิริยาชีวเคมีและ
การศึกษา 16S rRNA พบว่าเป็นเชื้อ Burkholderia tropica  

Kumar et al (2005) แยกเชื้อ Pseudomonas aeruginosa จากดินบริเวณรากข้าว ซึ่งมีฤทธิ์
กว้างขวางในการป้องกันเชื้อราก่อโรคหลายชนิด นอกจากนี้ยังสามารถสร้างสาร siderophore, IAA, 
phosphatase และprotease ซึ่งเหมาะที่จะน้ามาท้าเป็นปุ๋ยชีวภาพ 

Idris et al (2007) แยกเชื้อ PGPB ที่สามารถควบคุมเชื้อ Fusarium oxysporum สาเหตุโรค
รากเน่าในข้าวฟ่าง พบว่าเชื้อ Bacillus หลายสายพันธุ์รวมทั้ง Chromobacteria สามารถป้องกันโรค
รากเน่าได ้

ตัวอย่างการศึกษา PGPB และแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในอ้อย เช่น  
Reis et al (1994) พบเชื้อแบคทีเรีย Acetobacter (ชื่อพ้อง Gluconacetobacter) 

diazotrophicus ซึ่งเป็น endophyte ที่สามารถตรึง N ในอ้อย   
Sevilla et al (2001) พบว่า A. diazotrophicus สายพันธุ์ PA15 สามารถส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของอ้อยสายพันธุ์ SP70-1143 ทั้งในสภาพเรือนทดลองและสภาพไร่  โดยพบว่าในสภาพที่
ไม่มี N อ้อยที่มีการปลูกเชื้อ A. diazotrophicus จะเจริญเติบโตได้ดีกว่าและมีปริมาณ N ทั้งหมด
มากกว่าอ้อยที่ไม่ได้ปลูกเชื้อหลังจาก 60 วันของการปลูกเชื้อ ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นถึงกลไกการ
ตรึง N ของเชื้อแล้วเปลี่ยนถ่ายไปยังต้นอ้อย เมื่อปลูกอ้อยในสภาวะที่ไม่จ้ากัด  N ก็พบว่าอ้อยที่มีการ
ปลูกเชื้อ A. diazotrophicus ทั้งในสายพันธุ์ดั้งเดิมและสายพันธุ์กลาย Nif - มีการเจริญเติบโตที่ดีกว่า
อ้อยที่ไม่มีการปลูกเชื้อ A. diazotrophicus ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเชื้อนี้ส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อย 

Oliveira et al (2006) ศึกษา NFB ชนิดต่าง ๆ เช่น Gluconacetobacter, Herbaspirillum, 
Azospillirum, Burkholderia ทั้งท่ีเป็นเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมกับอ้อย 2 สายพันธุ์ในดินที่ไม่อุดมสมบูรณ์ 
อุดมสมบูรณ์ปานกลาง และอุดมสมบูรณ์มาก โดยศึกษาเปรียบเทียบกับการปลูกอ้อยตามปกติในไร่ 
พบว่า NFB สามารถเพิ่มผลิตอ้อยในดินที่ไม่อุดมสมบูรณ์อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ในขณะที่ดินที่อุดม
สมบูรณ์ปานกลาง ผลผลิตจะเพิ่มขึ้นไม่มากนัก แต่ในดินที่อุดมสมบูรณ์มาก ผลผลิตจะลดลงเล็กน้อย 
การศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ของเชื้อ พันธุ์อ้อย และดิน ซึ่งจะต้องเหมาะสมกัน จึงจะเกิด
ประโยชน์สูงสุด 

Govindarajan et al (2007) แยกเชื้อ endophyte diazotroph จากรากและล้าต้นของอ้อย 
พบเชื้อที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยและข้าว คือ Pseudomonas, Burkholderia และ 
Klebsiella pneumoniae และได้ศึกษาการส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยโดยใช้เชื้อ diazotroph 
ชนิดอื่นด้วย ได้แก่ G. diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum lipoferum 
4B และ Burkholderia พบว่าเชื้อ K. pneumoniae มีประสิทธิภาพสูงสุดในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของอ้อยเมื่อทดลองในกระถาง 
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2.4  ซอยล์เมต (Soil mate)  
  เป็นผลิตภัณฑ์ที่ท้ามาจากน้้าวีแนสเข้นข้น น้้าวีแนส คือน้้าที่ผ่านกระบวนการกลั่นเอทานอล มี
ส่วนปุ๋ยยูเรีย ยีสต์ ปูนขาว น้้าตาล กรดซัลฟลูริค โซดาไฟ น้้าอ้อย สารเอนไซน์ ซึ่งเป็นผลพลอยได้จาก
อุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล จึงมีส่วนผสมของยูเรีย ได้มีรายงานการใช้วีแนสเพ่ือส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของอ้อยและพืชอ่ืนๆ ซึ่งสามารถลดการใช้ปุ๋ยลงได้ ดังนั้นกลุ่มบริษัทน้้าตาลมิตรผลจึงได้
พัฒนาน้้าวีแนสเข้มข้นในรูปแบบที่เรียกว่า “ซอยล์เมต สมารท ชนิดเม็ด” เพ่ือให้เหมาะต่อการใช้งาน
มากยิ่งขึ้น ทั้งนี้ยังได้มีการน้าจุลินทรียชีวภาพที่มีประสิทธิภาพมาชวยตรึงธาตุอาหารไนโตรเจนจาก
อากาศ ชวยละลายฟอสเฟตและปลดปลอยโพแทสเซียมในดินใหกับพชืปลูกอีกดวย  

 
2.5  เทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 

เทคนิค DGGE เป็นเทคนิควิเคราะห์ที่ได้รับความนิยมในการน้ามาใช้เพ่ือการวิเคราะห์ความ
หลากหลายของจุลินทรีย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยเป็นเทคนิคที่ใช้แยกดีเอ็นเอสายคู่ซึ่งมีความยาว
เท่ากันแต่มีล้าดับเบสต่างกันโดยใช้กราเดียนท์ของความเข้มข้นของสารเคมี เช่น ยูเรียและฟอร์มาไมด์
ท้าลายพันธะไฮโดรเจนระหว่างดีเอ็นเอสายคู่ (Muyzer et al., 1993) ความแตกต่างของล้าดับเบสส่งผล
ให้การสลายพันธะไฮโดรเจนเกิดขึ้นไม่พร้อมกันในขณะที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที่อยู่ภายในเจล ท้าให้แยกขนาด
ดีเอ็นเอที่มีขนาดเท่ากัน แต่ล้าดับเบสต่างกันออกจากกันได้ โดยเมื่อดีเอ็นเอสายคู่ถูกท้าลายพันธะไป
บางส่วนจะหยุดการเคลื่อนที่เนื่องจาก GC clamp ซึ่งเป็นส่วนที่มีเบส GC อยู่มาก เมื่อสายดีเอ็นเอหยุด
การเคลื่อนที่จึงเห็นเป็นแถบดีเอ็นเออยู่ภายในเจล โดยความหลากหลายของจ้านวนจุลินทรีย์สามารถ
สังเกตได้จากจ้านวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น  ยีนอนุรักษ์ที่บ่งบอกชนิดของจุลินทรีย์นิยมใช้ยีนของ 16s 
rRNA ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ใช้กับเทคนิคนี้มักจะมีขนาดไม่ใหญ่นัก นิยมใช้ส่วนของ V3 ซึ่งเป็นส่วน 
variable region ของยีน 16s rRNA (Myer et al., 1985) ในงานวิจัยนี้จึงใช้เทคนิค Nested PCR เพ่ือ
เพ่ิมจ้านวนยีนบริเวณ V3 จากยีน 16s rRNA และแยกส่วน V3 ของเชื้อชนิดต่างๆ โดยใช้ DGGE เพ่ือ
ศึกษาเชื้อNFB 2 ไอโซเลท ได้แก่ Enterobacter sp., 3LSO1 และ Stenotrophomonas 
maltophilia, 5LSO2 ว่ามีการกระจายลงไปในดินแต่ละต้ารับทดลองอย่างไร 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 

3.1 การผลิตชีวภัณฑ์เชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนโดยใช้วัสดุทางการเกษตร 
3.1.1 การเตรียมวัสดุทางการเกษตร 

การทดลองนี้ใช้วัสดุเพาะปลูกทางการเกษตร คือ ซอยล์เมต (soilmate) ซึ่งเป็นกาก
ตะกอนหม้อกรองโรงงานน้้าตาลที่เหลือจากการผลิตเอธานอลหรือกากตะกอนจากบ่อวีแนส (vinasses) 
ซึ่งมีสารอาหารต่าง ๆ เพ่ือใช้เป็นวัสดุพาหะ (Carrier material) ส้าหรับผลิตกล้าเชื้อแบคทีเรีย โดยน้า
วัสดุมาวิเคราะห์ปริมาณธาตุอาหารต่างๆ ก่อนทดลอง ได้แก่ ไนโตรเจน (N) ฟอสฟอรัส (P) โปแตสเซียม 
(K) และสารอินทรีย์ต่างๆ (Organic matter, OM) แล้วปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ให้มีค่าเท่ากับ 7 
ด้วยแคลเซียมคาร์บอเนต (calcium carbonate) จากนั้นชั่งวัสดุแต่ละชนิดปริมาตร 2.5 kg บรรจุลงใน
ถุงพลาสติกที่มีคอขวดแล้วปิดด้วยจุกส้าลี ท้าให้ปลอดเชื้อด้วยการนึ่งอบไอน้้า (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 
121°C ความดัน 15 Pounds/square inch เป็นเวลา 30 นาที นานติดต่อกันเป็นเวลา 2 วัน 

3.1.2 การเตรียมชีวภัณฑ์เชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน 
เตรียมกล้าเชื้อ NFB 2 ไอโซเลต ได้แก่ Stenotrophomonas sp. ไอโซเลต 5LSO2 และ 

Enterobacter sp. ไอโซเลต 3LSO1 ซึ่งผ่านการคัดเลือกและทดสอบแล้วว่าเป็นเชื้อที่มีประสิทธิภาพใน
การตรึงไนโตรเจนและส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยในสภาพเรือนทดลองในกระถาง (Meesilp and 
Niamsanit, 2011) โดยเลือกโคโลนีเดี่ยวๆ ของเชื้อ NFB จ้านวน 2-3 โคโลนี เลี้ยงเชื้อในอาหาร LB 
broth บ่มที่ 30oC เขย่าด้วยความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที (rpm) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นผสมเชื้อ 
1 l (ซึ่งมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียประมาณ 108 cfu/ml) โดยใช้วัสดุปลูกทางการเกษตรคือซอยล์เมตที่นึ่งฆ่า
เชื้อและบรรจุในถุงพลาสติกที่มีคอขวดถุงละ 4 kg บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้องหรือเก็บรักษาเชื้อไว้ในตู้เย็น
จนกว่าจะน้าไปใช้ โดยจะตรวจนับปริมาณเชื้อที่ยังมีชีวิตและทดสอบคุณสมบัติการตรึงไนโตรเจนใน
อาหาร LGIP (N-free medium) ก่อนใช้ในแปลงปลูกทดลอง 

3.1.3 การตรวจสอบปริมาณเชื้อแบคทีเรีย 
เก็บตัวอย่างจากถุงชีวภัณฑ์เชื้อเพ่ือตรวจสอบปริมาณเชื้อแบคทีเรียหลังจากใส่เชื้อเป็น

เวลา 0 และ 5 วัน (day after formulation, DAF) โดยท้าเป็นสารแขวนลอยและเจือจางทีละ 10 เท่า 
ในน้้ากลั่นปลอดเชื้อ ปิเปตสารแขวนลอยแต่ละความเจือจางปริมาตร 0.1 ml เกลี่ย (spread) บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแต่ละชนิด ดังนี้ LB agar เพ่ือตรวจนับเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด (Total count) และ LGIP agar 
เพ่ือตรวจนับเชื้อ NFB บ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับปริมาณแบคทีเรีย แล้วค้านวณ
จ้านวนแบคทีเรีย 



13 
 

3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์เชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของอ้อยภายใต้สภาวะแปลงทดลอง 
3.2.1 การเตรียมท่อนพันธุ์อ้อย 

การทดลองใช้อ้อยสายพันธุ์ขอนแก่น 3 จากไรอ้อยพูลสวัสดิ์ถาวร จังหวัดขอนแก่น โดย
ท่อนพันธุ์อ้อยที่ใช้จะเป็นท่อนยาว (ด้านซ้ายของภาพที่ 3.1) แล้วใส่ในรถปลูก โดยใช้แรงงานคนในการ
เตรียมท่อนพันธุ์ ซึ่งท่อนพันธุ์แต่ละท่อนจะมีความยาวประมาณ 15-20 cm ให้มตีาอ้อย 1 ตา   

3.2.2 การเตรียมแปลงเพาะปลูกอ้อย 
เลือกแปลงทดลองที่ดินมีคุณภาพต่้า โดยตรวจสอบลักษณะทางเคมีกายภาพของดินก่อน

ปลูก โดยเก็บดินในระดับความลึกจากผิวดินถึงระดับความลึก 30 cm น้าไปวิเคราะห์ organic matter, 
Total N, Total P เป็นต้น เมื่อได้แปลงทดลองท่ีเหมาะสมแล้วจึงเตรียมแปลงปลูก การเตรียมแปลงปลูก
ท้าโดยคนงานและเจ้าหน้าที่ของไร่อ้อยพูลสวัสดิ์ถาวร โดยใช้รถไถขุดร่องอ้อยให้มีระยะห่างระหว่างแถว
ประมาณ 1.65 เมตร ซึ่งเป็นวิธีการเตรียมแปลงเช่นเดียวกับที่ปฏิบัติในไร่ และใส่ท่อนพันธุ์อ้อยในร่องให้
ห่างกันท่อนละประมาณ 30 cm ในลักษณะเป็นร่องคู่ ท้าในพื้นที่ 6 ไร่ (การเตรียมแปลงได้เพิ่มขนาด
จาก 3 ไร่ เป็น 6 ไร่ เนื่องจากมีการวางแผนที่จะทดสอบในอ้อยตอต่อไป และได้น้าเสนอในการน้าเสนอ
รายงานความก้าวหน้าครั้งที่ 1 เมื่อวันที่ 12 ธันวาคม 2556 ไว้แล้ว (ดังแสดงในตารางที่ 3.1) แต่การ
ปลูกอ้อยจริงมีการแก้ไขลักษณะแปลงเล็กน้อยดังแสดงในภาพที่ 3.1 โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Factorial in randomized complete block design (RCBD) ประกอบด้วย 2 ปัจจัย คือ ปัจจัยเชื้อ 
NFB 4 ระดับ ได้แก่ 1) ไม่ใส่เชื้อ NFB (ตัวควบคุมใส่ซอยล์เมตที่นึ่งฆ่าเชื้อ) 2) เชื้อ 3LSO1 3) เชื้อ 
5LSO2 4) เชื้อผสม 3LSO1 + 5LSO2 ส่วนปัจจัยปุ๋ยเคมี 3 ระดับ ได้แก่ 1) PK 2) ½N-PK 3) N-PK 
รวมทั้งหมด 12 ต้ารับทดลอง ๆ ละ 4 ซ้้า ขนาดแปลงแต่ละต้ารับทดลองประมาณ 8.5x8.5 ตาราง
เมตร โดยให้มีระยะขอบแต่ละต้ารับทดลองห่างกันอย่างน้อย 1.5 เมตร (ตามแนวขวางกับร่องอ้อย) 
ดังนั้นแต่ละแปลงทดลองจะปลูกอ้อย 5 แถว เว้น 1 แถว (ตามแนวยาวขนานกับร่องอ้อย) รูปแปลงที่
ปลูกอ้อย ดังแสดงในภาพที่ 3.2 และ 3.3 

3.2.3 การใส่เชื้อ NFB และแม่ปุ๋ยในแปลงเพาะปลูกอ้อย 
ปุ๋ยเคมีท่ีไร่นี้โดยปกติจะใช้สูตร 15-15-15 ในอัตรา 50 kg/ไร่ แต่ในต้ารับทดลองต้องการ

ดูผลของเชื้อ NFB ต่อการเพาะปลูกอ้อย ดังนั้นในต้ารับทดลองจึงจ้าเป็นต้องใส่ปุ๋ยที่เป็นแม่ปุ๋ย และ
ค้านวณปริมาณการใส่ปุ๋ยให้อยู่ในเกณฑ์ที่ก้าหนดไว้ โดยแม่ปุ๋ย NPK ที่ใช้คือ 46-0-0, 0-42-0 และ 0-
0-60 ตามล้าดับ ในรูปของปุ๋ยยูเรีย (urea) ดับเบิ้ลซุปเปอร์ฟอสเฟต (double super phosphate) 
และ โปแตสเซียมซัลเฟต (potassium sulfate) ตามล้าดับ  

การใส่เชื้อ NFB จะใส่พร้อมการใส่ปุ๋ยในครั้งแรกหลังจากปลูกอ้อยประมาณ 15 วัน 
หลังจากปลูกอ้อยประมาณ 5 เดือน ใส่เฉพาะแม่ปุ๋ยในครั้งที่ 2 (23 พฤษภาคม 2557) ใช้สูตร 21-7-14 
ในอัตรา 60 kg/ไร่  
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ตารางที่ 3.1 รายละเอียดต้ารับทดลอง 
อ้อยปลูก (ปีแรก) อ้อยตอ (ปีสอง) 

 ต้ารับทดลอง ขนาดรวม (m2)  ต้ารับทดลอง (+เพิ่มเติม) ขนาด (m2) 
T1 No NFB, PK  (8.5+1.5) 

x2(8.5+1.5) 
T1-1 No NFB, PK (No NFB) 8.5x8.5 
T1-2 No NFB, PK (+ NFB) 8.5x8.5 

T2 No NFB, ½N-PK  (8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T2-1 No NFB, ½N--PK (No NFB) 8.5x8.5 
T2-2 No NFB, ½N-PK (+ NFB) 8.5x8.5 

T3 No NFB, N-PK  (8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T3-1 No NFB, N-PK (No NFB) 8.5x8.5 
T3-2 No NFB, N-PK (+ NFB) 8.5x8.5 

T4 3LSO1, PK 
  

(8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T4-1 3LSO1, PK (No N) 8.5x8.5 
T4-2 3LSO1, PK (+ N) 8.5x8.5 

T5 3LSO1, ½N-PK  (8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T5-1 3LSO1, ½N-PK (No N) 8.5x8.5 
T5-2 3LSO1, ½N-PK (+ N) 8.5x8.5 

T6 3LSO1, N-PK  (8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T6-1 3LSO1, N-PK (No N) 8.5x8.5 
T6-2 3LSO1, N-PK (+ N) 8.5x8.5 

T7 5LSO2, PK  (8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T7-1 5LSO2, PK (No N) 8.5x8.5 
T7-2 5LSO2, PK (+ N) 8.5x8.5 

T8 5LSO2, ½N-PK  (8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T8-1 5LSO2, ½N-PK (No N) 8.5x8.5 
T8-2 5LSO2, ½N-PK (+ N) 8.5x8.5 

T9 5LSO2, N-PK  (8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T9-1 5LSO2, N-PK (No N) 8.5x8.5 
T9-2 5LSO2, N-PK (+ N) 8.5x8.5 

T10 3LSO1&5LSO2, PK (8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T10-1 3LSO1&5LSO2, PK (No N) 8.5x8.5 
T10-2 3LSO1&5LSO2, PK (+ N) 8.5x8.5 

T11 3LSO1&5LSO2, ½N-PK  (8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T11-1 3LSO1&5LSO2, ½N-PK(No N) 8.5x8.5 
T11-2 3LSO1&5LSO2, ½N-PK (+ N) 8.5x8.5 

T12 3LSO1&5LSO2, N-PK  (8.5+1.5) 
x2(8.5+1.5) 

T12-1 3LSO1&5LSO2, N-PK (No N) 8.5x8.5 
T12-2 3LSO1&5LSO2, N-PK (+ N) 8.5x8.5 

T1-T3 ในอ้อยตอ (ปีสอง) แบ่งเป็น การไม่ใส่เชื้อ NFB และใส่เชื้อ NFB เพื่อทดสอบว่าเชื้อ NFB สามารถเข้า
ไปในอ้อยที่เจียนตอและช่วยตรึงไนโตรเจนได้หรือไม่ 
T4-T12 ในอ้อยตอ (ปีสอง) แบ่งเป็น การไม่ใส่ปุ๋ย N และใส่ปุ๋ย N เพื่อทดสอบว่าเชื้อ NFB ที่ใส่ในอ้อยปลูก
สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยตอได้หรือไม่ 
NFB = nitrogen fixing bacteria,   N-PK = nitrogen phosphorus potassium  
3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1  5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2 
(8.5+1.5) x2(8.5+1.5) = แปลงทดลองประกอบด้วย 2 แปลงย่อย โดยแต่ละแปลงย่อยมีขนาดจริงดังนี้ความ

ยาว 8.5 m ทางเดิน 1.5 m x ความกว้าง 8.5 m ทางเดิน 1.5 m  
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 แถวที ่
T9 R4-2 T5 R4-1 T2 R3-1 T2 R3-2 T6 R3-1 T6 R3-2 T1 R3-1 T1 R3-2 T10 R3-2 T10R3-1 1 
T9 R4-1 T5 R4-2 T5 R3-1 T5 R3-2 T4 R3-2 T4 R3-1 T3 R3-1 T3 R3-2 T11 R3-1 T11R3-2 2 

 T6 R4-2 T12 R3-2 T12 R3-1 T9 R3-1 T9 R3-2 T8 R3-2 T8 R3-1 T7 R3-2 T7R3-1 3 
T6 R4-1 T4 R4-1 T8 R4-2 T10 R2-2 T10 R2-1 T11 R2-1 T11 R2-2 T5 R2-2 T5R2-1 4 
T1 R4-1 T4 R4-2 T8 R4-1 T12 R2-2 T12 R2-1 T7 R2-1 T7 R2-2 T8 R2-1 T8R2-2 5 
T1 R4-2 T7 R4-1 T10 R4-1 T9 R2-1 T9 R2-2 T2 R2-2 T2 R2-1 T6 R2-2 T6R2-1 6 
T3 R4-2 T7 R4-2 T10 R4-2 T4 R2-2 T4 R2-1 T3 R2-1 T3 R2-2 T1 R2-2 T1 R2-1 7 
T3 R4-1 T2 R4-1 T2 R4-2 T5 R1-2 T5 R1-1 T10 R1-1 T10 R1-2 T12 R1-1 T12 R1-2 8 
T11 R4-2 T11 R4-1 T12 R4-1 T9 R1-2 T9 R1-1 T2 R1-2 T2 R1-1 T8 R1-2 T8 R1-1 9 

 T12 R4-2 T3 R1-1 T3 R1-2 T7 R1-1 T7 R1-2 T11 R1-2 T11 R1-1 10 
 T1 R1-2 T1 R1-1 T4 R1-2 T4 R1-1 T6 R1-1 T6 R1-2 11 

 
แนวถนน 

ภาพที่ 3.1 รูปวาดแปลงทดลอง 96 ต้ารับทดลอง  
     R1-1 จะเก็บผลการทดลองในปีแรก และ R1-2 คือเก็บผลการทดลองในปีต่อไป 
      การทดลองซ้้าที่ 1, 2,3 และ 4 ตามล้าดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.2 การตีแปลงทดลอง 96 ต้ารับทดลองโดยใช้ไม้ไผ่ปักไว้  จะเห็นการเว้นพ้ืนที่ทางเดินตามแนว
ขวางในแต่ละแปลงย่อยอย่างชัดเจน   

R2 R3 R1 R4 
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ภาพที่ 3.3 แสดงการปลูกอ้อยโดยใช้รถและคนงานควบคุมในแปลงทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.4 แสดงร่องการปลูกอ้อย และช่องว่างทางเดินตามแนวยาวในแปลงทดลอง 
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3.3 การตรวจวิเคราะห์ผลของชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อย 
 การตรวจวิเคราะห์ผลของเชื้อ NFB ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยในสภาพแปลงทดลอง
จะตรวจสอบเมื่ออ้อยมีอายุ 3, 6 และ 11 เดือน โดยนับจ้านวนกอ วัดความสูง หาน้้าหนักแห้งต้น โดย
การอบที่อุณหภูมิ 80°C เป็นเวลา 2 วัน นอกจากนี้ยังเก็บข้อมูลการสะสมปริมาณธาตุอาหารหลักในส่วน
ของล้าต้นอ้อย ได้แก่ ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (Total N) ฟอสฟอรัสทั้งหมด (Total P) และ
โปแตสเซียมทั้งหมด (Total K) โดยส่งไปวิเคราะห์ที่คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
  
3.4 การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเชื้อ NFB ในดิน และต้นอ้อยในแปลงปลูกทดลอง 

3.4.1 การตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงปริมาณของเชื้อ NFB  
จะตรวจวิเคราะห์เมื่ออ้อยมีอายุ 0, 3, 6 และ 12 เดือน ในดินและต้นอ้อย การหาปริมาณ

เชื้อ NFB ในดินท้าโดยการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร LGIP ที่ปราศจากไนโตรเจน (N) ตามวิธีที่กล่าว
แล้วในข้อ 3.1.3 ส่วนการหาปริมาณเชื้อในล้าต้น ท้าโดยตัดชิ้นส่วนของล้าต้นมาล้างท้าความสะอาดด้วย
น้้าประปา แล้วฆ่าเชื้อจุลินทรีย์บริเวณผิวนอกของตัวอย่าง (surface sterile) ด้วยสารเคมี ดังนี้ แช่ใน 
5% chloramines T เป็นเวลา 5 นาที และ 70% ethanol เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นล้างด้วยน้้ากลั่น
ปลอดเชื้อ 3 ครั้ง ตรวจสอบความปลอดเชื้อของตัวอย่างรากด้วยการขีดลาก (streak) บนอาหาร LB 
medium และ LGIP medium บ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นปั่นตัวอย่างให้
ละเอียดด้วย  Blender แล้วท้าเป็นสารแขวนลอยด้วย 5% sucrose ปริมาตร 5 ml และเจือจางทีละ 10 
เท่า ในน้้ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 9 ml แบ่งสารละลายแต่ละความเจือจางปริมาตร 0.1 ml เกลี่ยบน
ผิวหน้าอาหาร LB medium และ LGIP medium บ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

3.4.2 การตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงชนิดของเชื้อ NFB 
การติดตามการเปลี่ยนแปลงเชื้อไอโซเลต 3LSO1 และ 5LSO2 ในตัวอย่างที่เวลาต่างๆ จะ

ใช้วิธีการติดตามยีนบางส่วน (Variable region, V3) ของ 16S RNA gene โดยใช้เทคนิค polymerized 
chain reaction (PCR) ร่วมกับ Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) (Muyzer et. 
al., 1993) โดยมีขั้นตอนต่าง ๆ คือ 

3.4.2.1 สกัดดีเอ็นเอแบคทีเรียจากตัวอย่าง 
ก) ตัวอย่างดิน น้าตัวอย่างดินมาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ ZR Soil 

Microbe DNA MiniPrep (Zymo Research, USA) โดยชั่งตัวอย่างดิน 1 กรัม ลงใน ZR BashingBead 
Lysis Tube เติม lysis solution ปริมาตร 750 µl เขย่าด้วยเครื่อง Vortex GENIE2 เป็นเวลา 10 นาที 
น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที แล้วดูดสารละลายส่วนบนใส่ลงใน Zymo-Spin IV Spin 
Filter น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 7,000xg เป็นเวลา 1 นาที น้าสารละลายที่ผ่านลงมาจาก Spin Filter มาเติม 
Soil DNA Binding Buffer ปริมาตร 1,200 µl จากนั้นถ่ายสารละลายปริมาตร 800 µl สู่ Zymo-Spin 
IIC Column ที่วางบน collection tube แล้วจึงน้า column ไปปั่นเหวี่ยง 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที 
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เทสารละลายที่ผ่าน spin filter ทิ้ง ท้าซ้้าอีกครั้ง จากนั้นเติม DNA Pre-Wash Buffer ปริมาตร 200 µl 
ปั่นเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายที่ผ่าน spin filter ทิ้ง แล้วเติม Soil DNA wash 
Buffer ปริมาตร 500 µl ปั่นเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที จึงย้าย spin filter ไปวางในหลอด 1.5 
ml (micro tube) จากนั้นเติม DNA Elution Buffer ปริมาตร 50 µl ตั้งหลอดทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 
นาที จึงน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที ทิ้ง spin filter เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 
-20°C เพ่ือใช้เป็น template ส้าหรับท้า PCR ในขัน้ตอนต่อไป 

ข) ตัวอย่างรากและล าต้นอ้อย น้าสารละลายที่ได้จากการสกัด 3 ml (ตามวิธีการ
ศึกษาในส่วนการหาปริมาณจุลินทรีย์) มาปั่นตกตะกอน จากนั้นจึงน้าตะกอนที่ได้มาเติม lysis solution 
ปริมาตร 750 µl และสกัดดีเอ็นเอจากรากและล้าต้นด้วยวิธีเดียวกันกับตัวอย่างดิน 

น้าสารแขวนลอยเชื้อที่สกัดได้จากอ้อยมาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด DNA ZR Soil 
Microbe DNA MiniPrep (Zymo Research, USA) โดยน้า 3 ml ของสารแขวนลอยเชื้อไปปั่นเหวี่ยง
เพ่ือเก็บตะกอนเซลล์ที่ 10,000xg เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม lysis solution ปริมาตร 750 µl ย้าย
สารละลายลงใน ZR BashingBead Lysis Tube เขย่าด้วยเครื่อง Vortex GENIE2 เป็นเวลา 10 นาที 
ปั่นเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที แล้วดูดสารส่วนบนใส่ลงใน Zymo-Spin IV Spin Filter ปั่น
เหวี่ยงที่ 7,000xg เป็นเวลา 1 นาที น้าสารละลายที่ผ่านลงมาจาก Spin Filter มาเติม Soil DNA 
Binding Buffer ปริมาตร 1,200 µl จากนั้นถ่ายสารละลายปริมาตร 800 µl สู่ Zymo-Spin IIC 
Column ที่วางบน collection tube แล้วจึงน้า column ไปปั่นเหวี่ยงที ่10,000xg เป็นเวลา 1 นาที เท
สารละลายที่ผ่าน spin filter ทิ้ง ท้าซ้้าอีกครั้ง จากนั้นเติม DNA Pre-Wash Buffer ปริมาตร 200 µl 
ปั่นเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายที่ผ่าน spin filter ทิ้ง แล้วเติม Soil DNA wash 
Buffer ปริมาตร 500 µl ปั่นเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที จึงย้าย spin filter ไปวางในหลอด 1.5 
ml (micro tube) จากนั้นเติม DNA Elution Buffer ปริมาตร 50 µl ตั้งหลอดที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที 
จึงน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที ทิ้ง spin filter เก็บสารละลายDNAที่อุณหภูมิ -20°C 
เพ่ือใช้เป็น template ส้าหรับท้า PCR ในขั้นตอนต่อไป 

3.4.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดโดยเทคนิค PCR 
เมื่อสกัดดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์แล้ว ขั้นตอนต่อไปเป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ในช่วงที่สนใจด้วยเทคนิค Nested PCR ในขั้นแรกใช้ไพรเมอร์ (universal primer) ที่ออกแบบส้าหรับ
เพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA จากนั้นจึงเพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ V3 ของยีน 16s rRNA ของแบคทีเรีย โดยที่
ปลาย 5’ ของสาย forward จะติดด้วย 40 bp GC เพื่อท้าให้เกิด melting domain เวลาแยกบน
โพลีอะคริลาไมด์เจล 

ก) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทั้งช่วงสาย (full length) ของยีน 16s rRNA ด้วย 
16s Universal-8F primer (Weisburg et al, 1991) และ 16s Universal-1512R primer (Kane et 
al., 1993) โดยองค์ประกอบของปฏิกิริยา PCR แสดงในตารางที่ 3.2 
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ตารางท่ี 3.2  องค์ประกอบของปฏิกิริยา PCR ส้าหรับ full length ในปริมาตรรวม 20 µl  
ส่วนประกอบ ปริมาตรต่อหลอด (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

น้้ากลั่นปลอดเชื้อ 
Hot Start PCR Master Mix 
10 µM 16s Universal-8F primer           
10 µM 16s Universal-1512R primer          
DNA template                                    

6 
10 
0.5 
0.5 
3 

- 
1x 

0.25 µM 
0.25 µM 
≥10 ng 

รวม 20   

สภาวะในปฏิกิริยา PCR มีขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นที่ 1 อุณหภูมิ 95°C เป็นเวลา 10 นาที จ้านวน 1 รอบ  
ขั้นที่ 2  อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 1 นาท ีอุณหภูมิ 55°C เป็นเวลา 1 นาที  

อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 1.30 นาที จ้านวน 35 รอบ   
ขั้นที่ 3 โดยใช้อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 10 นาที จ้านวน 1 รอบ 
ข) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน V3 region โดยใช้ forward primer 338F (GC-

clamp) (Lane, 1991) และ reverse primer 518R (Muyzer et al., 1993) โดยใช้ดีเอ็นเอจาก PCR 
product ของยีน 16s rRNA เป็น DNA template องค์ประกอบของปฏิกิริยา PCR แสดงในตารางที่ 3.3 
ตารางท่ี 3.3  องค์ประกอบของปฏิกิริยา PCR ส้าหรับ V3 region ในปริมาตรรวม 50 µl 

ส่วนประกอบ ปริมาตรต่อหลอด (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น้้ากลั่นปลอดเชื้อ 
Hot Start PCR Master Mix 
10 µM PRBA338F-GC primer 
10 µM PRUN518R primer          
genomic DNA                                    

10 
15 
1 
1 
3 

- 
1x 

0.25 µM 
0.25 µM 
≥10 ng 

รวม 30   
สภาวะในปฏิกิริยาพีซีอาร์มีขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นที่ 1 อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 10 นาที จ้านวน 1 รอบ   
ขั้นที่ 2 อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 55°C เป็นเวลา 30 วินาที  

อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา45 วินาที จ้านวน  30 รอบ   
ขั้นที่ 3 โดยใช้อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 7 นาที จ้านวน 1 รอบ 
ค) การแยกดีเอ็นเอบน 1% agarose gel electrophoresis การเตรียม 1% 

agarose gel โดยชั่ง agarose powder 0.5 g เติม 1x TAE buffer ให้ได้ปริมาตร 50 ml น้าไปหลอม
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ด้วย microwave จนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนอุ่น อุณหภูมิประมาณ 45-
50°C วาง comb ลงไปใน chamber เพ่ือให้เกิดช่อง (wells) ท้าการเท agarose gel ลงใน chamber 
รอจนเจลแข็งตัว น้าถาดรองเจลไปวางในเครื่องอิเล็กโตรโฟริซีสให้ด้านที่มีหลุมอยู่ใกล้ขั้วลบ เท 0.5x 
TAE buffer ลงในอ่างให้ท่วมเจล น้าดีเอ็นเอจากการสกัดปริมาตร 5 ml ผสมกับ loading dye 1 µl 
load ลงในหลุมและใช้ standard DNA marker จากนั้นปล่อยกระแสไฟฟ้าจากขั้วลบไปยังขั้วบวกโดย
เครื่อง gel electrophoresis เมื่อเห็นแถบ bromophenol blue เคลื่อนไปเกือบสุดเจล (ห่างประมาณ 
1-2 cm) ใช้เวลาประมาณ 30 นาที จึงหยุดปล่อยกระแสไฟฟ้า 

3.4.2.3 การเตรียม gradient gel ส าหรับท า DGGE 
ก) ขั้นตอนการเตรียมกระจก  น้ากระจกขนาด 16X18 เซนติเมตร มาล้างด้วยสาร

ซักฟอกและล้างด้วยน้้าจนสะอาด เช็ดกระจกด้วยน้้าปลอดประจุและ 95% (v/v) ethanol ให้ทั่วแผ่น
ปล่อยทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที น้ามาประกบกับกระจกแผ่นที่เช็ดด้วยน้้ายาเช็ดกระจก โดยมี spacer คั่น
ระหว่างกระจกทั้งสองแผ่น เพ่ือใช้ส้าหรับตรียมพอลิอคริลาไมด์ 

ข) การเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ เตรียม DGGE solution และ denaturant 
gel โดยมีส่วนผสมดังตารางที่ 3.4 และ 3.5 ตามล้าดับ 
ตารางท่ี 3.4 องค์ประกอบของ DGGE solution  

Component 
Volume Final 

concentration 0% denaturant 100% denaturant 
40% acrylamide:bis-acrylamide 
50x TAE buffer solution 
100% formamide 
urea 
Deionized water 

10 ml 
0.5 ml 

- 
- 

Bring to 50 ml 

10 ml 
0.5 ml 
20 ml 
21 g 

Bring to 50 ml 

8% 
0.5x 
40% 
7 M 

- 

ตารางท่ี 3.5 องค์ประกอบของ denaturant gel 15 ml  
% Final denaturant 0% denaturant 100% denaturant 

40 
60 

9 ml 
6 ml 

6 ml 
9 ml 

ค่อยๆ ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน แล้วเติม 10% APS และ TEMED 
10% APS 
TEMED 

150 µl 
7.5 µl 

150 µl 
7.5 µl 
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ผสมสารทั้งหมดเข้าด้วยกัน จากนั้นเทสารละลาย low denaturant solution 
ลงใน inner chamber และเทสารละลาย high denaturant solution ลงใน outflow chamber เปิด 
port เพ่ือให้ denaturant solution ผสมกันเป็น gradient ลงในกระจกที่เตรียมไว้ (ใช้ stirrer ช่วยใน
การผสมเจล) ตั้งเจลทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องอย่างน้อย 3 ชั่วโมง หรือเก็บไว้ที่ 4°C ข้ามคืนเพ่ือให้เจลเกิด 
complete polymerization 

ค) การแยกดีเอ็นเอโดยเทคนิค DGGE  
เทสารละลาย 0.5x TAE Buffer ปริมาตร 5 L ลงใน tank น้าขึ้นวางบน 

stirrer จัดวางเจลที่ complete polymerization แล้วลงใน tank จากนั้นเปิด heater โดยตั้งอุณหภูมิที่ 
65 °C (เพ่ือให้บัฟเฟอร์ได้อุณหภูมิที่ 60 °C) ปิเปต PCR product 30 µl ของการเพ่ิมปริมาณ Variable 
V3 region (ติด GC-clamp) load ลงในแต่ละ well ให้กระแสไฟฟ้าที่ 20 โวลต์ เป็นเวลา 10 นาที 
(เพ่ือให้ DNA ออกจากจุดเริ่มต้นเท่ากัน) จากนั้นจึง run gel ที่ 70 โวลต์ เป็นเวลา 16 ชั่วโมง แกะเจล 
ออกจากกระจก แล้วน้าไปย้อมด้วย EtBr (10 µg/ml) เป็นเวลา 15 นาที ล้างส่วนเกินออกด้วยน้้ากลั่น 
น้าแผ่นเจลไปอ่านผลด้วยเครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel Documentation) เปรียบเทียบแบบ
แผน DNA 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

4.1 ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างดินและซอยล์เมต 
การศึกษาครั้งนี้มีจุดประสงค์ท่ีจะเลือกแปลงท่ีมีปริมาณ N ต่่า เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือ 

NFB ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อย จึงได้เก็บตัวอย่างดินจากไร่อ้อยพูลสวัสด์ิถาวรหลายสถานท่ี 
โดยเริ่มเก็บตัวอย่างดินครั้งแรกในเดือนกรกฎาคม 2556 จากไร่ท่ีบ้านขามเปี้ยและบ้านพาดปอแดง ซึ่ง
ช่วงเวลาท่ีเก็บตัวอย่างดินนั้น เป็นช่วงเวลาท่ีเพิ่งมีการไถกลบปอเทือง ส่าหรับการเก็บตัวอย่างดินเพื่อ
น่าไปวิเคราะห์ในครั้งท่ีสองช่วงเดือนพฤศจิกายน 2556 นั้น เป็นช่วงท่ีมีการไถกลบดินอีกครั้งหนึ่งเพื่อ
เตรียมดินก่อนเริ่มปลูกอ้อยจึงได้เก็บตัวอย่างดินมาวิเคราะห์ผลอีกครั้งหนึ่ง ผลการวิเคราะห์ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4.1 จะเห็นว่าปริมาณ organic matter, Total NPK รวมท้ัง available P มีค่าลดลงจากครั้ง
แรก ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการย่อยสลายของปอเทืองท่ีถูกไถกลบนั้น ไม่ท่าให้ organic matter, Total NPK 
รวมท้ัง available P เพิ่มข้ึนเลย แต่อย่างไรก็ตามการปลูกปอเทืองก่อนปลูกอ้อยก็อาจจะมีข้อดีในการตัด
วงจรชีวิตของเช้ือก่อโรคอ้อยหรือเพิ่มความช้ืนให้กับดินได้ เนื่องจากการปลูกอ้อยจากท้ัง 2 สถานท่ีนี้เป็น
การปลูกโดยใช้รถปลูกท่ีมีการใส่ท่อนพันธุ์อ้อยท่ีตัดเรียบร้อยแล้วในรถปลูก ดังนั้นหากงานวิจัยนี้ใช้วิธีการ
ปลูกอ้อยโดยใช้รถปลูกแบบนี้จะท่าให้ผลการศึกษาเกิดความแปรปรวนอย่างมากจากการท่ีปริมาณท่อน
พันธุ์อ้อยท่ีตกลงไปในร่องปลูกอ้อยแต่ละร่องจะมีปริมาณมากน้อยแตกต่างกันอย่างมาก โดยช่วงท่ีมี
จ่านวนท่อนพันธุ์อ้อยอยู่ในรถปลูกเป็นปริมาณมากก็จะท่าให้มีจ่านวนท่อนพันธุ์ในร่องอ้อยมากตามไป
ด้วย เมื่อจ่านวนท่อนพันธุ์อ้อยท่ีมีอยู่ในรถมีปริมาณลดน้อยลงก็จะท่าให้มีจ่านวนท่อนพันธุ์ในร่องอ้อย
ลดลงตามไปด้วยเช่นกัน ดังนั้นจึงต้องหาแหล่งปลูกอ้อยใหม่และจะต้องปลูกอ้อยโดยใช้คนช่วยในการ
ปลูกดังภาพท่ี 3.3 เพื่อให้จ่านวนหรือปริมาณท่อนพันธุ์อ้อยในแต่ละแปลงทดลองมีค่าใกล้เคียงกัน ซึ่ง
สถานท่ีปลูกอ้อยใหม่คือไร่อ้อยท่ีบ้านแฮด ซึ่งผลการวิเคราะห์ดินดังแสดงในตารางท่ี 4.1 จะเห็นว่าค่า
วิเคราะห์ดินท่ีได้ใกล้เคียงกับค่าวิเคราะห์ดินท่ีบ้านขามเป้ีย แต่มีปริมาณ Total N มากกว่าท่ีบ้านขามเปี้ย
เล็กน้อย 

 ซอยล์เมต ลักษณะเป็นเม็ดแข็งขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 55-65 mm เนื้อสัมผัสแข็ง
กระด้าง เตรียมได้จากวีแนสเข้มข้นท่ีได้จากโรงงานผลิตเอทานอล ซึ่งในงานวิจัยนี้จะใช้ซอยล์เมตเป็นวัสดุ
ตัวพา (carrier material) ส่าหรับเตรียมชีวภัณฑ์เช้ือ NFB เนื่องจากมีค่าแนะน่าให้ใช้ซอยล์เมตเป็นปุ๋ย 
จึงมีการวิเคราะห์ธาตุอาหารในซอยล์เมต สุวรรณา (2555) ได้ใช้พีทและเวอร์มิคูไลท์เพื่อเป็นวัสดุตัวพา 
เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ธาตุอาหาร (ตารางท่ี 4.1) จะเห็นได้ว่าพีทและเวอร์มิคูไลท์มีความอุดม
สมบูรณ์มากกว่าซอยล์เมตอย่างมาก เมื่อเปรียบเทียบในด้านราคาแล้ว ซอยล์เมตมีราคาใกล้เคียงกับพีท 
แต่ราคาถูกกว่าเวอร์มิคูไลท์มาก ราคาโดยประมาณของซอยล์เมต พีทและเวอร์มิคูไลท์ คือ 450, 340 
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และ 1,500 บาทต่อกระสอบ ตามล่าดับ จากราคาและค่าวิเคราะห์ธาตุอาหาร ผู้วิจัยคิดว่าพีทน่าจะเป็น
วัสดุตัวพาท่ีเหมาะสมมากกว่า  
ตารางที่ 4.1 ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างดินและซอยล์เมตก่อนปลูกอ้อย 

สถานที่เก็บ
ตัวอย่าง (วดป) 

Ca 
(%) 

Organic 
matter (%) 

Total N 
(mg/kg) 

Total P 
(mg/kg) 

Available P 
(mg/kg) 

Total K 
(mg/kg) 

ดิน บ้านขามเป้ีย  
(8 ก.ค. 56)  
(6 พ.ย. 56) 

 
ND 
ND 

 
0.372 
0.355 

 
99.97 
91.62 

 
77.35 
65.93 

 
22.98 
17.36 

 
293.41 
343.39 

ดิน บ้านพาดปอแดง  
(8 ก.ค. 56)  
(6 พ.ย. 56)  

 
ND 
ND 

 
0.315 
0.221 

 
71.12 
32.44 

 
81.90 
43.60 

 
29.01 
13.70 

 
437.71 
303.58 

ดิน บ้านแฮด  ND 0.241 110 56.21 22.98 223.95 
วัสดุ ซอยล์เมต  2.58 ND 4.75 5.43 ND 25.88 
วัสดุ พีท 1.17 47.5 6700 500 ND 4200 
วัสดุ เวอร์มิคูไลท์ 0.93 ND ND 4410 ND 50200 

ND = not determined 

4.2 การผลิตชีวภัณฑ์เชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนโดยใช้วัสดุทางการเกษตร 
ผลการวิเคราะห์ปริมาณธาตุอาหารในซอยล์เมต พีทและเวอร์มิคูไลท์ (ตารางท่ี 4.1) และการเตรียม

ซอยล์เมตเพื่อใช้เป็นวัสดุตัวพา พบว่าแม้จะมีการบ่มเช้ือมานานถึง 45 วันแล้ว ซอยล์เมตยังคงมีลักษณะ
เป็นเม็ดแข็ง ดังนั้นเช้ือจึงอาจเพิ่มปริมาณได้ไม่ดีนักเมื่อเทียบกับพีทและเวอร์มิคูไลท์ โดยผลการวิเคราะห์
ปริมาณเช้ือ NFB ในซอยล์เมตหลังจากใส่เช้ือ NFB ในซอยล์เมตปลอดเช้ือแล้วบ่มท่ีอุณหภูมิห้องได้ผลดัง
ตารางท่ี 4.2 จะเห็นว่าปริมาณเช้ือท่ีได้ไม่แตกต่างจากวันเริ่มต้นท่ีใส่เช้ือเท่าใดนัก แต่อย่างไรก็ตาม
ปริมาณเช้ือก็ไม่ลดลง ในขณะท่ีการใช้พีทหรือเวอร์มิคูไลท์เป็นวัสดุตัวพานั้นจะท่าให้เช้ือมีปริมาณเพิ่มขึ้น
ได้อย่างน้อย 1 log no. หรือประมาณ 10 เท่า แม้ว่าจะบ่มชีวภัณฑ์ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 45 วันก็ตาม 
ท้ังนี้น่าจะเป็นเพราะปริมาณธาตุอาหารที่ตรวจพบในพีทหรือเวอร์มิคูไลท์ท่ีมีปริมาณมากกว่า นอกจากนี้
การท่ีเนื้อสัมผัสของพีทหรือเวอร์มิคูไลท์มีลักษณะร่วนซุย ยังท่าให้เช้ือมีการกระจายตัวได้สม่่าเสมอ 
(สุวรรณา, 2555)  
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ตารางที่ 4.2 ปริมาณเช้ือ NFB ท่ีตรวจนับได้จากวัสดุปลูกซอยล์เมต 

Condition 
ปริมาณเชื้อ (log cfu/g) 

0 วัน 5 วัน 45 วัน 
control (soilmate+broth) 0 0 0 

3LSO1 (soilmate) 7.09 7.67 7.5 
5LSO2 (soilmate) 7.14 7.74 7.9 

3LSO1 + 5LSO2 (soilmate) 7.35 7.77 7.4 

4.3 ผลของการใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็น
เวลา 3, 6 และ 11 เดือน 

 ภาพรวมแปลงทดลองท่ีไร่อ้อยพูลสวัสด์ิถาวร อ.บ้านแฮด จ.ขอนแก่น หลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3 
เดือน แสดงในภาพที่ 4.1 โดยมีผลการวิเคราะห์อื่นๆ ดังนี้ 
 

 
 
ภาพที่ 4.1 ภาพรวมแปลงทดลองท่ีไร่อ้อยพูลสวัสด์ิถาวร อ.บ้านแฮด จ.ขอนแก่น หลังจากปลูกอ้อยเป็น
เวลา 3 เดือน 



25 
 

4.3.1 ผลของการใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ต่อความชื้น ความเป็นกรด-ด่าง และการน าไฟฟ้าของ
ดินหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3, 6 และ 11 เดือน 
การวิเคราะห์ค่าความช้ืน ความเป็นกรด-ด่าง และการน่าไฟฟ้า ของดินหลังจากปลูกอ้อย

เป็นเวลา 3, 6 และ 11 เดือน พบว่าค่าความช้ืนของดินท่ี 3 เดือนจะมีค่ามากกว่าท่ี 11 เดือน อย่างเห็น
ได้ชัด อันเนื่องมาจากในช่วงก่อนท่ีเก็บตัวอย่างดินในช่วงเดือนท่ี 3 นั้นมีฝนตกลงมาบ้างเล็กน้อย แต่
ในช่วงท่ีเก็บตัวอย่างในช่วงเดือนท่ี 11 นั้นเป็นช่วงท่ีไม่มีฝนตกมานานอย่างน้อย 2 เดือนติดต่อกัน 
ส่าหรับค่าความเป็นกรด-ด่าง จะเห็นว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างเด่นชัด ส่วนค่าการน่าไฟฟ้าของดิน
ให้ผลสอดคล้องกันกับค่าความช้ืนของดิน ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 
ตารางที่ 4.3 ค่าเฉล่ียความช้ืน ความเป็นกรด-ด่าง และค่าการน่าไฟฟ้า ของดินหลังจากปลูกอ้อยเป็น
เวลา 3, 6 และ 11 เดือน 

ต ารับทดลอง 

คุณลักษณะทางเคมี-กายภาพของดิน 
ความชื้น (%) ความเป็นกรด-ด่าง (pH) การน าไฟฟ้า (dS/ m) 

3 
MAT 

6 
MAT 

11 
MAT 

3 
MAT 

6 
MAT 

11 
MAT 

3 
MAT 

6 
MAT 

11 
MAT 

Control, PK  2.45ab ND 1.87a 6.72ab 6.33a 6.27ab 44.50b 47.93ab 35.88a 

Control, ½N-PK 2.42ab ND 0.90a 6.64ab 6.15a 6.12ab 48.25ab 44.75b 36.88a 

Control, N-PK  2.64ab ND 1.17a 6.55b 6.18a 5.93b 54.50a 46.23ab 35.53a 

3LSO1, PK 2.36ab ND 1.40a 6.69ab 6.13a 5.86b 42.25ab 47.33ab 36.80a 

3LSO1, ½N-PK  2.33ab ND 1.18a 6.67ab 6.10a 6.44a 47.75ab 47.78ab 37.28a 

3LSO1, N-PK  2.57ab ND 2.13a 6.60ab 6.33a 6.35ab 49.50ab 44.38b 34.28a 

5LSO2, PK  2.48ab ND 1.37a 6.81a 6.20a 5.69b 42.75b 52.75a 36.55a 

5LSO2, ½N-PK  2.17b ND 1.74a 6.76ab 6.04a 5.86b 45.25ab 45.70ab 35.93a 

5LSO2, N-PK  2.62a ND 0.76a 6.74ab 6.14a 6.33ab 46.25ab 46.45ab 39.10a 

Mixed, PK 2.33ab ND 2.03a 6.81a 6.16a 6.01ab 41.75b 45.78ab 33.95a 

Mixed, ½N-PK  2.43ab ND 1.59a 6.71ab 6.10a 6.26ab 50.00ab 52.40a 32.48a 

Mixed, N-PK  2.71a ND 1.27a 6.68ab 6.09a 6.04ab 51.75ab 46.98ab 34.35a 

ค่าเฉลี่ยรวม 2.46 ND 1.45 6.70 6.16 6.10 47.04 47.37 35.75 
control = No NFB   N-PK = nitrogen phosphorus potassium  
3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1  5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2 
Mixed = 3LSO1 ร่วมกับ 5LSO2  MAT  = month after transplant 
* = ตัวอักษร a ท่ีเหมือนกันแสดงว่าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติท่ี 

P=0.05 
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4.3.2 ผลของการใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ต่อปริมาณเชื้อ NFB ในดิน ในราก และต้นอ้อย หลังจาก
ปลูกอ้อยเป็นเวลา 3, 6 และ 11 เดือน 
การหาปริมาณเช้ือแบคทีเรียท้ังหมด และเช้ือ NFB ในดิน หลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3, 6 

และ 11 เดือน พบว่าปริมาณเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดและเช้ือ NFB ท่ี 3 เดือน มีค่าเฉล่ียเป็น log 6.83 
cfu/g และ log 5.05 cfu/g ตามล่าดับ จากนั้นปริมาณเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดท่ี 6 เดือน จะมีปริมาณ
ลดลลงอย่างเด่นชัดโดยมีค่าเฉล่ียเป็น log 5.05 cfu/g ซึ่งอาจเนื่องจากเป็นช่วงฤดูฝนท่าให้เช้ือถูกชะ
หายไปบ้าง หลังจากนั้นปริมาณเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดและเช้ือ NFB ท่ี 11 เดือน จะมีปริมาณเพิ่มขึ้นในทุก
ต่ารับทดลองโดยมีค่าเฉล่ียเป็น log 7.16 cfu/g และ log 7.11 cfu/g ตามล่าดับ จะสังเกตว่าปริมาณ
เช้ือแบคทีเรียท้ังหมด และเช้ือ NFB ในทุกต่ารับทดลองท่ี 3, 6 และ 11 เดือน มีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส่าคัญทางสถิติในทุกต่ารับทดลอง ซึ่งอาจเกิดจากพื้นท่ีปลูกมีความลาดเอียงเล็กน้อย ดังนั้นจึงท่าให้
เช้ือไหลมาปะปนกัน ดังแสดงในตารางท่ี 4.4 
ตารางที่ 4.4 ค่าเฉล่ียปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีตรวจพบในดิน หลังจากปลูก
อ้อยได้ 3, 6 และ 11 เดือน 

Treatment 
Total count (log cfu/g) NFB count (log cfu/g) 

3 MAT 6 MAT 11 MAT 3 MAT 6 MAT 11 MAT 
Control, PK  6.80ab 4.98a 8.25a 5.53a ND 6.94c 

Control, ½N-PK 7.13ab 5.18a 7.59ab 5.51a ND 7.10ab 

Control, N-PK  6.76ab 5.08a 7.21ab 5.14ab ND 7.19ab 

3LSO1, PK 6.81ab 5.25a 7.27ab 5.33ab ND 7.03b 

3LSO1, ½N-PK  6.79ab 5.22a 7.11ab 4.95b ND 7.23a 

3LSO1, N-PK  6.82ab 5.04a 6.95ab 5.07ab ND 7.21a 

5LSO2, PK  6.58b 4.89a 6.69b 5.05ab ND 7.32a 

5LSO2, ½N-PK  6.58b 4.93a 7.07ab 4.96b ND 7.09ab 

5LSO2, N-PK  7.32a 4.96a 6.85b 5.70a ND 7.13ab 

Mixed, PK 6.65ab 5.04a 7.26ab 5.04ab ND 6.98c 

Mixed, ½N-PK  6.64ab 4.78a 6.93ab 4.78b ND 7.15ab 

Mixed, N-PK  7.03ab 5.21a 6.70b 5.21ab ND 6.98c 

ค่าเฉลี่ยรวม 6.83 5.05 7.16 5.19 ND  7.11 

control = No NFB   N-PK = nitrogen phosphorus potassium  
3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1  5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2 
Mixed = 3LSO1 ร่วมกับ 5LSO2  MAT  = month after transplant 
* = ตัวอักษร a ท่ีเหมือนกันแสดงว่าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติท่ี 

P=0.05 
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การหาปริมาณเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดในรากท่ี 3 เดือน และในล่าต้นอ้อย หลังจากปลูกอ้อย
เป็นเวลา 3, 6 และ 11 เดือน พบว่าปริมาณเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดท่ีตรวจพบในรากท่ี 3 เดือน มีค่าเฉล่ีย
สูงกว่าในล่าต้นอ้อยเล็กน้อย โดยมีค่าเฉล่ียเป็น log 4.83 cfu/g ในรากและ log 4.02 cfu/g ในล่าต้น
อ้อย โดยปริมาณเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดจะเพิ่มขึ้นเล็กน้อยท่ี 6 เดือนและเพิ่มขึ้นอีกเล็กน้อยท่ี 11 เดือน 
โดยมีค่าเฉล่ียปริมาณเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดเป็น log 4.34 cfu/g และเพิ่มเป็น log 5.58 cfu/g ตามล่าดับ 
ซึ่งแตกต่างจากปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดท่ีตรวจพบในดินท่ีเช้ือจะลดลงในช่วงฤดูฝนเนื่องจากการชะล้าง
ของน้่าฝน ดังแสดงในตารางท่ี 4.5  
ตารางที่ 4.5 ค่าเฉล่ียปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด ท่ีตรวจพบในรากและล่าต้นอ้อย หลังจากปลูกอ้อยได้ 3, 
6 และ 11 เดือน 

Treatment 

Total count (log cfu/g) 
Root 

3 MAT 
Shoot 

3 MAT 6 MAT 11 MAT 

Control, PK  4.59b 3.93a 5.24a 5.42ab 

Control, ½N-PK 4.80ab 4.11a 4.09d 5.99a 

Control, N-PK  5.50a 3.82a 4.38abcd 5.33ab 

3LSO1, PK 4.54b 4.23a 4.12abcd 6.22a 

3LSO1, ½N-PK  4.66ab 2.92a 4.40abcd 6.00a 

3LSO1, N-PK  5.04ab 3.92a 4.76ab 5.44ab 

5LSO2, PK  4.54ab 3.73a 4.38abcd 5.38ab 

5LSO2, ½N-PK  4.66ab 4.88a 4.41abcd 5.70ab 

5LSO2, N-PK  5.04ab 4.31a 4.27abc 5.92 
Mixed, PK 4.60ab 4.16a 4.34abc 4.59b 

Mixed, ½N-PK  4.70ab 3.99a 3.79cd 5.65ab 

Mixed, N-PK  5.27ab 4.19a 3.94bcd 5.33ab 

ค่าเฉลี่ยรวม 4.83 4.02 4.34 5.58 

control = No NFB   N-PK = nitrogen phosphorus potassium  
3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1  5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2 
Mixed = 3LSO1 ร่วมกับ 5LSO2  MAT  = month after transplant 
* = ตัวอักษร a ท่ีเหมือนกันแสดงว่าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติท่ี 
P=0.05  
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 4.3.3  ผลของการใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ต่อความหวาน Polarity, Fiber, CCS และ Purity 
ของอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 11 เดือน 

 การวัดปริมาณความหวานของอ้อยได้เริ่มวัดเมื่ออ้อยอายุ 10 เดือน โดยใช้ hand 
refractometer เปรียบเทียบระหว่างโคนและกลางล่าต้น พบว่าค่าท่ีวัดได้ส่วนใหญ่ในทุกต่ารับทดลองมี
ค่าใกล้เคียงกัน โดยค่าความหวาน (oBrix) ของโคนล่าต้นจะมีค่ามากกว่าของกลางล่าต้นเล็กน้อย ดังแสดง
ในตารางท่ี 4.6 
 การวัดปริมาณความหวาน Polarity, Fiber, CCS และ Purity ของอ้อยหลังจากปลูกอ้อย
เป็นเวลา 11 เดือน โดยส่งตัวอย่างตรวจวิเคราะห์ พบว่าค่าท่ีวัดได้ส่วนใหญ่ในทุกต่ารับทดลองมีค่าเฉล่ีย
ใกล้เคียงกัน โดยค่าความหวานเฉล่ีย (oBrix) โพลาริตี ไฟเบอร์ ซีซีเอส และความบริสุทธิ์ ของทุกต่ารับ
ทดลอง มีค่าเท่ากับ 19.37, 16.38, 11.84, 12.19 และ 84.50 ตามล่าดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.7   

ตารางที่ 4.6 ค่าเฉล่ียความหวานของอ้อยบริเวณโคนและกลางล่าต้นอ้อย หลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 10 
เดือน (วัดโดยใช้ hand refractometer) 

ต ารับทดลอง 
ค่าความหวาน (oBrix) 

โคนล าต้น กลางล าต้น 
Control, PK  21.6a 20.1a 

Control, ½N-PK  21.3a 18.8a 

Control, N-PK  21.8a 19.5a 

3LSO1, PK 22.5a 19.3a 

3LSO1, ½N-PK  22.0a 18.8a 

3LSO1, N-PK  22.6a 19.6a 

5LSO2, PK  22.8a 20.5a 

5LSO2, ½N-PK  21.1a 19.0a 

5LSO2, N-PK  20.9a 18.7a 

Mixed, PK 22.5a 19.8a 

Mixed, ½N-PK  22.1a 18.3a 

Mixed, N-PK  21.4a 19.3a 

ค่าเฉลี่ยรวม 21.9 19.3 

control = No NFB   N-PK = nitrogen, phosphorus, potassium  
3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1  5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2 
Mixed = 3LSO1 ร่วมกับ 5LSO2  MAT  = month after transplant 
* = ตัวอักษร a ท่ีเหมือนกันแสดงว่าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติท่ี P=0.05 
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ตารางที่ 4.7 ค่าเฉล่ียความหวาน Polarity, Fiber, CCS และ Purity ของอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็น
เวลา 11 เดือน  

ต ารับทดลอง ความหวาน (oBrix) Pol (%) Fiber (%) CCS (%) Purity (%) 
Control, PK  19.6a 16.9a 11.2b 12.8a 86.1a 

Control, ½N-PK  18.8a 15.8a 12.2ab 11.6a 83.8a 

Control, N-PK  19.9a 16.9a 11.9ab 12.5a 84.5a 

3LSO1, PK 19.2a 16.2a 11.6ab 12.0a 84.0a 

3LSO1, ½N-PK  19.7a 16.8a 11.4b 12.6a 85.0a 

3LSO1, N-PK  19.3a 16.1a 11.8ab 11.9a 83.4a 

5LSO2, PK  19.6a 16.7a 12.0ab 12.4a 85.0a 

5LSO2, ½N-PK  19.7a 16.8a 11.4ab 12.6a 85.3a 

5LSO2, N-PK  18.9a 15.6a 12.1ab 11.4a 82.7a 

Mixed, PK 19.3a 16.5a 12.7a 12.2a 85.0a 

Mixed, ½N-PK  19.2a 16.3a 12.2ab 12.1a 84.9a 

Mixed, N-PK  19.2a 16.2a 11.6ab 12.0a 84.3a 

ค่าเฉลี่ยรวม 19.37 16.38 11.84 12.19 84.50 

control = No NFB   N-PK = nitrogen, phosphorus, potassium  
3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1  5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2 
Mixed = 3LSO1 ร่วมกับ 5LSO2  MAT  = month after transplant Pol  = polarity 
* = ตัวอักษร a ท่ีเหมือนกันแสดงว่าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติท่ี P=0.05 

4.3.4 ผลของการใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ต่อผลผลิตอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3, 6 และ 
11 เดือน 
การวัดการเจริญเติบโตของอ้อยโดยนับจ่านวนต้น/ไร่ หลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3 เดือน พบว่า

อ้อยท่ีไม่ใส่หรือใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่งอัตราร่วมกับการใส่เช้ือเด่ียวหรือเช้ือผสมของ Enterobacter sp. 3LSO1 และ 
S. maltophilia 5LSO2 จะมีจ่านวนต้น/ไร่มากกว่าต่ารับทดลองอื่นเล็กน้อย และต่อเนื่องถึงผลในเดือนท่ี 6 
และ 11 โดยต่ารับทดลองท่ีไม่ใส่หรือใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่งอัตราร่วมกับการใส่เช้ือ NFB จะมีจ่านวนต้นและน้่าหนัก
แห้งใกล้เคียงหรือมากกว่าต่ารับทดลองท่ีไม่ใส่เช้ือ NFB แต่ใส่ปุ๋ยยูเรียเต็มอัตรา ซึ่งผลการศึกษานี้สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Sevilla et al (2001) ซึ่งน่าจะเป็นผลจากการท่ีเช้ือสร้างสาร 3-indole acetic acid (IAA) 
(สุวรรณา และคณะ, 2553) ท่ีสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยท่าให้อ้อยแตกกอเพิ่มขึ้น อย่างไรก็ตาม
เมื่อวิเคราะห์ค่าทางทางสถิติของทุกต่ารับทดลองจะมีค่าไม่แตกต่างกัน ดังแสดงในตารางท่ี 4.8 การศึกษานี้
แสดงให้เห็นว่าการใส่เช้ือ NFB จะท่าให้ลดการใส่ปุ๋ย N ลงได้ถึงครึ่งหนึ่งโดยผลผลิตคงเดิมหรือมากกว่า 
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ตารางที่ 4.8 ค่าเฉล่ียจ่านวนต้น/ไร่ และน้่าหนักแห้งต้น/ไร่ หลังจากปลูกอ้อยได้ 3, 6 และ 11 เดือน 

Treatment 
จ านวนต้น (ต้น/ ไร่) น้ าหนักแห้งต้น (ตัน/ ไร่) 

3 MAT 6 MAT 11 MAT 3 MAT 6 MAT 11 MAT 
Control, PK 4,099.2a 7,713.50a 6,993.57a ND 0.18a 0.26a 

Control, ½N-PK 4,407.7a 9,079.89a 5,700.64a ND 0.20a 0.20a 
Control, N-PK 4,804.4a 8,396.69a 6,640.96a ND 0.17a 0.25a 
3LSO1, PK 5,024.8a 8,154.27a 7,140.50a ND 0.23a 0.26a 
3LSO1, ½N-PK 5,774.1a 8,110.19a 7,875.11a ND 0.20a 0.29a 
3LSO1, N-PK 4,275.5a 8,506.89a 6,993.57a ND 0.20a 0.26a 
5LSO2, PK 6,126.7a 8,506.89a 6,699.72a ND 0.26a 0.25a 
5LSO2, ½N-PK 5,201.1a 9,719.01a 7,522.50a ND 0.26a 0.27a 
5LSO2, N-PK 5,774.1a 8,969.70a 6,876.03a ND 0.22a 0.25a 
Mixed, PK 5,950.4a 8,484.85a 7,375.57a ND 0.21a 0.28a 
Mixed, ½N-PK 5,509.6a 8,639.12a 6,905.42a ND 0.22a 0.25a 
Mixed, N-PK 4,760.3a 9,212.12a 6,993.57a ND 0.23a 0.25a 
ค่าเฉลี่ยรวม 5,142.3 8,624.43 6,976.43 ND 0.22 0.26 

control = No NFB   N-PK = nitrogen, phosphorus, potassium  
3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1  5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2 
Mixed = 3LSO1 ร่วมกับ 5LSO2  
* = ตัวอักษร a ท่ีเหมือนกันแสดงว่าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติท่ี P=0.05 

ผลการวัดการเจริญเติบโตของอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็น เวลา 11 เดือน โดยวัดความสูง เส้น
ผ่านศูนย์กลางของล่าต้นอ้อย และน้่าหนักสดอ้อย (ตารางท่ี 4.9) พบว่าความสูงและน้่าหนักสดของอ้อยใน
ทุกต่ารับทดลองท่ีไม่ใส่หรือใส่ปุ๋ยยูเรียร่วมกับการใส่เช้ือ NFB ท่ีเป็นเช้ือเด่ียวหรือเช้ือผสม จะมีความสูงและ
น้่าหนักสดมากกว่าต่ารับทดลองท่ีไม่ใส่เช้ือแต่ใส่ปุ๋ยยูเรียเต็มอัตรา และพบว่าอ้อยท่ีใส่เช้ือและใส่ปุ๋ยยูเรีย
เต็มอัตราจะมีความสูงมากท่ีสุดเมื่อเทียบในแต่ละกลุ่มท่ีใส่เช้ือ โดยพบว่าต่ารับทดลองท่ีใส่เช้ือ NFB มี
ค่าเฉล่ียผลผลิต 7.17 ตัน/ไร่ มีความสูงเฉล่ีย 157.5 เซนติเมตร ในขณะท่ีต่ารับทดลองท่ีไมใส่เช้ือ NFB 
ค่าเฉล่ียผลผลิต 5.93 ตัน/ไร่ ความสูงเฉล่ีย 141.9 เซนติเมตร ซึ่งน่าจะเป็นเพราะเช้ือท้ัง 2 สายพันธุ์นี้เป็น
เช้ือท่ีผลิตสาร IAA ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลท่ีกล่าวมาข้างต้นในตารางท่ี 4.8 การท่ีผลผลิต/ไร่มีปริมาณ
ค่อนข้างต่่านั้นอาจเป็นเพราะดินท่ีปลูกนี้มีความอุดมสมบูรณ์ต่่ามากและปริมาณน้่าฝนท่ีตกในเขตพื้นท่ีนี้
ตลอดท้ังปีค่อนข้างต่่า รวมท้ังการเก็บเกี่ยวผลผลิตนั้นท่าเมื่ออ้อยมีอายุ เพียง 11 เดือน นอกจากนี้การ
วิเคราะห์ผลผลิตจะเก็บจากต้นอ้อยท่ีอยู่ในแถวที่ 3 ท่ีเป็นแถวกลางท่ีอาจท่าให้ผลผลิตท่ีได้ค่อนข้างต่่า โดย
การปลูกครั้งนี้จะสังเกตได้ว่าทุกต่ารับทดลองอ้อยแถวที่ 1 และ 5 จะมีการเจริญมากกว่าแถวที่ 2 และ 4 
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และเจริญมากกว่าแถวท่ี 3 ตามล่าดับ ท้ังนี้น่าจะเป็นเพราะอ้อยแถวท่ี 1 และ 5 อยู่ริมสุดจึงได้รับสารอาหาร
มากกว่าแถวอื่นเพราะรากด้านหนึ่งไม่ต้องแย่งอาหารกับแถวอื่น รวมท้ังได้รับแสงแดดมากกว่าแถวที่ 2 และ 
4; และแถวท่ี 3 ตามล่าดับ ซึ่งสามารถสังเกตเห็นความแตกต่างด้านคามสูงได้อย่างชัดเจนด้วยตาเปล่า  
ตารางที่ 4.9 ค่าเฉล่ียความสูง เส้นผ่านศูนย์กลางของล่าต้นอ้อย และน้่าหนักสดอ้อย หลังจากปลูกอ้อย
เป็นเวลา 11 เดือน 

Treatment 
ความสูง 
(ซม.) 

เส้นผ่านศูนย์กลางของล าต้นออ้ยบริเวณ  น้ าหนักสด 
(ตัน/ไร่) โคนต้น (มม.) กลางต้น (มม.) ยอด (มม.) 

Control, PK 144.38ab 30.99a 25.85c 25.63a 6.6abc 

Control, ½N-PK 138.11ab 30.52a 26.35bc 21.60b 4.9c 

Control, N-PK 143.34ab 31.70a 28.83abc 28.35a 6.3bc 

3LSO1, PK 145.64ab 30.58a 26.68bc 26.36a 6.5abc 

3LSO1, ½N-PK 152.73ab 30.46a 28.34abc 26.14a 8.2a 

3LSO1, N-PK 161.58ab 31.62a 29.17abc 25.51a 7.2ab 

5LSO2, PK 150.92ab 30.66a 27.37abc 25.25a 6.5abc 

5LSO2, ½N-PK 153.90ab 29.97a 26.98abc 26.28a 7.5ab 

5LSO2, N-PK 163.62ab 31.14a 28.32abc 26.79a 7.1ab 

Mixed, PK 156.13ab 31.24a 27.06abc 26.64a 6.8ab 

Mixed, ½N-PK 159.15ab 30.74a 26.97abc 25.10a 6.6ab 

Mixed, N-PK 174.19a 31.84a 29.83a 26.97a 8.1ab 

ค่าเฉลี่ยรวม 153.64 30.96 27.65 25.89 6.86 
control = No NFB   N-PK = nitrogen, phosphorus, potassium  
3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1  5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2 
Mixed = 3LSO1 ร่วมกับ 5LSO2  
* = ตัวอักษร a ท่ีเหมือนกันแสดงว่าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติท่ี P=0.05 

4.3.5 ผลของการใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ต่อการสะสมธาตุ NPK ในอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็น 
เวลา 3, 6 และ 11 เดือน 
การสะสมปริมาณ Total NPK ในอ้อย (ตารางท่ี 4.10) หลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3 

เดือน พบว่าการใส่เช้ือ NFB ท่ีเป็นเช้ือ 3LSO1 มีการสะสมปริมาณ Total N ในอ้อยในต่ารับทดลองท่ีไม่
ใส่ปุ๋ยยูเรียมากกว่าต่ารับทดลองท่ีใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่งและเต็มอัตรา ตามล่าดับ โดยพบว่าปริมาณ Total N 
และ Total K ในอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 6 เดือน มีแนวโน้มลดลงจากเดือนท่ี 3 ประมาณกึ่งหนึ่ง
และลดลงอีกกึ่งหนึ่งในเดือนท่ี 11 อย่างไรก็ตามเมื่อดูปริมาณ N ท่ี 6 และ 11 เดือน ในกลุ่มท่ีใส่เช้ือแต่
ไม่ใส่หรือใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่งอัตราจะมีค่า Total N สูงกว่าในกลุ่ม Control ที่ไม่ใส่หรือใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่งอัตรา 
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ในขณะท่ีการใส่เช้ือและใส่ปุ๋ยยูเรียเต็มอัตรามีค่า Total N ไม่แตกต่างจากกลุ่ม Control ท่ีใส่ปุ๋ยยูเรีย
นัก ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Sevilla et al (2001)  
ตารางที่ 4.10 ค่าเฉล่ียปริมาณ Total NPK ของต้นอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3, 6 และ 11 เดือน 

Treatment 
ค่าเฉล่ียปริมาณธาตุอาหารในต้นอ้อย 

Total N (%) Total P (%) Total K (%) 
3 MAT 6 MAT 11 MAT 3 MAT 6 MAT 11 MAT 3 MAT 6 MAT 11 MAT 

Control, PK  1.33a 0.58de 0.20c 0.21a 0.14a 0.08ab 3.13a 1.90a 0.82abc 

Control, ½N-PK  1.13abcd 0.52de 0.27bc 0.22a 0.11a 0.08ab 2.35c 0.84a 0.63bc 

Control, N-PK  1.19abcd 0.91b 0.43a 0.23a 0.15a 0.10a 3.07ab 1.85a 0.82abc 

3LSO1, PK 1.22d 0.67cd 0.32abc 0.22a 0.18a 0.12a 2.60abc 1.92a 1.17a 

3LSO1, ½N-PK  0.85bcd 0.86bc 0.36ab 0.23a 0.14a 0.08ab 2.71abc 2.11a 0.84abc 

3LSO1, N-PK  0.50cd 0.84bc 0.36ab 0.22a 0.12a 0.05b 2.60abc 1.49a 0.51c 

5LSO2, PK  1.01d 0.58de 0.25bc 0.22a 0.12a 0.09ab 2.58abc 1.38a 0.82abc 

5LSO2, ½N-PK  1.16abcd 0.74bcd 0.34abc 0.23a 0.14a 0.12a 2.46c 1.28a 1.12a 

5LSO2, N-PK  1.10abcd 1.12a 0.45a 0.24a 0.14a 0.09ab 2.66abc 1.65a 0.89abc 

Mixed, PK 1.06bcd 0.58de 0.24bc 0.21a 0.12a 0.09ab 2.54abc 1.63a 0.90abc 

Mixed, ½N-PK  1.28ab 0.44f 0.25bc 0.20a 0.10a 0.08ab 2.73abc 1.03a 0.84abc 

Mixed, N-PK  1.28abc 0.75bcd 0.35abc 0.22a 0.12a 0.09 2.66abc 1.31a 0.93ab 

ค่าเฉลี่ยรวม 1.09 0.72 0.32 0.22 0.13 0.09ab 2.67 1.53 0.86 

control = No NFB   N-PK = nitrogen, phosphorus, potassium  
3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1  5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2 
Mixed = 3LSO1 ร่วมกับ 5LSO2  MAT  = month after transplant 
Total N = ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด Total P = ปริมาณฟอสฟอรัสท้ังหมด 
Total K = ปริมาณโพแตสเซียมท้ังหมด 
* = ตัวอักษร a ท่ีเหมือนกันแสดงว่าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติท่ี P=0.05 

4.3.6 ผลของการใส่ชีวภัณฑ์เชื้อ NFB ต่อการสะสมธาตุ NPK ในดินหลังจากปลูกอ้อยเป็น 
เวลา 3, 6 และ 11 เดือน 
การวิเคราะหป์ริมาณอินทรียวัตถุในดินในช่วงเดือนท่ี 3, 6 และ 11 เดือน พบว่ามีค่าไม่แตกต่าง

กันในแต่ละต่ารับทดลองและแต่ละช่วงเวลา ส่วนค่าปริมาณ Total N ในเดือนท่ี 6 ท่ีมีค่าสูงโดยรวมสูงขึ้นนั้น
อาจเป็นเพราะได้มีการใส่ปุ๋ยในครั้งท่ี 2 ช่วง 5 เดือน อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่าต่ารับทดลองท่ีใส่/หรือไม่ใส่เช้ือ
และไม่ใส่ปุ๋ยยูเรียก็มีปริมาณ Total N สูงใกล้เคียงกับต่ารับทดลองท่ีมีการใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่ง (½N) หรือเต็มอัตรา 
(N) ท้ัง 3 ช่วงเวลาท่ี 3, 6 และ 11 เดือน ส่าหรับค่า available N ในดินท้ังในรูป NH4

+ และในรูป NO3
- นั้น
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พบว่ามีปริมาณสูงสุดในเดือนท่ี 3 และลดลงในเดือนท่ี 6 และลดลงอีกจนเหลือปริมาณใกล้เคียงกันในทุกต่ารับ
ทดลองในเดือนท่ี 11 โดยค่า available N ในดินในรูป NH4

+ นั้นพบว่าหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3 เดือน ใน
ต่ารับทดลองท่ีไม่ใส่ปุ๋ยยูเรียจะมีค่าต่่ากว่ากลุ่มท่ีใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่ง (½N) และเต็มอัตรา (N) ตามล่าดับ แต่
หลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 6 และ 11 เดือน พบว่าเกือบทุกต่ารับทดลองมีค่าไม่แตกต่างกัน ยกเว้นกลุ่มท่ีใส่
เช้ือผสมและใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่งอัตรา (½N) จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 9.71 และ 0.61 mg/kg ในเดือนท่ี 6 และ 11 
ตามล่าดับ ซึ่งค่า N  ในรูป NH4

+ นี้สัมพันธ์กับค่าในเดือนท่ี 3 ท่ีมีค่าสูงท่ีสุดคือ 23.22 mg/kg ส่าหรับค่า 
available N ในดินในรูป NO3

- พบว่าให้ผลในท่านองเดียวกับค่า available N ในดินในรูป NH4
+ โดยต่ารับ

ทดลองท่ีใส่เช้ือผสมและใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่งอัตราให้ค่า NO3
- สูงท่ีสุดคือ 5.09, 1.57 และ 2.22 mg/kg ในเดือนท่ี 3, 

6 และ 11 ตามล่าดับ (ตารางท่ี 4.11) 
ส่าหรับค่าการวิเคราะห์ Total P นั้นพบว่ามีค่าสูงสุดในเดือนท่ี 3 และลดลงเกือบครึ่งหนึ่ง

ในเดือนท่ี 6 จากนั้นจะเพิ่มขึ้นเล็กน้อยในช่วงเดือนท่ี 11 โดยค่าเฉล่ียรวมของ Total P ในเดือนท่ี 3, 6 
และ 11 คือ 92.59, 50.08 และ 69.04 mg/kg ตามล่าดับ (ตารางท่ี 4.12) 

ส่าหรับค่าการวิเคราะห์ available P และ Total K นั้นพบว่ามีค่าเฉล่ียใกล้เคียงกันในทุก
ต่ารับทดลองและทุกช่วงเวลา ได้แก่ 3, 6 และ 11 เดือน (ตารางท่ี 4.12) ท่ีเก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์  

การท่ีปริมาณเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดและปริมาณเช้ือ NFB ท่ีตรวจพบจากทุกต่ารับทดลองมีค่าไม่
แตกต่างกันท้ังในดิน และในราก ล่าต้นอ้อย อันเนื่องมาจากเช้ืออาจไหลมาปะปนกันซึ่งสามารถยืนยันผลจาก
การติดตามการเปล่ียนแปลงปริมาณและชนิดของเช้ือแบคทีเรียท้ังในดินท่ีเพาะปลูกและในรากและล่าต้นอ้อย
โดยวิธี DGGE (ซึ่งจะกล่าวถึงต่อไปในหัวข้อท่ี 4.4 นั้น) นอกจากนี้ยังเกิดจากความผิดพลาดในการใส่เช้ือ NFB 
หากใส่พร้อมการปลูกจะท่าให้เช้ือสามารถเข้าไปอยู่ในต้นและรากได้มากกว่า ดังนั้นจึงท่าให้ผลการทดลองใน
ครั้งนี้ไม่สามารถสรุปได้อย่างเด่นชัดว่าเช้ือ Enterobacter sp. 3LSO1 และเช้ือ S. maltophilia 5LSO2 จะ
สามารถเพิ่มผลผลิตหรือลดการใช้ปุย๋ยูเรียลงได้ แต่จากการศึกษาก่อนหน้านี้คณะผู้วิจัยได้ศึกษาผลของเช้ือท้ัง 
2 ไอโซเลตนี้ท่ีบ้านพาดปอแดง อ.บ้านแฮด จ.ขอนแก่น โดยเริ่มปลูกเมื่อเดือนธันวาคม 2555 และเก็บเกี่ยว
ผลผลิตเมื่ออ้อยอายุ 14 เดือน (กุมภาพันธ์ 2557) โดยพื้นท่ีแต่ละต่ารับทดลอง 8.5x10 ตารางเมตร ปลูกโดย
ไม่มีช่องว่างระหว่างแถว เก็บเกี่ยวผลผลิตแถวท่ี 3 (แถวกลาง) พบว่าเช้ือท้ัง 2 ไอโซเลตนี้เมื่อใส่ในแปลงโดยให้
ปุ๋ยยูเรียเพียง 1 ใน 3 (⅓N) ของอัตราแนะน่า ไม่ว่าจะเตรียมชีวภัณฑ์โดยใช้เวอร์มิคูไลท์หรือซอยล์เมตเป็น
วัสดุพาหะจะให้ผลผลิตเทียบเท่ากับต่ารับทดลองท่ีใส่ปุ๋ยยูเรียเต็มอัตรา แต่ต่ารับทดลองท่ีใส่เช้ือ NFB ร่วมกับ
การใส่ปุ๋ยยูเรียเพียง 1 ใน 3 (⅓N) ของอัตราแนะน่าท่าให้ปริมาณการสะสมธาตุอาหารในอ้อย ได้แก่ Total N 
และ Ca มีค่าเฉล่ียใกล้เคียงกับต่ารับทดลองควบคุม โดย Total P และ K พบในปริมาณท่ีสูงกว่าต่ารับทดลอง
ควบคุม ส่าหรับปริมาณการสะสมธาตุอาหารในดินในส่วนของ Total P และธาตุอาหารในรูปแบบท่ีพืช
สามารถน่าไปใช้ได้ ได้แก่ NH3

+, NO3
- และ Available P โดยกรรมวิธีทดลองท่ีใช้ผลิตภัณฑ์เช้ือ 

Stenotrophomonas sp. 5LSO2 เตรียมโดยใช้เวอร์มิคูไลท์เป็นวัสดุตัวพา ใส่ปุ๋ย N เพียง 1 ใน 3 ของอัตรา
แนะน่า (⅓NPK) ให้ผลผลิตเป็นตันต่อไร่สูงสุด (สุวรรณา และคณะ, 2557) 
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ตารางที่ 4.11 ค่าเฉล่ียปริมาณอินทรียวัตถุ Total N และ available N ในรูป NH4
+ และ NO3

-ของดินท่ีปลูกอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3, 6 และ 11 เดือน 
 

Treatment 
Soil chemical characteristics 

Organic matter (%) Total N (mg/ kg) Available NH4
+ (mg/ kg) Available NO3

- (mg/ kg) 
3 MAT 6 MAT 11 MAT 3 MAT 6 MAT 11 MAT 3 MAT 6 MAT 11 MAT 3 MAT 6 MAT 11 MAT 

Control, PK  0.30a 0.29a 0.27a 127.49a 143.57a 128.12a 4.21c 4.76b 0.36a 0.96c 0.53b 1.78b 

Control, ½N-PK  0.29a 0.31a 0.30a 125.59a 151.93a 143.82a 19.28bc 5.31ab 0.34a 1.77bc 1.05ab 1.96ab 

Control, N-PK  0.31a 0.26a 0.27a 132.25a 127.52a 131.33a 14.62bc  6.64ab 0.37a 3.55abc 1.73ab 2.54ab 

3LSO1, PK 0.31a 0.32a 0.27a 132.11a 156.44a 129.53a 7.05bc 4.01b 0.38a 1.70bc 0.68b 2.07ab 

3LSO1, ½N-PK  0.29a 0.29a 0.28a 121.65a 144.37a 134.42a 15.66bc 4.38b 0.37a 3.33abc 1.01ab 2.37ab 

3LSO1, N-PK  0.30a 0.30a 0.27a 127.90a 147.95a 131.59a 20.59bc 5.45ab 0.37a 6.32ab 2.96a 2.86a 

5LSO2, PK  0.28a 0.31a 0.24a 120.83a 149.80a 113.31a 5.49c 3.31b 0.76a 1.28c 0.62b 1.84ab 

5LSO2, ½N-PK  0.29a 0.32a 0.26a 123.41a 157.90a 126.83a 15.68bc 4.37b 0.32a 2.57abc 0.89b 2.24ab 

5LSO2, N-PK  0.25a 0.28a 0.24a 123.37a 135.87a 115.50a 18.02bc 5.21ab 0.37a 6.39ab 1.73ab 2.33ab 

Mixed, PK 0.27a 0.30a 0.25a 114.70a 144.50a 120.26a 6.88bc 5.60ab 0.35a 2.29abc 1.07ab 1.93ab 

Mixed, ½N-PK  0.28a 0.31a 0.28a 118.79a 151.00a 135.07a 23.22ab 9.71a 0.61a 5.09abc 1.57ab 2.22ab 

Mixed, N-PK  0.34a 0.32a 0.26a 147.88a 158.69a 122.45a 36.83a 7.23ab 0.30a 6.88a 1.99ab 2.22ab 

ค่าเฉลี่ยรวม 0.29 0.30 0.27 126.33 147.46 127.69 15.63 5.50 0.41 3.51 1.32 2.20 
control = No NFB     N-PK = nitrogen, phosphorus, potassium 3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1 
5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2  Mixed = 3LSO1 ร่วมกับ 5LSO2   MAT  = month after transplant 
* = ตัวอักษร a ท่ีเหมือนกันแสดงว่าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติท่ี P=0.05 
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ตารางที่ 4.12 ค่าเฉล่ียปริมาณอินทรียวัตถุ Total P, available P และ Total K ของดินท่ีปลูกอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 3, 6 และ 11 เดือน 
 

Treatment 
Soil chemical characteristics 

Total P (mg/ kg) Available P (mg/ kg) Total K (mg/ kg) 
3 MAT 6 MAT 11 MAT 3 MAT 6 MAT 11 MAT 3 MAT 6 MAT 11 MAT 

Control, PK  90.35a 54.86a 74.81ab 28.64ab 42.84ab 41.24ab 163.27a 153.20a 179.37a 
Control, ½N-PK  108.30a 54.86a 78.11a 43.80a 40.00abc 47.24a 190.90a 160.27a 174.52ab 
Control, N-PK  86.76a 48.08a 72.03ab 34.94ab 37.42abc 36.74ab 140.66a 139.14a 157.55ab 
3LSO1, PK 98.73a 61.02a 73.80ab 45.95ab 46.72a 39.68ab 158.24a 162.63a 174.52ab 
3LSO1, ½N-PK  81.37a 44.38a 66.95ab 41.59ab 32.42abc 34.74ab 125.59a 155.56a 159.98ab 
3LSO1, N-PK  92.74a 44.38a 73.80ab 34.16ab 28.18bc 38.18ab 120.57a 139.06a 150.28ab 
5LSO2, PK  86.16a 40.68a 66.70ab 27.05b 24.10c 32.99ab 145.69a 155.56a 152.71ab 
5LSO2, ½N-PK  85.56a 45.61a 63.15ab 29.14ab 32.85abc 30.99b 130.61a 141.42a 128.47b 
5LSO2, N-PK  93.94a 47.46a 71.01ab 34.52ab 36.00abc 36.74ab 155.73a 136.70a 169.68ab 
Mixed, PK 101.72a 54.86a 58.33b 35.60ab 35.63abc 32.06ab 140.66a 153.20a 138.68ab 
Mixed, ½N-PK  97.53a 51.16a 62.64ab 32.49ab 40.50abc 35.37ab 148.20a 164.99a 130.89b 
Mixed, N-PK  87.95a 53.63a 67.20ab 33.45ab 38.90abc 36.99ab 153.22a 167.34a 130.89b 
ค่าเฉลี่ยรวม 92.59 50.08 69.04 35.11 36.30 36.91 147.78 152.42 153.96 

control = No NFB     N-PK = nitrogen, phosphorus, potassium 3LSO1 = Enterobacter sp. 3LSO1 
5LSO2 = Stenotrophomonas maltophilia 5LSO2  Mixed = 3LSO1 ร่วมกับ 5LSO2   MAT  = month after transplant 
* = ตัวอักษร a ท่ีเหมือนกันแสดงว่าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติท่ี P=0.05 
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4.4 การตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงชนิดของเชื้อ NFB 
4.4.1  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกชิ้นดีเอ็นเอของเชื้อบริสุทธิ์ Enterobacter sp.,  

3LSO1 และ Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 ด้วยเทคนิค DGGE  
ผลศึกษาการแยกดีเอ็นเอส่วน V3 ของเช้ือบริสุทธิ์ Enterobacter sp., 3LSO1 และ 

Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 โดยใช้ DGGE ในสภาวะท่ีเหมาะสม พบว่าท่ีเปอร์เซ็นต์ 
denaturing gradients ในช่วง 40-60% สามารถแยกแถบ V3 ของเช้ือท้ังสองชนิดออกจากกันได้ชัดเจน 
และพบ V3 ของ S. maltophilia, 5LSO2 มีแถบเดียวตามปกติของเช้ือแบคทีเรียท่ัวไปท่ีมักจะพบแถบ
เดียว แต่พบว่า V3 ของ Enterobacter sp., 3LSO1 มี 3 แถบ ซึ่งเป็นลักษณะพิเศษท่ีมีรายงานในเรื่องนี้
ว่าอาจเป็นเพราะเช้ือมี heterogeneity ของยีน 16s rRNA (Nubel et al, 1996) ดัง Lane 3L ส่าหรับ
เช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และ Lane 5L ส่าหรับเช้ือ S. maltophilia, 5LSO2 ดังแสดงในภาพท่ี 
4.2 ซึ่งใช้เป็นตัวอย่างศึกษา 

4.4.2  การกระจายของเชื้อจุลินทรีย์ทองถ่ินในดินเร่ิมต้นของแปลงเพาะปลูกอ้อย 
การศึกษาการกระจายของเช้ือจุลินทรีย์ท้องถิ่นในดินเริ่มต้นของแปลงเพาะปลูกอ้อยด้วยวิธี

DGGE ในตัวอย่างดินตัวแทนของซ้่าท่ี 3 ผลการศึกษาไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีตรงกับเช้ือ Enterobacter 
sp., 3LSO1 และ S. maltophilia, 5LSO2  ซึ่งแสดงว่าดินในแปลงปลูกไม่มีเช้ือดังกล่าวอยู่ก่อนท่าการ
ทดลองหรืออาจมีแต่น้อยมากจนไม่สามารถตรวจสอบพบได้ด้วยเทคนิค DGGE ดังแสดงในภาพที่ 4.2 

4.4.3  การกระจายของเชื้อ Enterobacter sp., 3LSO1 และ S. maltophilia, 5LSO2  ในดิน 
ผลการศึกษาการกระจายของเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และ S. maltophilia, 

5LSO2 ท่ีมีเช้ือ 2x107 cfu/g ในปริมาณ 5 kg ต่อแปลงทดลองขนาด 8.5 X 8.5 ตารางเมตร เพื่อ
ตรวจสอบเช้ือจุลินทรีย์ท่ีใส่ลงไปในดินและสามารถติดตามได้ด้วยเทคนิค DGGE จากการศึกษาเช้ือจาก
ตัวอย่างดิน (1 g) ท่ีเวลาเริ่มต้น (0 เดือน) หลังจากใส่เช้ือทันที จากผลการทดลอง DGGE ในต่ารับ
ทดลอง T1, T2 และ T3 ท่ีไม่มีการใส่เช้ือท้ัง 2 ชนิด ก็ไม่ปรากฏแถบ V3 ของเช้ือท้ัง 2 ชนิดในตัวอย่าง
ดิน 2 ซ้่า ดังแสดงในภาพท่ี 4.3 (ซ้่าท่ี3) และภาพท่ี 4.4 (ซ้่าท่ี4) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าดินบริเวณท่ีท่าการ
ทดลองไม่มีเช้ือดังกล่าวหรืออีกประการหนึ่งเช้ืออาจมีน้อยมากจึงไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอให้เห็น แต่ส่าหรับ
ต่ารับทดลอง T4, T5 และ T6 ท่ีมีการใส่เช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 ผลการทดลองปรากฏแถบ V3 
จ่านวน 3 แถบในตัวอย่างดินท่ีตรงกับเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และต่ารับทดลอง T7, T8 และ 
T9 มีการใส่เช้ือ S. maltophilia, 5LSO2 ผลการทดลองปรากฏแถบ V3 หนึ่งแถบในตัวอย่างดินท่ีตรง
กับเช้ือ S. maltophilia, 5LSO2 ส่าหรับการทดลองในต่ารับทดลองท่ีใส่เช้ือผสมท้ังสองชนิด ได้แก่ต่ารับ
ทดลอง T10, T11 และ T12 ก็ปรากฏแถบ V3 ของเช้ือท้ังสองชนิด ผลการติดตามเช้ือท่ีใส่ท่ีเวลา 0 
เดือน ด้วยเทคนิค DGGE สามารถติดตามเช้ือท่ีใส่ลงไปได้ 
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ภาพที่ 4.2 DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and soil sample in 40-60 % denaturing gradients of background of soil sample.  

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture)  
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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ภาพที่ 4.3 DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and soil sample in replication 3 (denaturing gradients from 40 to 60 %)  

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture) 
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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ภาพที่ 4.4 DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and soil sample in replication 4 (denaturing gradients from 40 to 60 %) 

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture) 
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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ผลการศึกษาการกระจายของเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และ S. maltophilia, 
5LSO2 ท่ีใส่ลงในแปลงทดลองเมื่ออ้อยมีอายุ 3 เดือน จากการศึกษาในตัวอย่างดินบริเวณรอบรากพืช 
(rhizospere) พบแถบดีเอ็นเอของเช้ือจุลินทรีย์มีความเข้มและจ่านวนแถบเพิ่มขึ้นจากท่ีเวลาเริ่มต้น ซึ่ง
แสดงว่าสภาพแวดล้อมมีความเหมาะสมท่าให้มีปริมาณและความหลากหลายของจุลินทรีย์บริเวณรอบ
รากพืชมีมากขึ้น พบต่าแหน่งแถบ V3 ของเช้ือ S. maltophilia, 5LSO2 กระจายอยู่ทุกต่ารับการ
ทดลอง แต่ไม่พบแถบ V3 จากตัวอย่างดินท่ีตรงกับลักษณะ 3 แถบของเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 
(ภาพที่ 4.5, ซ้่าท่ี 3 และภาพท่ี 4.6, ซ้่าท่ี 4) ผลการทดลองบ่งช้ีว่า S. maltophilia, 5LSO2 สามารถมี
ชีวิตรอดอยู่ในส่ิงแวดล้อมของแปลงทดลองได้ แต่ Enterobacter sp., 3LSO1 ไม่สามารถรอดชีวิตได้ใน
ส่ิงแวดล้อมดังกล่าวเมื่อเทียบกับตัวอย่างดินท่ีใส่เช้ือตอนเริ่มต้นและพบแถบ V3 ของ S. maltophilia, 
5LSO2 กระจายไปในแปลงทดลองอื่นๆ บางแปลงด้วย 

ผลการศึกษาการกระจายของเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และ S. maltophilia, 
5LSO2 ท่ีใส่ลงในแปลงทดลองเมื่ออ้อยมีอายุ 6 เดือน จากการศึกษาในตัวอย่างดินบริเวณรอบโคนต้น
อ้อย พบแถบดีเอ็นเอของเช้ือจุลินทรีย์มีความเข้มและจ่านวนแถบน้อยลงจากท่ี เวลา 3 เดือน ไม่พบ
ต่าแหน่งแถบ V3 ของเช้ือ S. maltophilia, 5LSO2 และ Enterobacter sp., 3LSO1 (ภาพท่ี 4.7, ซ้่าท่ี 
3) ผลการทดลองบ่งช้ีว่า เช้ือ S. maltophilia, 5LSO2 และ Enterobacter sp., 3LSO1 อาจไม่มีชีวิต
รอดหรือมีการเจริญน้อยลงจนไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจน  

ผลการศึกษาการกระจายของเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และ S. maltophilia, 
5LSO2 ท่ีใส่ลงในแปลงทดลองเมื่ออ้อยมีอายุ 11 เดือน ไม่พบต่าแหน่งแถบ V3 ของเช้ือ S. 
maltophilia, 5LSO2 และ Enterobacter sp., 3LSO1 (ภาพท่ี 4.8, ซ้่าท่ี3 และภาพท่ี 4.9, ซ้่าท่ี 4) 
และพบว่าชนิดและปริมาณเช้ือในดินน้อยลงใกล้เคียงกับดินเริ่มต้น 

สรุปผลการศึกษาการกระจายของเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และ S. maltophilia, 
5LSO2  ในดินแปลงเพาะปลูกอ้อย ด้วยเทคนิค Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 
พบว่าสามารถใช้เทคนิค DGGE ติดตามเช้ือแบคทีเรียท่ีใส่ลงไปในดินได้ ผลการติดตามเช้ือท่ีเวลา 3 เดือน
พบว่า เช้ือจุลินทรีย์ท้ังชนิดและปริมาณเพิ่มขึ้นในดินบริเวณรอบรากพืช แต่จะมีปริมาณลดลงท่ี 6 และ 
11 เดือนใกล้เคียงกับดินเริ่มต้น ส่วนเช้ือแบคทีเรียท่ีใส่ลงไปพบว่า S. maltophilia, 5LSO2 สามารถมี
ชีวิตรอดอยู่ในส่ิงแวดล้อมได้ท่ีเวลา 3 เดือน และลดลงท่ีเวลา 6 และ 11 เดือน ส่วน Enterobacter sp., 
3LSO1 ไม่สามารถรอดชีวิตได้ในส่ิงแวดล้อมดังกล่าว ซึ่งแสดงว่า S. maltophilia, 5LSO2 มีชีวิตอยู่ใน
ดินได้ดีกว่า Enterobacter sp., 3LSO1 ซึ่งเป็นลักษณะของ free living nitrogen fixing bacteria 
และจากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าเช้ือมีการปนเป้ือนไปยังแปลงทดลองอื่นได้ด้วย 
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ภาพที่ 4.5 DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and soil sample in 40-60 % denaturing gradients of replication 3 for 3 months of 
plantation  

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture)  
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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ภาพที่ 4.6. DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and soil sample in 40-60 % denaturing gradients of replication 4 for 3 months of 
plantation  

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture)  
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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ภาพที่ 4.7. DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and soil sample in 40-60 % denaturing gradients of replication 3 for 6 months of 
plantation  

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture)  
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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4.4.4 การกระจายของเชื้อ Enterobacter sp., 3LSO1 และเชื้อ S. maltophilia, 5LSO2 
ในรากอ้อย 

ผลการศึกษาการกระจายของเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และเช้ือ S. maltophilia, 
5LSO2 ท่ีใส่ลงในแปลงทดลองในตัวอย่างราก (ภาพที่ 4.8) อายุ 3 เดือน พบแถบดีเอ็นเอในส่วน V3 ของ
เช้ือจากตัวอย่างรากท่ีตรงกับต่าแหน่งของแถบ V3 ของเช้ือ S. maltophilia, 5LSO2 กระจายอยู่เกือบ
ทุกต่ารับการทดลอง แต่ไม่พบแถบ V3 จากตัวอย่างท่ีตรงกับลักษณะ 3 แถบของเช้ือ Enterobacter 
sp., 3LSO1 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเช้ือ S. maltophilia, 5LSO2 สามารถเข้าไปอาศัยอยู่ในรากได้ ส่วนเช้ือ 
Enterobacter sp., 3LSO1 ไม่สามารถมีชีวิตอยู่และเข้าไปอยู่ในรากได้ และผลการศึกษายังพบเช้ือ S. 
maltophilia, 5LSO2 กระจายอยู่ในรากในต่ารับการทดลองอื่นอีกด้วย แสดงว่าเช้ือ S. maltophilia, 
5LSO2 มีการกระจายไปยังแปลงข้างเคียงได้สอดคล้องกับท่ีพบการกระจายในดินในแปลงทดลองอื่นด้วย 
นอกจากนี้ยังพบว่ารากอ้อยแต่ละแปลงทดลองมีความหลากหลายของจุลินทรีย์ (endophyte) ซึ่งอาจ
เกิดจากปัจจัยท่ีดินแต่ละบริเวณมีจุลินทรีย์ท้องถิ่นที่ต่างกันไปบ้างรวมถึงท่อนพันธุ์อ้อยท่ีอาจไม่ได้มาจาก
แหล่งเดียวกัน 

4.4.5 การกระจายของเชื้อ Enterobacter sp., 3LSO1 และเชื้อ S. maltophilia, 5LSO2 
ในล าต้นอ้อย 

ผลการศึกษาการกระจายของเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และเช้ิอ S. maltophilia, 
5LSO2 ท่ีใส่ลงในแปลงทดลองในตัวอย่างต้น (ภาพที่ 4.9) อายุ 3 เดือน พบแถบดีเอ็นเอในส่วน V3 ของ
เช้ือจากตัวอย่างต้นท่ีตรงกับต่าแหน่งของแถบ V3 ของเช้ือ S. maltophilia, 5LSO2 กระจายอยู่เกือบ
ทุกต่ารับการทดลอง แต่ไม่พบแถบ V3 จากตัวอย่างท่ีตรงกับลักษณะ 3 แถบของเช้ือ Enterobacter 
sp., 3LSO1 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า 5LSO2 สามารถเข้าไปอาศัยอยู่ในต้นได้ ส่วน 3LSO1 ไม่สามารถมีชีวิต
อยู่และเข้าไปอยู่ในต้นได้ สอดคล้องกับท่ีไม่พบในตัวอย่างดิน และผลการศึกษายังพบ 5LSO2 กระจาย
อยู่ในต้นในต่ารับการทดลองอื่นอีกด้วย แสดงว่าเช้ือ 5LSO2 มีการกระจายไปยังแปลงข้างเคียงได้
สอดคล้องกับท่ีพบการกระจายในดินในแปลงทดลองอื่นด้วย นอกจากนี้ยังพบว่าว่าต้นอ้อยแต่ละแปลง
ทดลองมีความหลากหลายของจุลินทรีย์ (endophyte) ซึ่งอาจเกิดจากปัจจัยท่ีดินแต่ละบริเวณมีจุลินทรีย์
ท้องถิ่นที่ต่างกันไปบ้างรวมถึงท่อนพันธุ์อ้อยท่ีอาจไม่ได้มาจากแหล่งเดียวกัน  

ผลการศึกษาการกระจายของเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และเช้ิอ S. maltophilia, 
5LSO2 ท่ีใส่ลงในแปลงทดลองในตัวอย่างต้น เมื่ออ้อยมีอายุ 6 เดือน พบแถบดีเอ็นเอของเช้ือจุลินทรีย์มี
ความเข้มและจ่านวนแถบน้อยลงจากท่ีเวลา 3 เดือน และไม่พบต่าแหน่งแถบ V3 ของเช้ือ S. 
maltophilia, 5LSO2 และ Enterobacter sp., 3LSO1 (ภาพท่ี 4.10) ผลการทดลองบ่งช้ีว่า เช้ือ S. 
maltophilia, 5LSO2 และ Enterobacter sp., 3LSO1 อาจไม่มีชีวิตรอดหรือมีการเจริญน้อยลงจนไม่
ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจน  
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ภาพที่ 4.8 DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and sugarcane root in 40-60 % denaturing gradients of replication 1 for 3 months of 
plantation  

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture)  
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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ภาพที่ 4.9. DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and sugarcane stalk in 40-60 % denaturing gradients of replication 1 for 3 months of 
plantation  

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture)  
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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ภาพที่ 4.10 DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and sugarcane stalk in 40-60 % denaturing gradients of replication 1 for 6 months of 
plantation  

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture)  
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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ผลการศึกษาการกระจายของเช้ือ Enterobacter sp., 3LSO1 และเช้ือ S. maltophilia, 
5LSO2 ท่ีใส่ลงในแปลงทดลองในตัวอย่างต้น เมื่ออ้อยมีอายุ 11 เดือน ไม่พบต่าแหน่งแถบ V3 ของเช้ือ 
S. maltophilia, 5LSO2 และ Enterobacter sp., 3LSO1 (ภาพที่ 4.11, ซ้่าท่ี 1 และภาพที่ 4.12, ซ้่าท่ี 
2) และพบว่าชนิดและปริมาณเช้ือในต้นน้อยลง ซึ่งผลการทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาใน
ตัวอย่างดิน 

Govindarajan et al (2007) ก็มีการรายงาน เช้ือ endophyte diazotroph จากรากและล่า
ต้นของอ้อย ท่ีส่งเสริมการเจริญของอ้อยและข้าว คือ Pseudomonas, Burkholderia และ Klebsiella 
pneumoniae  ซึ่งรายงานนี้เป็นครั้งแรกท่ีแสดงว่า S. maltophilia, 5LSO2 ท่ีศึกษาท้ังในรากและต้น
อ้อย มีความสามารถตรึงไนโตรเจน เป็นท้ัง free living และ endophyte ในอ้อย 
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ภาพที่ 4.11. DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and sugarcane stalk in 40-60 % denaturing gradients of replication 1 for 12 months of 
plantation  

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture) 
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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ภาพที่ 4.12 DGGE separation pattern of V3 of 16S rRNA gene derived from pure culture 
and sugarcane stalk in 40-60 % denaturing gradients of replication 2 for 12 months of 
plantation  

3L= Enterobacter sp., 3LSO1 (pure culture)  
5L = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2 (pure culture)  
T1-T3 = Control, no NFB  
T4-T6 = Enterobacter sp., 3LSO1  
T7-T9 = Stenotrophomonas maltophilia, 5LSO2  
T10-T11= Mixed; Enterobacter sp., 3LSO1 mixed with S. maltophilia, 5LSO2 
Arrows indicate V3 region of 16s rRNA gene 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
  

งานวิจัยนี้สามารถสรุปผลได้เป็นข้อๆ ดังนี้ 
1. การเตรียมชีวภัณฑ์เช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนด้วยการใช้ซอยล์เมตเป็นวัสดุตัวพาแล้วเก็บ

ไว้ที่อุณหภูมิห้องนานเป็นเวลา 45 วัน เช้ือยังคงมีชีวิตอยู่ในปริมาณเท่าเดิมไม่เปล่ียนแปลง 
2. ชีวภัณฑ์เช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีใส่ในแปลงทดลองไม่มีผลต่อค่าความช้ืน ความเป็น

กรด-ด่าง และค่าการน่าไฟฟ้าของดินท่ีใช้ปลูก 
3. ชีวภัณฑ์เช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีใส่ในแปลงทดลองท่าให้เช้ือสามารถเข้าไปอยู่ในราก

และล่าต้นอ้อยได้ พบปริมาณเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดเพิ่มขึ้นตามล่าดับ จากเดือนท่ี 3 เพิ่มขึ้นเล็กน้อยใน  
เดือนท่ี 6 และเพิ่มข้ึนอีกเล็กน้อยในเดือนท่ี 11  

4. ชีวภัณฑ์เช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีใส่ในแปลงทดลองท่าให้ผลผลิตอ้อยท่ีได้มีค่าความ
หวาน Polarity, Fiber, CCS และ Purity ของอ้อยหลังจากปลูกอ้อยเป็นเวลา 11 เดือนใกล้เคียงกัน  

5. ชีวภัณฑ์เช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีใส่ในแปลงทดลองท่าให้ผลผลิตอ้อย (ตัน/ไร่) ในต่ารับ
ทดลองท่ีใส่เช้ือ NFB มีค่าเฉล่ียมากกว่าต่ารับทดลองท่ีไมใส่เช้ือ NFB  

6. ต่ารับทดลองท่ีไม่ใส่หรือใส่ปุ๋ยยูเรียครึ่งอัตราร่วมกับการใส่ชีวภัณฑ์เช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน
จะมีจ่านวนต้นและน้่าหนักแห้งใกล้เคียงหรือมากกว่าต่ารับทดลองท่ีไม่ใส่เช้ือ NFB แต่ใส่ปุ๋ยยูเรียเต็มอัตรา 

7. เทคนิค DGGE สามารถใช้ติดตามเช้ือแบคทีเรียท่ีใส่ลงไปในดินได้ โดยเปอร์เซ็นต์ 
denaturing gradients ในช่วง 40-60% สามารถแยกแถบ V3 ของเช้ือท้ังสองชนิดออกจากกันได้ชัดเจน 
และพบ V3 ของ S. maltophilia, 5LSO2 มีแถบเดียวตามปกติของเช้ือแบคทีเรียท่ัวไปท่ีมักจะพบแถบ
เดียว แต่พบว่า V3 ของ Enterobacter sp., 3LSO1 มี 3 แถบ ซึ่งเป็นลักษณะพิเศษซึ่งมีรายงานในเรื่อง
นี้ว่าอาจเป็นเพราะเช้ือมี heterogeneity ของยีน 16s rRNA  

8. ผลการติดตามเช้ือในดินท่ีเวลาต่างๆ พบว่า S. maltophilia, 5LSO2 มีชีวิตอยู่ในดินได้
ดีกว่า Enterobacter sp., 3LSO1 โดยพบปริมาณเช้ือท่ี 3 เดือน มากกว่าท่ี 6 และ 11 เดือน  

9. ผลการศึกษาการกระจายของเช้ือในดิน ราก และต้นอ้อย แสดงให้เห็นว่าเช้ือมีการปนเปื้อน
ไปยังต่ารับทดลองหรือแปลงทดลองอื่นด้วย  

10. พบความหลากหลายของจุลินทรีย์มีความแตกต่างกันใน ดิน ราก และต้นอ้อย รวมท้ัง
ระยะเวลา 

11. รายงานนี้เป็นครั้งแรกท่ีแสดงว่า S. maltophilia, 5LSO2 ท่ีศึกษาท้ังใน ดิน รากและต้น
อ้อย มีความสามารถตรึงไนโตรเจน เป็นท้ัง free living และ endophyte ในอ้อย 
 



52 
 

 ข้อเสนอแนะส่าหรับงานวิจัยนี้ 
 ผลการศึกษาการเจริญเติบโตของอ้อยทุกแปลงในแต่ละต่ารับทดลองพบว่าการปลูกอ้อยจ่านวน 
5 แถวและมีการเว้นร่องรอบแปลงทดลองท่าให้อ้อยท่ีอยู่แถวริมสุดท้ัง 2 ด้านมีการเจริญเติบโตมากท่ีสุด 
และแถวท่ีอยู่ตรงกลางมีการจริญเติบโตน้อยท่ีสุด ดังนั้นจึงควรท่าการทดลองแบบ split plot โดยให้ 
main plot เป็นชุดของเช้ือ และ sub plot เป็นชุดของการใส่ปุ๋ย และควรขุดร่องน้่ารอบแปลงท่ีเป็น 
main plot เพื่อป้องกันการปนเป้ือนของเช้ือในแต่ละแปลงของ main plot นอกจากนี้ควรเพิ่มแถวการ
ปลูกอ้อยที่เป็นแถวป้องกัน (guard raw) ซึ่งจะมีการเจริญเติบโตของอ้อยมากกว่าแถวด้านใน โดยแปลง
ทดลองต้องไม่มีความลาดเอียงเลย ประการสุดท้ายคือ ควรใส่เช้ือ NFB พร้อมกับการปลูกอ้อยในแปลง
เพื่อให้เช้ือสามารถเข้าสู่อ้อยได้ทันทีท่ีปลูก หรือให้เช้ืออยู่ใกล้ตาอ้อยมากท่ีสุด 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเช้ือ 
 

1. LB (Luria-Bertani) broth (1 L) 
Tryptone     10.0  g 
Yeast extract        5.0 g 
Sodium chloride     10.0  g 

pH 7.0 ± 0.2 
 
2. LGIP medium (1 L) 

K2HPO4      0.2 g  
KH2PO4      0.6 g 
MgSO4

.7H2O     0.2 g 
CaCl2

.2H2O     0.02 g  
Na2MoO4

.2H2O     0.002 g 
FeC13

.6H2O     0.01 g 
0.5% Bromothymol blue in 0.2 M KOH   5 ml  
Agar       15 g 
Carbon substrate (sucrose)   100 g 

pH 5.5 หรือ 7.0 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมีที่ใช้เตรียม DGGE 

 
1. 1% agarose gel  

ชั่ง agarose powder 0.5 g เติม 1x TAE buffer ให้ได้ปริมาตร 50 ml 
 

2. 40% acrylamide/bis-acrylamide 
ใช้น้ ายาส าเร็จรูป 40% (w/v) Acrylamide/bis-acrylamide 37.5:1 solution ของบริษัท 

Amresco® (USA) 
 

3. 10% APS 
ชั่ง Ammonium persulfate (APS) 0.035 g ละลายในน้ ากลั่น 350 µl 

 
4. 100% formamide 

ใช้น้ ายาส าเร็จรูป  formamide 100% ของบริษัท Amresco® (USA) 
 

5. 7 M Urea 
ชั่ง Urea 21g ลงในส่วนผสมที่ประกอบด้วย 10 ml ของ 40% acrylamide/bis-acrylamide  

และ 20 ml ของ 100% formamide ปรับปริมาตรด้วย Deionized water ให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 
100 ml 

 
6. 50x TAE buffer solution 

Tris base   242  g 
Glacial acetic acid    57.1  ml  
0.5 M EDT A, pH8.0   100  ml  
ละลาย Tris-base และ 0.5 M EDTA ในน้ ากลั่น จากนั้นเติม Glacial acetic acid คนให้เข้ากัน 

ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน้ าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 ºC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น
เวลา 15 นาที 
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