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บทคัดย่อ
ดินเค็มเป็นปัญหาสำ�คัญในการปลูกข้าว ความเค็มของดินส่งผลให้พืชชะงักการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืชลดลง กลยุทธ์
หนึ่งที่ช่วยพืชให้สามารถทนทานต่อสภาวะความเค็มของดินได้คือ การใช้แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโต 
ของพืช (PGPR) การศึกษาครั้งนี้จึงนำ�แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 มาทดสอบความสามารถสร้างสารไซเดอโรฟอร์  
ฮอรโ์มนพชื IAA และเอนไซม ์ACC deaminase (ACCD) ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่สีารละลายโซเดียมคลอไรด์ 200-1,000 มลิลโิมลาร ์
และศกึษาความสามารถในการสง่เสรมิการเจรญิเตบิเตบิโตของตน้ขา้ว (Oryza sativa L. cv. KDML105) ผลทดสอบคณุสมบตัใิน
การสรา้งสารไซเดอโรฟอร ์ฮอรโ์มนพชื IAA และเอนไซม ์ACCD ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่สีารละลายโซเดยีมคลอไรดไ์ด ้สามารถทน
เกลอืโซเดยีมคลอไรดไ์ดท้ีค่วามเขม้ขน้ 5% (w/v) และพบวา่แบคทเีรยี P. putida ATCC 17484 สามารถสง่เสรมิการเจรญิเตบิโต
ของต้นข้าวได้ โดยมีความยาวราก ความยาวลำ�ต้น น้ำ�หนักสดลำ�ต้น และน้ำ�หนักแห้งลำ�ต้นเพิ่มขึ้นดีกว่าต้นข้าวที่ไม่ได้รับเชื้อ 
แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี้มีคุณสมบัติเป็น PGPR ที่สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นข้าวในสภาวะดินเค็มได้

คำ�สำ�คัญ: 	 แบคทีเรียซูโดโมแนส พูทิด้า ไซเดอโรฟอร์ ฮอร์โมนพืช IAA เอนไซม์ ACCD สภาวะความเค็ม

Abstract
Soil salinity is a serious problem in rice cultivation causing plants to stop growing and resulting in reducing crop yields. 
One of the strategies to enable plants to tolerate saline soils is to use plant growth-promoting bacteria (PGPR). In 
this study, Pseudomonas putida ATCC 17484 was used to test the ability to produce siderophore, indole-3-acetic acid 
(IAA) and 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACCD), in the broth media supplemented with 200-1,000 
mM NaCl solution, and to evaluate the ability to promote the growth of rice plant (Oryza sativa L. cv. KDML105). The 
results showed that the bacteria produced siderophore, IAA and ACCD in the presence of 200-1000 mM of NaCl 
solution, under 5% (w/v) NaCl. It was found that P. putida ATCC 17484 could promote the growth of rice seedlings. 
The root length, shoot length, shoot fresh weight and shoot dry weight were higher than those of rice seedlings grown 
without bacteria. This study shows that this bacterium is a PGPR and can promote the growth of rice seedling in 
saline soil conditions.
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บทนำ�
ปัญหาความเค็มของดิน เนื่องจากปริมาณเกลือในดินสูงเป็น
หนึ่งปัจจัยความเครียดที่สำ�คัญสำ�หรับพืช (Yan et al., 201) 
เกลอืในดนิทำ�ใหเ้กดิความดนัออสโมตกิ สง่ผลใหก้ารดดูซมึน้ำ�  
สารอาหารของรากพืชลดลง และพืชท่ีปลูกในพ้ืนท่ีดินเค็ม
ลำ�ต้นจะมีลักษณะแคระเเกร็น ส่งผลให้การเจริญเติบโต
และผลผลิตพืชลดลง (Paul & Lade, 2014 ; Patil, 2015) 
นอกจากนี้การใช้สารเคมีหรือปุ๋ยเคมีทำ�การเกษตรสะสมเป็น
ระยะเวลายาวนานยังส่งผลต่อสภาพแวดล้อมและความอุดม
สมบูรณ์ของดินลดลง (Rütting et al., 2018) การแก้ปัญหา
ดินเค็มนั้นอาจใช้วิธีการพันธุวิศวกรรมสร้างพืชที่ต้านทานต่อ
ความเครยีดพชืได ้(Honma & Shimomura, 1978 ; Vaishnav  
et al., 2016) เช่นรายงานวิจัยของ (Grover et al., 2003) 
พัฒนายีนที่ทนต่อความเครียดในพืชต้นแบบเช่น ยาสูบ, ต้น 
อะราบิดอฟซิส (Arabidopsis) และข้าว ซ่ึงวิธีทางพันธุ
วิศวกรรมนี้อาจใช้ระยะเวลานานและมีต้นทุนสูง ดังนั้นการใช้
จุลินทรีย์ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชโดยอาศัยแบคทีเรีย
ที่มีชีวิตอิสระในดินและบริเวณรอบรากพืช Plant Growth-
promoting Rhizobacteria (PGPR) ซ่ึงจุลินทรีย์กลุ่มนี้  
สามารถปรับตัวและเจริญเติบโตรอบรากพืชได้อย่างรวดเร็ว
และช่วยเพิ่มการเจริญเติบโตของพืชผ่านกลไกทางตรงและ
ทางออ้มหลายอยา่ง (Kloepper & Schroth, 1978 ; Kloepper, 
1993 ; Ahemad & Kibret, 2014 ; Goswami et al., 2016) โดย
การสร้างสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth 
regulators) เช่น ฮอร์โมนพืช IAA (indole-3-acetic acid),  
จิบเบอเรลลิน (gibberellins) และไซโตไคนิน (cytokinins)  
(Patten & Glick, 2002 ; Kang et al., 2014) ช่วยลดระดับ 
เอทิลีนในพืชโดยการย่อยสลายเอนไซม์ 1-aminocyclo-
propane-1-carboxylate (ACC) deaminase (Han et al., 
2015 ; Wang et al., 2018) ละลายฟอสเฟต (Srivastava &  
Srivastava, 2020) ช่วยดูดซับละลายสารอาหารและการตรึง
ไนโตรเจนทางชวีภาพ (Richardson et al., 2009) สรา้งไซเดอ
โรฟอร์ (siderophore) เพื่อจับอิออนของเหล็กในสิ่งแวดล้อม 
(Haas & Défago, 2005 ; Neal & Ton, 2013) สามารถผลิต
ยาปฏิชีวนะหรือสารต้านเชื้อราภายนอกเซลล์เช่น กลูแคเนส, 
ไคติเนส, ซาลิไซลิก, แอซิด และไซยาไนด์ (Bakker et al., 
2013 ; Kamou et al., 2015)

	 PGPR ที่มีการศึกษาแล้วว่าสามารถกระตุ้นการ
เจริญเติบโตของพืชได้แก่สกุล Acetobacter, Azospirillum,  
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,  
Klebsiella, Pseudomonas และ Serratia (Glick, 1995; 
Jones et al., 2007; Barea, 2015) และหนึ่งสายพันธุ์ที่โดด
เด่นคือ Pseudomonas putida ซึ่งเป็น Rhizobacterium  
ที่สามารถใช้ประโยชน์ได้หลากหลายทางการเกษตร  

(Hassan et al., 2011) มีรายงานว่าแบคทีเรีย P. putida  
สายพันธุ์ TSAU1 สามารถสร้างฮอร์โมนพืช IAA และส่งเสริม
การเจริญเติบโตพืชได้ (Hernández-Montiel et al., 2017) 
เช่นเดียวกับรายงานวิจัยของ Egamberdieva et al (2009)  

พบว่า P. putida สร้างฮอร์โมนพืช IAA และสามารถส่งเสริม
การเจริญเติบโตข้าวสาลีในสภาวะความเค็มได้

	 ดังนั้น งานวิจัยครั้งนี้จึงเลือกตรวจสอบแบคทีเรีย 
PGPR ที่มีคุณสมบัติในการเป็นแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญ
เติบโตของพืชและช่วยพืชทนทานต่อสภาวะความเค็มได้

วิธีการทดลอง
	 1. ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียและการทำ�ให้เชื้อบริสุทธิ์ 
เชื้อแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 (ATCC: The  
American Type Culture Collection) ถูกทำ�ให้บริสุทธิ์
บนอาหารแข็งสูตร Nutrient agar (NA) บ่มที่อุณหภูมิ 29  
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง

	 2. การสง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของพชื (Plant growth 
promoting; PGP) ทดสอบการสร้างสารไซเดอโรฟอร์ตามวิธี
การของ Rungin et al (2012) นำ�เชื้อแบคทีเรียที่เจริญบน
อาหารแข็งสูตร NA (ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 มิลลิเมตร) 
ไปวางในจานเพาะเชื้อที่มีอาหารแข็งสูตร Chrome azurol S 
(CAS) (Schwyn & Neiland, 1987) และเตมิสารละลายโซเดยีม
คลอไรด์ 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 มิลลิโมลาร์ (ทำ� 
3 ซ้ำ�) บ่มที่อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ 
เชื้อแบคทีเรียที่สร้างไซเดอรโรฟอร์ได้จะปรากฏฮาโลโซน
รอบ ๆ โคโลนีเป็นสีส้ม จากนั้นทดสอบการสร้างฮอร์โมนพืช 
IAA ในอาหารเหลวสูตร Yeast extract-Dextrose (YD) ที่เติม
สารละลายโซเดยีมคลอไรค ์0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 
มิลลิโมลาร์ ตามวิธีการของ Sadeghi et al (2012) บ่มบน
เครื่องเขย่าตลอดเวลาที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
29 องศาเซลเซียสในที่มืดเป็นเวลา 1 สัปดาห์ แล้วนำ�ไปปั่น
เหวี่ยงเพื่อเก็บสารละลายส่วนใสไปทดสอบการสร้างฮอร์โมน
พืช IAA ด้วยสารละลาย Salkowski reagent ตามวิธีการของ 
Ahmad et al (2008) จากนั้นวัดการเจริญของเชื้อ โดยการ
หาน้ำ�หนักแห้ง ทดสอบการสร้างเอนไซม์ ACCD ในอาหาร
ที่มี ACC เป็นแหล่งไนโตรเจนเพียงแหล่งเดียว (Honma & 
Shimomur, 1978) โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหารแข็งสูตร 
Minimal medium (Hopwoo, 1967) Minimal medium ที่เติม  
0.1% (NH

4
)
2
SO

4
 และ Minimal medium ที่เติม ACC 0.3  

มิลลิโมลาร์ (ทำ� 3 ซ้ำ�) บ่มที่อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 สัปดาห์ เชื้อท่ีสามารถเจริญได้ในอาหาร Minimal  
medium ทีเ่ตมิ ACC แสดงวา่มกีารสรา้งเอนไซม ์ACCD ตาม
วิธีการของ El-Tarabil (2008) จากนั้นทดสอบกิจกรรมการ
สรา้งเอนไซม ์ACCD ตามวธิกีารของ Jaemsaeng et al (2018) 
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นำ�เชื้อแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเหลวสูตร YD มาล้างเซลล์
ดว้ย 0.9% Normal Saline และดดูเซลลป์รมิาตร 10 ไมโครลติร
ไปเลี้ยงต่อในอาหาร Minimal medium ท่ีเติม ACC 0.3  
มิลลิโมลาร์ นำ�ไปบ่มบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อ
นาท ีอณุหภมิูหอ้งเปน็เวลา 72 ชัว่โมง จากนัน้นำ�ไปปัน่เหวีย่ง
เพือ่เกบ็สารละลายสว่นใสและยา้ยใสห่ลอดทดลองใหม ่แลว้จงึ
เติมสารละลาย 2,4-Dinitro-phenylhydrazine และวัดปริมาณ
การสร้างเอนไซม์ ACCD ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 
ที่ค่าการดูดกลืนแสง 540 นาโนเมตร 

	 3. ทดสอบความสามารถทนเค็ม 0-7% (w/v) ด้วย
การนำ�เชื้อแบคทีเรียไปเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร YD ที่เติม
เกลือโซเดียมคลอไรด์ 1-7% (w/v) (ทำ� 3 ซ้ำ�) บ่มที่อุณหภูมิ 
29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ 

	 4. การศึกษากิจกรรมการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ข้าว (Oryza sativa L. cv. KDML 105) ทำ�การฆ่าเชื้อบน
ผิวเมล็ดข้าวด้วย 70% เอทานอล เป็นเวลา 5 นาที และ 1%  
โซเดียมไฮเปอคลอไรด์ เป็นเวลา 5 นาที ล้างให้สะอาดอีก
ครั้งด้วยน้ำ�กลั่นปราศจากเชื้อ และแช่เมล็ดในน้ำ�กลั่นเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง นำ�เมล็ดมาคลุกกับเชื้อ (106 CFU/ml) เป็น
เวลา 4 ชั่วโมง ตามวิธีของ Rungin et al. (2012) จากนั้นนำ�
ไปทดสอบอัตราการงอกเมล็ด ซึ่งเมล็ดที่ไม่ได้รับเชื้อเป็นชุด
ควบคุม โดยนำ�เมล็ดมาเรียงในเพลทที่มีกระดาษเยื่อและเติม
สารละลายโซเดยีมคลอไรด ์0, 75 และ 150 มลิลโิมลาร ์ทำ�การ
ทดลองชดุละ 30 เมลด็ (ทำ� 5 ซ้ำ�) ทิง้ไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้งในทีม่ดื
เป็นเวลา 3 วันและอีก 4 วันในที่มีแสงตามวิธีของ Ramadoss  
et al. (2013) สำ�หรบักจิกรรมการสง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของ
ตน้กลา้ขา้วในสภาวะโรงเรอืนจะคดัเลอืกตน้ขา้วทีม่คีวามแขง็
แรงอายุ 1 สัปดาห์มาทำ�การตัดปลายรากด้วยเทคนิคปลอด
เชื้อ แล้วจึงย้ายต้นข้าวที่ได้รับเชื้อและไม่ได้รับเชื้อไปปลูกใน
กระถางที่มีดินและเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 0, 75 และ 150 
มิลลโิมลาร ์โดยแตล่ะชดุการทดลองถกูนำ�มาเกบ็รกัษาไวภ้าย
ใต้สภาวะโรงเรือนและรดน้ำ�วันละ 1 ครั้งหลังจากครบ 15 วัน
จึงใส่ปุ๋ย และเมื่อครบระยะเวลา 30 วัน จึงวัดความยาวราก 
ความยาวลำ�ต้น และชั่งน้ำ�หนักสด น้ำ�หนักแห้ง 

	 5. การวิเคราะห์ข้อมูลผลทางสถิติ วิเคราะห์โดยใช้
โปรแกรม Minitab เวอร์ชั่น 18 และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของ
แต่ละชุดทดลองโดยใช้ Tukey Multiple Comparison ที่ระดับ
นัยสำ�คัญทางสถิติ P<0.05

ผลการทดลองและวิจารณ์ผล
	 1. การทำ�ให้เชื้อบริสุทธิ์พบว่า สามารถทำ�ให้เชื้อ
แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 แยกเป็นโคโลนีเดียวและ
บริสุทธิ์ได้ (Figure 1)

	 2. การสง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของพชื (PGP) พบวา่ 
แบคทเีรยี P. putida ATCC 17484 สรา้งไซเดอโรฟอรไ์ดส้งูสดุ 
2.20 เซนติเมตร ในอาหารแข็งสูตร CAS ที่ไม่เติมสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ แต่เมื่อสารละลายโซเดียมคลอไรด์เพิ่มขึ้น
ความสามารถในการสรา้งไซเดอโรฟอรจ์ะคอ่ยๆ ลดลงคอื 1.33, 
1.20, 0.77, 0.47 และ 0.33 เซนติเมตร ที่ระดับความเข้มข้น 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 200, 400, 600, 800 และ 1,000 
มิลลิโมลาร์ ตามลำ�ดับ (Table 1, Figure 2) สอดคล้องกับงาน
วิจัยของ Deshwal et al. (2013) พบว่าแบคทีเรีย P. putida 
สร้างสารไซเดอโรฟอร์ได้ในอาหารแข็งสูตร CAS ที่เติมเกลือ
โซเดียมคลอไรด์สูงถึง 2.25% ผลการสร้างฮอร์โมนพืช IAA 
สำ�หรับเชื้อแบคทีเรียที่สร้างฮอร์โมนพืช IAA ได้สารละลาย
จะเปลี่ยนเป็นสีส้มอมชมพูและหากไม่มีการสร้างฮอร์โมนพืช 
IAA สารละลายจะไมเ่ปลีย่นสหีรอืยงัคงสนี้ำ�ตาลอมเหลอืงของ
อาหารเม่ือนำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสง โดยพบว่าแบคทีเรีย  
P. putida ATCC 17484 สรา้งฮอรโ์มนพชื IAA ไดส้งูสดุ 17.18 
ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร ทีร่ะดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดยีม
คลอไรด์ 400 มิลลิโมลาร์ และการเจริญเติบโตสูงสุด 109.33 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ระดับความเข้มข้นสารละลายโซเดียม
คลอไรด ์800 มลิลโิมลาร ์นัน่คอืเมือ่สารละลายโซเดยีมคลอไรด์ 
เพิ่มสูงขึ้นการสร้างฮอร์โมนพืช IAA และการเจริญเติบโตจะ
ค่อยๆ ลดลง (Table 1, Figure 3) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Deshwal et al. (2013) รายงานว่าแบคทีเรีย P. putida 
สรา้งฮอรโ์มนพชื IAA ได้และสามารถเจรญิเติบโตได้ในสภาวะ
ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด์ 2.25 และ 2.50% ตามลำ�ดับ เช่น
เดียวกับ P. putida สายพันธุ์ R4 สามารถสร้างฮอร์โมนพืช 
IAA ได ้8.9 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร ทีร่ะดบัความเขม้สารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 1.5% หรือ 257 มิลลิโมลาร์ (Egamberdieva 
et al., 2015) ผลการสร้างเอนไซม์ ACCD พบว่าแบคทีเรีย  
P. putida ATCC 17484 สามารถเจรญิเติบโตได้ในอาหารแขง็
สตูร Minimal medium ทีเ่ตมิ ACC สามารถเปลีย่น ACC โดย
ใชเ้อนไซม ์ACCD ใหเ้ป็นแอมโมเนยีและ Ketobutyrate ซึง่นำ�
ไปใช้เพื่อดำ�รงชีวิตและเจริญได้ (El-Tarabily, 2008) และพบ
ว่ามีกิจกรรมการสร้างเอนไซม์ ACCD ได้สูงถึง 126.50 nmol 
α-keto mg protein-1h-1 ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง ในขณะที่ 

 

 

ฮอรโ์มนพชื IAA ดว้ยสารละลาย Salkowski reagent 
ตามวธิกีารของ Ahmad et al. (2008)31 จากนัน้วดัการ
เจริญของเชื้อ โดยการหาน้ําหนักแห้ง ทดสอบการ
สรา้งเอนไซม ์ACCD ในอาหารทีม่ ีACC เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนเพยีงแหล่งเดยีว5 โดยเลีย้งเชือ้แบคทเีรยีบน
อาหารแขง็สูตร Minimal medium32 Minimal medium 
ทีเ่ตมิ 0.1% (NH4)2SO4 และ Minimal medium ทีเ่ตมิ 
ACC 0.3 มลิลโิมลาร ์(ทํา 3 ซํ้า) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ29 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 สปัดาห์ เชื้อที่สามารถ
เจรญิไดใ้นอาหาร Minimal medium ทีเ่ตมิ ACC 
แสดงวา่มกีารสรา้งเอนไซม ์ACCD ตามวธิกีารของ El-
Tarabily (2008)33 จากนัน้ทดสอบกจิกรรมการสรา้ง
เอนไซม ์ACCD ตามวธิกีารของ Jaemsaeng et al. 
(2018)34 นําเชือ้แบคทเีรยีทีเ่จรญิในอาหารเหลวสูตร 
YD มาลา้งเซลล์ดว้ย 0.9% Normal Saline และดูด
เซลล์ปรมิาตร 10 ไมโครลติรไปเลี้ยงต่อในอาหาร 
Minimal medium ทีเ่ตมิ ACC 0.3 มลิลโิมลาร ์นําไป
บ่มบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาท ี
อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากนัน้นําไปป ัน่
เหวี่ยงเพื่อเก็บสารละลายส่วนใสและย้ายใส่หลอด
ทดลองใหม่  แล้วจึง เติมสารละลาย  2,4-Dinitro-
phenylhydrazine และวดัปรมิาณการสรา้งเอนไซม ์
ACCD ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมเิตอร์ที่ค่าการ
ดดูกลนืแสง 540 นาโนเมตร  
 3. ทดสอบความสามารถทนเคม็ 0-7% (w/v) 
ด้วยการนําเชื้อแบคทีเรยีไปเลี้ยงบนอาหารแขง็สูตร 
YD ทีเ่ตมิเกลอืโซเดยีมคลอไรด ์1-7% (w/v) (ทํา 3 
ซํ้า) บ่มที่อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
สปัดาห ์ 
 4.  ก า ร ศึ ก ษ า กิ จ ก ร ร ม ก า ร ส่ ง เ ส ริ ม ก า ร
เจรญิเตบิโตขา้ว (Oryza sativa L. cv. KDML 105) 
ทําการฆ่าเชื้อบนผิวเมล็ดข้าวด้วย 70% เอทานอล 
เป็นเวลา 5 นาทแีละ 1% โซเดยีมไฮเปอคลอไรด ์เป็น
เวลา 5 นาที ล้างให้ส ะอาดอีกครัง้ด้วย น้ํากลัน่
ปราศจากเชื้อ และแช่เมล็ดในน้ํากลัน่เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง นําเมลด็มาคลุกกบัเชือ้ (106 CFU/ml) เป็น
เวลา 4 ชัว่โมง ตามวธิขีอง Rungin et al. (2012)28 
จากนัน้นําไปทดสอบอัตราการงอกเมล็ด ซึ่งเมล็ดที่
ไม่ได้รบัเชื้อเป็นชุดควบคุม โดยนําเมล็ดมาเรียงใน

เพลทที่มกีระดาษเยื่อและเตมิสารละลายโซเดยีมคลอ
ไรด ์0, 75 และ 150 มลิลโิมลาร ์ทาํการทดลองชุดละ 
30 เมล็ด (ทํา 5 ซํ้า) ทิ้งไวท้ี่อุณหภูมหิอ้งในที่มดืเป็น
เวลา 3 วันและอีก  4 วัน ในที่มีแสงตามวิธีของ 
Ramadoss et al. (2013)35 สําหรบักจิกรรมการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าวในสภาวะ
โรงเรือนจะคดัเลือกต้นข้าวที่มีความแข็งแรงอายุ 1 
สปัดาห์มาทําการตดัปลายรากด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ 
แล้วจงึยา้ยตน้ขา้วทีไ่ดร้บัเชื้อและไม่ไดร้บัเชื้อไปปลูก
ในกระถางทีม่ดีนิและเตมิเกลอืโซเดยีมคลอไรด ์0, 75 
และ 150 มลิลโิมลาร ์โดยแต่ละชุดการทดลองถูกนํามา
เกบ็รกัษาไวภ้ายใต้สภาวะโรงเรอืนและรดน้ําวนัละ 1 
ครัง้หลังจากครบ 15 วันจึงใส่ปุ๋ ย  และเมื่ อครบ
ระยะเวลา 30 วนั จงึวดัความยาวราก ความยาวลําตน้ 
และชัง่น้ําหนกัสด น้ําหนกัแหง้  
 5. การวเิคราะห์ขอ้มูลผลทางสถติ ิวเิคราะหโ์ดย
ใชโ้ปรแกรม Minitab เวอรช์ ัน่ 18 และเปรยีบเทยีบ
ค่าเฉลีย่ของแต่ละชุดทดลองโดยใช ้Tukey Multiple 
Comparison ทีร่ะดบันยัสาํคญัทางสถติ ิP<0.05 
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
 1. การทําใหเ้ชือ้บรสิุทธิพ์บว่า สามารถทําใหเ้ชือ้
แบคทเีรยี P. putida ATCC 17484 แยกเป็นโคโลนี
เดยีวและบรสิทุธิไ์ด ้(Figure 1) 
 

 
 

Figure 1 Colony of P. putida ATCC 17484 on 
  NA agar, incubated at 29 ºC for 24 h. 
 
 2. การส่งเสรมิการเจรญิเตบิโตของพชื (PGP) 
พบวา่ แบคทเีรยี P. putida ATCC 17484 สรา้งไซเดอ
โรฟอร์ไดสู้งสุด 2.20 เซนตเิมตร ในอาหารแขง็สูตร 

1 mm 

Figure 1 Colony of P. putida ATCC 17484 on NA agar, 
incubated at 29 ºC for 24 h.
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ระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง สร้างเอนไซม์ ACCD ได้ 9.40 
และ 79.60 nmol α-keto mg protein-1h-1 ตามลำ�ดับ (Figure 
4) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Pastor et al. (2016) พบ
ว่า P. putida PCI2 มีการเจริญได้ดีในอาหารที่มี ACC ซึ่ง
เป็นแหล่งไนโตเจนเพียงแหล่งเดียว เม่ือเปรียบเทียบกับ
อาหารที่ไม่มี ACC พบว่า P. putida PCI2 ไม่สามารถเจริญ
เติบโตได้ และงานวิจัยของ Nadeem et al. (2010) พบว่า  
P. putida W2 สร้างเอนไซม์ ACCD ได้ 364 µmol kg-1 h-1 
และสรา้งฮอรโ์มนพชื IAA สามารถสง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของ 
ข้าวสาลี (Triticum aestivum L.) ภายใต้สภาวะความเค็ม

Table 1	 Determination of plant growth promoters  
production.

NaCl
(mM)

Plant growth promoting 

Siderophore
(cm)

IAA
(µg/ml)

Dry cell weight 
(mg/ml)

0 2.20±0.20a 1.07±0.02b 6.96±3.86c

200 1.33±0.15b 3.77±0.01b 15.77±4.03c

400 1.20±0.10bc 17.18±0.12a 27.11±2.86c

600 0.77±0.06c 5.82±0.01b 57.31±15.94b

800 0.47±0.06cd 5.58±0.01b 109.33±34.17a

1,000 0.33±0.06d 4.75±0.01b 72.89±23.76b
Values are means ± standard deviation, different letters indicate  
significant difference between means at P<0.05

	 3. ความสามารถในการทนเค็ม 0-7% (w/v) พบว่า
แบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 สามารถเจริญได้สูงสุด
บนอาหารแข็งสูตร YD ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 5% (w/v)  
ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ He et al. (2018) พบว่า  
P. putida Rs-198 ทนเค็มได้ 5% (w/v)

	 4. กิจกรรมการส่งเสริมการเจริญเติบโตข้าว (Oryza 
sativa L. cv. KDML 105) พบว่าที่ระดับความเข้มข้นเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ 0, 75 และ 150 มิลลิโมลาร์ แบคทีเรีย  
P. putida ATCC 17484 สามารถสง่เสรมิความยาวราก ความ
ยาวลำ�ต้น น้ำ�หนักสดและน้ำ�หนักแห้งของลำ�ต้นเพิ่มสูงขึ้นได้
ดกีว่าต้นข้าวที่ไม่ได้รับเชื้อ (ชุดควบคุม) (Table 2) ซึ่งมคีวาม
ยาวราก 11.59, 14.48 และ 13.15 เซนติเมตร ความยาวลำ�ตน้ 
36.26, 34.06 และ 33.71 เซนติเมตร (Figure 6) น้ำ�หนักสด
ลำ�ต้น 2.17, 1.63 และ 1.70 กรัม (Figure 7) น้ำ�หนักแห้ง
ลำ�ต้น 0.35, 0.25 และ 0.28 กรัม ตามลำ�ดับ (Figure 8) ซึ่ง
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Yan et al. (2014) ศกึษาแบคทเีรีย
ที่มีกิจกรรมการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นมะเขือเทศ 
(Solanum lycopersicum L.) ในสภาวะที่มีความเข้มข้นเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ 0, 90 และ 190 มิลลิโมลาร์ พบว่าต้นมะเขือ

 

 

CAS ที่ไม่เตมิสารละลายโซเดยีมคลอไรด์ แต่เมื่อ
สารละลายโซเดียมคลอไรด์เพิ่มขึ้นความสามารถใน
การสรา้งไซเดอโรฟอรจ์ะค่อย ๆ ลดลงคอื 1.33, 1.20, 
0.77, 0.47 และ 0.33 เซนตเิมตร ทีร่ะดบัความเขม้ขน้
สารละลายโซเดยีมคลอไรด ์200, 400, 600, 800 และ 
1,000 มลิลโิมลาร ์ตามลําดบั (Table 1, Figure 2) 
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Deshwal et al. (2013)36 
พบว่าแบคทเีรยี P. putida สรา้งสารไซเดอโรฟอรไ์ด้
ในอาหารแขง็สตูร CAS ทีเ่ตมิเกลอืโซเดยีมคลอไรดส์งู
ถงึ 2.25% ผลการสรา้งฮอรโ์มนพชื IAA สําหรบัเชือ้
แบคทเีรยีทีส่รา้งฮอรโ์มนพชื IAA ไดส้ารละลายจะ
เปลีย่นเป็นสสีม้อมชมพูและหากไม่มกีารสรา้งฮอรโ์มน
พชื IAA สารละลายจะไม่เปลี่ยนสหีรอืยงัคงสน้ํีาตาล
อมเหลืองของอาหารเมื่อนําไปวดัค่าการดูดกลืนแสง 
โดยพบว่าแบคทเีรยี P. putida ATCC 17484 สรา้ง
ฮอร์โมนพืช IAA ได้สูงสุด 17.18 ไมโครกรมัต่อ
มลิลลิติร ทีร่ะดบัความเขม้ขน้สารละลายโซเดยีมคลอ
ไรด์ 400 มลิลิโมลาร์ และการเจรญิเตบิโตสูงสุด 
109.33 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ทีร่ะดบัความเขม้ขน้
สารละลายโซเดยีมคลอไรด ์800 มลิลโิมลาร ์นัน่คอืเมือ่
สารละลายโซเดยีมคลอไรดเ์พิม่สงูขึน้การสรา้งฮอรโ์มน
พชื IAA และการเจรญิเตบิโตจะค่อย ๆ ลดลง (Table 
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P. putida W2 สรา้งเอนไซม ์ACCD ได ้364 μmol kg-

1 h-1 และสรา้งฮอรโ์มนพชื IAA สามารถส่งเสรมิการ
เจรญิเตบิโตของขา้วสาล ี(Triticum aestivum L.) 
ภายใตส้ภาวะความเคม็ 
 
Table 1 Determination of plant growth 
promoters   production. 
NaCl 
(mM) 

Plant growth promoting  
Siderophore 
(cm) 

IAA 
(μg/ml) 

Dry cell 
weight (mg/ml) 

0 2.20±0.20a 1.07±0.02b 6.96±3.86c 
200 1.33±0.15b 3.77±0.01b 15.77±4.03c 
400 1.20±0.10bc 17.18±0.12a 27.11±2.86c 
600 0.77±0.06c 5.82±0.01b 57.31±15.94b 
800 0.47±0.06cd 5.58±0.01b 109.33±34.17a 
1,000 0.33±0.06d 4.75±0.01b 72.89±23.76b 
Values are means ± standard deviation, different 
letters indicate significant difference between 
means at P<0.05 
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Figure 3 The effect of NaCl on IAA production
  P. putida ATCC 17484. 
 

 
 
Figure 4 ACC deaminase production. 
 
 3. ความสามารถในการทนเค็ม 0-7% (w/v) 
พบว่าแบคทเีรยี P. putida ATCC 17484 สามารถ
เจรญิได้สูงสุดบนอาหารแขง็สูตร YD ที่เตมิเกลือ
โซเดยีมคลอไรด ์5% (w/v) ซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยั

ของ He et al. (2018)40 พบว่า P. putida Rs-198 ทน
เคม็ได ้5% (w/v) 
 4. กจิกรรมการส่งเสรมิการเจรญิเตบิโตขา้ว 
(Oryza sativa L. cv. KDML 105) พบว่าทีร่ะดบัความ
เขม้ขน้เกลอืโซเดยีมคลอไรด ์0, 75 และ 150 มลิลโิม
ลาร ์แบคทเีรยี P. putida ATCC 17484 สามารถ
ส่งเสรมิความยาวราก ความยาวลําตน้ น้ําหนักสดและ
น้ําหนักแห้งของลําต้นเพิ่มสูงขึ้นได้ดีกว่าต้นข้าวที่
ไม่ไดร้บัเชือ้ (ชุดควบคุม) (Table 2) ซึง่มคีวามยาว
ราก 11.59, 14.48 และ 13.15 เซนตเิมตร ความยาว
ลําตน้ 36.26, 34.06 และ 33.71 เซนตเิมตร (Figure 
6) น้ําหนักสดลําตน้ 2.17, 1.63 และ 1.70 กรมั 
(Figure 7) น้ําหนกัแหง้ลําตน้ 0.35, 0.25 และ 0.28 
กรมั ตามลําดบั (Figure 8) ซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยั
ของ Yan et al. (2014)41 ศกึษาแบคทเีรยีทีม่กีจิกรรม
การส่ง เสริมการเจริญเติบโตของต้นมะเขือเทศ 
(Solanum lycopersicum L.) ในสภาวะทีม่คีวาม
เขม้ขน้เกลอืโซเดยีมคลอไรด ์0, 90 และ 190 มลิลโิม
ลาร์ พบว่าต้นมะเขือเทศที่ได้ร ับเชื้อแบคทีเรีย P. 
putida UW4 เจรญิเตบิโตสูงกว่าตน้มะเขอืเทศทีไ่มไ่ด้
รบัเชื้อ และเมื่อระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดยีมคลอ
ไรด์เพิม่ขึ้นทัง้ในต้นที่ไม่ได้รบัเชื้อและต้นที่ได้รบัเชื้อ 
ความยาวลําตน้ น้ําหนกัสดและน้ําหนกัแหง้ลดลง แต่ที่
ระดบัความเขม้ขน้เกลอืโซเดยีมคลอไรด ์90 มลิลโิม
ลาร์ ต้นที่ได้รบัเชื้อมคีวามยาวลําต้นเพิม่สูงขึ้น 34.3 
มิลลิ เมตร ซึ่ งยาวกว่าต้นที่ ไม่ได้ร ับ เชื้ ออย่ างมี
นัยสําคัญทางสถิติ และที่ระดับความเข้มข้นเกลือ
โซเดยีมคลอไรด ์190 มลิลโิมลาร ์พบว่าความยาวลํา
ตน้ 22.7 มลิลเิมตร ซึง่มคีวามคลา้ยคลงึกบัตน้ทีไ่มไ่ด้
รบัเชือ้ นอกจากนี้ยงัพบว่า ทีร่ะดบัความเขม้ขน้เกลอื
โซเดยีมคลอไรด ์0, 75 และ 150 มลิลโิมลาร ์ตน้ขา้วที่
ไดร้บัเชือ้แบคทเีรยี P. putida ATCC 17484 และ
ไม่ไดร้บัเชือ้มอีตัราการงอกเมลด็ (Figure 5) และ
น้ําหนกัสดรากไมแ่ตกต่างกนั (Figure 7) และทีร่ะดบั
ความเขม้ขน้เกลอืโซเดยีมคลอไรค ์0 และ 75 มลิลโิม
ลาร์ ต้นข้าวที่ได้รบัเชื้อแบคทีเรียและไม่ได้รบัเชื้อมี
น้ําหนักแห้งรากไม่แตกต่างกนั ในขณะที่ระดบัความ
เขม้ขน้เกลอืโซเดยีมคลอร ์150 มลิลโิมลาร ์ตน้ขา้วที่
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Figure 2 The effect of NaCl on siderophore production P. 
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Figure 4 ACC deaminase production.
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เทศที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย P. putida UW4 เจริญเติบโตสูงกว่า
ต้นมะเขือเทศที่ไม่ได้รับเชื้อ และเม่ือระดับความเข้มข้นเกลือ
โซเดียมคลอไรด์เพิ่มขึ้นท้ังในต้นท่ีไม่ได้รับเชื้อและต้นที่ได้รับ
เชื้อ ความยาวลำ�ต้น น้ำ�หนักสดและน้ำ�หนักแห้งลดลง แต่ที่
ระดับความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ 90 มิลลิโมลาร์ ต้นที่
ได้รับเชื้อมีความยาวลำ�ต้นเพิ่มสูงขึ้น 34.3 มิลลิเมตร ซึ่งยาว
กว่าต้นที่ไม่ได้รับเชื้ออย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ และที่ระดับ
ความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ 190 มิลลิโมลาร์ พบว่า
ความยาวลำ�ต้น 22.7 มิลลิเมตร ซึ่งมีความคล้ายคลึงกับต้น

ที่ไม่ได้รับเชื้อ นอกจากนี้ยังพบว่า ที่ระดับความเข้มข้นเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ 0, 75 และ 150 มิลลิโมลาร์ ต้นข้าวที่ได้รับ
เชือ้แบคทเีรยี P. putida ATCC 17484 และไมไ่ดร้บัเชือ้มอีตัรา
การงอกเมล็ด (Figure 5) และน้ำ�หนักสดรากไม่แตกต่างกัน 
(Figure 7) และที่ระดับความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรค์ 0 
และ 75 มิลลิโมลาร์ ต้นข้าวที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียและไม่ได้รับ
เชือ้มนี้ำ�หนกัแหง้รากไมแ่ตกตา่งกนั ในขณะทีร่ะดบัความเขม้
ข้นเกลือโซเดียมคลอร์ 150 มิลลิโมลาร์ ต้นข้าวที่ได้รับเชื้อมี 
น้ำ�หนกัแหง้รากเพิม่ขึน้สงูกวา่ตน้ขา้วทีไ่มไ่ดร้บัเชือ้ (Figure 8)

Table 2	 Effect of the application of P. putida ATCC 17484 on growth characteristics of rice plants grown in normal 
and salt (75 and 150 mM NaCl) stress conditions.

Bacteria Promote plant growth
Concentration of NaCl (mM)

0 75 150

Control
Germination (%)

80.67±8.63a 62.00±1.82a 43.33±11.30a

P. putida 68.67±11.93a 54.000±10.11a 50.67±10.38a

Control
Root length (cm)

9.96±0.30b 7.33±0.29b 6.46±0.19b

P. putida 11.59±0.30a 14.48±0.75a 13.15±0.79a

Control
Shoot length (cm)

32.51±0.90b 26.96±0.47b 19.96±0.71b

P. putida 36.26±2.13a 34.06±2.04a 33.71±2.56a

Control
Root fresh weight (g)

1.10±0.29a 0.90±0.19a 0.67±0.10a

P. putida 1.25±0.09a 0.82±0.22a 0.87±0.22a

Control
Shoot fresh weight (g)

1.37±0.12b 0.75±0.15b 0.51±0.05b

P. putida 2.17±0.08a 1.63±0.19a 1.70±0.09a

Control
Root dry weight (g)

0.10±0.03a 0.09±0.01a 0.06±0.01b

P. putida 0.11±0.01a 0.08±0.01a 0.10±0.01a

Control
Shoot dry weight (g)

0.23±0.01b 0.15±0.02b 0.13±0.02b

P. putida 0.35±0.01a 0.25±0.03a 0.28±0.02a
Values are means ± standard deviation, different letters indicate significant difference between means at P<0.05

Figure 5 Effects of bacterial inoculation on germination 
percentage of rice seedlings at 0, 75 and 150 mM NaCl 

concentration along with control (sterilized water).
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สรุปผลการวิจัย
	 การทดสอบคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
พืชของแบคทีเรีย P. putida ATCC 17484 พบว่าสร้างสาร
ไซเดอโรฟอรไ์ด ้โดยการเกดิวงใสสสีม้รอบๆ โคโลนบีนอาหาร
แขง็สตูร CAS ทีไ่ม่มสีารละลายโซเดยีมคลอไรดไ์ดส้งูสุด 2.20 
เซนติเมตร สร้างฮอร์โมนพืช IAA ได้สูงสุด 17.18 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ที่ระดับความเข้มข้นสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
400 มิลลโิมลาร ์และเจรญิเตบิโตไดส้งูสดุคอื 109.33 มลิลกิรมั
ต่อมิลลิลิตร ที่ระดับความเข้มข้นสารละลายโซเดียมคลอไรด์  
800 มิลลิโมลาร์ สามารถสร้างเอนไซม์ ACCD ได้และมี
กิจกรรมเอนไซม์สูงสุด 126.50 nmol α-keto mg protein-1h-1 
ทีร่ะยะเวลา 72 ชัว่โมง ความสามารถในการทนเคม็ซึง่เจรญิได้
ในอาหารแขง็ทีเ่ตมิเกลอืโซเดยีมคลอไรดส์งูสดุ 5% (w/v) และ
สามารถสง่เสรมิการเจรญิเตบิโตขา้วได ้โดยตน้ขา้วมคีวามยาว
ราก ความยาวลำ�ตน้ น้ำ�หนกัสดและน้ำ�หนกัแหง้ลำ�ตน้เพิม่ขึน้  

ในขณะที่อัตราการงอกเมล็ด น้ำ�หนักสดรากไม่แตกต่างกัน 
เมื่อเทียบกับต้นข้าวที่ไม่ได้รับเชื้อ (ชุดควบคุม) ที่ระดับความ
เข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ 0, 75 และ 150 มิลลิโมลาร์
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