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Abstract: Nitrogen is an important element for coffee production since it is the component of caffeine. The use of 
chemical nitrogen fertilizer poses a high risk to environmental pollution.  The application of N2 fixing bacteria is 
an alternative to reduce the use of chemical fertilizer. Therefore, in the present study, bacteria were isolated from 
rhizosphere soils and rhizoplane of coffee grown in two site plantations.  Sixty-five isolates of N2 fixing bacteria 
were obtained, accounting for 41.9 % of the total isolates (155 isolates). There were only 23 isolates of N2 fixing 
bacteria that showed dual abilities in phosphate and potassium solubilization.  These isolates could release 
phosphate both from Ca3(PO4)2 and AIPO4 with values of 103.58-406.11 and 8.86-183.82 mg P/L, respectively. 
The value of solubilized potassium was 23.41-44.67 mg K/L.  Isolate S2-4a1 and S1-2a4 showed highest ability 
in solubilizing two phosphate sources, and potassium, respectively.  All the N2 fixing bacterial isolates were able 
to produce Indole 3-acetic acid (IAA) (0.58-22.80 mg IAA/L). Eight isolates that showed different potential in 
phosphate and potassium solubilization, and IAA production were selected to test their effectiveness with coffee 
seedlings.  The results indicated that isolate S2-4a1 gave significantly higher root and leaves growth, and 
nutrients uptake than the control. This isolate also exhibited 76, 211 and 252 % higher N, P and K uptake than 
the control, respectively. 
 
Keywords:  Arabica coffee, N2 fixing bacteria, phosphate solubilization, potassium solubilization 
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ค าน า 
 

กาแฟเป็นพื ชที่ อยู่ ในวงศ์  Rubiaceae ซึ่ งมี
ประมาณ 650 สกุล และมีมากกว่า 13,000 ชนิด (Delprete 
and Jardim, 2012) กาแฟที่ปลูกกันอย่างแพร่หลายใน
ประเทศไทย คือ กาแฟอะราบิกา (Coffea arabica L.) 
และ กาแฟโรบัสตา (Coffea canephora var. robusta)  
กาแฟอะราบิกาได้รับความนิยมมากกว่าโรบสัตา และให้
มูลค่าที่สูงกว่าทางเศรษฐกิจ เนื่องจากปริมานคาเฟอีน
ของ อะราบิกามีน้อยกว่าโรบัสตา อีกทัง้กาแฟอะราบิกา
ยงัให้ความรู้สกึดีตอ่ประสาทสมัผสั มีรสชาติดี มีกลิน่หอม  
ภูมิประเทศที่เหมาะสมส าหรับการปลูกกาแฟอะราบิกา 
ต้องมีระดบัความสงู เหนือระดบัน า้ทะเล 700 เมตรขึน้ไป 
จึงจะท าให้ได้กาแฟคุณภาพดี  ท าให้แหล่งปลูกของ
กาแฟอะราบิกาส่วนใหญ่จึงอยู่ในพืน้ที่ภาคเหนือของ
ประเทศ กาแฟอะราบิกาปัจจุบนัมีแหลง่ปลกูที่ส าคญั อยู่
ในจงัหวดัเชียงใหม่ เชียงราย และ แม่ฮ่องสอน  และด้วย
ลกัษณะของพืน้ที่ซึง่มีความลาดชนัสงูการใสปุ่๋ ยในรูปของ
ปุ๋ ยเคมี มกัสง่ผลต่อสิ่งแวดล้อมในระยะยาว เช่น เกิดการ
ปนเปือ้นสูส่ิ่งแวดล้อมตกค้างในดิน สง่ผลตอ่การอาศยัอยู่
ร่วมกันของของสิ่งมีชีวิตในดินและระบบนิเวศต่าง ๆ ใน
ดิน จากการวิจัยประสิทธิภาพการผลิตกาแฟบนพืน้ที่สูง
ในภาคเหนือของประเทศไทยยงัพบวา่ ปัจจยัการผลติ เช่น  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปริมาณปุ๋ ยที่ใส่ยังอยู่ในระดับที่สูงกว่าระดับเหมาะสม 
โดยการใส่ปุ๋ ยไนโตรเจนที่ใช้ในแปลงปลกูกาแฟจะขึน้อยู่
กบัอายกุาแฟ ซึ่งปริมาณการใสต่ัง้แต่ 36-180 กิโลกรัมต่อ
ไร่ต่อปี (Angkasith and Yimyam, 2000) ซึ่งเกษตรกรยัง
ขาดความรู้ความเข้าใจในการใช้ปุ๋ ย ท าให้เกิดการเพิ่มขึน้
ของต้นทุนการผลิต และผลผลิตที่ไม่มีความสมบรูณ์ใน
ระยะเก็บเก่ียว (Suwanwisolkit, 2011) 

ดังนัน้จุลินทรีย์ตรึงไนโตรเจน ที่สามารถย่อย
ละลายฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม รวมทัง้สร้างฮอร์โมน
พืช เช่น กรดอินโดล-3-แอซีติก (indole-3-acetic acid: 
IAA) จึงมีความส าคัญอย่างมากต่อการปลูกกาแฟบน
พืน้ที่สูง เนื่องจากช่วยลดการใช้ปุ๋ ยเคมี  และลดการ
ปนเปือ้นของสารเคมีสู่สิ่งแวดล้อมได้ อีกทัง้ยังช่วยลด
ต้นทนุในการผลิตท าให้เกษตรกรสามารถได้ก าไรจากการ
ผลิตมากขึน้ Wedhastri et al. (2012) ได้ทดลองใช้ เชื อ้ 
จลุนิทรีย์ที่แยกได้จากบริเวณรอบรากกาแฟในการเพิ่มการ
เจริญเติบโตของต้นกล้ากาแฟ พบว่า Achromobacter sp., 
Stenotrophomonas maltophilia และ Leifsonia aquatica 
ที่แยกได้บริเวณรอบรากกาแฟมีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจนได้ และช่วยสง่เสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้า
กาแฟอะราบิกาที่ปลูกในโรงเรือนมากกว่าการไม่ใส่เชือ้ 
Yiam-on et al. (2012) พบว่าแบคทีเรีย 4 ไอโซเลทที่คัด
แยกได้จากอ้อยมีความสามารถในการละลายฟอตเฟตสงู 

บทคัดย่อ: ไนโตรเจนเป็นธาตทุี่มีความส าคญัมากในการผลติกาแฟ เนื่องจากเป็นองค์ประกอบของคาเฟอีน การใช้ปุ๋ ยเคมี
ไนโตรเจน บนพืน้ที่สงูซึง่เป็นแหลง่ผลิตกาแฟมีความเสีย่งท าให้เกิดมลพิษตอ่สิง่แวดล้อม การใช้แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจึง
เป็นทางเลือกในการลดการใช้ปุ๋ ยเคมี การทดลองครัง้นีจ้ึงได้ท าการแยกแบคทีเรียจากดินรอบรากและเนือ้เยื่อผิวรากกาแฟ 
จากพืน้ที่ปลกูกาแฟ 2 พืน้ท่ี ได้แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน 65 ไอโซเลท คิดเป็น 41.9 % ของไอโซเลททัง้หมด (155 ไอโซเลท) 
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนที่มีความสามารถทัง้ละลายฟอสเฟต และ โพแทสเซียม ได้มีเพียง 23  ไอโซเลท เทา่นัน้ โดยเชือ้กลุม่
นีส้ามารถปลดปล่อยฟอสเฟตจากทัง้ Ca3(PO4)2 และ  AIPO4 ได้ 103.58-406.11 และ  8.86-183.82 mg P/L ตามล าดับ  
ส่วนการละลายโพแทสเซียมมีค่า  23.41-44.67 mg K/L โดยที่ไอโซเลท S2-4a1 มีความสามารถละลายฟอสเฟตจากทัง้
สองแหลง่ได้สงูที่สดุ ในขณะที่ S1-2a4 มีความสามารถละลายโพแทสเซียมได้สงูที่สดุ แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนทกุไอโซเลท
มีความสามารถในการสร้าง Indole 3-acetic acid (IAA) ได้ (0.58-22.80 mg IAA/L)  เมื่อคดัเลือกแบคทีเรียที่มีศกัยภาพ
ในการละลายฟอสเฟต โพแทสเซียม และการสร้าง IAA ที่ต่างกัน 8 ไอโซเลท มาทดสอบประสิทธิภาพกับต้นกล้ากาแฟ
พบวา่ ไอโซเลท S2-4a1 ให้คา่การเจริญเติบโตของรากและใบสงู รวมทัง้การดดูใช้ธาตอุาหารสงูกวา่ กรรมวิธีควบคมุอย่าง
มีนยัส าคญัทางสถิติ โดยให้ N, P และ K uptake สงูกวา่กรรมวิธีควบคมุ  76, 211 และ 252% ตามล าดบั 
 
ค าส าคัญ:  กาแฟอะราบิกา  แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน  การยอ่ยละลายฟอสฟอรัส  การยอ่ยละลายโพแทสเซียม 

วารสารเกษตร 36(1): 79 - 91 (2563) 
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(179-196 mg P/L) และการปลูกอ้อยโดยใช้แบคทีเรีย
ร่วมกบัการใสปุ่๋ ยหินฟอสเฟต ท าให้อ้อยมีการเจริญเติบโต
ในทกุด้านและมีการสะสมธาตฟุอสฟอรัสในล าต้นสงูกว่า
อ้อยชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ Huangmee  
et al. (2016) พบว่าการบ่มดินด้วยเชือ้แบคทีเรียละลาย
โพแทสเซียม (potassium solubilizing bacteria: KSB) ที่
คดัเลือกจากดินบริเวณรากข้าว ร่วมกับแร่ไมกาสามารถ
ละลายโพแทสเซียมออกมาได้สงูสดุ (126.15 mg/kg) การ
ใส่เชือ้ KSB ร่วมกับแร่ไมกาในดินจึงสามารถช่วยเพิ่ม
ความเป็นประโยชน์ของโพแทสเซียมในดินได้ Hartono  
et al. (2016) พบว่าการใส่เชือ้แบคทีเรีย ที่แยกได้จาก
บริเวณรอบรากข้าวโพด ซึ่งมีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจน ผลิตฮอร์โมนพืช indole-3-acetic acid (IAA) 
และละลายฟอสเฟตได้ ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
ข้าวได้ดี 

การศึกษาวิจัยครัง้นี ้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อท า
การแยกและคัดกรองแบคทีเรีย จากดินบริเวณรอบราก 
(rhizosphere soils: RS soils) และจากเนื อ้เยื่ อผิวราก 
(rhizoplane: RP) ของกาแฟอะราบิกา ที่มีความสามารถ
ในการตรึงไนโตรเจน แล้วจึงท าการทดสอบศกัยภาพของ
แบคที เรียที่ ต รึงไน โตรเจนได้ ในการส่ ง เส ริมการ
เจริญเติบโตของพืชด้านอื่น ได้แก่ การละลายฟอสเฟต
และโพแทสเซียม และการสร้าง IAA แล้วจึ งท าการ
คัดเลือกไอโซเลท ท่ีมีศักยภาพสูงในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชไปทดสอบประสิทธิภาพในการเพิ่ม
การเจริญเติบโตของต้นกล้ากาแฟอะราบิกา แบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพสงูสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการส่งเสริม
การเจริญเติบโตและลดการใช้ปุ๋ ยเคมีของกาแฟบนพืน้ที่
สงูตอ่ไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

พืน้ที่และการเก็บตัวอย่างดินและราก 
พืน้ที่ปลกูกาแฟอะราบิกาที่ได้คดัเลือกเพื่อเก็บ

ตวัอย่างดินและรากของกาแฟอะราบิกา มี 2 พืน้ท่ี ได้แก่ 
พืน้ที่ปลกูกาแฟโดยใช้ปุ๋ ยอินทรีย์-ชีวภาพ ผสม กบัปุ๋ ยเคมี
เกรด 16-20-0 (สดัส่วน 2:1 v/v) โดยใส่ก่อนปลกูอัตรา 1 
kg/tree อายุต้นกาแฟเฉลี่ย 12 ปี (site1: S1) N 18 O 92’32 

N  99 O 32’81 E และ พื น้ที่ปลูกกาแฟที่ปล่อยทิ ง้ตาม
ธรรมชาติโดยไม่มีการใส่ปุ๋ ยมามากกว่า 17 ปี อายุต้น
กาแฟเฉลี่ย 20 ปี (site 2: S2) 18 O 92’37  N  99 O 32’78 E 
ทัง้สองพืน้ท่ีอยู่ในเขตต าบลเทพเสด็จ อ าเภอดอยสะเก็ด 
จงัหวดัเชียงใหม ่

การเก็บดินและรากจากต้นกาแฟ ท าโดยการขดุ
ดินบริเวณราก ใต้ทรงพุ่มจ านวน 5 ต้น ต่อ พืน้ที่ ต้นละ 3 
ซ า้ แล้วน ามารวมกนัเป็น 1 ตวัอย่างต่อต้น น าตวัอย่างใส่
ในกล่องที่บรรจุน า้แข็ง แล้วน ามาแยกดินและรากใน
ห้องปฏิบตัิการ ท าการแยกเชือ้แบคทีเรียจากดินรอบราก 
และ รากฝอย น าดินสว่นที่เหลือน าไปด าเนินการวิเคราะห์
สมบตัิทางเคมี 

 
การคัดแยกเชือ้ไรโซแบคทีเรียจากผิวรากกาแฟ 

คัดแยกเชือ้ไรโซแบคทีเรียจากผิวรากกาแฟ 
(Rhizoplane) (Yupa, 2017) โดยท าการตดัตวัอยา่งปลาย
รากยาว 1 mm  ใส่ใน microcentrifuge tube (1.5 mL) 
เติมน า้กลัน่ 30 µL ใช้แท่งแก้วที่ผ่านการฆ่าเชือ้บดราก
เบา ๆ น าแท่งแก้วที่มี root suspension ติดปลายแท่งมา
ขีดเป็นแนว (streak) ในจานอาหาร tryptic soy agar 
(TSA) ท าการบ่ม (incubate) จานอาหารไว้ที่อณุหภมูิห้อง
เป็นเวลา 7 วนั เมื่อครบก าหนด ท าการแยกเชือ้บริสทุธ์ิอีก
ค รั ้ง โด ย วิ ธี  streak plate บ น ใน อ า ห า ร  TSA ซึ่ ง
ประกอบด้วย (g/L); 3 g glucose,  K2HPO4 2.5 g,  NaCl 
5 g,  Soy 3 g,  trypton 7g และ วุ้น (agar) 15 g  ปรับ pH 
เป็น 7.0 ± 0.2 

 
การคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างดินบริเวณรอบ
รากกาแฟ 

คัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างดินบริเวณรอบ
รากกาแฟ (Rhizosphere) (Yupa, 2017) โดยท าการชั่ง
ดินบริเวณรอบรากกาแฟ (rhizosphere soil) ตัวอย่างละ 
10 กรัม น าไปท าชุดสารละลายดินเจือจางตัง้แต่ 10-1 ถึง 
10-5 แล้วน าเฉพาะ 10-3, 10-4 และ 10-5 ปริมาตร 0.1 mL 
หยดลงบนอาหาร TSA แล้วใช้แท่งแก้วที่ผ่านการฆ่าเชือ้
เกลี่ยให้ทัว่จานเพาะเชือ้ โดยท าความเข้มข้นละ 3 ซ า้ ท า
การบ่ม ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วนั เมื่อครบก าหนด
ท าการแยกเชือ้บริสทุธ์ิในอาหาร TSA โดยวิธี streak plate  

ความสามารถของแบคทเีรียตรึงไนโตรเจนในการส่งเสริมการเจริญเติบโต 
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การวิเคราะห์ตัวอย่างดิน  
ท าการวิเคราะห์สมบตัิดิน ได้แก่ ความเป็นกรด

ด่ าง  (pH) โดยใช้  pH meter อิ นท รียวัตถุ  (organic 
matter: OM) โดยวิธี Walkley & Black ฟอสฟอรัสที่เป็น
ประโยชน์ (available phosphorus: Available P) โดยวิธี 
Bray II และโพแทสเซียมที่แลกเปลี่ยนได้ (exchangeable 
potassium: Extractable K)  โดยใช้ NH4OAc เป็นน า้ยา
สกดั (Land Development Department, 2010) 

 
การคัดกรองความสามารถในการตรึงไนโตรเจน 

น าเชือ้บริสุทธ์ิท่ีแยกได้ทัง้หมดมาท าการคัด
กรองความสามารถในการตรึงไนโตรเจน (Weaver and 
Danso, 1994) โดยเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว tryptic soil  
broth (TSB) หลังการบ่มเชือ้ได้ 3 วัน เชือ้จะมีความขุ่น
สงูสดุ (Yupa, 2017) น าเชือ้ที่เจริญเต็มที่ มาท าการหยด
ลงบนอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน คือ Burk’s  N free 
medium ซึ่งประกอบด้วย (g/L); glucose 10 g, KH2PO4 

0.41 g, K2HPO4 0.52 g, Na2SO4 0.05 g, CaCl20.2 g, 
MgSO4 ·7H2 O 0.1 g, FeSO4 ·7H2O 0.005 g,  
Na2MoO4·2H2O  0.0025 g และ agar 15 g  ป รับ pH 
เป็น  7.2 ± 0.2 โดยท าการหยดไอโซเลทละ 3 หยดต่อจาน
อาหาร ปริมาตรหยดละ 0.02 mL บ่มที่อณุหภมูิ 28-30 ๐C 
เป็นเวลา 7 วัน  แล้วจึงคัดเลือกเชือ้ที่สามารถเจริญบน
อาหาร Burk’s N free medium ได้ ไปท าการทดสอบขัน้
ตอ่ไป 

 
การประเมินความสามารถเชิงคุณภาพในการละลาย
ฟอสเฟต 

น าเชื อ้แบคที เรียบริสุทธ์ิ เฉพาะไอโซเลทท่ี
สามารถเจริญบนอาหาร Burk’s N free medium มา
ทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต (Gaur, 
1990) โดยน าเชือ้เหลวที่เจริญเต็มที่ในอาหาร TSB 0.02 
mL หยดลงบนอาหาร Pikovskaya agar medium (PVKA) 
ซึ่ งประกอบด้ วย (g/L); glucose 10 g, CaHPO4 5 g, 
(NH4)2SO4 0.5 g, NaCl 0.2 g, MgSO.7H2O 0.1 g, KCl 
0.2 g, yeast extract 0.5 g, MnSO4 . H2O 0.002 g, 
FeSO4.7H2O 0.002 g โดยมี AlPO4 หรือ Ca3(PO4)2 เป็น

แหล่งฟอสเฟต โดยปรับ pH อาหารเป็น 4.8 และ 7.0 
ตามล าดบั บม่ที่อณุหภมูิ 28-30 ๐C  เป็นเวลา 7 วนั 

 
การประเมินความสามารถเชิงปริมาณในการละลาย
ฟอสเฟต 

ท าการคดัเลือกเฉพาะไอโซเลทท่ีสามารถเจริญ
ได้ดีบน PVKA มาท าการประเมินความสามารถเชิง
ป ริมาณ ในการละลายฟอสเฟต ในอาหารเหลว 
Pikovskaya broth (PVKB) 25 mL ที่ เติมฟอสเฟตในรูป 
Ca3(PO4)2 หรือ AlPO4 5 g/L โดยท าชุดควบคุมที่ไม่มีการ
เติมเชือ้แบคทีเรีย ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าไปเขย่าด้วย
ความเร็ว 125 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วนั 
แยกเฉพาะส่วนใส (supernatant) โดยป่ันเหวี่ยงที่ 4,500 
รอบต่อนาที 10 นาที วัดฟอสฟอรัสใน supernatant โดย
ใช้ เค ร่ือง spectrophotometer  ที่  wavelength 820 nm 
(ดดัแปลงจากวิธีของ Gaur, 1990) ท าการลบค่าดูดกลืน
แสงของชดุควบคมุจากทกุตวัอยา่งก่อนการค านวณ 

 
การประเมินความสามารถเชิงคุณภาพในการละลาย
โพแทสเซียม 

ท าการคดัเลือกเฉพาะไอโซเลทท่ีสามารถเจริญ
ได้ดีบนอาหาร PVKA (AlPO4 และ Ca3(PO4)2) โดยน าเชือ้
เหลวที่เจริญเต็มที่ในอาหาร TSB มาท าการหยดเชือ้เหลว 
0.02 mL ไอโซเลทละ 3 หยด ลงบนอาหารแข็ง silicate 
bacteria agar medium (SBA) ซึ่ งประกอบด้วย (g/L); 
Na2HPO4 2 g, CaCO3 5 g, MnSO4.7H2O 0.5 g, yeast 
extract 0.5 g, FeCl6H2O 0.005 g, แ ร่  feldspar 5.88 g  
pH 7 ± 0.2 บม่ที่อณุหภมูิ 28-30 ๐C เป็นเวลา 7 วนั 

 
การประเมินความสามารถเชิงปริมาณในการละลาย
โพแทสเซียม 

ท าการคดัเลือกเฉพาะไอโซเลทท่ีสามารถเจริญ
ได้ดีบนอาหาร SBA มาท าการประเมิน ความสามารถเชิง
ปริมาณในการละลายโพแทสเซียมจากแร่  feldspar 
(ดดัแปลงจากวิธีการของ Hebei Academic of Sciences 
(1996)) เลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว 25 mL ที่มีการเติมแร่ 
feldspar เป็นแหล่งให้โพแทสเซียม (0.15 g/L) และท าชุด
ควบคุม โดยไม่มีการเติมเชือ้แบคทีเรีย ท าการทดลอง 3 

วารสารเกษตร 36(1): 79 - 91 (2563) 



 

 83 

ซ า้ น าเชือ้ไปบ่มที่ความเร็ว 125 รอบ/นาที เป็นระยะเวลา 
3 วัน วัดความเข้มข้นของโพแทสซียมที่ละลายได้ใน 
supernatant โดยใช้  atomic absorption spectrophotometer 
ที่ wavelength 766.5 nm ท าการลบค่าดูดกลืนแสงของ
ชดุควบคมุจากทกุตวัอยา่งก่อนการค านวณ 

 
การประเมินความสามารถในผลิต Indole 3-acetic 
acid (IAA) 

ท าการคัดเลือกเฉพาะแบคที เรียไอโซเลทที่
สามารถเจริญได้ดีบนอาหารแข็ง PVKA และ SBA มา
ประเมินความสามารถในการผลิต IAA (ดัดแปลงจากวิธี
ของ Gordon and Weber,  1951) โดยเลีย้งเชือ้ในอาหาร 
NB  25 mL ที่ เติ ม  L-tryptophan 0.2 g/L หลังจากนั น้
น าไปเขย่าด้วยความเร็ว 125 รอบต่อนาที  วัดปริมาณ 
IAA ที่เกิดขึน้หลังจากบ่มเป็นระยะเวลา 3 วัน ซึ่งจะท า
ก า ร วั ด  IAA ที่ เ กิ ด ขึ ้ น ใ น  supernatant โ ด ย ใ ช้ 
spectrophotometer ที ่wavelength 530 nm 
 
การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการ
เจริญเติบโตของต้นกล้ากาแฟ 

พันธุ์กาแฟอะราบิกาที่ใช้ทดสอบคือ เชียงใหม่ 
80 โดยก่อนท าการเพาะเมลด็ ท าการฆ่าเชือ้ที่ผิวเมลด็โดย
แช่ในสารละลาย 3% hydrogen peroxide เป็นเวลา 3 
นาที แล้วล้างด้วยน า้กลัน่ฆ่าเชือ้  3 ครัง้ หลงัจากนัน้น า
เมล็ดกาแฟที่ผ่านการเชือ้แล้วไปเพาะในกะบะทรายที่ผา่น
การฆ่าเชือ้ เป็นระยะเวลา 1 เดือน หลงัจาก ครบ 1 เดือน 
คดัเลอืกต้นที่มีการเจริญเติบโตสว่นรากและสว่นใบเทา่กนั
มาท าการทดลอง วสัดทุี่ใช้ปลกูคือ วสัดปุลกูผสมทรายใน
อัตราส่วน 1:1 (วัสดุปลูก w/w: ขุยมะพร้าว 70.5% แหน
แดง 2.5% ปุ๋ ยหมัก 15% มูลค้างคาว 0.5% ฮิวมัส 1.5% 
ไดอะตอมไมค์ 10%) ส าหรับแบคทีเรียที่ใช้ในการทดลอง
ได้คดัเลือกจากแบคทีเรียที่มีศกัยภาพในการสง่เสริมการ
เจริญเติบโตของพืชต่างกัน มาทดสอบประสิทธิภาพใน
การเจริญเติบโตของต้นกล้ากาแฟ  ท าการทดลองใน
กระถางขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 10 cm กรรมวิธีละ 3 ซ า้ 
วางแผนการทดลองแบบ randomized complete block 
design (RCBD) และเมื่อครบ 1 เดือน ท าการเลีย้งเชือ้
แบคทีเรียที่คดัเลือกในอาหารเหลว NB ให้ได้ปริมาณเชือ้

สงูสุด (109 cfu/g) แล้วเจือจางด้วยน า้กลัน่ที่ฆ่าเชือ้แล้ว
อตัรา 1:50 (v/v ) ใสล่งในต้นกล้ากาแฟที่คดัเลอืกไว้ต้นละ 
1 mL  ท าการใส่เชือ้เพิ่มต้นละ 1 mL ตามกรรมวิธีทุก 1 
เดือน เมื่อครบ 6 เดือน บนัทกึการเจริญเติบโตของต้นกล้า
กาแฟ โดยท าการวดั ความสงูต้น ความยาวราก น า้หนัก
แห้งใบ น า้หนกัแห้งราก และท าการวิเคราะห์ความเข้มข้น
ของธาตุไนโตรเจน (% total N) โดยวิธี mixed Kjeldahl 
catalyst (Bremner, 1965) ฟอสฟอรัส (% total P) และ
โพแทสเซียม (%total K) (Land Development Department, 
2010) น าผลไปค านวณหาการดูดใช้ธาตุอาหารในใบ
กาแฟ ดงัสมการ (น า้หนกัใบแห้ง x ความเข้มข้นของธาตุ
อาหาร)/100 

 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติิ 

น า ข้อมูลที่ เก็ บบันทึกมาวิ เคราะห์ความ
แปรปรวน โดยวิ ธี  analysis of variance (ANOVA)และ
เปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ยของกรรมวิธีทดลอง
โดยใช้วิธี least significant difference (LSD) ที่ค่าความ
เช่ื อมั่ น  95%  โดยใช้ โป รแกรม  statistic for window 
version 8 
 

ผลการทดลอง 
 

ผลการวิเคราะห์ดินกาแฟจากพืน้ที่ศึกษา 
ผลการวิเคราะห์สมบัติของดินในพืน้ที่แปลง

กาแฟอะราบิกา ที่มีการใส่ทัง้ปุ๋ ยอินทรีย์และปุ๋ ยเคมี (site 
1) มีค่า pH เฉลี่ย 4.98 โดยมีความเป็นกรดมากกว่าดินใน
พืน้ที่ปลูกกาแฟที่ปล่อยทิง้ตามธรรมชาติโดยไม่มีการใส่
ปุ๋ ยมานาน (site 2) ซึ่ งมีค่ า pH เฉลี่ย  5.93 (Table 1) 
เปอร์เซ็นอินทรียวตัถุ (OM) ของทัง้สองพืน้ที่ไม่แตกต่าง
กันมากนัก site 1 มี อินทรียวัตถุ  0.7% ส่วน site 2 มี
อินทรียวัตถุ 0.8% ส าหรับความเข้มข้นของ available P 
ของดินพบว่า site 1 มีค่าเฉลี่ย 220.64 mg/kg ส่วนดิน
พืน้ที่ site 2 มีค่าเฉลี่ย 12.11 mg/kg ซึ่งแตกต่างกันมาก
เกือบ 20 เท่า ส่วนความเข้มข้นของ extractable K site 1 
มีเฉลี่ย (174.57 mg/kg) ซึ่งสงูกว่าค่าของ site 2 มากกว่า 
2 เทา่ (71.60 mg/kg) 
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การแยกแบคทีเรียจากดินและรากกาแฟ 
การแยกเชือ้แบคทีเรียจากดินบริเวณรอบราก 

(rhizosphere soils: RS soils) และจากเนื อ้เยื่ อผิวราก 
(rhizoplane: RP) ของกาแฟจ านวน 2 พืน้ท่ี สามารถแยก
แบคทีเรียได้ทัง้หมด 155 ไอโซเลท (Table 2) แยกเป็นไอ
โซเลทจาก RS soils ของ site1 และ 2 จ านวน 70 และ 25 
ไอโซเลทตามล าดบั และเป็นไอโซเลทจาก RP ของ site 1 
และ 2 จ านวน 41 และ 19 ไอโซเลทตามล าดบั 
 
การคัดกรองความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของ
ไรโซแบคทีเรียในอาหาร  Burk’s N-free media 

จากการทดลองนีพ้บวา่ไอโซเลทที่สามารถเจริญ
ในอาหาร Burk’s N-free media มีจ านวนทัง้หมด 65 ไอโซเลท 
จาก 155 ไอโซเลทที่คัดแยกได้จาก RS soils และ RP ซึ่ง
ถือว่าเป็นแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้เนื่องจาก 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สามารถเจริญได้บนอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน ส าหรับ 
site 1 ได้แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจ านวน 28 ไอโซเลท จาก
ทัง้หมด 111 ไอโซเลท คิดเป็น 25.2 % ของไอโซเลท
ทัง้หมดที่คดัแยกได้ สว่น site 2 ได้แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน
จ านวน 37 ไอโซเลท จากทัง้หมด 44 ไอโซเลท คิดเป็น 84 
% ของไอโซเลททัง้หมดที่คดัแยกได้ (Table 2, 3) 

 
การคั ดกรองจุลิ น ท รี ย์ ละลายฟอสเฟตและ
โพแทสเซียม 

น าไอโซเลทที่สามารถเจริญบนอาหาร Burk’s N-
free media ได้ (N2 fixing isolates) ทัง้หมด 65 ไอโซเลท 
ไปทดสอบความสามารถในการเจริญบนอาหาร PVK 
พบว่า  ไอโซเลทที่ สามารถเจ ริญบนอาหาร PVK+ 
Ca3(PO4)2 มีทัง้หมด 42 ไอโซเลท แยกเป็นไอโซเลทจาก 
RS soils และ RP 19 และ 23 ไอโซเลท ตามล าดับ และ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1. Chemical properties of the soil samples 
Site1 Agricultural practice pH2 OM2 

(%) 
Available P2 

(mg/kg) 
Extractable K2 

(mg/kg) 
1 Compost + Bio-organic 

fertilizer + Chemical fertilizer 
4.9 ± 0.23 0.7 ± 0.2 220.6 ± 4.5 174.5 ± 15.8 

2 No fertilization for > 17 years 5.9 ± 0.1 0.8 ± 0.2 12.1 ± 2.1 71.6 ± 7.4 
1 Site 1 = Coffee plantation with the application of compost and bio-organic fertilizer; Site 2 = Abandoned coffee plantations 

without fertilization more than 17 years  
 2 Mean from 5 replications 
3 Standard deviation (SD) 
 
Table 2. Number of bacteria isolated from rhizosphere soil and coffee root 

 Number of bacterial Isolates  
Coffee Tree Rhizosphere soil samples  Root samples 

 Site 1 Site 2  Site 1 Site 2 
Tree 1 19 6  7 6 
Tree 2 20 2  6 5 
Tree 3 15 9  12 2 
Tree 4 12 4  9 3 
Tree 5 4 4  7 3 

 70 25  41 19 
Total 95  60 

Site 1 = Coffee plantation with the application of compost and bio-organic fertilizer; Site 2 = Abandoned coffee plantations without 
fertilization more than 17 years  
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ไอโซเลทที่ เจริญบนอาหาร PVK+AlPO4 มีทัง้หมด 28  
ไอโซเลท แยกเป็นไอโซเลทจาก RS soils และ RP 18 และ 
10 ไอโซเลท ตามล าดบั (Table 3) เมื่อน า ทัง้ 65 ไอโซเลท
มาทดสอบโดยใช้อาหารที่มีแร่เฟลด์สปาร์เป็ นแหล่ง
โพแทสเซียมพบว่ามี 23 ไอโซเลท ที่สามารถเจริญได้บน
อาหารโพแทสเซียม แยกเป็นไอโซเลทจาก RS soils 16 ไอ
โซเลทและจาก RP 7 ไอโซเลท จากผลการทดลองนีม้ี 23 
ไอโซเลทท่ีสามารถเจริญได้ดีในทุกอาหารท่ีใช้ทดสอบจึง
ได้คดัเลอืกไปท าการทดลองขัน้ตอ่ไป 

ผลการทดลองครัง้นีย้ังพบว่าจ านวนของ N2 
fixing bacteria ที่ แ ยก ได้ จ าก  RS soils และ  RP ที่ มี
ความสามารถในการละลายธาตุฟอสฟอรัสและ
โพแทสเซียมในอาหารแข็งมีความแตกต่างกัน (Table 3) 
โดยพบว่า แบคทีเรียที่แยกได้จาก RS soils เจริญได้ดีบน
อาหาร PVK+AlPO4 (51.4% ของไอโซเลททัง้หมดจาก RS 
soils) มากกว่าแบคทีเรียที่แยกได้จาก RP (33.3% ของ 
ไอโซเลททัง้หมดจาก RP) ในท านองเดียวกันแบคทีเรียที่
แยกได้จาก RS soils เจริญได้บนอาหาร silicate bacteria 
medium (45.7% ของไอโซเลททัง้หมดจาก RS soils) 
มากกว่าแบคทีเรียที่แยกได้จาก RP (23.3% ของไอโซเลท
ทัง้หมดจาก RP) ในทางกลบักนัพบว่า แบคทีเรียที่แยกได้
จาก RP เจริญได้ดีบนอาหาร PVK+ Ca3(PO4)2  (76.7% 
ของไอโซเลททัง้หมดจาก RP) มากกว่าแบคทีเรียที่แยกได้
จาก RS soils (54.2% ของไอโซเลททัง้หมดจาก RS soils) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลการประเมินความสามารถเชิงปริมาณในการ
ยอ่ยละลายฟอตเฟต ของ N2 fixing isolates ที่คดัเลือกมา 
23 ไอโซเลท พบว่า ทุกไอโซเลทสามารถย่อยละลาย
ฟอสเฟตได้จากทัง้สองแหล่ง (Ca3(PO4)2 และ AIPO4)  
โดยค่าการละลายของ Ca3(PO4)2 อยู่ ในช่ วง 101.7 - 
406.1 mgP/L ส่วนค่าการละลายของ AIPO4 อยู่ในช่วง 
8.9-183.8 mgP/L ไอโซเลทที่สามารถย่อยฟอสเฟตได้สูง
ที่สดุทัง้จาก Ca3(PO4)2 และ Al(PO4)2 เป็นเชือ้เดียวกนัคือ 
S2-4a1 (406.11 แ ล ะ  183.82 mgP/L ต า ม ล า ดั บ ) 
(Figure 1) โดยที่ค่าการละลายนีสู้งกว่าไอโซเลทอื่น ๆ 
อย่างมี นัยส าคัญทางสถิติ  ส าหรับค่าการละลาย 
Ca3(PO4)2 และ Al(PO4)2 ต ่าที่สดุได้จากไอโซเลท R1-1a1 
(101.7 mgP/L) และ R2-3b1 (8.9 mgP/L) ตามล าดบั 

ส่วนความสามารถในการละลายโพแทสเซียม
ของเชือ้คัดเลือก พบว่า อยู่ในช่วง 23.41-44.67 mg K/L 
ไอโซเลทที่สามารถละลายโพแทสเซียมได้สงูที่สดุคือ S1-
2a4 เท่ากบั 44.67 mg/L รองลงมาที่มีความสามารถย่อย
ละลายโพแทสเซียมได้ใกล้เคียงกัน ได้แก่ R1-1a3, R1-
3b2, R2-4a2, S1-1b1 และ S1-1a5 โดยสามารถละลาย
โพแทสเซียมได้  44.3, 43.41, 42.28, 41.93 และ 41.77 
mg K/L ตามล าดบั และ ไอโซเลทที่ละลายโพแทสเซียมได้
น้อยที่สดุคือ S1-4b7 (23.41 mg K/L) (Figure 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 3. Number of N2 fixing isolates1 that exhibited phosphate and potassium solubilizing abilities 

Site2 

Number of isolates 
Isolated from soil sample (rhizosphere) Isolated from root sample (rhizoplane) 

Total 
tested 

isolates2 

Phosphate 
solubilizing ability 

Potassium 
solubilizing 

ability 

Total 
tested 

isolates2 

Phosphate 
solubilizing ability 

Potassium 
solubilizing 

ability Ca3(PO4)2 AIPO4 Ca3(PO4)2 AIPO4 
1 15 10 (66.7)4 7 (46.7) 13 (86.7) 13 8 (61.5) 8 (61.5) 4 (30.8) 
2 20 9 (45.0) 11 (55.0) 3 (15.0) 17 15 (88.2) 2 (11.8) 3 (33.3) 

Total 35 19 (54.3) 18 (51.4) 16 (45.7) 30 23 (76.7) 10 (33.3) 7 (33.3) 
1 Isolates that could grow on Burk’s N-free media 
2 Site; 1 = Coffee plantation with the application of chemical fertilizer, compost and bio-organic fertilizer;  Site 2 = Abandoned coffee 

plantations without fertilization more than 17 years 
3 Nitrogen fixing isolates; 35 isolates from rhizosphere soils and 65 isolates from rhizoplane 
4 Percent of total tested isolates 
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จากการทดลองความสามารถในการสร้าง

ฮอร์โมนพืช IAA พบว่าอยู่ในช่วงระหว่าง 0.58-22.80 
mg/L โดยไอโซเลทที่สามารถสร้างฮอร์โมนพืชได้สงูที่สุด
คือ S1-1a7 เท่ากับ 22.90 mg/L รองลงมาได้แก่ S1-2a4 
และ R1-1a3 เท่ากับ 20.80 และ 19.74 mg/L ตามล าดับ 
ซึ่งค่าการผลิต IAA ของทัง้สามไอโซเลทนีส้งูกว่าไอโซเลท
ที่เหลืออย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ   ส่วนไอโซเลทที่ผลิต 
IAA ได้ต ่าที่สดุคือ R1-1a1 เทา่กบั 0.58 mg/L (Figure 3) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
หลงัจากได้น า N2 fixing isolates  ที่คดัเลือก 23 

ไอโซเลท มาประเมินความสามารถในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชแล้ว แล้วจึงได้คัดเลือกไอโซเลท ที่มี
ความแตกตา่งของความสามารถในการ ละลายฟอสฟอรัส 
ละลายโพแทสเซียม และสร้างฮอร์โมนพืช (IAA) รวมถึง 
ลกัษณะที่แตกต่างกนัทางกายภาพบนจานอาหารของเชือ้
แบคทีเรีย มาทดสอบประสิทธิภาพต่อการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของกล้ากาแฟ แบคทีเรียที่ ได้คัดเลือกมี
จ านวน 8  ไอโซเลท ได้แก่ S1-1a5, S2-4a1, S1-2a4, R1-
1a1, R2-3b1, S1-1a7, R1-1a3 และ R2-2c1 (Figure 4) 
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Figure 1. Phosphate solubilizing ability of selected nitrogen fixing bacteria 
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Figure 2. Potassium solubilizing ability of selected nitrogen fixing bacteria 
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การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการ
เจริญเติบโตของกล้ากาแฟและการดูดใช้ธาตุอาหาร 

ผลการประเมินประสิทธิภาพของ N2 fixing 
isolates ที่ คัดเลือก พบว่าการใช้  N2 fixing isolates ที่
คดัเลือกท าให้การเจริญเติบโตของต้นกล้ากาแฟและราก
แตกต่างกับกรรมวิธีควบคุม อย่างชัดเจน โดยเฉพาะ T2 
(S2-4a1) และ T5 (R2-3b1) (Figure 5) และเมื่อท าการวดั
การเจริญเติบโตของต้นกล้ากาแฟพบว่าการใส่เชื อ้
แบคทีเรียคดัเลือก ทุกไอโซเลท โดยเฉลี่ยแล้ว ให้ค่าความ
ยาวราก ความสงู น า้หนกัแห้ง ของรากและใบ รวมทัง้การ
ดูดใช้ธาตุอาหาร ไนโตรเจน (N uptake) ฟอสฟอรัส (P 
uptake) และ โพแทสเซียม (K uptake) สูงกว่ากรรมวิธี
ควบคมุที่ไมใ่สเ่ชือ้ (Table 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
การใส่เชือ้ S2-4a1 ให้ค่า ความยาวราก ความ

สูง น า้หนักแห้ ง ของราก  และ ใบ  สู งที่ สุด  โดยมี
ความสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้ากาแฟ
ได้ใกล้เคียงกันกับ R2-3b1 และสงูกว่ากรรมวิธีควบคุมที่
ไม่ใสเ่ชือ้ อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (Table 4) นอกจากนี ้ 
S2-4a1 และ R2-3b1 ยังให้ค่ า N uptake (226.9 และ 
198.4 mg N/3 plants, ตามล าดับ) สูงกว่าไอโซเลทอื่น 
และสูงกว่ากรรมวิธีควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
ส าหรับ P uptake ไอโซเลท S2-4a1 ให้ค่าสงูที่สุด (15.46 
mg P/3 plants) รองลงมา ได้แก่ S1-1a5 (14.28 mg P/3 
plants) การใช้เชือ้แบคทีเรียคดัเลือกทกุไอโซเลท ยงัสง่ผล
ให้ K uptake ของต้นกล้ากาแฟ สูงกว่ากรรมวิธีควบคุม 
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Figure 3. The amount of IAA produced by selected nitrogen fixing bacteria 

S1-1a5  S2-4a1  S1-2a4  R1-1a1  
 

R2-3b1 S1-1a7 R1-1a3 R2-2c1 
 Figure 4. Selected bacterial isolates from rhizosphere soil and rhizoplane for coffee seedling experiment 
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อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยค่า K uptake ที่เพิ่มขึน้สงู
กวา่กรรมวิธีควบคมุประมาณ 2 ถึง 4 เทา่ 

 
วิจารณ์ 

 
การจัดการปลูกกาแฟที่แตกต่างกันของพืน้ที่

เก็บตวัอย่างในการทดลองนี ้ส่งผลให้มีสมบตัิของดินและ
ความเป็นประโยชน์ของธาตอุาหารตา่งกนั site 1 (pH 4.98) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

มีการใช้การใช้ปุ๋ ยอินทรีย์-ชีวภาพ ร่วมกับปุ๋ ยเคมี อาจมี
สว่นท าให้ค่า pH ของดินต ่ามากกว่า site 2 (pH 5.98) ซึ่ง
ปลอ่ยให้กาแฟเจริญเติบโตในธรรมชาติเองโดยไมม่ีการใส่
ปุ๋ ยเลย ส าหรับความเข้มข้นของ available P ของดิน
พบว่า site 1 สงูกว่า site 2 มาก ประมาณ 20 เท่า (Table 
1) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีการใส่ปุ๋ ยเคมีท าให้มีฟอสฟอรัส
ตกค้างในดินสงูมาก โดยเฉลีย่แล้วได้จ านวนไอโซเลทจาก 
site 1 ทัง้จากดินและรากมากกว่า site 2 ซึ่งอาจเป็นเพราะ

Figure 5. Coffee seedlings inoculated with selected N2 fixing isolates; control = no inoculation; T1 = S1-1a5; 
T2= S2-4a1; T3= S1-2a4; T4= R1-1a1; T5=R2--3b1; T6=S1-1a7; T7= R1-1a3 and T8= R2-2c1 

Table 4. Effect of bacterial inoculation on growth and nutrients content of coffee seedling 
Treatment Root 

length 
(cm) 

Plant 
height 
(cm) 

Dry weight 
(g/plant) 

Nutrient uptake 
(mg/plant) 

Root Shoot N P K 
Control   9.16c   6.16c 1.94de 1.71c 112.5d   4.97d   28.46f 
S1-1a5 13.83ab 11.66ab 2.16bc 3.92a 191.8abc 14.28ab 114.07a 
S2-4a1 14.5  ab 13.0  a 2.37a 3.83a 198.4ab 15.46a 100.25ab 
S1-2a4 10.0  bc   9.0  bc 2.11bcd 2.71b 167.0bc   9.77c   74.84cd 
R1-1a1 12.83abc 10.0  abc 1.95de 2.35bc 146.8cd   8.10cd   82.82bcd 
R2-3b1 14.83a 13.0  a 2.27ab 3.52a 226.9a   8.62cd   94.22abc 
R1-1a7 12.0  abc   8.0  bc 1.91e 2.25bc 169.9bc   9.80c   84.55bc 
R1-1a3 10.0  bc   7.66  c 2.03cde 2.27bc 146.0cd 10.50bc   62.62de 
R2-2c1 14.0  a   8.0  bc 1.99cde 2.29bc 161.6bc 10.10bc   50.15e 
Average 12.35   9.65 2.08 2.76 168.98 10.17   76.88 
F-test * * * * * * * 
CV (%) 21.46 23.59 4.75 14.49 15.87 24.53 10.16 

1 Means within the same column follow by different letters showed significantly difference between treatment by LSD test at P≤0.05 
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ดิน site 1 มีการใส่ทัง้ปุ๋ ยเคมี ปุ๋ ยหมัก และปุ๋ ยอินทรีย์ -
ชีวภาพ ประกอบกับมีอายุของต้นกาแฟน้อยกว่า site 2 
อย่างไรก็ตามถึงแม้ site 1 จะมีจ านวนแบคทีเรียที่แยกได้
มากกว่า site 2 ผลการทดลองนีแ้สดงให้เห็นว่าเปอร์เซ็นต์
ของแบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจนได้ใน site 2 (84%)  มีสูง
กว่า site 1 (25%) ประมาณ 3 เท่า ซึ่งอาจเป็นผลมาจาก
การท่ี site 2 มีการใส่ปุ๋ ยเคมีท าให้มีปริมาณไนโตรเจนที่
เป็นประโยชน์สงู  ซึ่งปริมานของ แอมโมเนียม (NH4

+) ไน
เตรต (NO3

-) และสารประกอบไนโตรเจนอื่นๆมีผลต่อการ
ตรึงไนโตรเจน ถ้ามีปริมานมากเกินไปในดิน จุลินทรีย์จะ
ไม่ตรึงไนโตรเจนจากอากาศเนื่องจากใช้สารประกอบใน
ดินง่ายกว่า Wang-nai (1985)  ดังนัน้แบคทีเรียที่แยกได้
จาก site 1 บางไอโซเลทอาจสญูเสียความสามารถในการ
ตรึงไนโตรเจนไป 

N2 fixing bacteria ที่แยกได้จากดินรอบรากพืช 
(RS soils) (35 ไอโซเลท) ซึ่งมีความสามารถในการย่อย
ล ะล าย ฟ อส เฟ ต  ใน อ าห า ร  PVK+ Ca3(PO4)2   มี
เปอร์ เซ็ น ต์ จาก  N2 fixing bacteria ทั ง้หมด  (54.3%) 
ใกล้เคียงกับในอาหาร PVK+AlPO4 (51.4%) และมีความ
แตกต่างเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ดังกล่าว
ระหว่างพืน้ที่แยกเชือ้ (Table 3) อย่างไรก็ตาม พบว่า 
เปอร์เซ็นต์ของ N2 fixing bacteria ที่แยกได้จากบริเวณ
เนือ้เยื่อผิวราก (rhizoplane: RP) ที่สามารถย่อยละลาย
ฟอสเฟตจาก Ca3(PO4)2 ของ site 2 (88.2%) สูงกว่าของ 
site 1 (61.5%) ในทางตรงข้ามเมื่อมี  AlPO4 เป็นแหล่ง
ฟอสเฟต เปอร์เซ็นต์ดังกล่าวของ site 1 (61.5%) สูงกว่า
ของ site 2 (11.8%) อย่างชัดเจนเช่นกัน ซึ่งเปอร์เซ็นต์ที่
ต่างกันนีอ้าจเป็นผลมาจากการที่ดินของ site 1 มีค่า pH 
(4.98) ต ่ ากว่า pH ของ site 2 (5.98) แล้วส่งผลให้  N2 
fixing bacteria ที่แยกได้จาก RP และซึ่งมีปฏิสัมพันธ์
ใกล้ชิดกบัรากพืชมีความสามารถละลายฟอสเฟตจากสอง
แหล่งต่างกัน จากรายงานการวิจัยเก่ียวกับ phosphate 
solubilizing bacteria (PSB) ที่แยกได้จากทัง้ในดินกรด 
และ ดินแคลคาเรียส (calcareous soils) พบว่าแบคทีเรีย
ส่วนใหญ่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตจาก 
Ca3(PO4)2 (30.2-523.7 mgP/L) ได้ดี กว่าจาก AlPO4 
(18.5-61.3 mgP/L) ห รื อ  FePO4 (17.8-103.4 mgP/L) 
(Lui et al., 2015; Panda et al., 2016) ซึ่งสอดคล้องกับ

งานทดลองครัง้นี  ้ท่ีพบว่า N2 fixing bacteria มีค่าการ
ละลายของ Ca3(PO4)2 อยู่ ในช่วง 101.7-406.1 mgP/L  
ส่วนค่ าการละลายของ AIPO4 อยู่ ในช่ วง 8.9-183.8 
mgP/L 

นอกจากความสามารถของ N2 fixing bacteria 
ในการละลายฟอสเฟตแล้ว ยงัมีความสามารถในการย่อย
ละลายโพแทสเซียมจากแร่ feldspar อีกด้วย (23.41-
44.67 mg K/L) ซึ่งสอดคล้องกับงานทดลองของ Parmar 
and  Sindhu (2013) ซึ่งพบว่าค่าการละลายโพแทสเซียม
จากไอโซเลทที่แตกต่างกนั โดยใช้ แร่ ไมก้า เป็นแหลง่ของ
โพแทสเซียมอยู่ในช่วงระหว่าง 15-48 mg K/L  ส่วนงาน
ท ด ล อ งข อ ง  Hartono et al. (2016) พ บ ว่ า  N2 fixing 
bacteria มีความสามารถในการผลิต IAA ได้ (5-59 mg/L) 
ส าหรับ N2 fixing bacteria ที่แยกได้จากงานทดลองครัง้นี ้
สามารถผลติได้อยูใ่นช่วง 0.58-22.80 mg IAA/L  

เมื่อท าการคัดเลือกเชือ้ N2 fixing bacteria ที่มี
ศกัยภาพในการสง่เสริมการเจริญเติบโตของพืชมาทดสอบ
ประสิทธิภาพกับต้นกล้ากาแฟ พบว่า ทุกไอโซเลทให้การ
เจริญเติบโตและ การดูดใช้ธาตุอาหาร สูงกว่ากรรมวิธี
ควบคมุที่ไม่ใสเ่ชือ้ โดยเฉลีย่แล้วไอโซเลท S2-4a1 มีความ
โดดเด่นกว่าไอโซเลท อื่น ๆ โดยสามารถเพิ่ม N, P และ K 
uptake สงูกว่า กรรมวิธีควบคมุ โดยคิดเป็น 76, 211 และ 
252% ตามล าดับ  ซึ่ งสอดคล้องกับงานทดลองของ 
Wedhastri et al. (2012) ได้ท าการทดลองใช้เชือ้จุลินทรีย์
ที่ แยกได้จากบริเวณรอบรากกาแฟในการเพิ่ มการ
เจริญเติบโตของต้นกล้ากาแฟในโรงเรือน ในประเทศ
อินโดนีเซียและพบว่าจุลินทรีย์ชนิด Achromobacter sp., 
Stenotrophomonas  maltophilia และ Leifsonia aquatica 
ที่แยกได้บริเวณรอบรากกาแฟมีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจนได้ และช่วยสง่เสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้า
กาแฟกาแฟอะราบิกาที่ปลูกในโรงเรือนมากกว่าต้นกล้า
กาแฟอะราบิกาที่ไม่ได้ใส่เชือ้ จากผลการทดลองครัง้นี ้
แสดงให้ เห็ นว่า  N2 fixing bacteria ไอโซเลท S2-4a1 
สามารถน าไปพฒันาเป็นปุ๋ ยชีวภาพส าหรับทัง้การผลติต้น
กล้ากาแฟและการปลกูกาแฟในพืน้ที่สงูได้ อย่างไรก็ตาม
ควรน าไปทดสอบประสิทธิภาพในโรงเรือนและภาคสนาม
เพื่อยืนยันประสิทธิภาพของการใช้ N2 fixing bacteria 
ก่อนน าไปผลติเป็นปุ๋ ยชีวภาพส าหรับการปลกูกาแฟ 

ความสามารถของแบคทเีรียตรึงไนโตรเจนในการส่งเสริมการเจริญเติบโต 
ของต้นกล้ากาแฟอะราบิกา 
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สรุป 
 

แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (N2 fixing bacteria) ที่
คดัแยกได้มีประมาณ 42% (65 ไอโซเลท) ของแบคทีเรียที่
แยกได้ทัง้หมด (155 ไอโซเลท) site 1 ได้แบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจน จ านวน 28 ไอโซเลท จากจ านวน ไอโซเลท 
ทัง้หมด 111ไอโซเลท คิดเป็น 25.2 % ส่วน site 2 ได้
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจ านวน 37 ไอโซเลท จากทัง้หมด 
44 ไอโซเลท คิดเป็น 84 % มี N2 fixing bacteria เพียง 23 
ไอโซเลท ที่ สามารถย่ อยละลายทั ง้ฟอสเฟต และ 
โพแทสเซียม ได้ ความสามารถในการละลายธาตอุาหารนี ้
มีความแปรผันค่อนข้างสูงขึน้อยู่กับ ชนิดของแบคทีเรีย 
และ แหล่งของฟอสเฟต หรือ โพแทสเซียม (8.86-406.11 
mg P/L และ 23.41-44.67 mg K/L ตามล าดบั) การสร้าง 
IAA ก็มีความแปรผันสูงเช่นกันตามชนิดของแบคทีเรีย 
(0.58-22.80 mg IAA/L)  เมื่อคัดเลือกเชือ้ 8 ไอโซเลท ที่มี
ศกัยภาพตา่งกนั ในการละลายฟอสเฟต โพแทสเซียม และ 
สร้าง  IAA มาทดสอบประสิทธิภาพกับต้นกล้ากาแฟ 
พบว่า S2-4a1 และ R2-3b1 ให้ค่าความสูง น า้หนักแห้ง 
ของราก และใบสงูที่สดุใกล้เคียงกนั และให้ค่า N, P และ 
K uptake สงูกว่ากรรมวิธีควบคุมประมาณ 2 ถึง 3.5 เท่า 
และเมื่อเทียบกันระหว่าง 2 ไอโซเลทจะเห็นว่า S2-4a1 มี
ศกัยภาพสงูโดดเด่นท่ีสดุในการน าไปประยุกต์ใช้เป็นปุ๋ ย
ชีวภาพส าหรับการผลิตกาแฟเพื่อลดปริมาณการใช้
ปุ๋ ยเคมี อย่างไรก็ตาม ควรน าไอโซเลทที่มีศักยภาพสูงนี ้
ไปทดสอบในภาคสนามเพื่อเป็นการยืนยนัผลของการใช้
แบคทีเรียเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้ากาแฟ 
แล้วจึงสามารถน าไปสู่การประยุกต์ใช้ในการผลิตกาแฟ
เพื่อลดปริมาณการใช้ปุ๋ ยเคมีได้ตอ่ไป 
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