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 A total of 260 nitrogen fixing endophytic bacteria were isolated from rice roots of 

different varieties of rice in the greenhouse and Suphanburi Rice Experimental Station. UPGMA 

analysis using simple matching binary coefficient of antibiotic resistance patterns, carbon source 

utilization and morphology indicated that the isolated bacteria could be categorized into 18 

groups, with a maximum similarity value of 78%. Complex fingerprint patterns were obtained for 

50 isolates studied. 40 isolates carried nifH gene. Diversity of  the representative bacteria was 

assessed by RFLP technique (restriction fragment length polymorphism). Restriction digestion 

with the enzymes HahI, HpaII, HaeIII, MboI, RsaI and HinfI. The results indicated that the 

isolated bacteria could be categorized into 14 groups, with a maximum similarity value of 100%. 

Sequence analysis of PCR product indicated the 16S rRNA gene in strain Bradyrhizobium 

yuanmingense strain TTB5, Bradyrhizobium sp., Azorhizobium caulinodans, Burkholderia 

cepacia strain BEB17, Burkholderia vietnamiensis and Uncultured bacterium with 78%, 93%, 

99%, 94%, 94% and 99% sequence similarity respectively. Nitrogenase activity of these bacteria 

range from 0.204-1.138 nmol C2H4·H
-1
·tube

-1
. 
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Sb-Pt13 กับ Bradyrhizobium yuanmingense strain TTB5 
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3 การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีแยกไดไอโซเลต   
Bn-Pt14-0 กับ Bradyrhizobium sp. 
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4 การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีแยกไดไอโซเลต   
Bn-Pt07-1 กับ Azorhizobium caulinodans 
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(5) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 

ภาพผนวกท่ี หนา 
 

5 การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีแยกไดไอโซเลต   
Bn-Pl11-2 กับ Azorhizobium caulinodans 
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6 การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีแยกไดไอโซเลต   

Bn-Pl08-1 กับ Azorhizobium caulinodans 
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7 การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีแยกไดไอโซเลต   
Bn-Pl06-1 กับ Azorhizobium caulinodans 
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8 การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีแยกไดไอโซเลต   
Np-Pl15-1 กับ Burkholderia cepacia strain BEB17 
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9 การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีแยกไดไอโซเลต   
Bm-Sp17-2 กับ Azorhizobium caulinodans 
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10 การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีแยกไดไอโซเลต   
Ay-Pt07-2 กับ Burkholderia vietnamiensis 
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1.  �
��04��5
ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +�����#�#��%�ก�� �/�	�2 ��<�%���ก

(��$6�

��7:+ ���Q 
 
2.  �
��0�/ก��4$�����ก���
(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +�����#�#��%�ก��

 �/�	�2 ��<�%���ก(��$6�

��7:+ ���Q 
 
3.  �
��0�/ก�����61�713�
ก�� �/�	�2 ��<�(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���

5
ก	�� 
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ก�������
ก=�� 
 

1.  	��� 

 

(��$ (Oryza sativa L.) ����7�8
�&���69�4�8���6:�(0�2�ก�������
����&�ก�2�ก��กก$�� 40% 
(Hossain and Fischer, 1995) 5������0�������ก(0�4�6�$�%�8�%�������5=#�0�&�
 �$��00ก
�\�
�% �5���0�&�
 0�% � ����$����
ก$���0�&�
�( ��0� �J<<:#�����$2�ก��
��������'ก(��$������ 961 
����	�� 2�

������6�$�%�8�ก��<�
0
'�%��$���0�&�
41����� 87 % (FAOSTAT, 2005)  ������	�

%�N�����������������ก� �ก�����
��������'ก(��$������ 63.8 ����	�� (69���ก�������Nก1<
ก���ก� �, 2550) �9�%��(��$����
�&����Nก1<���69�4�8�
��0ก��#�12343�
%�������5��ก��6��00ก
	�%� ���2�ก %��? 
.�. 2550 ������	�
6��00ก(��$41������'�4�� 119 
������#��  2�
5#��
61�4��00ก����(��$����3� ��� Q �&�� (��$�<��(�$ 37.9 
������#�� (��$�0����1	�
 47.9 
������
#�� (��$�0���:�7��� 6.6 
������#�� (��$����
$  3.4 
������#�� (��$ก��0�  1.3 
������#�� 
�0ก<�ก���
���9�ก��H�1 (��$�/��@/��ก9������������1
�%������� �$��00กก���2�
41������'�4��  21.4 

������#�� �0ก<�ก���กG<�����
$ก���
(��$�/�� (��$����0ก 5����ก��5���'�H�1 3��b+<�ก(��$
6��00ก41������'�4�� 8.6 
������#�� (69���ก�������Nก1<ก���ก� �, 2551) 

 
$�<�ก���<�18� 1#2  (growth cycle) (0�(��$
��7:+ ���Q���� 6�$���ก<�5 ก ���ก���\
��

&�$�$�;�3�4 (vegetative period) 6�$�&�$��<�18
��7:+5��&�$�6:ก5ก���ก<�4����5��4���
4�/�ก�� 
69����#�J<<�
�����H�ก���# �0H�H�1  4�0 3'�10�ก�� (0:��3'�15��4$���(��56�) 4$��&���%��1� 
7� :0���� (2�
�\
��0
���
1�� 	�2 ��<�5��P06P0��6)%��? 4.�. 2005 6=�#��$1<�
(��$
����&� 1 (IRRI) 	��071#�
ก���<�18� 1#2 5��
�;��(0�(��$ 5#��00ก���� 3 ��
� ���56��3�
��� 
1   4�0 
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@�A��B 1  ��
�ก���<�18� 1#2  ���Q @/�������J<<�
ก9����0�4+���ก0#H�H�1  (0�(��$@/����0�
:�กG# 
 �ก��
$ 130-135 $�� 
 
��B��: (IRRI, 2005) 
 

1.  ก���<�18� 1#2 %�&�$�$�;�3�4 (vegetative period) ��1�� ���5 �ก���0ก (germination) 
<�=/�ก9���1�&�0�0ก (panicle initiation) 

 
 1.1  ก���0ก5��ก���<�18� 1#2 (0�(��$ %��( ��0� &:��&��� ก���(��$<��0ก3�
%� 3 

$�� ���� <�ก�$������G� (���G�(��$� ��
�	��2�
ก��5&����G�	$� 24 &��$2�� 5���:��0�ก 48 &��$2��) 
��
�������� ��ก���กG��#<�กก���0ก(0����G�(��$<�=/�ก�0����(��$5 กก0 %���
���� ��ก���<��� 
seminal root 5��%&�0����<�ก endosperm <����  �0<�ก������ adventitious root �ก1�(/��5�� 
seminal root 

 
 1.2  ��
�5 กก0 (tillering stage) ��1��<�กก��5 ก���05�ก<�ก(�0��� �9����6:� @/�����
ก$�� 

primary tiller ����<�ก����กG�ก1� secondary tiller  ��
����(��$<�6'�5��5 กก00
����$���G$ ����<�ก
����กG�ก1� tertiary tiller ����0(��$�<�18� 1#2 ��ก(/�� ก���<�18� 1#2 (0� tertiary tiller �� 2 ��
� 4�0 
��
�5�ก5 กก06'�6:� (maximum tillering stage) ก���<�18� 1#2 (0� tertiary tiller <��9���1�
 �0	�<�=/���
�5 กก06'�6:� ��
������ก0�ก1�(/����ก��
<�5�#	����G��9� ����1� ����<�ก��
���� 
ก0(��$<� �
 5����<9��$�ก0���� 
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 1.3  ��
�
�����0� (stem elongation stage) ��
������1�� ��ก�0�ก9���1�&�0�0ก%�(��$

��7:+���ก 5���ก1�(/��%�&�$�������
�5 กก0 @/������
��$��������
ก$�� lag vegetative period 6�$�
%�(��$
��7:+�#���
�5 กก06'�6:� ก��
�����0�5��ก9���1�&�0�0ก<��ก1�(/��
��0�ก�� 
 

2.  ก���<�18� 1#2 %� reproductive period ��1�� ���5 �ก9���1�&�0�0ก<�=/�00ก�0ก 
(flowering) 
 

 2.1  ก��ก9���1�&�0�0ก (panicle initiation stage) ��
������1��<�กก���0���G�&�0�0ก %�
(��$
��7:+�#� ��
����<����� 40 $������<�ก�
�����G� 5��<��0���G�&�0�0ก 11 $�� �0�� @/��&�0
�0ก���<��ก1�����9� ����1�ก�0� 5��%�ก00��� Q =���� 5 �%�(��$
��7:+���ก<���ก��
�����0�ก�0����<�
�ก1�&�0�0ก =����ก��(����9�%�&�$����ก���ก1�&�0�0กกG0�<
����
��$��00ก	� 

 
 2.2  ��
� �����0� (booting stage) ��
�����ก1�(/������<�ก���&�0�0ก�<�18� 1#2 5��$ 0
'�%�

��
� 16 $������<�ก�����G�ก9���1�&�0�0ก <���G�ก�#%#(0�%#7�#$� %#<�����
$ �
5����G�ก0���
	�����$� (unproductive tiller) �ก1�(/�� 

 
 2.3  ��
�&�0�0ก2H��00ก�� (heading stage) ��
����������
����&�0�0ก (panicle) 2H��

00ก��<�กก�#%#7� 
 
 2.4  ��
�00ก�0ก (flowering stage) �ก1�(/�������� 25 $������<�ก�0���G�&�0�0ก 

	��$��<�����(��$
��7:+�#����0(��$
��7:+���ก <�����&�$�����0ก#�� 
 

3.  ก���<�18� 1#2 %� ripening period ��1�� ���5 �00ก�0ก<�=/�(��$5ก� (full maturity)  
 
 ���G�(��$�ก1�(/������<�ก�����ก��H6��ก6� ���G�(��$<���ก�������
�5����ก1�(/��ก�0�

�กG#�ก��
$ %��( ��0�&��� &�$����%&���
��$�������� 25-35 $�� 	��$��<�����
��7:+0�	� 6�$�%��( 
0#0:�� �&��  006� ����
% �5��6���N0���1ก� &�$����%&���
��$�������� 45-60 $�� &�$� ripening ��� 
�� 3 ��
���$
ก�� 4�0 

 
 3.1  Milk grain stage ������
����5�O�%����G������
�<�ก63�
(0����$����63�


����0���9��� @/��<�#�#00ก��	�� 
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 3.2  Dough grain stage 6�$����������9���%����G�<������
�63�
5(G�(/�� 
 

 3.3  Mature grain stage 6�(0��$�<������
�<�ก6��(�
$��������0� ��
����61��6:�����0  90-
100 % (0����G������
�����6�����0�<���G�%##�5��%#7�����
$5�� �
	� #��
��7:+ ��5��%##�
0�<
���(�
$0
'�=/����G�<�5ก�5��$ 
 

2.  ���D���B��	
���������E��F� 
 
����0�<�ก%�$� =:ก9���1��1�����	����7� :	�2 ��<�����0�4+���ก0# �������	�2 ��<�%��1�

�ก1�(/����	��0
���	� 4��<��
+3�4$1&��N
�$1�
� (2541) 	��ก���$=/�5���������(0�	�2 ��<�%�
�1���0
'� 3 5����%�8� Q ��$
ก�� 4�0 
 

1.  ก�� �/�กK�@	�2 ��<�<�ก0�ก��2�
<:�1����
+ ก�� �/�2�
&�$$17���4$��69�4�8��ก
����0�<�ก 90% (0�	�2 ��<���� �/�	��2�
ก��#$�ก�� ��7���&� 1��<�กก1<ก���ก�� �/�(0�<:
�1����
+�1� �0�	@�+�����#�#��%�ก�� �/�	�2 ��<�(0�<:�1����
+��������4�0 �0�	@�+	�2 �<���6 
(Nitrogenase enzyme) 
 

2.  ก���ก1�PO�5�# (Lightning) �9�%��กK�@	�2 ��<� (N2) %�0�ก��='ก00ก@1	�6+%��
ก��
����	� ��600ก	@�+ (N2O) 5��	� �1ก00ก	@�+ (NO) @/��<�����
%���9�v�5�� ก����
��
H1$�1� ��H'�49��$�$���?��/�� Q 	�2 ��<�%��1������<�กก��#$�ก���������1��� 0.8 กก./	��/�? %��'�
(0�50�2����
�	000� (NH4

+) 5�� 0.3 กก./	��/�? %��'�	���� 	000�(NO3
-) 

 
3.  ก��%6��:I
%��5ก��1�5��
�& �:I
�4��@/������6���4�����6���4����+(/��<�กกK�@	�2 ��<�%�

0�ก��<��$������5�������69�4�85������/��(0�	�2 ��<�%��1� �0ก<�ก���
���$�=/� �:I
40ก �:I

�&
6� 5���:I
01����
+	�2 ��<�0��� Q  
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3.  ;:H��������� 

 
�J<<:#��0� ��ก���
1�����&�ก�(0�2�ก����	�0
����$���G$�������4$�� �0�ก��H�H�1 (��$

�
��0%�� 0#6�0� �0ก���
1�����&�ก�(0�2�ก</���ก(/�� ��ก��4��4���$��%��? 4.�.2020 �
��0%��
H�H�1 (��$�
�
�
0 �0ก��#�1234(0����&�ก�2�ก<� �0�%&��:I
	�2 ��<�0
�����0
 2 ���� (0�
<9��$��:I
	�2 ��<����%&�0
'�%��J<<:#�� %�ก����'ก(��$�0ก<�ก��1�����9������4$��69�4�8 �0ก��
�<�18� 1#2 (0� ��(��$5��$0�ก�J<<�
��/�������4$��69�4�8 �0ก��H�1 (��$ 4�0 �:I
	�2 ��<� @/������
7� :0�������ก(0�
�&�����#�#��69�4�8 �0ก���<�18� 1#2 (0�(��$ (International Rice Reasearch 
Institute, 1993)  2�
��ก���/ก����1���7� :0�������ก(0�
�&���(��$ �0�ก�� %��? 4.�.1981 
Yoshida 
#$��7� :0����
�&���<9�����%�ก��H�1 (��$ 1  �� %��( ��0�&:��&��� 4�0 	�2 ��<� 20.5 
ก12�ก��� P06P0��6  5.1 ก12�ก���5��2
5�6�@�
� 44.4 ก12�ก��� =/�5��$��2
5�6�@�
�����7� :
0����
�&���(��$ �0�ก��%���1�����ก 5 �%���##ก����'ก(��$%�������	�
6�$�%�8�	��4�0
��
�J8���ก��
$ก�#ก��(��2
5�6�@�
� ����0�<�ก	����<�ก��9�&�������5��2
5�6�@�
�%��1�  
�������%�#����7� :0����
�& ���Q���<9�����69����#ก���<�18� 1#2 (0�(��$ 	�2 ��<�<������7� :
0����
�&���69�4�8���6:�@/��������	�
��ก���9��(��%��'�(0��:I
�4������3� ���Q %���1�����ก ���
56��	$�%� ������� 1 
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�������B 1  ��1���ก���9��(���:I
�4������3� ���Q �? 
.�. 2549 5�� 
.�. 2550 
 

2549 2550 ���ก��=F���� 

  ;�F��M (�8�) �P��D� (����
��) ;�F��M (�8�) �P��D�   (����
��) 

�:I
�����7� :	�2 ��<� 1,805,948 16,917,040 2,118,475 22,021,605 

�:I
�����7� :P06P0��6 51,908 391,037 15,517 164,276 

�:I
�����7� :2
5�6�@�
� 375,251 3,336,044 481,030 4,175,222 

�:I
�����7� :	�2 ��<�5��
P06P0��6 

305,096 2,487,017 409,871 3,829,171 

625,074 6,451,307 741,713 7,765,813 �:I
�����7� :	�2 ��<�, 
P06P0��65��2
5�6�@�
�     

�:I
0��� Q 520,902 5,795,122 561,690 7,947,626 

���  35,377,567  45,903,712 

 
��B��: 69���ก�������Nก1< (2551) 
 

4.  ����=7��8T	
���������ก8
	��� 

 
%�
�&���$	� 	�2 ��<� (N) ����0�4+���ก0#���69�4�8(0�ก��0��12� (amino acids) ก��

�1$4��01ก (nucleic acids) �1$4��20	��+ (nucleotile) 5��4�02�P{��+ (chrolophyll) 7� :	�2 ��<���
H� �0(��$2�
�9�%�� ����6��(�
$�(�� 6���6�1�ก���<�18� 1#2 0
����$���G$�������4$��6'� �
1��
<9��$�5(�� �
1��(���(0�%#5�����G� �
1��<9��$��0ก �0�$� �
1����0�+�@G� +���G��� �0�$� �
1��
��1���2�� ��%����G�(��$ (De Datta, 1981) 

 
6��� :(0�ก��(��	�2 ��<�%�(��$�ก1�<�ก�1���������#	�2 ��<� �9� ก��%6��:I
	��

�
�
�
0 �04$�� �0�ก��(0�
�& ก��%6��:I
��$
$17�ก��5���$�����	�������6� ก��6'8�6�

	�2 ��<�	�ก�#H�H�1 ����กG#�ก��
$ �$�����ก������1���ก��6'8�6�
	�2 ��<�<�กก��#$�ก�� ���Q 
	��5ก� volatilization denitrification leaching 2�
	�2 ��<�����7� :0�������
#$��(��%���(��$
���$	� 2�
�\
��%���(��$��������1����
���������#01����
$� =: �9��&�����
#���$	�%�3�4
 �$��00ก�\�
�����0 (��$���(��	�2 ��<�<���%#5ก����0#��4����%#�����������6��(�
$0�0� ���

%#����0� =��(���:�5��%#5ก�<� �
����0�
�
�%#0�0� %#54# 6���5�� ��� �� ��6��(�
$������0� 
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ก��(��	�2 ��<���ก�ก1�%���
�(��$5 กก05����
�ก9���1�&�0�0ก @/��������
����(��$��4$��
 �0�ก��	�2 ��<�6'� ก��(��	�2 ��<�6��H�%��ก��5 กก0����  ��(��$54��5ก�� 5 กก0
��0
 �����G��� �0�$������9�%��H�H�1 (��$���� (De Datta, 1981) 

 
5.  ก�<
��ก�������������� 
 

5.1  ก��#$�ก�����0: 6��ก���  
 

 ก�� �/�	�2 ��<����	��<�กก��#$�ก����������� 85 ���� ��/�? (Waggoner, 1994)
����ก��#$�ก����� �0�%&�
������6'�%�ก���9���

��7�6��(0�กK�@	�2 ��<� 2�
ก��#$�ก��
 �/�	�2 ��<�����4��3�
% �4$�����6'� (200 atm) 5��0:��3'�16'� (400-500°C) ��&��0���
ก$�� 
ก��#$�ก�� Haber-Bosch process (David, 2007) ���6�ก�����  1 
         
               N2+3H2                                               NH3 (aq.)    ∆G = -531 kJ (12.7 kcal)  — � 
 

 
5.2  ก��#$�ก�� �/�	�2 ��<����&�$3�
 
 
 ����ก��#$�ก���9����(0�<:�1����
+���6����=�����
�กK�@	�2 ��<�(N2) <�ก

#��
�ก��	�����50�2����
� (NH3) ��$
 electron reduction 5�� protonation (0�กK�@ N2 @/������
H�<�กก1<ก���(0��0�	@�+ nitrogenase ���6�ก����� 2 5��6����=�����
�����	�2 ��<�%��'����
�������2
&�+5ก�
�& �&�� NH4

+  NO3
-  2�
0���
<:�1����
+%�5 ���ก�:��5 ก ���ก�� (David, 2007) 

 
                    N2 + 8H+ + 8e− + 16 ATP                               2NH3 + H2 + 16ADP + 16 Pi —� 

 
 
 
 
 
 
 

200 atm  ,400-500°C  

K2O, Al2O3 

nitrogenase 
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%�6�$�(0�ก�� �/�	�2 ��<�2�
&�$$17�����  Karl Fisher 5�� William E. Newton (2002) 
	��5#��5#4�����
00ก����  3 ก�:�� 2�

1<��������4$��6��
��7+���$���5#4�����
�1�ก�#
�& 4�0 
 

1.  5#4�����
 �/�	�2 ��<������3�$�0
'���$�ก�#��ก
�& (symbiotic nitrogen-fixing bacteria) 
5#4�����
%�ก�:�����%&�@'24�65����5�#0	� +<�ก
�&0���
 (host) ����5����
������ �&�� 	�
2@�#�
�@/��0
'���$�ก�#��ก
�& ��ก'�=��$ 6����= �/�	�2 ��<�	���������?�� 10-60 กก.N/	��  
����0 �/�	�2 ��<�	��5��$กG�4���0�
��
6��00ก��
���@��+��ก(0�
�&0���
0
����$���G$ %���##���

�&�/�	�2 ��<���� �/�5��$��%&������� 90 % <:�1����
+��� �/�	�2 ��<�����00
'�%�����ก
�&
 ��ก'�=�� $  	��5ก�  	�2@�#�
� (Rhizobium) @/� � �<�18� 1#2 ��G$  5��5#���	�2@�#�
� 
(Bradyrhizobium) @/���<�18� 1#2 &�� ���� �� 

 
2.  5#4�����
 �/�	�2 ��<����0
'�%ก��&1�ก�#��ก
�& (associative nitrogen-fixing bacteria) 

5#4�����
%�ก�:�����%&�6�����������0
00ก��<�ก��ก
�& root exudates ����5����
������ �&�� 
Azospirillum 5�� Azotobacter 5#4�����
ก�:�����6����= �/�	�2 ��<�	���������?�� 2-30 กก.N/
	�� <:�1����
+��������	��	��6��������ก�
�
�5 �0���
0
'� ��H1$��ก���0&�0����$����@��+%�&���40�+
��ก@+  
�&<�	����#���2
&�+<�ก	�2 ��<����<:�1����
+ �/������� 90 % ����0<:�1����
+��������� �

5��$ 

 
3.  5#4�����
 �/�	�2 ��<�����9���&�
0
���016�� (free living nitrogen-fixing bacteria) ������ 


$ก���%&�01����
$� =:%��1�����5����
������ (heterotroph)  69����#5#4�����
ก�:����� �&�� 
Azotobacter @/��0
'�%�7���&� 1	����#01����
6��������0������0
</�6����= �/�	�2 ��<�	��%�
��1���4�0�(��� �9� 4�0�?�� 0.15-0.3 กก./	�� 5��
$ก���6���4����+56�	�� 6����=%�ก�� �/�
	�2 ��<�	���������?�� 1.5-12 กก.N/	�� %�
������(0��$���0�&�
��6�����
6��(�
$5ก���9���1� 
(cyanobacteria) �9�������� �/�	�2 ��<� </�&�$
�
1��7� :	�2 ��<�%��1���@/��%&���'ก(��$	������
0
������0ก<�ก�1���<���6�����
6��(�
$5ก���9���1�����9���&�
5##016��5��$
���� Anabaena azollae 
@/��0
'���$�ก�#�P{�+���9�&��0 Azolla (5��5��) &�$
 �/�	�2 ��<�0�ก��$
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6.  ก��กก�������������� 

 

ก�� �/�	�2 ��<�2�
5#4�����
�����4$��6����=�����
�กK�@	�2 ��<�%�#��
�ก�� (N2) 
%��0
'�%��'�(0�50�2����
 @/������6�����ก0#01����
+	�2 ��<� (organic nitrogen) 5#4�����

6����= �/�	�2 ��<�	������0���<�ก ก1<ก���(0��0�	@�+	�2 �<���6 (Nitrogenase) ก��#$�ก�� �/�
	�2 ��<�����ก1�(/��='กก�� :��2�
 �0�	@�+	�2 �<���656��������   
                                             Nitrogenase 

N2 + 8H+ + 8e- + 16 ATP                  2NH3 + H2 + 16ADP + 16 Pi 
 

�0�	@�+	�2 �<���6���ก0#	���$
2�� �� 2 &�1�4�0 2�� ����������Gก����0�4+���ก0# 
(iron protein ���0 Fe-protein) 5��2�� �������2��1#�����5�����Gก����0�4+���ก0# (molybdenum-
iron protein) @/��%�(���5�ก Fe-protein <�='ก���1$6+2�
 ferredoxin  �0�� Fe-protein ���='ก���1$6+<�
�(��<�#ก�# ATP 5��	����1$6+ molybdenum-iron protein 5��%��01��Gก �0�ก�# N2 5���ก1����� 
NH=NH 5��='ก���1$6+ �0	�����0
Q2�
��#01��Gก 0�<�ก ferredoxin <�ก��
���� 2NH3 2�
ก�	ก�
��1ก1�1
�56�����3�
��� 2 

 
 

@�A��B 2  ��1ก1�1
�����ก&�����$���ก��#$�ก�� �/�	�2 ��<�2�
	�2 �<���6�0�	@�+ 
 

��B��: David (2007) 
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ก��$1�4����+�����61�713�
%�ก�� �/�	�2 ��<� 0�<�9�	�����
$17�������� �� 5��
���0�0� (Burris 5�� Wilson, 1957)	��5ก� 

 
1.  ก��$1�4����+��	�2 ��<��$���� �/�	��2�
$17� Kjeldahl ก��$1�4����+��	�2 ��<��$�

(total nitrogen) <�ก
�&2�
$17� Kjeldahl 	����#4$���1
���ก����0�<�ก����$17�ก��$1�4����+��
6�����ก0#	�2 ��<�2�
 �����%��H���
06�4$�  =/�5��$��	��6��$ก5���6�
�$����ก 

 
2.  ก��$1�4����+	�2 ��<�2�
$17�	02@2�� %�63�
7���&� 1	�2 ��<����ก�0
'�%�

63�
 2 	02@2��(isotope) 	��5ก� 14N 5�� 15N 	�2 ��<�  ����60�	02@2�����0
'�%�0�ก��%�
6��6�$����4���� 4�0<��� 15N 0
'�%�0� �� 0.3663 0� 0�	�2 ��<�  (2�
<���4��H��5��0
'����$��� 
0.36628-0.36632  0� 0� �0��0
��0� 0�	�2 ��<�) ก��$��0� ��(0� 15N @/����0
'�%�0� ����� �9�
��ก��� �0�%&��4���0���0�����4$��	$5��5���
9�����ก���
1���%�ก��$��ก����� 3�
���6� @/��	��5ก� 
isotope ratio mass spectrometer  
 

3.  ก��$1�4����+��$
0��@���������ก&�� (Acetylene-reduction assay) ก��$�����61�713�

(0�ก�� �/�	�2 ��<�2�
$17���� ����ก��$��4$��5 ก �����1���(0�0��@��������='ก���1$@+���0$���0
���������ก1�(/��  5��$49��$�ก��#	�%��'�(0�	�2 ��<����='ก �/�2�
0���
���กก��ก���9����(0�
�0�	@�+	�2 �<���6���ก�� :��ก�����1$@+00ก@1�<�(0�กK�@	�2 ��<�(N2) <�ก0�ก������ 6����=
���1$@+���0=��
�0�01��Gก �0�%��ก�#0��@�����(C2H2) 	����$
5��H����	��กG4�0�0�����(C2H2) 
�J<<:#��ก�������1����61�713�
%�ก�� �/�	�2 ��<�<�ก0�ก��	���1
�$����1���	�2 ��<�	��
2�
 �� �
����9�	��
�ก5���6�
�$����ก �������ก��$�����61�713�
ก�� �/�	�2 ��<�2�
$17����</�
����$17����6��$ก �6�
�$����0
 5��$��	�����
 Q  �$0
��� �0$��  

 
�0ก<�ก���
����ก��%&���4�14���&�$$1�
�����#2���ก:��
��0 �$<60#ก���9����(0�

�0�	@�+	�2 �<���6 ��$
$17�ก�� immunolabelling, in situ  hybridization 2�
6���ก ก���9����(0� 
reporter genes 5�� nitrogenase-encoding (nif) genes  2�
�����ก���/ก��
#$��  reporter genes ��
4$���ก��
$(�0�ก�#4$��5 ก ���(0�  nif genes ���56��00ก��(0� nifA (gene expression) 
(Katupitiya et al., 1995) 5�� nifH (Vande Broek et al.,1993) (0� A. brasilense ���	��<�ก#�1�$�H1$
��ก(0�(��$6��� %�ก���(0�(��$ 
#ก��56��00ก(0� nifH (0�
$ก�0�2�	P +  Alcaligenes 
faecalis A15 5�� Azospirillum irakense 3�
%�epidermal cells (0���ก ( Vermeiren et al., 1998) 
@/��60�4��0�ก�#ก���/ก��(0� Hurek 5��4�� %��? 4.�. 1997 
#ก��56��00ก(0� nifH (0�  
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Azoarcus %���ก
�& ��$
$17�ก�� in situ hybridization 2�
%&� antisense nifH probes %���ก�8�� 5��
����0	����������6=�#��$1<�
(��$����&� 1 (IRRI) 	���9�ก���/ก��5#4�����
���6����= �/�	�2 ��<�
6�

��7:+ Serratia marcescens ���5
ก	��<�ก
�����������ก���9���(��$ <���ก��56��00ก(0� nifH 5�� 
�0�	@�+	�2 �<���6 (�������ก�� ����ก��ก(0�5#4�����
 #�1�$� aerenchyma 5�� xylem vessels 
(0����G�(��$�����ก��%6�5#4�����
 ���56��3�
��� 3  

 
                                          200 nm 

  
 

@�A��B 3  Transmission electron micrograph (TEM)  (0� Serratia sp. %�ก�� ����ก��ก(0� 
5#4�����
 #�1�$�aerenchyma (0���ก(��$2�
5#4�����
����9�ก��%6�	�����	����<�กก��
5
ก<�ก#�1�$�H1$��ก(0�(��$���H���ก������&��05��$ ����<�ก����
��
��%�nifH-GUS 
fusion�9�����0�
��0#�1�$���ก���9�ก���/ก������<�ก��ก��#���&��0 Serratia sp.����� nifH-
GUS fusion �����$�� 5 $�� %&�$17�ก��immunogold-labelled ��$
 antibody (0��0�	@�+	�
2 �<���6 ��4$��69�4�8ก�#5#4�����
���ก���$ ����'ก������9�56�� 

 

��B��: James et al. (1999) 
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5 �%���� ��ก��(��� %�ก���/ก�� Herbaspirillum 	��
#���กN��ก��56��00ก(0� nif 
gene ���0�0�	@�+	�2 �<���6 (Olivares et al., 1997) 4���
4�/�ก�#ก���/ก��(0� Fuentes-Ramirez 
5��4�� %��? 4.�.1999 @/��<�กก�� �$<60#	��
#ก��56��00ก(0� nif genes (gene expression) 
5��ก�� ����ก��ก%�
�&����9�ก���/ก�� ����<�กก��%6�5#4�����
 A.diazotrophicus strain nifH-GUS 
 

7.  ก��[�ก\��
�������������������E���	��� 
 
��ก$1�
���6 �+���
����	��4��
#4$��6��
��7+���$���5#4�����
 �/�	�2 ��<�ก�#(��$���

�ก1�(/�� ��7���&� 1 5#4�����
 �/�	�2 ��<��������������� phototrophs 5�� heterotrophs 
(Barraquio et al., 1983; Malik  et al., 1997; Roger and Ladha , 1992) 5��
��
#$��5#4�����
��������
#��&�1��9��������%�ก��%��	�2 ��<�5ก�
�& (Jame et al., 2000 ; Ladha et al., 1995) </���H'�
�9�ก���/ก��4$�����ก���
 heterotrophic N2-fixing bacteria %���(��$��ก��
 �&�� #�1�$������#
�:��5����9� Yangtze 2�
%&�0���� nitrogen-free solid malatesucrose medium 5
ก heterophic N2- 
fixing bacteria  <�ก�1� 
#$�� 30 6�

��7:+�����ก1<ก�������ก&��(0� acetylene 6'� 14 6�

��7:+  
6����=<9�5�ก0
'�%�6ก:� Bacillus Burkholderia Agrobacterium Psudomonas Derxia  Alcaligenes 
Aeromonas  Citrobacter  (Guang , 2003) 5����ก���9�ก���/ก��=/�ก��<��ก����(��$���5 ก ���ก�� 
2�
�9�ก��5
ก5#4�����
��� �/�	�2 ��<�#�1�$���ก(��$ (rhizosphere) ����
#���
#
�����������ก��%&�
�:I
�4��5��6��ก9�<���� �'
�& ก�#
�����������ก��<��ก��5##�ก� �01����
+ 2�
%&� 16 S rRNA 
sequenencing %�ก��<9�5�ก&�1�(0�<:�1����
+ 
#$��
�����������ก��<��ก��5##�ก� �01����
+ 
# 
Actinomyces α - Proteobacteria β - Proteobacteria %�(�����
�����������ก��%&��:I
�4��5��6��ก9�<��
�� �'
�& 
# Actinomyces α - Proteobacteria (Kiyoshi, 2001) �0ก<�ก���
����ก���/ก��5#4�����

�0�2�	P + (endophytic bacteria) @/������5#4�����
���%&�&�$1 ����������0#��&�$�0
'�%�����0�
��0
�& 
5��$6����= �/�	�2 ��<�5���������2
&�+5ก�
�&����	�� 2�
	���9�0�� ��
 ���0ก�0%���ก1�2�4
5ก�
�& (Wilson, 1998) 2�

# Serratia marcesens %�&�0�$������$����@��+ 5�� aerenchyma (0�
��ก %# 5���9� ��(��$ (Gyaneshwar et al., 2001)5����
���(0� Minamisawa (2004) 	��
# 
anaerobic nitrogen-fixing consortia (ANFICOs) (0� 5#4�����
%�ก�:�� Clostridia ��� �/�	�2 ��<�
	�� 0���
0
'���$�ก�#ก�:��5#4�����
���	��6����= �/�	�2 ��<�	��%�
�&���	��%&� ��ก'�=��$ 2�
�\
��
(��$ ����56��$�� clostridia ����5#4�����
%�����0�
��0
�&2�
7���&� 1%�
�&
$ก gramineous 5��
 �/�	�2 ��<�	�� ����0��ก��0���
0
'���$�ก�#ก�:��5#4�����
%�����0�
��0
�&���	��6����= �/�	�2 ��<�
	�� ����0�
������
�%�0��������
��&��0  
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�0ก<�ก���
����ก��4��
#$��5#4�����
 �/�	�2 ��<������4$��6��
��7+ก�#(��$5��6����=
����
�	��%���0���1#� 1ก�� (culturable diazotrophs) ��4$�����ก���
%�����#2���ก:� (molecular 
diversity) 2�
<�ก�/ก������#�#6(0�
������ก��
$(�0�ก�#ก�� �/�	�2 ��<� 
#
�� 2 
�����5
ก��<�ก
���0G��0��ก(��$ 4�0 nifH 5�� nifD (Uda et al., 1995a 5�� 1995b) 0
���	�กG ��ก�� �/�	�2 ��<�
(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<����0���
0
'���$�ก�#
�&5##016��0�<<�%��7� :	�2 ��<�5ก�(��$	��
�
�
�
0���0	��
���
�� �0H�H�1 (��$ (Ladha et al., 1998) ����0�<�ก��5�$4$��41�$��5#4�����
���
0���
0
'�3�
%�
�&<���4$��6��
��7+���%ก��&1�ก�#
�&0���
5��
��	����#���2
&�+%�5����H'�5(��(��
5ก��5
��5����4��+#0����00������0
ก$��5��
�&0���

��&�$
�O0�ก��63�
5$���0����	�������6�
69����#ก�� �/�	�2 ��<� (Reinhold-Hurek and Hurek, 1998) ���<���G�	��<�ก4$��6��
��7+
���$���	�2@�#�
�ก�#
�& ��ก'�=��$��H� �0���61�713�
ก�� �/�	�2 ��<� (Mylona, 1995) 
�J<<:#��</���ก���/ก��5#4�����
 �/�	�2 ��<������4$��6��
��7+ก�#
�&0���
 ����&��ก���/ก��
5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +%�(��$ 2�
5#4�����
�0�2�	P + ���
=/� 5#4�����
���%&�&�$1 
����������0#��&�$�0
'�%�����0�
��0
�&@/��	������0�� ��
���0�ก��0ก'����2
&�+%��ก�#
�&0���
 �&�� 
ก��6����6��6���6�1�ก���<�18� 1#2 (0�
�& &�$
%�ก�� �/�	�2 ��<� 5���
1��4$�� ������ �0
�&��06��� :2�4
�& <�ก5#4�����
���4��
#6����=�9���5
ก�����&��0#�16:�71� <�ก�����9�����60#
���61�713�
%�ก�� �/�	�2 ��<� �
��0����5�$���%�ก����0� ��ก��%6��:I
	�2 ��<�  2�

6����=�$#�$�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	��<�ก��ก(��$ ���56��%� ������� 2   
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�������B 2  5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�	P +���5
ก	��<�ก��ก(��$ 
 


��7:+(��$ &�1�5#4�����
���5
ก	�� 
Oryza granulata Klebsiella sp. 
Oryza minuta Azoarcus sp. 
Oryza nivara Gallionella sp. 
Oryza officinalis Azoarcus sp. Sphingomonas paucimobilis 
Oryza sativa Azoarcus sp.  Azoarcus indigens  Azorhizobium caulinodans 
 Azospirillum brasilense  Azospirillum lipoferum   Burkholderia sp.  
 Herbaspirillum sp.  Klebsiella pneumonia  Ochrobactrum sp. 
 Sphingomonas paucimobilis 

Oryza sativa Herbaspirillum seropedicae 

Oryza sativa Azospirilum irakense  Bacillus luciferensis  Bacillus megaterium 

 Bradyrhizobium elkanii  Bradyrhizobium japonicum  Brevibacillus agri 

 Burkholderia kururiensis  Caulobacter crescentus  Enterobacter cloacae 

 Chryseobacterium taichungense  Hyphomicrobium sulfonivorans 

 Enterobacter ludwigii  Mythylocapsa acidiphila  Micrococcus luteus 

 Mycobacterium petroleophilum  Paenibacillus alvei  Rhizobium loti 

 Roseateles depolymerans 

Oryza sativa Burkholderia cepacia  Rhizobium leguminosarum 

Oryza sativa Rhizobium leguminosarum 

 
��B��: ���5�����<�ก Mano and Morisaki (2008)  
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8.  ก��[�ก\��������ก�������]��@�A	
��:�F�������F� 

 
<:�1����
+�1���4$��69�4�8 �0ก����ก����ก
3�
(0��1����� ��7���&� 15��3�
% �ก��

<��ก���1�(0���:�
+�
��0ก���ก� � �
���<:�1����
+�1��ก��
$(�0�ก�#ก��#$�ก���ก1��1� ก����#=�
(0�01����
$� =: ก��5
��ก��<�
(0�6��
1�5��$��<�ก�(0�4��+#0� 	�2 ��<� P06P0��6
5��@���P0�+%���##�1�$� (van Elsas 5�� Trevors, 1997) %�ก���/ก��4$�����ก���
(0�<:�1��
��
+�1� ��(�0<9�ก��(0�$17�ก�� ����0�<�ก���
�
������� 1 ��0�+�@G� + (0����&�ก�<:�1����
+�������
�����������6����=�<�18#�0��������
��&��0%���0���1#� 1ก��	�� (Torsvik et al., 1998) </���ก���9�
$17�ก�����&�$$1�
�����#2���ก:��(����%&�%�ก���/ก��4$�����ก���
(0�<:�1����
+@/��<�%��4$��
='ก �0�6'���ก(/�� 2�
�9�ก���/ก��%�6�$�(0�
�� 16S rRNA 5��
�� 18S rRNA (0�<:�1����
+
 ���Q 5��
#$��ก1<ก���(0���:�
+ �&�� ก��
�;��(/��(0�&:�&����0� ก��%&�6���O0�ก��ก9�<��
�� �'
�&���ก���ก� �5����
1� ���Q ��$�5 �6��H�ก���# �04$�����ก���
(0�<:�1����
+�1� 
@/��<:�1����
+�1���01�71
� �0��##�1�$�(0�61��5$���0� �������ก���/ก��4$�����ก���
(0�<:�1��
��
+�1�</���������0�������6�%<5��6�4$��9�ก���/ก�� 2�
%��? 4.�. 2004 Jennifer 5��4�� 	��5#��
$17�ก���/ก��4$�����ก���
(0�<:�1����
+�1����� 2 ก�:�� 	��5ก� 

 
1. ��4�14���&�$�4�� (Biochemical-based techniques)   

 
1.1 Plate counts 

 
 ����$17�ก��������1� �9�ก���/ก��4$�����ก���
(0�<:�1����
+�1�2�
ก��4�����0ก5��

��#<:�1����
+����<�18#�0��������
��&��02�
 �� ����$17�ก������$���G$ 	��5
� 5��6����=5
ก<:�1��
��
+�กG#	$�%�ก���/ก��4���� �0	�	�� (�0<9�ก��(0�$17�ก����� 4�0 ����ก��
�ก���<�5
ก5#4�����
#��
&�1����06�0�+00ก<�ก0�:3�4�1����0 biofilms 0�ก����0�������%&�%�ก������
����<9��
���<��<� 
63�
5$���0� (0:��3'�1 pH 56�) �0ก<�ก���	��6����=����
�5#4�����
5���&��0��<9��$���ก��$

$17�ก�����5��5#4�����
0�<
�#
���ก���<�18� 1#2 (0�5#4�����
���0<:�1����
+&�1�0�������<�18#�
0��������
��&��0���
$ก�� @/������(�0<9�ก�������01�71
� �04$�����ก���
(0�&�1����&�ก�(0�
5#4�����
���0<:�1����
+����/ก�� 
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1.2 Sole carbon source utilization patterns/community level physiological profiling 
 

 %��? 4.�.1981 Graland and Mills 	��
�;����4�14ก��%&� 96-well microtitre plate %�
ก�������1�4$�����ก���
(0����&�ก�5#4�����
2�
ก����60#ก��%&�5����4��+#0����
5 ก ���ก�� (Sole source carbon utilization ger: SSCU)  2�
5#4�����
5ก���#5��5#4�����
5ก��
#$ก6����=����$�H�	��<�ก<�ก2��5ก�� BIOLOG (Hayward, CA, USA, www.biolog.com) 
����<�ก	��(�0�'�ก��%&�5����4��+#0� ���Q  2�
%� 95 well #��<:5����4��+#0���� ���ก�� 5��0�ก
0����/�� well ����&:�4$#4:�	��#��<:5����4��+#0� $17�ก��������6#4$��69���G<%�ก�������1�
4$�����ก���
(0�5���#0	��+(0�ก�:�����&�ก�<:�1����
+%�
�����������ก��������0� #�1�$���ก

�& arctic soil �1������ก��%&�6���4�����0�1������ก��%6��&��0<:�1����
+ �&�� %��? 4.�. 2000 Roling 5��
4�� %&�ก����60#5����4��+#0���� ���ก����$�ก�#��4�14 denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE) %�ก���/ก��ก�:�����&�ก�<:�1����
+�����
%<5##	��%&�00ก@1�<� �0ก<�ก���%��? 4.�.
1999 Gerry 5��4�� �����1�4$�����ก���
(0�<:�1����
+%��1� Arctic ���#��%���
��$�� ���ก�� 
3 &�$� 
#$����4$��5 ก ���ก��0
�������
69�4�8  

 
1.3 Fatty acid methyl ester (FAME) analysis 

 
 ��4�14���6����=%��(�0�'�4$�����ก���
(0����&�ก�<:�1����
+ 2�
%&�ก�:��(0�ก��

	(���2�
���ก��	(�����4$��69�4�8 �0&�$�$�5��ก��6��6�88�����5 ก ���ก��00ก	�%�5 ���
ก�:�����&�ก�<:�1����
+ 2�
��ก���/ก��
#$��ก��������0�(0�6���4��5��ก1<ก������ก���ก� �
�9�%��ก�:�����&�ก�<:�1����
+�����
�	� 69����#ก��$1�4����+ Fatty acid methyl ester (FAME) 
analysis 2�
ก��6ก��ก��	(���<�ก�1�2�
 ��5���9�ก��$��ก��	(�����$
�4���0� gas 
chromatography (Ibekwe and Kennedy, 1999) 
 

2. ��4�14���&�$$1�
�����#2���ก:� 
 

 2.1  Guanine plus cytosine (G+C) content 
 
 4$��5 ก ���(0� guanine 5�� cytosine (G+C) 3�
%����0G��0 6����=%&�%�ก���/ก��

4$�����ก���
(0�5#4�����
%��1�	�� 2�
0���

���N��4$���'����$��%�<:�1����
+5 ���&�1�<��� 
G+C content 5 ก ���ก�� <�กก��<����##0�:ก��$17��<:�1����
+&�1����
$ก��<���  G+C               
content 5 ก ���ก�� 0
'����$��� 3% 5�� 5% 2�
$17�ก�����<�%��(�0�'�0
���4���$Q #0ก�
�
�����#
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(0� G+C content 5 �(�0	������
#(0�$17�ก����� 4�0 	�� �0��(��6'���1ก1�1
� PCR ����0�<�ก%&����0G��0
����������6ก��	�� (��1�����ก 50 	�24�ก���(/��	�) (Tiedje et al., 1999) %��? 4.�.1999 Nusslein 
5�� Tiedje %&� G+C content ��$�ก�#$17�ก�� amplified ribosomal DNA restriction analysis               
( ARDRA) abundance patterns 5�� rDNA sequence analysis �/ก��ก�������
�5���(0�4$��
���ก���
(0�<:�1����
+<�ก�1����%&�%�ก����'กH�ก ���	��5���:���8������
�6� $+ %��1�5=# 
Hawaiian 
#$������6��$17�ก��6����=%&�%�ก���/ก��4$�����ก���
(0�ก�:�����&�ก�<:�1����
+
	�� 
 

 2.2  Nucleic acid reassociation and hybridization 
 
 ���0G��0��4$��6��
��7+ก�#ก�� �$<$��4$��@�#@�0�(0�
��7:ก���(0����&�ก�<:�1��

��
+���%&�%�ก���/ก��4$�����ก���
 (Torsvik et al., 1996) @/����4�14���0���
4:�6�#� 1����0�ก��
<�#4'��#60
���<9��
��(0����0G��0���$��� G:C 5�� A:T 2�

��7�	�2���<�����&��0����$���4'��#6
='ก�9���
	�����
��$
4$����0� ���0ก���
1�� pH (0�6������
  ����0
��7�	�2���<�='ก�9���
��
�0G��0<�4��
�ก��
$5�������
�63�
2���ก:�<�ก���0G��0�'������ก��
$4'��������0G��0�6������
$ 
���
ก$���ก1� denaturation (0����0G��0 ����0��0:��3'�1 ���0�� pH (0�6������
���0G��0<�ก��#6'�
63�
��1� <�ก����6�
���0G��0ก��#���(��4'�ก��%��� 2�
0���
ก��<�#4'��#60
���<9��
�� 2�
0� ��ก��
ก��#���(��4'�ก��%���(0����0G��0<�(/��0
'�ก�#4$��4���
4�/�(0��9���#���0G��0���
#%�5 ���<:�1����
+ 
2�
4$��@�#@�0����04$�����ก���
(0��9���#���0G��0<��
1��(/�� ����04$��4���
4�/�(0��9���#��
�0G��0���� 3�
% �63�$���������6� (Theron and Cloete, 2000)  

 
 2.3  PCR-based approaches 

 
 2.3.1  Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) / temperature gradient gel  

electrophoresis (TGGE) 
 

 ��4�14 DGGE  5�� TGGE  ����60�$17�ก����4$��4���
4�/�ก��%�ก���/ก��4$��
���ก���
(0�<:�1����
+ 2�
��4�14���
�;����<�กก�� �$<60# mutations %��9���#���0G��0 
���กก��(0���4�14 DGGE 4�0���0G��0(0�61����&�$1  ���&�1�ก�� <���4$��5(G�5�� �0ก��5
ก(0�
6�
���0G��0 ���ก�� </��9�%��5=#������ก�00ก��(0�61����&�$1  ���ก������

1�
+ ���0G��0 (DNA 
fingerprint) �����4$��5 ก ���ก�� ��4�14 TGGE %&����กก�����
$ก��ก�#��4�14 DGGE 5 ก ���ก��
%�6�$�(0�0:��3'�15��6���4�����%&�%�ก�� denaturants 2�
��4�14 TGGE %&�0:��3'�1%�ก��5
ก
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���0G��06�
4'�%������6�
����
$ Muyzer 5��4�� (1993) %&���4�14 DGGE %�ก����ก��4$��
���ก���
(0�<:�1����
+ 2�
�9�ก��6ก�����0G��0 <�ก �$0
����1� 5���
1����1������0G��0 2�

��1ก1�1
� PCR 5��%&� universal primer %�6�$�(0�
�� 16S rRNA ���0 18S rRNA gene DGGE 
������/��%���4�14���6����=#0ก4$��5 ก ���(0�24��6�������&�ก�<:�1����
+�1�	�� ������4�14
���0���
���กก���4���0����(0�&1��6�$����0G��0 ���	��<�กก���
1����1���2�
$17�ก�� PCR %�
6���	PPO������ �$ก������� polyacrylamide gel ���H6���$
6������9�%���ก1�ก��5
ก(0� ���0G��0 
(denaturant) @/������6��H6�(0� urea 5�� formamide �����4$���(��(��5 ก ���ก��<�ก��0
	���ก 
 ���9���#<�ก(��$�#	�
��(��$#$ก(0�6���	PPO� @/��ก���4���0����(0����0G��0<��
:�����06�
 DNA 
5
ก00ก����6�
����
$  
 

 2.3.2 Restriction fragment length polymorphism (RFLP)/amplified ribosomal DNA 
restriction analysis (ARDRA) 
 

 RFLP ������4�14���%&� �$<60#4$��5 ก ������04$�����ก���
(0�(���&1��6�$�

���0G��0����ก1�3�
����<�กก��
�0
��$
�0�	@�+ ��<9��
�� (restriction enzyme) ���0���
ก0�ก0
���$�� 

restriction endonuclease  @/��<���4$���\
���<��<�%�ก�� ���9���#�#6#��6�����0G��0 2�
���0G��0

���%&�0�<	��<�ก genomic DNA mitochondrial DNA ���0  PCR product กG	��  @/�� PCR product ���

�1
��9���%&�%�ก��$1�4����+ 	��5ก� PCR product (0� internal transcribed spacer (ITS) region (0� 

rDNA ����0�<�ก����#�1�$�����9���#�#6��ก��H��5��6'� <�ก�����9�&1��6�$����0G��0��� ����$
�0�	@�+

 ��<9��
��5��$���9�ก��5
ก��$
ก���9�01��Gก2��2P�1@16 �0	� 6�$� RAPD ����$17���/�����%&�%�ก��

 �$<��4$������0����04$��5 ก ������
��7:ก���(0�61����&�$1 2�
%&���4�14 PCR �
��0�
1��

<9��$�&1��6�$�(0� ���0��05##6:����$
 primer (���6��������� 10 �#6 ����0�<�ก����ก���
1��

<9��$�5##6:�� RAPD pattern ���	��</�(/��0
'�ก�#63�$����%&�%�ก���
1��<9��$� �&�� annealing 

temperature <9��$��0#���%&�%�ก���
1����1������0��0 ���0 4$���(��(��(0� Taq polymerase   
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 2.3.3 Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) 
 

 ������4�14���4���
4�/�ก�# RFLP (Tiedje et al., 1999) 2�
0���
���กก�����
$ก�� 5 ��� 
primer ����9�ก�� 1�\��ก2�
 fluorescent dye �&�� TET (4,7,2V,7V�tetrachloro�6-
carboxyfluorescein) ���0 6-FAM (phosphoramidite fluorochrome 5 -carboxyfluorescein)  %�ก��
�9���1ก1�1
� PCR <�ก�����9�ก�� �$<60#���#�1�$� terminal restriction fragment (Liu et al., 1997) 
2�
01��Gก2��2P�1@16 
#$���'�5##(0� band ����ก1�(/��6����=�9���$1�4����+4$�����ก���
(0�
<:�1����
+	��  

 
 2.3.4 Ribosomal intergenic spacer analysis (RISA) / automated ribosomal intergenic 

spacer analysis (ARISA) 
 

 ����$17�ก����������กก��4���
4�/�ก�# ��4�14 RFLP 5�� T-RFLP 2�
 RISA ���0
ARISA �9�ก���/ก��%�6�$�(0� ribosomal-based fingerprinting (0����&�ก�<:�1����
+%&�6�$�
Intergenic spacer (IGS) ���$��� 16S 5�� 23S ribosomal subunits  
  

 2.3.5  Highly repeated sequence characterization or microsatellite regions 
 

 <:�1����
+	��$��<����� prokaryote 5�� eukaryote  ���กG���9���#�����6�
���0G��06���Q ���@�9�
ก����1�����ก @/���9���#���0G��06���Q ����<����9���#4'��#6������ 1�10 4'��#6 3�
%�<�2��(0�<:�1
����
+@/��(/��0
'�ก�#$1$�;��ก��(0�5 ���<:�1����
+ 2�
$17�ก�����%&���$�ก�#��4�14 rep-PCR %&�%�ก��
#��&��5#4�����
 2�
%&� genomic fingerprint (0�24��6����24�2�2@�(0�5#4�����
����0�<�ก
24��6����24�2�2@�(0�5#4�����
<���4$��5 ก ���ก��%�5 ���6�

��7:+ (Tiedje et al., 1999)  
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<�กก����4�14ก���/ก��4$�����ก���
���&�$3�
���ก���$(��� �� ��ก$1�
���6 �+	��
�9��0���4�14���ก���$��%&�%�ก���/ก�� �&�� %��? 4.�. 2005  Soares 5��4�� 	��%&���4�14���
&�$$1�
�����#2���ก:� 5��ก���/ก��<:�&�$$1�
�5##������1� %�ก���/ก��24��6�������&�ก�(0�
5#4�����
��� �/�	�2 ��<� (nitrogen fixing bacterial) ���0���
ก�#(��$20K  (Oat;  Avena  sativa) %�
�1��������##ก��<��ก�����5 ก ���ก��(0���N Rio Grande do Sul  2�
��4�14���<:�&�$$1�
�������1����
%&�4�0ก���
������
�5#4�����
#�0���� selective media �
��05
ก5#4�����
#��&�1�  6�$���4�14
���&�$$1�
�2���ก:�4�0 PCR-RFLP 2�
6ก�����0G��0<�ก�1�#�1�$��0# Q ��ก (rhizophere) #�1�$�
��ก5��%#(0�(��$20K  5��$�9����
1����1���6�$�(0� nifH gene ���6�����0�	@�+ nitrogenase 
reductase ���%&�%�ก�� �/�	�2 ��<�2�
��4�14 PCR  <�ก�����9�ก��$1�4����+ RFLP 5��24��
�� 
16S rDNA <�กก���9� PCR5��$�9�	����9���#�#6�
��0����
#���
#ก�#N��(�0�'�(0� Genbank @/��

#$��5#4�����
����/ก��0
'�%�ก�:�� diazotrophs 5��5
ก	��<�ก rhizosphere 9 genera 5��<�ก%#	�� 
13 genera  ���9���#2�
  2 genera ���
#4�0 Azospirillum 5�� Herbaspirillum  @/��5#4�����
����60�
&�1�6����=�<�18#�0��������
��&��0����0�ก��5��
#��ก���6:�  5��<�กก��%&�60���4�14
���ก���$6����=6�:�	��$����4$��5 ก ���(0�ก�:��5#4�����
��� �/�	�2 ��<�%��1������ก���9�
�
����'ก�����ก���9���:6� $+��$�ก�#
���������	����ก���9���:6� $+��$� 69����#ก���/ก��4$��
���ก���
(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +2�
%&���4�14���&�$$1�
�����#2���ก:� 
6����=5#��5#4�����
00ก����ก�:�� ���56��%� ������� 3 
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�������B 3  5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���
##�1�$���ก(��$2�
%&���4�14&�$$1�
�����# 
 2���ก:� 
 


��7:+(��$ ก�:��5#4�����
���5
ก	�� &�1�5#4�����
���5
ก	�� 
Oryza sativa Alphaproteobacteria Brevundimonas diminuta  Caulobacter sp. 
  Kaistina koreensis  Novosphingobium tardaugens 

  Methylobacterium sp.  Sinorhizobium terangae 
 Betaproteobacteria Achromobacter xylosoxidans  Burkholderia sp. 
  Acidovorax facilis  Comamonas testosterone 

  Burkholderia fungorum  Curvibacter gracilis 

  Delftia tsuruhatensis  Duganella violaceinigra 

  Herbaspirillum frisingense  Gallionella ferruginea 

  Hydrogenophaga taeniospiralis  Variovorax sp. 
  Methyloversatilis universalis  Delftia acidovorans 

  Sterolibacterium denitrificans 

 Gammaproteobacteria Acinetobacter baumannii  Enterobacter sp. 
  Alkanindiges illinoisensis  Pseudomonas stutzeri 

  Methylophaga marina  Plesiomonas shigelloides 

  Pantoea sp.  Stenotrophomonas maltophilia 
  Stenotrophomonas sp. 
 Deltaproteobacteria Bdellovibrio bacteriovorus  Geobacter sp. 
 Epsilonproteobacteria Sulfurospirillum multivorans 

 Bacteroidetes Flavobacterium frigoris  Sphingobacterium sp. 
  Flavobacterium psychrophilum 

 Acidobacteria Holophaga foetida 

 

��B��: ���5�����<�ก Mano and  Morisaki (2008) 
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:;ก�M���<�F �̂ก�� 
 


:;ก�M� 
  

1.  ���G�
��7:+(��$
��7:+��:�7��� 1 
��7:+
1��:2�ก 2 
��7:+6:
���#:�� 3 5��
��7:+(��$<��$
�0�6:
���#:�� 

2.  ก��=��
��6 1ก69����#��'ก(��$ (����6��H����'�
+ก��� 30 �@� 1�� � 6'� 27.5 
�@� 1�� � 

3.  �:I
�4�����%&�%�ก�����0� 	��5ก�  
'���
  (Urea: CO(NH2)2  2
5�6�@�
�4�0	��+ 
(Potassium Chloride: KCl)  ��1���{�@'���0�+P06�P  (Triple Superphosphate: TSP) 

4.  �:I
���ก 
5.  5H�����1�(0� ก0�69��$<�1�  ก��
�;������1�  �� ��6�$�  1 :100,000  
6.  �4���0���0�� �N�����%&�%�ก��69��$<5���กG# �$0
����1�%�3�46��� 
7.  0:�ก��+5��6���4�� ���Q���%&�%�ก��$1�4����+4:�6�#� 1����4��(0��1��#��0� ��  
8. 0:�ก��+5��6���4��69����#�9�ก�����0����<:�&�$$1�
�����1�5��&�$$1�
�%�����#

2���ก:� 
9.  �4���0� gas chromatrography 
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�F^�ก�� 

 

1.  ก���ก_
�8�
�D����ก	��� 

 

69����#ก���/ก��%�4��������9�ก���กG# �$0
�����ก(��$<�ก5������0�(0��'�
+$1<�
(��$ 

5��ก���กG# �$0
�����ก(��$���	��<�กก����'ก%����0����0� ������ 

 

1.1 ก���กG# �$0
���(��$<�ก5������0�(0��'�
+$1<�
(��$6:
���#:��  2�
�9�ก���กG#

 �$0
���(��$<9��$� 4 6�

��7:+ 	��5ก� 
��7:+��:�7��� 1 
��7:+6:
���#:�� 1 
��7:+(��$�<���0�

6:
���#:�� 5��
��7:+ SPR 99007-22-1-2-2-1  

 

1.2 ก���กG# �$0
�����ก(��$���	��<�กก����'ก%����0����0� 2�
��ก���9���1�ก�������� 

 

1.2.1  ก���กG#5��� ��
� �$0
����1�5���:I
���ก�
��0%&�69����#��'ก(��$ 

 

 �9�ก���กG# �$0
����1�������� �$5��(0��1������4����1ก1�1
��1�����ก��<�� ก���5��
���� �
��0�9�ก����'ก%����0����0�  2�
�กG#�������#4$���/ก 0-15 �@� 1�� �  ���#�1�$� ���Q ���
56��%� ������� 4 
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�������B 4  9�5����
1ก��(0�#�1�$�����9�ก���กG# �$0
����1� �$5�� 
 

&:��1� #�1�$�����9�ก���กG# �$0
��� 
1ก�� 
4����1ก1�1
��1�����ก��<�� 
      &:��1��6�� 
   
      &:��1�0
:7
� 

 
#���	H��'&��� 0.ก9�5
�56� <.�4��N� 
 
#����0���ก0ก 0.ก9�5
�56� <.�4��N� 

 
47P  0615296E                  
       1552462N 
47P  0613283E                                             
       1551115N 

4����1ก1�1
��1������1�ก��� 
       &:��1��4��N� 
        
       &:��1�#���(� 

 
#�����0�5(� 0.ก9�5
�56� <.�4��N� 
 
ก��ก��(��$ �( < :<�ก� ก�:���
����4� 

 
47P  0596756E                                                                                                                    
       1595916N 
47P  0670352E                                                                                                                                                                      
       1531537N 

4����1ก1�1
��1������1����� 
        &:��1��
#:�� 
         
        &:��1�#������� 

 
#����ก� �6:( 0.0'��0� <.6:
���#:�� 
 
#���4�b� 0.0'��0� <.6:
���#:�� 

 
47P  0596762E                 
       1593622N 
47P  0598542E                                                                    
       1593116N 

 
�:I
01����
+69����#ก�����0���'ก%����0����0� %&��:I
���ก@/��	��<�ก3�4$1&��N
�$1�
�  

4���ก� � ก9�5
�56� ���$1�
���
�ก� ���6 �+ $1�
��( ก9�5
�56� ����<�ก�����9��1�5���:I

���ก��� �0�ก���/ก����H/��%������� 4�����0กก�0��1�5�����@�ก
�&(���%�8�00ก H6� �$0
����1�
���0�:I
���ก%����������0���
$ก�� �
��0%����4$��6��9��6�0 �
��0�9�	�$1�4����+ �0	� 
 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

28 

1.2.2  ก��$1�4����+�1�5���:I
���ก���%&�%�ก�����0� 
 

 ก��� ��
� �$0
����1�5���:I
���ก 2�
�9� �$0
����1�5���:I
���ก��H/��%��5���%����
��� (air dry) 5��$#�%�����0�
� ��0�H��� �5ก��(��� 2 �1��1�� � 5�� 0.5 �1��1�� � �9�	�
$1�4����+��1���7� :0�������ก ������   

 
 1.2.2.1  $1�4����+4����1ก1�1
�(0��1� 2�
%&��4���0� pH meter %&�0� ��6�$��1� �0��9� 
����ก�# 1:1 2�
%&��1� 20 ก��� � 1���9�ก���� 20 �1��1�1 � 4�%���(��ก��  ����1��	$� 15 ���� 4�%���(��ก��
0�ก4���� 5��$ ����1��	$� 15 ���� <�ก�����9�	�$��4����$
�4���0� pH meter  
 
 1.2.2.2  $1�4����+��1���	�2 ��<��$� (Total nitrogen) 2�
$17� Kjeldahl method  
�9��1����0�:I
���ก�����0�H��� �5ก��(���  0.5 �1��1�� � �9�ก��
�0
��$
ก��H6� (digestion 
mixture) �9�ก��
�0
���0:��3'�1 380 0����@6�@�
6 <�	��6������
%6 <�ก�����9���� 1� NaOH �9�
ก��ก���������� 7 ���� 2�
�กG#6������
���	��<�กก��ก����	$�%�6������
 boric acid indicator 
10 �1��1�1 � <�ก�����9�	�	���� ��$
ก��	�2��4�0�1ก (HCl) 4$���(��(�� 0.025 N (Jackson, 
1965) 

 
 1.2.2.3  $1�4����+��1���P06P0��6����������2
&�+ (Available phosphorus) 2�
�9�
�1����0�:I
���ก�����0�H��� �5ก��(���  2 �1��1�� � 6ก����$
��9�
� Bray II �(
�������$�� 5 ���� 
5��$ก�0���$
ก�����ก�0��#0�+ 1  <�ก�����9�6������
��$����1���P06P0��6����������2
&�+
��$
�4���0� Spectrophotometer (Bray and Kurtz, 1945) 

 
 1.2.2.4  $1�4����+��1���2
5�6�@�
�����������2
&�+ (Available potassium) 2�

�9��1����0�:I
���ก�����0�H��� �5ก��(���  2 �1��1�� �  ��6ก����$
6������
 NH4OAc 4$��
�(��(�� 1 N pH 7.0 5��$$����1���2
5�6�@�
�����������2
&�+ ��$
�4���0� Atomic Absorption 
Spectrophotometer (Pratt, 1965) 
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1.2.3  ก��$��5H�ก�����0���'ก(��$%����0����0� 
 

  �9�ก��5#��ก�����0�00ก����60�&:�ก�����0� 2�
�9��1���� �0�ก���/ก����H/��
%������� 4�����0กก�0��1�5�����@�ก
�&(���%�8�00ก H6� �$0
����1�%����������0���
$ก�� �
��0%��
��4$��6��9��6�0 <�ก����&����1� 6 ก12�ก���69����#%&���'ก(��$@/������
�&���0� 2�
5#��ก�����0�
����60�&:�ก�����0� 

 
 ก�����0���� 1  �9�ก���/ก��H�(0�&:��1� �0<9��$�(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<�

�0�2�	P +%���ก(��$3�
% �63�
ก��<��ก���:I
��� ���ก�� 2�
�9�ก��4�����0ก
��7:+(��$��������6�
69����#ก����'ก%�5 ���&:��1�   ������     

�1� �$5�����4����1ก1�1
��1�����ก��<��  ��'ก(��$
��7:+��:�7��� 1   
�1� �$5�����4����1ก1�1
��1�����ก���    ��'ก(��$
��7:+
1��:2�ก 2  
�1� �$5�����4����1ก1�1
��1���������      ��'ก(��$
��7:+6:
���#:�� 3 

2�
5#�� 9���#ก�����0� ���56��%� ������� 5   9���#ก�����0��� 2 @�9� 
 

�������B 5   9���#ก�����0����%&�%�ก���/ก��H�(0�&:��1� �0<9��$�(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<� 
 �0�2�	P +%���ก(��$ 3�
% �63�
ก��<��ก���:I
��� ���ก�� 
 

 
 
 

&�1��:I
���%6� 
&:��1� 
��7:+(��$ 

�:I
�4�� �:I
01����
+ + �:I
�4�� 	��%6��:I
 

&:��1��6�� ��:�7��� 1 T1 T2 T3 

&:��1�0
:7
� ��:�7��� 1 T4 T5 T6 

&:��1��4��N� 
1��:2�ก 2 T7 T8 T9 

&:��1�#���(� 
1��:2�ก 2 T10 T11 T12 

&:��1��
#:�� 6:
���#:�� 3 T13 T14 T15 

&:��1� �4�� 6:
���#:�� 3 T16 T17 T18 
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 ก�����0���� 2  �9�ก���/ก��H�(0�
��7:+(��$ �0<9��$�(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<�
�0�2�	P +%���ก 3�
% �63�
ก��<��ก���:I
��� ���ก�� 2�
��'ก%� &:��1�#���(� 2�
�9�ก����'ก
(��$6�

��7:+ ���Q 	��5ก� 
��7:+��:�7��� 1 
��7:+
1��:2�ก 2  
��7:+6:
���#:�� 3 5��
��7:+(��$<��$
�0�6:
���#:�� 2�
5#�� 9���#ก�����0� ���56��%� ������� 6  9���#ก�����0��� 2 @�9� 
 

�������B 6   9���#ก�����0����%&�%�ก���/ก��H�(0�
��7:+(��$ �0<9��$�(0�5#4�����
 �/� 
	�2 ��<��0�2�	P +%���ก(��$ �����'ก%�&:��1�#���(�3�
% �63�
ก��<��ก���:I
���
 ���ก�� 

 

&�1��:I
���%6� &:��1� 
��7:+(��$ 

�:I
�4��  1/ �:I
01����
+ + �:I
�4�� 2/ 	��%6��:I
 

&:��1�#���(� ��:�7��� 1          T1 T2 T3 

&:��1�#���(�         (��$<��$�0�6:
���#:��          T4 T5 T6 

&:��1�#���(�           6:
���#:�� 3          T7 T8 T9 

&:��1�#���(� 
1��:2�ก 2          T10 T11 T12 

 

�������:  1/ �:I
�4�� NPK ���0� �� 200 �1��1ก��� �0ก12�ก��� N  100  �1��1ก��� �0ก12�ก��� P2O5                 
                       100  �1��1ก���  �0ก12�ก��� K2O 
               2/  �:I
�4�� NPK ���0� �� 100 �1��1ก��� �0ก12�ก��� N  100 �1��1ก��� �0ก12�ก��� P2O5                
                       100 �1��1ก��� �0ก12�ก��� K2O ��$�ก�#�:I
���ก ���0� �� 100 �1��1ก��� �0ก12�ก��� N  
 

�9����G�
��7:+(��$ 5&���9��1��	$� 1 4�� <�ก�����9�����0��$
H��(�$#���1��	$� 3 $�� ����0���G�
(��$��1���0ก �9�	��$���%�ก��#��
��<�ก���0�
:	�� 21 $�� 5��%&�69����#����ก���(��$�
��0�Jก�9�
%�ก��=�����0� 5���9�ก��H6��1�ก�#�:I
&�1� ���Q���� ��
�	$� 4�:ก �$0
����1�5���:I
���ก%��
�(��ก�� #���1�%�63�
��9�(�������$�� 1 6�����+ <�ก�����9�ก���(��$����9�ก��� ��
�	$����Jก�9�%�
ก��=�����0� 2�
�9�ก���Jก�9�ก���(��$ 4  �� �0ก��=�� �1��	$������$�� 15 $�� ����<�ก����=0�
5
ก%������0 2  �� �0ก��=��2�
���0ก �����6�#'��+���6:� �'5���ก������#��9�%�ก��=��  �$<60#
2�45��5��� ���� �$0
���(��$<�ก5������0��'�
+$1<�
(��$6:
���#:��5��(��$����9�ก����'ก%�
���0����0�(0�3�4$1&��N
�$1�
� �9�ก���กG# �$0
�����ก 2�
ก��=0� ��(��$<�กก��=�����0�
%���
�&�0�0ก2H��00ก�� (heading stage) ����0�<�ก������
������ก1<ก���ก�� �/�	�2 ��<���ก
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���6:�  (Watanabe et al.,1979) 2�
6���ก <�ก&�0�0ก (panicle) 2H��00ก��<�กก�#%#7� ����<�ก
�����9���ก(��$���=0�	���กG#%6�=:�
��6 1ก �
��0�9�	�5
ก5#4�����
%���0���1#� 1ก�� 

 
2.  ก��������=���<���=7���8
E]�E�ก�����
� 
 

2.1  ก��� ��
� 0.5% bromthymol blue &��� bromthymolblue 0.5 ก��� ����
%� 53 
�1��1�1 �  95% ethanol ����<�ก����� 1���9�ก���� 47 �1��1�1 � �9�ก������&��02�
ก��ก�0���$
 filter 
sterile (��� 0.2 µm 2�
� ��
�	$�69����#� 1�%�0��������
��&��0���H���ก������&��05��$  
 

2.2  ก��� ��
� 1% chloramine T &��� chloramine T 1 ก��� ����
%���9�ก���� 100 �1��1�1 � 
%&�69����#����&��0#�1�$�H1$��ก5������&��00:�ก��+���%&�69����##���ก(��$ 
 

2.3  ก��� ��
� phosphate buffer saline (PBS) &���NaCl 8.0 ก���, KCl 0.2 ก���, Na2HPO4  
1.6 ก��� 5�� KH2PO4 0.2 ก��� <�ก��������
%���9�ก���� 1000 �1��1�1 �  ���# pH %������ก�# 7.2 
5��$�9�	�����&��0 2�
 autoclave ���0:��3'�1 121oC   20 ���� %&�69����#�����9�4$��6�0����ก5��
%�(��� 0�(0�ก���9�6������
%���<�0<��  
 
3.  ก����ก�
��������������������
������� 

 
3.1  ก��5
ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +<�ก#�1�$���ก(��$ 
 
 �9���ก(��$����กG#���9�ก������&��0#�1�$�H1$��ก 2�
����H�����9������%��6�0�� ��$��

0
��%����ก(�� @�#��$
ก������1&&' &�����ก(��$���ก 1 ก��� 5�� glass blead 4 ก��� ����<�ก����

�9���������$
��9�ก�������H���ก������&��05��$ 1 4���� �9�	�5&�%� 1% Chloramine T ��� 15 ���� 

����<�ก����������ก��$
 Phosphate buffer saline (PBS) 1 4���� �9���ก5�� glass bead %6�($���ก

54#(��� 150 �1��1�1 � ����� Phosphate buffer saline (PBS)  100 �1��1�1 � �(
�������$�� 20 ���� 

2�
ก���(
�����4$����G$�0# 180 �0# �0����<�ก����������ก��$
 Phosphate buffer saline (PBS) 4 

4����  
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 �9���ก(��$���H���ก������&��0��$
(��� 0����ก���$��(��� ��5��$ ���9�ก��#�%�2ก������

H���ก������&��0��$
 1% Chloramine T ��� 1 ���� 2�
#���ก(��$%� Phosphate buffer saline 

(PBS) 10 �1��1�1 � %����������0���
$ก�� �9�6������
%6���<�0<��%��	��4$���(��(�� 100 10-1 10-2 

10-310-4�10-7 ��$
 Phosphate buffer saline (PBS) ���H���ก������&��05��$ �9�6������
5 ���4$��

�(��(����1�� � 0.1 �1��1�1 � spread plate %�0����5(G� N-free solid malate-glucose medium 

(NFMM) 6�$����ก0#0�������56��%� ����3�4H�$ก��� 1 #���&��0���0:��3'�1 30°C �����$�� 5 

$�� �9�ก����#5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +����<�18#�0����5(G� NFMM (���5�����<�ก 

Barraquio et al.,1997) 

 
3.2  ก��5
ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +%��#�16:�71� 

 
 �9�242�������<�18#�0���� NFMM <�ก(��� 0���� 4.1 ��5
ก%��	���&��0#�16:�71�����

242�������
$#�0����5(G� NFMM �9�242�������
$���	��	�����
�%�0�������$ NFMM �����$�� 5 
$�� <�ก�����9�5#4�����
����<�18%�0�������$���J����$��
����4$����G$ 5,000 �0# �0���� �����$�� 
10 ���� �กG# �ก0��@��+���	��	$�%� 25% glycerol 5���กG#��ก���&��0	$����0:��3'�1 -21 0����@��@�
6 
�
��0ก���/ก��%�(��� �0	� 
 
4.  ก��[�ก\��8ก\M<���=8M`���F�����<=����F����
ab
����	
��
���������B��ก��� 

 
4.1  ก���/ก����ก������6��N��$1�
��#��0� ��2�
$17�ก��
�0�6�5##5ก�� 

 
 ก���/ก����ก������6��N��$1�
���$
$17�ก��
�0�6�5##5ก�� 2�
�9�5#4�����
����กG#

	$��� streak #�0���� N-free malate medium (Nfb) 6�$����ก0#0�������56��%� ����

3�4H�$ก��� 2 <�ก������	��242�������
$  �9�242������	�����9�ก���ก���
%��ก��<�
 (smear) #�6	��+ 

<�ก�����9�����#����$	P 2-3 4���� �
��0%���&��0 1�5���#�6	��+ 5��$�
� crystal violet �1��	$�

������ 1 ���� ������$
��9������ �
�	020��� �1��	$� 30 $1���� 5��$������$
50�ก0�0�+ 95% 2�


%��	��H���&��Q #�6	��+ <�ก������	����6�(0� crystal violet ��	�ก�#50�ก0�0�+ <�ก����
�0���#

��$
 safranin O �1��	$� 30 $1���� ����6�00ก��$
��9������ 5��$�9�	�6�0�% �ก��0�<:������+ �
��0�'ก��

 1�6�5���'�����(0�5#4�����
���5
ก	�� 
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4.2  ก���/ก����ก������6���$1�
�$1�
��#��0� �� 

 

 ก���/ก��6���$1�
�$1�
��#��0� ��(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	��

2�
%&�6������3� ���Q ����5����4��+#0� 6�����%&�%�ก����60# 	��5ก� L-asparagine citric acid  

glucose latic acid malic acid mannitol 5�� sorbitol %�0���� Nfb �������1���4��+#0�%�0����41�

���� 1 ��0�+�@G� +2�
��1�� � �0ก<�ก���
���9�ก����60#4$��6����=%�ก�� ������6��

��1&�$��<9��$� 4 &�1� 	��5ก� ampicillin chloramphenicol kanamycin 5�� tetracycline ���4$��

�(��(�� ���Q ���56��%� ������� 7 

 

�������B 7  &�1�(0�6����1&�$���������#4$���(��(�� ���Q ���%&�%�ก����60# 

 

&�1�(0�6����1&�$�� ����#4$���(��(�� (mg kg-1) 

Ampicillin 5      10      20 

Chloramphenicol 5      15      25 

Kanamycin 5      10      15 

Tetracycline 5      10      15 

 

����<�ก�����9�ก���กG#(�0�'����	��<�กก���/ก����ก������6��N��$1�
�5��6���$1�
�
�#��0� �� 5��$1�4����+��$
 UPGMA 2�
%&� simple matching binary coefficient �
��06���� 
dendrograms 5���9�	�%&�%�ก��4�����0ก�� �$5��(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +�
��0
�9�	��/ก��4$�����ก���
(0�5#4�����
2�
%&���4�14���&�$$1�
�����#2���ก:� �0	� 
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5. ก��[�ก\��������ก����	
��
��������������������
������� 

�9�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���
#���9�ก���/ก��4$�����ก���
2�
%&���4�14
���&�$$1�
�����#2���ก:�  �
��05
ก4$��5 ก ���(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +5 ���	0
2@��  5��%&�����(�0�'��#��0� ��%�ก���/ก�� �0	�  69����#4$�����ก���
(0�5#4�����
 �/�
	�2 ��<�%�ก�����0�4�������%&���4�14 RFLP (Restriction fragment length polymorphism) 2�

0���
ก���9�����0�	@�+ ��<9��
�� ��(��� 0� ������  
 

5.1  ก��� ��
� �$0
������0G��0 
 
 � ��
� �$0
���5#4�����
��� �0�ก���/ก��2�
�9� �$0
�������กG#	$���� -21 0����@��@�
6
�� restreak 0�ก4����#�0����5(G� Nfb #���1��	$�%� '�#�����0:��3'�1 30 0����@��@�
6�����$�� 5 $�� 
<�ก������	��242�������
$ %&��$��(��
�&��0�����0��&��05 �242���������
�%�0�������$ Nfb ��1�� � 
5 �1��1�1 � ���0:��3'�1 30 0����@��@�
6�����$�� 5 $�� <�ก�����J����$��
����4$����G$ 12,000 �0# �0
���� �����$�� 5 ���� ������$
 3% NaCl �J����$��
����4$����G$ 12,000 �0# �0���� �����$�� 5 ���� 
��6������
%6��1�� <�ก����� 1���9����H���ก���/������&��05��$��1�� � 500 	�24��1 � �J����$��
����
4$����G$ 12,000 �0# �0���� �����$�� 5 ���� ��6������
%6��1�� � 1���9����H���ก���/������&��05��$
��1�� � 100 	�24��1 � %&�	��� �'�(/�����
��0%��5#4�����
ก��<�
��������0���
$ก��%���9� ����<�ก
�����9�	� ��%���9����0������$�� 5 ���� 5��$�9���$��#���9�5(G�����������$�� 3 ���� �9�6������

5#4�����
���	�����J����$��
����4$����G$ 12,000 �0# �0���� �����$�� 5 ���� 5��$�'�6������
%6 25 
	�24��1 � %6���0�%����
��0�9�	�%&�%���1ก1�1
� Polymerase chain reaction (PCR) 

 
5.2  ก���
1����1������0G��0��$
��4�14 PCR 
 
 69����#ก���/ก��%�6�$�����9�ก���
1����1������0G��0%�6�$�(0�
������ก��
$(�0�ก�#

ก��#$�ก�� �/�	�2 ��<� 4�0 
�� nifH 2�
%&� primer ������ก0#��$
 forward primer PolF (5' 

TGC GAY CCS AAR GCB GAC TC 3') 5�� reverse  primer PolR (5'  ATS GCC ATC ATY 

TCR CCC GA 3') 2�
ก���9���1ก1�1
� PCR ��1�� ��$� 100 	�24��1 � @/����6�$����ก0#������  ��

�0G��0 ��5## ��1�� � 4 	�24��1 � 10X Taq buffer ��1�� �10 	�24��1 � MgCl2 4$���(��(�� 

25 �1��12����+��1�� � 8 	�24��1 � dNTPs (dATP dCTP dTTP 5�� dGTP) 4$���(��(�� 2 �1��1

2����+ ��1�� � 10 	�24��1 � Taq DNA polymerase (Fermentas, Canada) 4$���(��(�� 5 
'�1  
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��1�� � 0.5 	�24��1 � forward 5�� reverse 4$���(��(�� 10 	�24�2����+ 0
����� 8 	�24��1 �  

5����9�ก�����������&��0 59.5 	�24��1 �  

 

 ��1ก1�1
�6���4����+���0G��0�9���� initiation denaturation 94 0����@��@�
6 �����$�� 15 

���� denaturing 94  0����@��@�
6 �����$�� 1 ����  annealing 55 0����@��@�
6 �����$�� 1 ���� 

5�� extension 72 0����@��@�
6 �����$�� 1 ����  <9��$� 30 �0# 5�� ����$
0:��3'�1��� 72 0���

�@��@�
6  �����$�� 5 ���� 2�
%&��4���0� DNA thermal cycle <�ก�����9�ก�� �$<60#4:�3�
(0�

H�H�1 <�ก��1ก1�1
� PCR 2�
�9���$1�4����+��$
��4�14 gel electrophoresis �9�H�H�1 <�ก��1ก1�1
� 

PCR ���	��<9��$� 5 	�24��1 � ��H6���$
 6X loading dye ��1�� � 0.2 	�24��1 � 2���#� 0.8 

% agarose gel %� 1X TAE buffer %&�ก��56	PPO�(��� 100 2$� + �����$�� 25 ���� �9�ก��2��� 

100 bp ladder  ���� marker ����04�#�$��5��$�9��<�	�
�0���$
 ethidium bromide 0.5 	�24�ก���

 �0�1��1�1 � �����$�� 10 ���� 5��5&���9������$�� 10 ���� <�ก�����9�ก�� �$<60#4:�3�
(0�

H�H�1 <�ก��1ก1�1
� PCR 3�
% �56�0�� ��	$20�� 
��0�=��
�'�  

 
5.  ก���/ก�� Restriction fragment length polymorphism 2�
0���
ก���9����(0�

�0�	@�+ ��<9��
����� 
 
 &�1�(0��0�	@�+ ��<9��
��������0ก%&� 	��5ก�  HahI (Hin6I CfoI) HpaII (MspI)               

HaeIII MboI RsaI 5�� HinfI %�6�$�(��� 0�ก�� ��&1��6�$�(0����0G��0 ��1�� ��$� 10 
	�24��1 � ��6�$����ก0# ������ H�H�1  PCR 
�� nifH 5 	�24��1 � 10X buffer 1 	�24��1 � 
�0�	@�+ ��<9��
��5 ���&�1� 1 	�24��1 � ��9����H���ก������&��0 3 	�24��1 � <�ก�����9�ก��#�����
0:��3'�1 37 0����@��@�
6 12 &��$2�� �9�ก�� �$<60#&1��6�$�(0����0G��0��� ����$
�0�	@�+ ��
<9��
����$
��4�14 gel electrophoresis 2�
�9�H�H�1 ���	��<9��$� 10 	�24��1 � ��H6���$
 6X 
loading dye ��1�� � 0.2 	�24��1 � 2���#� 2.5 % agarose gel %� 1X TAE buffer %&�
ก��56	PPO�(��� 100 2$� + �����$�� 2 &��$2�� 30 ���� �9�ก��2��� 100 bp ladder ���� marker 
����04�#�$��5��$�9��<�	�
�0���$
 ethidium bromide 0.5 	�24�ก��� �0�1��1�1 � �����$�� 10 ���� 
5��5&���9������$�� 10 ���� <�ก�����9�ก�� �$<60#4:�3�
(0�H�H�1 <�ก��1ก1�1
� PCR 3�
% �
56�0�� ���	$20�� 
��0�=��
�'� <�ก����$1�4����+��

1�
+���0G��0 2�
&1��6�$�(0����0G��0�����
(���5 ก ���ก��='ก5
ก2�
%&�ก��56	PPO��9�%��	��������

1�
+���0G��0�ก1�(/��#��<� �9���


1�
+���0G��0���	����$1�4����+4$������0�5��5 ก ��� ����<�ก�����9�ก��$1�4����+(�0�'���$
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UPGMA 2�
%&� simple matching binary coefficient �
��06���� dendrogram �
��04�����0ก�� �$5��
(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +�
��0�9�	��/ก���9���#�#6(0����0G��0%�6�$�(0�
�� 16S 
rRNA 5�����61�713�
ก�� �/�	�2 ��<� �0	� 
 

5.4  ก���/ก���9���#�#6(0����0G��0%�6�$�(0�
�� 16S rRNA  
 

 � ��
� �$0
���5#4�����
��� �0�ก���/ก��2�
�9� �$0
�������กG#	$���� -21 0����@��@�
6
�� �$<60#4$��#�16:�71�0�ก4����#�0����5(G� Nfb #���1��	$�%� '�#�����0:��3'�1 30 0����@��@�
6
�����$�� 5 $�� <�ก������	��242�������
$ %&��$��(��
�&��0�����0��&��05 �242���������
�%�0�ก���
���$ N-free medium (Nfb) ��1�� � 5 �1��1�1 � ���0:��3'�1 30 0����@��@�
6�����$�� 5 $�� <�ก����
�J����$��
����4$����G$ 12,000 �0# �0���� �����$�� 5 ���� ������$
 3% NaCl �J����$��
����4$����G$ 
12,000 �0# �0���� �����$�� 5 ���� ��6������
%6��1�� <�ก����� 1���9����H���ก���/������&��05��$
��1�� � 500 	�24��1 � �J����$��
����4$����G$ 12,000 �0# �0���� �����$�� 5 ���� ��6������
%6�
�1�� � 1���9����H���ก���/������&��05��$��1�� � 100 	�24��1 � %&�	��� �'�(/�����
��0%��5#4�����

ก��<�
��������0���
$ก��%���9� ����<�ก�����9�	� ��%���9����0������$�� 5 ���� 5��$�9���$��#�
��9�5(G�����������$�� 3 ���� �9�6������
5#4�����
���	�����J����$��
����4$����G$ 12,000 �0# �0
���� �����$�� 5 ���� 5��$�'�6������
%6 25 	�24��1 � %6���0�%����
��0�9�	�%&�%���1ก1�1
� 
PCR 
 

 ก���9���1ก1�1
�  PCR �9���1�� ��$� 50 	�24��1 � ��6�$����ก0#������ ���0G��0 1 
	�24��1 � dNTPs (dATP dCTP dTTP 5�� dGTP) 4$���(��(�� 100 �1��12����+ ��1�� � 0.40 
	�24��1 � 10X buffer 5 	�24��1 � MgCl2 4$���(��(�� 25 �1��12����+ ��1�� � 3 	�24��1 �
,universal primer forward 5�� reverse 4$���(��(�� 100 	�24�2����+ (16S 926f: AAA CTY 
AAA KGA ATT GAC GG 5��16S 1500r: ACG GGC GGT GTG TRC) ��1�� � 0.5 	�24��1 � 
5�� Taq DNA Polymerase (Fermentas, Canada) 4$���(��(�� 5 
'�1  ��1�� � 0.25 	�24��1 � 
��1ก1�1
�6���4����+���0G��0��$
��1ก1�1
� PCR �9���� initiation denaturation 98oC �����$�� 5 ���� 
denaturing 95oC �����$�� 30 $1���� annealing 55oC �����$�� 1 ���� 5�� extension 72oC �����$�� 
1 ����  <9��$� 35 �0# 5�� ����$
0:��3'�1��� 72oC �����$�� 2 ���� 2�
%&��4���0� DNA thermal 
cycle (PTC 100, MJ. Research) H�H�1 <�ก��1ก1�1
� PCR ���	����1�� � 5 	�24��1 � �9���
$1�4����+��$
��4�14 gel electrophoresis #� 1% agarose gel %� 1X TAE buffer 5��H�H�1  PCR 
40 	�24��1 � �9�	�$1�4����+�9���#�#6 5��$�9�(�0�'��9���#�#6(0��&��0���	������
#���
#ก�#�9���#
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� # 6 ( 0 � <: �1 � � �� 
+ 0�� � Q % � N � � (� 0 �' � ( 0 � GenBank �� $ 
 2 � � 5 ก � �  BLASTn 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) 

  
6. ก���8�;�<=F�^F@�Aก�������������� 
 

<�ก(�0�'��#��0� ��%�(�0 6 6����=<��ก�:��5#4�����
 �/�	�2 ��<����5
ก	�� @/��<��9�
 �$5��(0�5 ���ก�:�� ���9�ก���/ก�����61�713�
ก�� �/�	�2 ��<�2�
$17� acetylene reduction 
activity assay (Burris, 1975) 2�
�9�5#4�����
 �$5���9�ก��5
ก242�������
$%�0��������
��&��05��

��
����0����0�2�
%&�0�������$ Nfb �1��	$� 2-3 $�� �����
�<:ก69�������{�	$�%�(���5�ก����<:ก

���{���0�%��5��� �'�0�ก��00ก 10% 5��%&��(G�\��
�\�� acetylene �(��	� 10 % 2�
��1��  
#���&��0���0:��3'�1 30oC �����$�� 24 &��$2�� $����1��� ethylene 2�
�4���0� gas chormatography �:�� 
HP5890 series II  ���4���0� �$<<�# (Detector) ����5## Flame ionization 40����+(column) ���%&����� 
HP Porapak N  (���&�0� (80/100 ��@ )4$��
�$ 1.8 �� � �6��H����'�
+ก���(��� 2 �1��1�� � 
(1.8 m x 2 mm.) 2�
ก9����%��0:��3'�1(0� injection detector 110oC 0:��3'�1(0�column 80oC 
2�
��กK�@	�2 ��<�����กK�@ �$
� ��0� ��ก��	�� 30 �1��1�� � �0���� %&���1�� �(0�ก��\��
 �$0
��� (Inject volume) 4������  1 �1��1�1 � 49��$�����1��� acetylene reduction activity (ARA) 
<�ก6�ก�������� 
 

ARA (µmol C2H4·H
-1·culture-1)     =       

4.22

1000

××

×
×

HA

A

V
st

V tusa

st

                                                                                         

 

V
st
 = ��1�� �(0� standard gas (ml) 

V
tu
 = ��1�� �(0���0����%&� (ml) 

A
sa

 = 
������% �ก��P(0� C2H4 ����ก1�(/�� (cm2) 
A

st
 = 
���% �ก��P(0� standard gas (cm2) 

H   = �$��%�ก��#���&��0 
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c�ก�����
���<�F���M� 

 

1. ก���F����<���F���<;:H���8ก��BE]�E�ก�����
� 

 

<�กก��$1�4����+6�#� 1����4���#��0� ��%�6�$�(0�4����1ก1�1
��1� ��1���7� :0�������ก

(0�&:��1�5���:I
���ก���%&�%�ก�����0�ก�0����<��9����/ก�� ����0����
#���
#ก�#����#4$��0:��

6�#'��+5��4$�������J8��(0��1� ( ����H�$ก��� 3-6) 
#$���1����� 6 &:��1� 	��5ก� &:��1��6�� 

&:��1�0
:7
� &:��1��4��N� &:��1�#���(� &:��1��
#:��5��&:��1�#������� ��4����1ก1�1
��1�ก��

�:�5����ก=/�������Gก��0
 (pH 3.7-7.8) ��1���	�2 ��<��$�0
'�%�����# �9� (��0
�� 0.08-0.21) 

��1���P06P0��6����������2
&�+0
'�%�����#6'���ก (43-479 �1��1ก��� �0ก12�ก���) ��1���

2
5�6�@�
�����������2
&�+0
'�%�����#���ก���=/�6'���ก (67-387 �1��1ก��� �0ก12�ก���) 5���:I


���ก���%&�%�ก���/ก����4����1ก1�1
��1����ก��� (pH 5.8) ��1���	�2 ��<��������0
'�%�����#6'�

��ก (��0
�� 0.95) ��1���P06P0��6����������2
&�+0
'�%�����#6'���ก (230 �1��1ก��� �0

ก12�ก���) ��1���2
5�6�@�
�����������2
&�+0
'�%�����#6'���ก (114 �1��1ก��� �0ก12�ก���) 4��

$1�4����+���56��%� ������� 8 @/������ 6 &:��1���4$�������6�69����#�9�	��9�ก�����0���'ก ��

(��$ �
��0�9���ก(��$	��9�ก���/ก��ก��5
ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +<�ก��ก(��$ �0	� 
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�������B 8 4��$1�4����+6�#� 1�4���#��0� ��(0�&:��1�5���:I
���ก���%&�%�ก���/ก�� 

 

pH ��1���7� :0�������ก   �$0
��� 

 	�2 ��<��$� 

(%) 

P06P0��6                  

(mg kg-1) 

2
5�6�@�
�               

(mg kg-1) 

&:��1��6�� 5.2  0.21 73 387 

&:��1�0
:7
� 3.7  0.26 76 293 

&:��1��4��N� 7.6  0.08 479 67 

&:��1�#���(� 5.9  0.17 340 302 

&:��1��
#:�� 7.8  0.12 407 76 

&:��1�#������� 6.2  0.13 121 155 

�:I
���ก 5.8  0.95 230 114 
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2. ก����ก�
��������������������
���������ก��ก	���=��A8�^:��D��d  

 

ก��5
ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���	��<�ก �$0
�����ก(��$%�(���5�ก	���9�ก��
69��$<(�0�'�5���กG# �$0
�����ก(��$<�ก5����ก� �ก� 
#$��(�0�'��#��0� ��(0�ก��<��ก��H�H�1 
5��(�0�'����$	� �&�� 
��7:+(��$, &:��1�, 0� ��ก��%6��:I
, &�1�(0��:I
���%6�, ��
��$��%�ก��%6��:I
, ��
4$��	��&���<�����0�<�ก�ก� �ก�<�%&�4$���4
&1�%�ก�����
ก&��0
��7:+(��$<�ก5����$� =:�1#���@��0
�� �9�%���ก1�4$��6�#6� 5������0�9�(�0�'�5 ���
��7:+������
#���
#5��$ ��4$��5 ก ���%����

�J<<�
��$
ก�� </�5ก�	(ก�����0�2�
�9�ก���กG#&:��1� �$5����� �0�ก���/ก�����9�ก����'ก%�
ก��=��#�1�$����0����0�3�4$1&��N
�$1�
� 4���ก� � ���$1�
���
�ก� ���6 �+ 2�
�9�ก��
ก9����63�
ก��<��ก��H�H�1  ��ก�����0����$��5H�ก�����0�	$�  5���9�ก���กG# �$0
���(��$
<�ก5������0�(0�6=���$1<�
(��$6:
���#:����$���$
 �0ก<�ก���%�ก����'ก(��$%����0����0�
��
�5�ก���J8��%�����0�(0�4$��4����4���0�(0���
��$��%�ก���<�18� 1#2  %�ก�����0�
 �0�ก���กG# �$0
���%���
�ก9���1�&�0�0ก (heading stage) ��
��$�������� 70-90 $�� (/��0
'�ก�#

��7:+(��$ 5 �����0�9�ก����'ก%����0����0�(��$<��<�18� 1#2 &��ก$����1� ����0���ก��
��
ก�����'ก
�
��0�9�����'ก�9�%��(��$ �0�%&��$��%�ก��P��� �$��Gก��0
 �9�%��ก���กG# �$0
���4����4���0�<�ก
�$�����$��	$� 5 �����0=/��$��กG�9�ก���กG# �$0
�����ก(��$�
��0�9���5
ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�
2�	P + �0	�	�� 

 
ก��5
ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���	��<�ก �$0
�����ก(��$<�ก5������0�

�' � 
+ $1 <� 
 (� � $  <� � � $� � 6: 
 � � � #: ��  5 � � � �� 0 � � � � 0 � 3 � 4 $1 & � � N 
� $1 � 
 �  4 � � � ก �  � 
���$1�
���
�ก� ���6 �+ 
#5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	�����6����=�<�18%�
0����5(G� NFMM �����<�18� 1#2 &��%&��$����กก$�� 5 $�� 5����ก���242�����(�����Gก </��9�
ก�������
�0����<�ก6' �0������1�������0����5(G� Nfb �����6�$����ก0#(0�$1 ��1�5�� trace 
element ����<�ก�����9�ก�� re-streak #�0���� 5(G� Nfb 
#5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�	P +���
5
ก<�ก �$0
�����ก(��$<�ก5������0��'�
+$1<�
(��$ <���$��6:
���#:�� 5�����0����0�3�4$1&�
�N
�$1�
� 4���ก� � ���$1�
���
�ก� ���6 �+������� 260 	02@��   
 

2�
 5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	��<�ก �$0
�����ก(��$<�ก5������0�
�'�
+$1<�
(��$ <���$��6:
���#:�� ���ก0#��$
(��$ 4 6�

��7:+ 	��5ก� 
��7:+��:�7��� 1 
��7:+
6:
���#:�� 1 
��7:+(��$�<���0�6:
���#:�� 5��
��7:+ SPR 99007-22-1-2-2-1 �����'ก%�&:��1�6��#:�� 
	��������� 94 	02@��  2�

#<9��$�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	����ก���6:�<�ก
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��ก(��$
��7:+��:�7��� 1 <9��$� 68 	02@��  41����� 72 % (0�5#4�����
���5
ก	��<�ก �$0
�����ก
(��$<�ก5������0��'�
+$1<�
(��$ <���$��6:
���#:�� ���56��%� ������� 9  

 
5��6����=5
ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +<�ก �$0
�����ก(��$���	��<�ก���0�

���0�3�4$1&��N
�$1�
� 4���ก� � ���$1�
���
�ก� ���6 �+������� 166 	02@��  2�
%�ก��
���0���� 1 �9�ก���/ก��H�(0�&:��1� �0<9��$�(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +%���ก(��$
3�
% �63�
ก��<��ก���:I
��� ���ก��������� 
#<9��$�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	��
��ก���6:�<�ก��ก(��$
��7:+
1��:2�ก 2 �����'ก%�&:��1��4��N� <9��$� 65 	02@��  41����� 47 % 
(0�5#4�����
���5
ก	�����56��%� ������� 10  

 
69����#ก�����0���� 2 �9�ก���/ก��H�(0�
��7:+(��$ �0<9��$�(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<�

�0�2�	P +%���ก(��$�����'ก%�&:��1�#���(� 3�
% �63�
ก��<��ก���:I
��� ���ก��������� 
#
<9��$�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	����ก���6:�<�ก��ก(��$
��7:+��:�7��� 1<9��$� 28 
	02@��  5��
��7:+
1��:2�ก 2 <9��$� 29 	02@��  41����� 34 % (0�5#4�����
���5
ก	������0
����
#���
#ก�#(��$
��7:+0��������'ก%�&:��1����
$ก�� ���56��%� ������� 11 

 
69����#ก��5
ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P�+<�ก��ก(��$���� 
#$��%�5 ���6�



��7:+(0�5 ���
��7:+(��$%��H�(0�<9��$�5#4�����
���5 ก ���ก�� 2�
���ก��5�ก=������
#���
#H�
ก��5
ก5#4�����
���$���5������0�(0��'�
+$1<�
(��$6:
���#:��ก�#���0����0�(0�3�4$1&�
�N
�$1�
� 
#$��%�(��$
��7:+��:�7��� 1 5��(��$<��$�0�6:
���#:�� 
#$��5������0�(0�
�'�
+$1<�
(��$��<9��$�(0�5#4�����
��กก$�� �������0�<����0���<�ก5#4�����
6����=���# �$�9���&�$1 
0
'�%�63�
5$���0����ก���$	���������$����� 5���
1��<9��$�%����ก(/��  
 

 ���ก�����60���ก����
#���
#ก��<��ก���:I
��� ���ก��(0� 9���#ก�����0������'ก%����0�
���0�(0�3�4$1&��N
�$1�
� 
#$��ก��<��ก���:I
����3� ���Q	����4$��6��
��7+ก�#<9��$�(0�
5#4�����
���5
ก	�� 

 
���ก�����6������0
1<����=/�4$��6��
��7+(0�&:��1�ก�#<9��$�5#4�����
 
#$��%�&:��1�

�����4����1ก1�1
��1�����ก��<�
#<9��$�5#4�����
��0
ก$��&:��1������4����1ก1�1
��1�����ก���5��
�������� 0�<����0���<�ก����0�1�0
'�%�63�
(����9��9�%��0��'�1���
�5�����Gก����
00ก������
<9��$���ก�9�%���ก1�63�$����	�������6� �0ก���9���&�$1 (0�5#4�����
� 5������0
1<����<�ก4��
$1�4����+�1�
#$��&:��1��4��N�@/�����&:��1� �$5��(0�&:��1������4����1ก1�1
��1�����ก�����4��
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��1���	�2 ��<��$� �9�6:�����0���
#ก�#&:��1�0��� Q 6��H�%��
#<9��$�5#4�����
 �/�	�2 ��<�
�0�2�	P +���5
ก	����ก���6:�<�ก��ก(��$
��7:+
1��:2�ก 2 �����'ก%�&:��1��4��N� 0�<
����0���<�ก5#4�����
�9�ก�� �/�	�2 ��<�<�ก#��
�ก���
��0�9�%��6����=���# �$�9���&�$1 0
'�%�
63�
5$���0����ก���$��<9��$���ก(/�� 
 

���ก�����6������0
1<����=/�4$��6��
��7+(0�
��7:+(��$ก�#<9��$�5#4�����
 
#$��%�5 ���

6�

��7:+(0�5 ���
��7:+(��$%��H�(0�<9��$�5#4�����
���5 ก ���ก�� 2�
 �$0
�����ก(��$<�ก5���

���0��'�
+$1<�
(��$ <���$��6:
���#:�� 
#<9��$�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	����ก

���6:�<�ก��ก(��$
��7:+��:�7��� 1  � �$0
�����ก(��$<�ก��0����0�3�4$1&��N
�$1�
� 4���ก� � 

���$1�
���
�ก� ���6 �+ 
#<9��$�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	����ก���6:�<�ก��ก

(��$
��7:+��:�7��� 1 5��
��7:+
1��:2�ก 2 �������0�<�ก1�<�ก6�����������0
00ก��<�ก��ก
�& root 

exudates 
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�������B 9  <9��$�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���
#%���ก(��$6�

��7:+ ���ก��2�
��'ก%� 

 &:��1�6��#:��%�5������0� �'�
+$1<�
(��$ <���$��6:
���#:�� 

 

&:��1� 
��7:+(��$ <9��$�	02@�� �$� 

&:��1�6��#:�� ��:�7��� 1 68 

&:��1�6��#:�� (��$<��$�0�6:
���#:�� 12 

&:��1�6��#:�� 6:
���#:�� 1 6 

&:��1�6��#:�� SPR 99007-22-1-2-2-1 8 

 

 

�������B 10  <9��$�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���
#%���ก(��$6�

��7:+ ���ก�������'ก%� 

 &:��1� ���ก��%����0����0� 3�4$1&��N
�$1�
� 

 

ก��<��ก���:I
 &:��1� 
��7:+(��$ 

	��%6��:I
 �:I
�4�� �:I
�4��+�:I
01����
+ 

<9��$�                           

	02@�� �$� 

&:��1��6�� ��:�7��� 1 0 1 0 1 

&:��1�0
:7
� ��:�7��� 1 0 6 4 10 

&:��1��4��N� 
1��:2�ก 2 12 28 17 65 

&:��1�#���(� 
1��:2�ก 2 12 8 3 29 

&:��1��
#:�� 6:
���#:�� 3 1 2 2 5 

&:��1�#������� 6:
���#:�� 3 7 15 2 28 
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�������B 11  <9��$�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���
#%���ก(��$6�

��7:+ ���ก�������'ก%� 

 &:��1�#���(�@/������&:��1����
$ก�� %����0����0� 3�4$1&��N
�$1�
� 

 

ก��<��ก���:I
 &:��1� 
��7:+(��$ 

	��%6��:I
 �:I
�4�� �:I
�4��+�:I
01����
+ 

<9��$�                   

	02@��  

�$� 

&:��1�#���(� ��:�7��� 1 17 9 2 28 

&:��1�#���(� (��$<��$�0�6:
���#:�� 1 6 4 11 

&:��1�#���(� 6:
���#:�� 3 1 11 1 13 

&:��1�#���(� 
1��:2�ก 2 12 8 3 29 
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3. ก��[�ก\��8ก\M<���=8M`���F�����<=����F����F����
ab
���� 

 

<�กก���/ก����ก������6��N��$1�
�5��6���$1�
��#��0� ��(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<�

�0�2�	P +������� 260 	02@��  ���5
ก	��<�ก �$0
�����ก(��$6�

��7:+ ���Q�����'ก%����0����0�

5���กG#<�ก5������0��'�
+$1<�
(��$<���$��6:
���#:�� 
#$����ก������6��N��$1�
�3�
% �

ก��0�<:������+(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	�������������5#4�����
5ก���#  1�

6�5�� ����ก���ก�� (cocci) 5��5��� (rod)  

 

%�6�$�(0���ก������6���$1�
�$1�
��#��0� ������ 2�
�9�ก����60#4$��6����=%�

ก��%&�6���4������3� ���Q ����5����4��+#0� 6�����%&�%�ก����60# 	��5ก� L-asparagine citric 

acid  glucose latic acid malic acid mannitol 5�� sorbitol �0ก<�ก���
���9�ก����60#4$��6����=

%�ก�� ������6����1&�$��<9��$� 4 &�1� 	��5ก� ampicillin chloramphenicol kanamycin 5�� 

tetracycline ���4$���(��(�� ���Q 
#$��5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	��6����=%&�6��

 �0	��������5����4��+#0�	��5ก� L-asparagine citric acid  glucose latic acid malic acid mannitol 

5�� sorbitol 2�
41����� 89% 79% 69% 29% 75% 82% 5�� 87% (0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�

2�	P +���5
ก	����� ����  ���9���#  5��5#4�� ���
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	����

4$��6����=%�ก�� ������ �06����1&�$������ 4 &�1� �������#4$���(��(�� ���ก�� ������ 

ampicillin �������#4$���(��(�� 20 �1��1ก��� �0�1 � chloramphenicol �������#4$���(��(�� 25 

�1��1ก��� �0�1 � kanamycin 5�� tetracycline �������#4$���(��(�� 15 �1��1ก��� �0�1 � 2�
41����� 

83% 62% 55% 5�� 50% (0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	���������  ���9���# (3�


H�$ก��� 1)  
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����<�ก�����9�ก���กG#(�0�'����	��5���9�������$�H�2�
$1�4����+��$
 UPGMA 2�
%&� 

simple matching binary coefficient �
��06���� dendrograms 2�
%&�(�0�'�<�กก���/ก�����6��N��

$1�
���$
ก��
�0�6�5##5ก��5��ก���/ก��6���$1�
��#��0� ��(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�

	P +2�
ก����60#&�1�(0�5����4��+#0����5#4�����
6����=%&�%�ก���<�18	�� 5��ก����60#

ก�� ������ �06����1&�$������ 4 &�1��������#4$���(��(�� ���Q 
#$��6����=5#��5#4�����
 �/�

	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	���������	������ 18 ก�:���������#4$������0�6'�6:� 78 ��0�+�@G� + 

5��6����=5#��00ก	������ 3 cluster 2�
 cluster I ���ก0#��$
5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�

	P + 65 	02@��  cluster II ���ก0#��$
5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + 137 	02@��   

cluster III ���ก0#��$
5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + 68 	02@��  @/��%�5 ���ก�:��

���ก0#��$
5#4�����
���	����<�ก �$0
�����ก(��$�����'ก%����0����0�5���กG#<�ก5������0�

�'�
+$1<�
(��$<���$��6:
���#:�����56��3�
��� 4 �
��04�����0ก�� �$5��(0�5#4�����
 �/�

	�2 ��<��0�2�	P + �
��0�9�	��/ก��4$�����ก���
(0�5#4�����
2�
%&���4�14���&�$$1�
�

����#2���ก:� �0	� 
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% similarity

1  isolates
1  isolates
5  isolates

5  isolates

14  isolates

14  isolates

3  isolates

4  isolates

6  isolates

5  isolates

137  isolates

1  isolates

15  isolates

13  isolates

13  isolates

3  isolates

6  isolates

14  isolates

 
 

@�A��B 4  Dendrogram ���6����2�
%&���ก������6��N��$1�
�5��6���$1�
�(0�5#4�����
 �/� 

 	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	�� 

 

 

Cluster I 

Cluster II 

Cluster III 
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4. ก���AFB�;�F��M���
_��
	
���� nifH e�B��;f������B�ก�B��	�
�ก8
ก�<
��ก������������������

����F�PCR 

 

<�กก���/ก����ก������6��N��$1�
���$
ก��
�0�6�5##5ก��5��ก���/ก��6���$1�
�

�#��0� �� 6����=4�����0ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5��	��������� 50 	02@��  @/��

����5#4�����
���	����<�ก �$0
�����ก(��$�����'ก%����0����0�5���กG#<�ก5������0��'�
+$1<�


(��$<���$��6:
���#:�� �
��0�9����/ก��ก���
1����1������0G��0%�6�$�(0�
�� nifH  @/������
�����

�ก��
$(�0�ก�#ก��#$�ก�� �/�	�2 ��<� 2�

�� nifH �9��������4$#4:�2�� ����������Gก����

0�4+���ก0# (iron protein ���0 Fe-protein) @/������2�� ����/���������6�$����ก0#(0��0�	@�+	�

2 �<���6 (David, 2007) 
#$��5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5��������� 50 	02@��  

����0�9�ก���
1����1������0G��0%�6�$�(0�
�� nifH 2�
%&� primer PolF 5�� PolR 
#5#4�����
 �/�

	�2 ��<��0�2�	P + �$5��40 	02@��  ���ก�5=#(0����0G��0����
1����1���%�6�$�(0�
�� 

nifH  �����(��� 360  bp ���56��3�
��� 5  41�����80 ��0�+�@G� +(0�5#4�����
 �$5�� ��
���0�
�

56��%� ������� 9 <�กก���/ก�����H�����
#ก�����ก�(0�
�� nifH %�5#4�����
 �/�	�2 ��<�

�0�2�	P + �&�� Alcaligenes faecalis A15 5�� Azospirillum irakense ( Vermeiren et al., 1998) 

Sinorhizobium meliloti Sinorhizobium sp. strain NGR234 Rhizobium etli  Klebsiella spp. 5�� 

Paenibacillus odorifer (Reiter et al., 2003) 
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&�0��<����     1      2       3      4      5      6      7      8      9      10    11    12     13   14    15     16 

 
 

@�A��B 5  H�H�1  PCR (0�
�� nifH 

 

&�0��<���� 1 4�0 ladder 100 bp plus      &�0��<���� 2 4�0 	02@��  Sb-Pt13               

&�0��<���� 3 4�0 	02@��  Sb-Pt018  &�0��<���� 4 4�0 	02@��  Sb-Pt20  

&�0��<���� 5 4�0 	02@��  Sb-Pt23                &�0��<���� 6 4�0 	02@��  Sb-SPR06      

&�0��<���� 7 4�0 	02@��  Sb-SpI03  &�0��<���� 8 4�0 	02@��  Sb-Hs08                 

&�0��<���� 9 4�0 	02@��  Np-Pl02-1  &�0��<���� 10 4�0 	02@��  Np-Pl13-1 

&�0��<���� 11 4�0 	02@��  Np-Pl56-0  &�0��<���� 12 4�0 	02@��  Bm-Sp07-1 

&�0��<���� 13 4�0 	02@��  Bn-Pl22-0   &�0��<���� 14 4�0 positive control   

&�0��<���� 15 4�0 negative control       &�0��<���� 16 4�0 ladder 100 bp plus 

 

 

 

 

 

1000 bp 

300 bp 
500 bp 
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�������B 12   ก�� �$<60#
������ก��
$(�0�%�ก��#$�ก�� �/�	�2 ��<�%�6�$�(0�
�� nifH  <�ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5�� 

 

�8�
�D�� 

 

�
�e��� ���D���B�ก_
 ]:��F� A8� :̂�	��� ]�F�;:H� 

ก��;��กh	
��9
 DNA E�=D��	
�

��� nifH  

1 Sb-Pt13 5������0� 6��#:�� ��:�7��� - + 

2 Sb-Pt18 5������0� 6��#:�� ��:�7��� - + 

3 Sb-Pt20 5������0� 6��#:�� ��:�7��� - + 

4 Sb-Pt23 5������0� 6��#:�� ��:�7��� - + 

5 Sb-Pt24 5������0� 6��#:�� ��:�7��� - + 

6 Sb-Pt27 5������0� 6��#:�� ��:�7��� - + 

7 Sb-Pt37 5������0� 6��#:�� ��:�7��� - + 

8 Sb-Pt52 5������0� 6��#:�� ��:�7��� - + 

9 Sb-SPR01 5������0� 6��#:�� SPR - + 

10 Sb-SPR06 5������0� 6��#:�� SPR - - 

11 Sb-HS05 5������0� 6��#:�� <��$�0�6:
���#:�� - - 

12 Sb-Hs08 5������0� 6��#:�� <��$�0�6:
���#:�� - + 
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�������B 12    ก�� �$<60#
������ก��
$(�0�%�ก��#$�ก�� �/�	�2 ��<�%�6�$�(0�
�� nifH  <�ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5��( �0) 

 

�8�
�D�� 

 

�
�e��� ���D���B�ก_
 ]:��F� A8� :̂�	��� ]�F�;:H� 

ก��;��กh	
��9
 DNA E�=D��	
�                         

��� nifH 

13 Sb-SpI03 5������0� 6��#:�� 6:
���#:�� - + 

14 Ay-Pt01-1 ���0����0� 0
:7
� ��:�7��� �4�� - 

15 Ay-Pt07-2 ���0����0� 0
:7
� ��:�7��� �4��+01����
+ + 

16 Ay-Pt09-2 ���0����0� 0
:7
� ��:�7��� �4��+01����
+ - 

17 Np-Pl02-1 ���0����0� �4��N� 
1��:2�ก �4�� + 

18 Np-Pl03-1 ���0����0� �4��N� 
1��:2�ก �4�� + 

19 Np-Pl09-1 ���0����0� �4��N� 
1��:2�ก �4�� + 

20 Np-Pl13-1 ���0����0� �4��N� 
1��:2�ก �4�� + 

21 Np-Pl15-1 ���0����0� �4��N� 
1��:2�ก �4�� + 

22 Np-Pl18-1 ���0����0� �4��N� 
1��:2�ก �4�� - 

23 Np-Pl33-2 ���0����0� �4��N� 
1��:2�ก �4��+01����
+ + 

24 Np-Pl48-0 ���0����0� �4��N� 
1��:2�ก 	��%6��:I
 + 
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�������B 12    ก�� �$<60#
������ก��
$(�0�%�ก��#$�ก�� �/�	�2 ��<�%�6�$�(0�
�� nifH  <�ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5��( �0) 

 

�8�
�D�� 

 

�
�e��� ���D���B�ก_
 ]:��F� A8� :̂�	��� ]�F�;:H� 

ก��;��กh	
��9
 DNA E�=D��	
�                                

��� nifH 

25 Np-Pl56-0 ���0����0� �4��N� 
1��:2�ก 	��%6��:I
 + 

26 Bn-Pl04-1 ���0����0� #���(� 
1��:2�ก �4�� - 

27 Bn-Pl06-1 ���0����0� #���(� 
1��:2�ก �4�� + 

28 Bn-Pl08-1 ���0����0� #���(� 
1��:2�ก �4�� + 

29 Bn-Pl11-2 ���0����0� #���(� 
1��:2�ก �4��+01����
+ + 

30 Bn-Pl16-0 ���0����0� #���(� 
1��:2�ก 	��%6��:I
 - 

31 Bn-Pl20-0 ���0����0� #���(� 
1��:2�ก 	��%6��:I
 - 

32 Bn-Pl22-0 ���0����0� #���(� 
1��:2�ก 	��%6��:I
 + 

33 Lp-Sp05-2 ���0����0� �
#:�� 6:
���#:�� �4��+01����
+ + 

34 Bm-Sp01-1 ���0����0� #������� 6:
���#:�� �4�� + 

35 Bm-Sp04-1 ���0����0� #������� 6:
���#:�� �4�� + 
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�������B 12    ก�� �$<60#
������ก��
$(�0�%�ก��#$�ก�� �/�	�2 ��<�%�6�$�(0�
�� nifH  <�ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5��( �0) 

 

�8�
�D�� 

 

�
�e��� ���D���B�ก_
 ]:��F� A8� :̂�	��� ]�F�;:H� 

ก��;��กh	
��9
 DNA E�=D��	
�                              

��� nifH 

36 Bm-Sp05-1 ���0����0� #������� 6:
���#:�� �4�� - 

37 Bm-Sp07-1 ���0����0� #������� 6:
���#:�� �4�� + 

38 Bm-Sp10-1 ���0����0� #������� 6:
���#:�� �4�� + 

39 Bm-Sp13-1 ���0����0� #������� 6:
���#:�� �4�� + 

40 Bm-Sp15-1 ���0����0� #������� 6:
���#:�� �4�� + 

41 Bm-Sp17-2 ���0����0� #������� 6:
���#:�� �4��+01����
+ + 

42 Bn-Pt02-1 ���0����0� #���(� ��:�7��� �4�� - 

43 Bn-Pt07-1 ���0����0� #���(� ��:�7��� �4�� + 

44 Bn-Pt09-1 ���0����0� #���(� ��:�7��� �4�� + 

45 Bn-Pt14-0 ���0����0� #���(� ��:�7��� 	��%6��:I
 + 

46 Bn-Pt19-0 ���0����0� #���(� ��:�7��� 	��%6��:I
 + 
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�������B 12    ก�� �$<60#
������ก��
$(�0�%�ก��#$�ก�� �/�	�2 ��<�%�6�$�(0�
�� nifH  <�ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5��( �0) 

 

�8�
�D�� 

 

�
�e��� ���D���B�ก_
 ]:��F� A8� :̂�	��� ]�F�;:H� 

ก��;��กh	
��9
 DNA E�=D��	
�                                           

��� nifH 

47 Bn-Pt20-0 ���0����0� #���(� ��:�7��� 	��%6��:I
 + 

48 Bn-Pt26-0 ���0����0� #���(� ��:�7��� 	��%6��:I
 + 

49 Bn-Pt28-0 ���0����0� #���(� ��:�7��� 	��%6��:I
 + 

50 Bn-Sp07-1 ���0����0� #���(� 6:
���#:�� �4�� + 
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5. ก��[�ก\��������ก����	
��
��������������F� Restriction Fragment Length 

Polymorphism ���
�[8�ก���7�����
��e���8��7��A�< 

 

ก���/ก��4$�����ก���
(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	�� 2�
�9�ก��

4�����0ก5#4�����
 �$5��<�กก�� �$<60#6�$�(0�
�� nifH 2�
%&� primer PolF 5�� PolR 
#

5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5��������� 40 	02@��  ���ก�5=#(0����0G��0����
1��

��1���%�6�$�(0�
�� nifH <�ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5�� 50 	02@��  

����<�ก�����9�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P�+ �$5�� 40 	02@��  ���9�ก���/ก��4$��

���ก���
2�
��4�14 RFLP (0�
�� nifH  0���
ก���9�����0�	@�+ ��<9��
�� 2�
&�1�(0�

�0�	@�+ ��<9��
��������0ก%&� 	��5ก�  HahI (Hin6I CfoI) HpaII (MspI) HaeIII MboI RsaI 5�� 

HinfI 
#$���0�	@�+5 ���&�1�6����= ��&1��6�$����0G��0	��(���5 ก ���ก�� 
#$�� �0�	@�+ 

HahI 6����= ��&1��6�$����0G��0	��(��������� 190 140 100 5�� 50 bp ���56��%�3�
��� 6 

�0�	@�+ HpaII 6����= ��&1��6�$����0G��0	��(��������� 180 160  5�� 75 bp ���56��%�

3�
��� 7  �0�	@�+ HaeIII 6����= ��&1��6�$����0G��0	��(��������� 290 200 190 150 110 80 

5�� 70 bp ���56��%�3�
��� 8 �0�	@�+ MboI 6����= ��&1��6�$����0G��0	��(��������� 300 

240 180 120 100 90 5�� 80 bp ���56��%�3�
��� 9 �0�	@�+ RsaI 6����= ��&1��6�$����0G��0	��

(��������� 360 250 240 5�� 110 bp ���56��%�3�
��� 10 5���0�	@�+ HinfI 6����= ��

&1��6�$����0G��0	��(��������� 230 150 140 5�� 75 bp ���56��%�3�
��� 11 
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%�6�$�(��� 0�ก�� ��&1��6�$�(0����0G��0 %�6�$�(0�
�� nifH 2�
�0�	@�+ ��<9��
��

<�ก�����9���

1�
+���0G��0���	���ก1�(/��#��<� ��$1�4����+4$������0�5��5 ก ���2�
%&�

2��5ก��40�
1$� 0�+ ����<�ก�����9�ก���กG#(�0�'����	��5���9�������$�H�2�
2�
$1�4����+

��$
 UPGMA 2�
%&� simple matching binary coefficient �
��06���� dendrograms �
��04�����0ก��

 �$5��(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �
��0�9�	��/ก�����61�713�
ก�� �/�

	�2 ��<� �0	� 
#$��6����=5#��5#4�����
00ก	������ 14 ก�:�� �������#4$��4$������0�

6'�6:� 100 ��0�+�@G� + 2�
5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	��<�ก5������0�

�'�
+$1<�
(��$6:
���#:��
#0
'�%�ก�:����� 1 
ก�$�� 1 	02@��  (Sb-HS08) 
#5
ก0
'�%�ก�:����� 7  

5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	��<�ก���0����0�3�4$1&��N
�$1�
� 4���ก� � 

���$1�
���
�ก� ���6 �+ 
#0
'�%�ก�:����� 2-14 ���56��%�3�
��� 12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

57 

                      &�0��<���� 1    2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16    

 
                      &�0��<���� 1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16    

  
                      &�0��<����  1   2   3  4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14  

  
 

@�A��B 6   H�H�1  PCR (0�
��  nifH  ���='ก ����$
�0�	@�+ ��<9��
�� HahI 

&�0��<����  1A, 1B, 1C, 16A, 16B, 14C 4�0  ladder   50 bp plus 

&�0��<����  2A-15A, 2B-15B, 2C-13C   4�0  5#4�����
 �/�	�2 ��<�

�0�2�	P +  �$5�� 

  

 

250 bp 

250 bp 

250 bp 
150 bp 
  50 bp 

150 bp 
 50 bp 

150 bp 

 50 bp 

A 

B 

C 
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      &�0��<����   1    2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16    

 
 &�0��<����     1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16    

 
                  &�0��<����         1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14  

 
 

@�A��B 7  H�H�1  PCR (0�
��  nifH  ���='ก ����$
�0�	@�+ ��<9��
�� HpaII 

 &�0��<����  1A, 1B, 1C, 16A, 16B, 14C 4�0  ladder   50 bp plus 

&�0��<����  2A-15A, 2B-15B, 2C-13C  4�0  5#4�����
 �/�	�2 ��<�

�0�2�	P + �$5�� 

 

 

250 bp 

250 bp 

250 bp 

150 bp 
 50 bp 

50 bp 
150 bp 

150 bp 

 50 bp 
A 

B 

C 



 

 

59 

                      &�0��<���� 1   2    3   4   5   6   7   8   9  10  11  12  13 14  15    

 
                      &�0��<���� 1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16    

 
                     &�0��<����   1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14  

 
 

@�A��B 8   H�H�1  PCR (0�
��  nifH  ���='ก ����$
�0�	@�+ ��<9��
�� HaeIII 

 &�0��<����  1A, 1B, 1C, 16A, 16B, 14C 4�0  ladder   50 bp plus 

&�0��<����  2A-15A, 2B-15B, 2C-13C  4�0  5#4�����
 �/�	�2 ��<�

�0�2�	P + �$5�� 

 

 

250 bp 

250 bp 

250 bp 

150 bp 

 50 bp 

 50 bp 
150 bp 

150 bp 

 50 bp 
A 

B 

C 
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                   &�0��<����      1   2   3   4   5   6  7    8  9  10   11 12  13 14 15 16    

 
               &�0��<����        1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16    

 
                &�0��<����                  1   2   3  4   5  6  7  8   9  10   11  12  13  14  

 
 

@�A��B 9   H�H�1  PCR (0�
��  nifH  ���='ก ����$
�0�	@�+ ��<9��
�� MboI 

 &�0��<����  1A, 1B, 1C, 16A, 16B, 14C 4�0  ladder   50 bp plus 

&�0��<����  2A-15A, 2B-15B, 2C-13C  4�0  5#4�����
 �/�	�2 ��<�

�0�2�	P + �$5�� 

 

 

250 bp 

250 bp 

250 bp 
150 bp 
 50 bp 

150 bp 

 350 bp 

150 bp 

 50 bp 

A 

B 

C 
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        &�0��<����   1    2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16    

 
                                   &�0��<����   1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16    

 
                                  &�0��<����    1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14  

 
 

       @�A��B 10   H�H�1  PCR (0�
��  nifH  ���='ก ����$
�0�	@�+ ��<9��
�� RsaI 

 &�0��<����  1A, 1B, 1C, 16A, 16B, 14C 4�0  ladder   50 bp plus 

&�0��<����  2A-15A, 2B-15B, 2C-13C  4�0  5#4�����
 �/�

	�2 ��<��0�2�	P + �$5�� 

 

 

150 bp 

250 bp 

250 bp 
 350  bp 

350 bp 
250 bp 

250 bp 

350 bp 

150 bp 

150 bp 

A 

B 

C 
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                                 &�0��<����   1    2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16    

 
                                 &�0��<����    1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16    

 
                                 &�0��<����       1   2   3   4   5   6   7   8   9  10  11   12   13  14  

 
 

                                @�A��B 11   H�H�1  PCR (0�
��  nifH  ���='ก ����$
�0�	@�+ ��<9��
�� HinfI 

  &�0��<����  1A, 1B, 1C, 16A, 16B, 14C 4�0  ladder   50 bp plus 

 &�0��<����  2A-15A, 2B-15B, 2C-13C  4�0  5#4�����
 �/�   

 	�2 ��<��0�2�	P + �$5�� 

250 bp 

250 bp 

250 bp 
150 bp 
 50 bp 

50 bp 
150 bp 

150 bp 
 50 bp A 

B 

C 
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@�A��B 12  Dendrogram ก���/ก��4$�����ก���
(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก 

 	��2�
%&���4�14 RFLP-PCR (0�
�� nifH   
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6. ก���<
:]�F�	
��
���������B��ก������ก�����7��8
�
=	
���� 16S rRNA 

 
ก���/ก��&�1�(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	������#���0G��0%�6�$�(0�


�� 16S rRNA (0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5�� 14 	02@��  ��$
��4�14 PCR 


#$��5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	��6����=�
1����1������0G��0	�� @/����(���

������ 574 4'��#6 <�ก�����9�H�H�1 (0���1ก1�1
� PCR $1�4����+�9���#�#6 2�
�9��9���#�#6��

����
#���
#ก�#N��(�0�'��9���#�#6(0� GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) 

��$
2��5ก�� BLASTn 
#$���9���#�#6(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	�� �$5��

��4$������0�ก�#5#4�����
%�N��(�0�'��9���#�#6(0� GenBank 
#$�� 	02@��  Sb-Pt13 ��4$��

����0�ก�# Bradyrhizobium yuanmingense strain TTB5 78% 	02@��  Bn-Pt14-0 ��4$��

����0�ก�# Bradyrhizobium sp. 93% 	02@��  Bn-Pt07-1 5�� Bn-Pl11-2 ��4$������0�ก�# 

Azorhizobium caulinodans 99% 	02@��  Bn-Pl08-1 5�� Bn-Pl06-1 ��4$������0�ก�# 

Azorhizobium caulinodans 98% 	02@��  Np-Pl02-15�� Np-Pl09-1 ��4$������0�ก�# 

Uncultured bacterium 99% 	02@��  Np-Pl15-1��4$������0�ก�# Burkholderia cepacia strain 

BEB17 94% 	02@��  Bn-Pl22-0 ��4$������0�ก�# Uncultured alpha proteobecterium 99% 	0

2@��  Bn-Pt28-0 5�� Bn-Sp07-1 ��4$������0�ก�# Uncultured bacterium 99% 	02@��  Bm-

Sp17-2 ��4$������0�ก�# Azorhizobium caulinodans 98%  5��	02@��  Ay-Pt07-2 ��4$��

����0�ก�# Burkholderia vietnamiensis  94% ���56��%� ������� 13  
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7. ก���8�;�<=F�^F@�Aก�������������� 

 

<�ก(�0�'��#��0� ��%�ก���/ก��4$�����ก���
(0�5#4�����
 �9�%��6����=<��ก�:��(0�
5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P�+���5
ก	�� 14 ก�:���������#4$��4���
4�/� 100 ��0�+�@G� + 
<�ก�����9� �$5��(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P�+%�5 ���ก�:�� ���9�ก���/ก��
���61�713�
ก�� �/�	�2 ��<�2�
ก��%&�$17� acetylene reduction activity assay (Burris ,1975) 

#5#4�����
���5
ก	�������61�713�
%�ก�� �/�	�2 ��<�0
'�%�&�$� 0.204-1.138 ��2�2���0�71
��� �0&��$2�� �0 �$0
��� ���56��%� ������� 13 @/��60�4��0�ก�#ก���/ก�����61�713�
ก�� �/�
	�2 ��<�2�
ก��%&�$17� acetylene reduction activity assay (0�5#4�����
 Enterobacter 

dissolvens, Brevundimonas aurantiaca, Pantoea agglomerans 5�� Pseudomonas spp. ���5
ก	��
<�ก��ก(��$
��7:+(��$�0����1 105 2�

#$��5#4�����
���5
ก	�������61�713�
%�ก�� �/�
	�2 ��<�0
'�%�&�$� 18.34-23,319.17 ��2�2���0�71��� �0&��$2�� �0 �$0
��� (Janpen et al., 
2009)
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�������B 13 &�1�(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
ก	��2�
ก�����9���#�#6(0�
�� 16S   

  rRNA 5�����61�713�
%�ก�� �/�	�2 ��<�(0�5 �	02@��  

 

�9���# ���6 

&�1�(0�5#4�����
%�����#���0G��0%�6�$�(0� 

16S rDNA 5�end (500bp) 

%Similarity 

����
#���
#ก�# DNA 

sequence %�

N��(�0�'�  

���61�713�
%�ก��

 �/�	�2 ��<� 

(nmol C2H4·H
-1·tube-1) 

1 Sb-Pt13 Bradyrhizobium yuanmingense strain TTB5 78 0.619 

2 Bn-Pt14-0 Bradyrhizobium sp. 93 0.956 

3 Bn-Pt07-1 Azorhizobium caulinodans 99 0.470 

4 Bn-Pl11-2 Azorhizobium caulinodans 99 0.537 

5 Bn-Pl08-1 Azorhizobium caulinodans 98 0.245 

6 Bn-Pl06-1 Azorhizobium caulinodans 98 0.819 

7 Np-Pl02-1 Uncultured bacterium 99 1.023 

8 Np-Pl09-1 Uncultured bacterium 99 0.204 

9 Np-Pl15-1 Burkholderia cepacia strain BEB17 94 0.514 

10 Bn-Pl22-0 Uncultured alpha proteobecterium 99 0.245 

11 Bn-Pt28-0 Uncultured bacterium 99 0.904 

12 Bn-Sp07-1 Uncultured bacterium 99 1.138 

13 Bm-Sp17-2 Azorhizobium caulinodans 98 0.658 

14 Ay-Pt07-2 Burkholderia vietnamiensis 94 0.156 
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=�:;c�ก�����
� 
 

<�กก���/ก����1���7� :0�������ก(0��1� �$5�����<��9����/ก�� 
#$���1�����9���
�/ก����4�� ��1���	�2 ��<�������� �9�0
'�%�&�$���0
�� 0.08-0.21 ��1���P06P0��65��
2
5�6�@�
�����������2
&�+6'���ก0
'�%�&�$� 43-479 mg kg-1 5�� 67-387 mg kg-1@/����4$��
�����69����#ก���/ก��%�4������� 69����#ก��5
ก5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +<�ก��ก(��$
���� 
#$��%�5 ���6�

��7:+(0�5 ���
��7:+(��$%��<9��$�5#4�����
���5 ก ���ก��  

 
5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���
#�����������5#4�����
5ก���# <�ก(�0�'�

��ก������6��N��$1�
� &�1�(0�5����4��+#0����5#4�����
6����=%&�%�ก���<�18	�� 5��ก��
��60#ก�� ������ �06����1&�$�� 
#$��6����=5#��5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +	��
���� 18 ก�:���������#4$������0�6'�6:� 78 ��0�+�@G� + ����0�9�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���
���� �$5��<�ก5 ���ก�:��<9��$� 50 	02@��  
#ก�����ก�(0�
�� nifH  40 	02@��  41�����80 
��0�+�@G� +(0�5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�	P + �$5�� ����<�กก���/ก��4$�����ก���
(0�
5#4�����
 �$5��2�
%&���4�14 RFLP (0�
�� nifH  6����=5#��5#4�����
 �/�	�2 ��<��0�2�
	P +	������ 14 ก�:���������#4$������0�6'�6:� 100 ��0�+�@G� + 5��
#5#4�����
	02@��  Bn-
Sp07-1 @/��5
ก	��<�ก��ก(��$
��7:+6:
���#:�� �����'ก%�&:��1�#���(� �����61�713�
ก�� �/�
	�2 ��<�	��6'�6:���� 1.138 ��2�2���0�71��� �0&��$2�� �0 �$0
��� 
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�����c��ก��B 1 6�$����ก0#(0�0���� N-free solid malate-glucose medium (NFMM)  

 

��B��: ���5�����<�ก  Guang et. al. (2003) 

 

� 1���9�ก����%��4�# 1,000 �1��1�1 � ���# pH 7.2 ��$
 1 N NaOH 5��$�9�	�����&��0 2�
 

autoclave ���0:��3'�1 121oC   20 ���� 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6���4�� ��1��� 
glucose     10.0 ก��� 
L-malic acid    5.0 ก��� 
MgSO4·H2 O    0.2 ก��� 
FeCl3      0.01 ก��� 
NaCl     0.1 ก��� 
CaCl2·2H2O    0.02 ก��� 
K2HPO4  
KH2PO4 

0.1 ก��� 
0.4 ก��� 

Na 2MoO4·H2O 0.002 ก��� 
0.5%Bromothymolblue    
Agar 

        5.0         �1��1�1 � 
18.0       ก��� 
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�����c��ก��B 2  6�$����ก0#(0�0���� N-free malate medium (Nfb)  
 

  

 � 1���9�ก����%��4�# 1,000 �1��1�1 � ���# pH 6.8 ��$
 1 N NaOH 5��$�9�	�����&��0 2�
 

autoclave ���0:��3'�1 121oC   20 ����  

 
�������:  trace-element solution   ���ก0#��$
 Na2MoO4·2H2O 200  �1��1ก��� MnSO4·H2O 235   
 �1��1ก��� H3BO3 280 �1��1ก��� CuSO4·5H2O  8  �1��1ก���  ZnSO4· 7H2O 24  �1��1ก���   
 � 1���9�ก����%��4�# 200 �1��1�1 � 5�� vitamin solution  ���ก0#��$
 biotin 10  
 �1��1ก���5��  pyridoxine 20  �1��1ก���,� 1���9�ก����%��4�# 100 �1��1�1 � 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

6���4�� ��1��� 
malic acid    5.0  ก��� 
Glucose 5.0 ก��� 
K2HPO4 0.5  ก���   
MgSO4· 7H2O 0.2  ก���   
NaCl   0.1  ก��� 
CaCl2   0.02   ก��� 
trace-element solution           2.0        �1��1�1 � 
1.64 % FeEDTA            4.0        �1��1�1 �   
vitamin solution 
agar   

        1.0        �1��1�1 �   
17.0  ก��� 
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�����c��ก��B 3  ����#4$���:�5��(0���1ก1�1
��1�  

 

����# (rating) 
16�
 (range) 

����ก���:�5����ก���6:� (ultra acid) 

����ก���:�5����ก(extremely acid) 

����ก��<����ก(strongly acid) 

����ก��<��(strongly acid) 

����ก�����ก���(moderately acid) 

����ก����Gก��0
(slightly acid) 

����ก���(neutral) 

����������Gก��0
(slightly alkaline) 

�����������ก���(moderately alkaline) 

��������<��(strongly alkaline) 

��������<����ก(very strongly alkaline) 

<3.5 

3.5-4.5 

4.5-5.0 

5.1-5.5 

5.6-6.0 

6.1-6.5 

6.6-7.3 

7.4-7.8 

7.9-8.4 

8.5-9.0 

>9.0 

 

��B��: 4��<��
+3�4$1&��N
�$1�
� (2541) 
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�����c��ก��B 4  ก��<������#��1���	�2 ��<�������� (%) 

 

����# (rating) 
16�
 (%) 

 �9���ก(VL) 

 �9�(L) 

���ก���(M) 

6'�(H) 

6'���ก(VH) 

<0.1 

0.1-0.2 

0.2-0.5 

0.5-0.75 

>0.75 

 

��B��:  ก��
�;������1� (2548) 
 
 
�����c��ก��B 5  ก��<������#��1���P06P0��6����������2
&�+(Available P) (Bray II) 
 
����# (rating) 
16�
 (mg/kg) 

 �9���ก(VL) 

 �9�(L) 

4�0�(��� �9�(ML) 

���ก���(M) 

4�0�(���6'�(MH) 

6'�(H) 

6'���ก(VH) 

<3 

3-5 

6-10 

11-15 

16-25 

26-45 

>45 

 

��B��:  ก��
�;������1� (2548) 
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�����c��ก��B 6  ก��<������#��1���2
5�6�@�
�����������2
&�+(Available K)(NH4OAc) 
 
����# (rating) 
16�
 (mg/kg) 

 �9���ก(VL) 

 �9�(L) 

���ก���(M) 

6'�(H) 

6'���ก(VH) 

<30 

30-60 

60-90 

91-120 

>120 

 

��B��:  ก��
�;������1� (2548) 
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@�Ac��ก��B 1  Dendrogram 56��4$��6��
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 �/�	�2 ��<��0�2�	P +���5
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Lp-Sp02-1

Sb-Pt07
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Sb-Pt08

Sb-Pt09
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Sb-Pt14

Sb-Pt16
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Sb-Pt30

Sb-Pt31
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Bradyrhizobium yuanmingense strain TTB5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Length=1452 

Score =  235 bits (127),  Expect = 2e-58 
 Identities = 318/405 (78%), Gaps = 33/405 (8%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Sb-Pt13   21   GAGCTTTCCAACCCTAGGGCCTTAATCCCTCACGCGG-TTGGCTGGATCAGGGTTGCCCT  79 

             ||||||| ||||||||||||||| ||| |||||||||  ||||||||||||||||||||  

B. yuanmingense  400  GAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCTGGATCAGGGTTGCCC-  342 

 

Sb-Pt13   80   TC-TTGTACAATTTTCTCCC-CTGCTGGCTCTATTAGGAGTTTGCACCGTGTTCCCTG-C  136 

              | |||| |||| ||| ||| |||||| |||   ||||||||||  ||||| || | | | 

B. yuanmingense  341  CCATTGTCCAATATTC-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTG-TCTCAGTC  284 

 

Sb-Pt13   137  GC--TGT-GCCGATCATAATCGTATCTTACCACG-TATTGATCGCCCG-CTTGGCGATCA  191 

                      |  ||| || ||||   ||| | ||  |||| | || ||||||  || ||||| || |  

B. yuanmingense  283  CCAATGTGGCTGATC---ATCCTCTCAGACCA-GCTACTGATCG-TCGCCTTGGTGAGCC  229 

 

Sb-Pt13   192  ATTATTGCTACGCCTAA-T--C-AATTTGATG-GTGTTCGATCTTTCGCCAAT-AA-CTG  244 

                      ||||   || | || || |  | |||  || | | |  |||||||||| | || || ||  

B. yuanmingense  228  ATTA--CCT-CACC-AACTAGCTAATCAGACGCG-GGCCGATCTTTCGGCGATAAATCT-  175 

 

Sb-Pt13   245  TTCTGAGGCAGGGCCTTATTCAGAATTACCACAAGTTTCCCTGTGCCGTTCCGAACCAAA  304 

                  |||   |  |||| ||||||| | |||| ||||||||||||||||  ||||||||||||| 

B. yuanmingense  174  TTCCCCGTAAGGG-CTTATTCGGTATTAGCACAAGTTTCCCTGTGTTGTTCCGAACCAAA  116 

 

Sb-Pt13   305  AGGTACGTTCCCACTCGTTACTCACCCGTCTGCCGCTGACGTATTGCTATTCCCGCTCGA  364 

                  |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||| 

B. yuanmingense  115  AGGTACGTTCCCACGCGTTACTCACCCGTCTGCCGCTGACGTATTGCTACGCCCGCTCGA  56 

 

Sb-Pt13   365  CTTGCACGTGTTATCCCTGCTGCCCA-CGCTCGCTCTGAACCAGG  408 

                  |||||| ||||||  ||||| ||| | || ||||||||| ||||| 

B. yuanmingense  55   CTTGCATGTGTTAAGCCTGCCGCC-AGCGTTCGCTCTGAGCCAGG  12 

 

 

 

 

@�Ac��ก��B 2   ก������
#���
#�9���#�#6(0�
�� 16S rRNA (0�5#4�����
���5
ก	��	02@��           
 Sb-Pt13 ก�# Bradyrhizobium yuanmingense strain TTB5 
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Bradyrhizobium sp. IV-154 gene for 16S rRNA, partial sequence 

Length=1451 

Score =  331 bits (179),  Expect = 2e-87 

 Identities = 209/223 (93%), Gaps = 6/223 (2%) 

 Strand=Plus/Plus 
 

Bn-Pt14            16    TCAANAAAGCCGGCTCNA-TNCGCATTCGGAG-TCGGCAACTCCAGCCCATGAAGTTGGA  73 

                  |||| ||||||| ||| | | || ||| || | || ||||||| |||||||||||||||| 

Bradyrhizobium sp.  1223  TCAA-AAAGCCGTCTC-AGTTCGGATT-GG-GCTCTGCAACTCGAGCCCATGAAGTTGGA  1278 

 

Bn-Pt14            74    ATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCACTCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACTCAC  133 

                  ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| ||| 

Bradyrhizobium sp.  1279  ATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCACGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC  1338 

 

Bn-Pt14            134   CGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCTGAAGACGGTGCGCTAACCCGCAAGGGAG  193 

                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Bradyrhizobium sp.  1339  CGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCTGAAGACGGTGCGCTAACCCGCAAGGGAG  1398 

 

Bn-Pt14            194   GCAGCCGGCCACGGTAGGATCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAA  236 

                  |||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 

Bradyrhizobium sp.  1399  GCAGCCGGCCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAA  1441 

 

@�Ac��ก��B 3 ก������
#���
#�9���#�#6(0�
�� 16S rRNA (0�5#4�����
���5
ก	��	02@��                

Bn-Pt14-0 ก�# Bradyrhizobium sp. 
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Azorhizobium caulinodans ORS 571 DNA, complete genome 

Length=5369772 

Score = 1026 bits (555),  Expect = 0.0 
 Identities = 562/565 (99%), Gaps = 2/565 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Bn-Pt07   18      GGAGC-TGTGGTTT-ATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATGGCAGG  75 

                 ||||| |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681389  GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATGGCAGG  681448 

 

Bn-Pt07     76      ACGACTTCCGGAGACGGATTTCTTCCAGCAATGGACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTG  135 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681449  ACGACTTCCGGAGACGGATTTCTTCCAGCAATGGACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTG  681508 

 

Bn-Pt07     136     TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTT  195 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681509  TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTT  681568 

 

Bn-Pt07     196     TAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAG  255 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681569  TAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAG  681628 

 

Bn-Pt07     256     GTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATG  315 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681629  GTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATG  681688 

 

Bn-Pt07     316     GCGGTGACAATGGGATGCGAGCCTGCGAGGGTGAGCAAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTT  375 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681689  GCGGTGACAATGGGATGCGAGCCTGCGAGGGTGAGCAAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTT  681748 

 

Bn-Pt07     376     CGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAAC  435 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 

A.caulinodans  681749  CGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGC  681808 

 

Bn-Pt07     436     ATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTG  495 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681809  ATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTG  681868 

 

Bn-Pt07     496     GCTTTACCCGAAGGCGTTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGTG  555 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681869  GCTTTACCCGAAGGCGTTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGTG  681928 

 

Bn-Pt07     556     ACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA  580 

                 ||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681929  ACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA  681953 

 

 

 

 

@�Ac��ก��B 4    ก������
#���
#�9���#�#6(0�
�� 16S rRNA (0�5#4�����
���5
ก	�����6                  
 Bn-Pt07-1 ก�# Azorhizobium caulinodans 
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Azorhizobium caulinodans ORS 571 DNA, complete genome 

Length=5369772 

Score = 1009 bits (546),  Expect = 0.0 
 Identities = 551/553 (99%), Gaps = 2/553 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Bn-Pl11 19      ATGTGG-TT-ATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATGGCAGGACGAC  76 

                 |||||| || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681394  ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATGGCAGGACGAC  681453 

 

Bn-Pl11   77      TTCCGGAGACGGATTTCTTCCAGCAATGGACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC  136 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681454  TTCCGGAGACGGATTTCTTCCAGCAATGGACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC  681513 

 

Bn-Pl11   137     AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTT  196 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681514  AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTT  681573 

 

Bn-Pl11   197     GCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGG  256 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681574  GCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGG  681633 

 

Bn-Pl11   257     GATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGT  316 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681634  GATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGT  681693 

 

Bn-Pl11   317     GACAATGGGATGCGAGCCTGCGAGGGTGAGCAAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGAT  376 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681694  GACAATGGGATGCGAGCCTGCGAGGGTGAGCAAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGAT  681753 

 

Bn-Pl11   377     TGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCC  436 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681754  TGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCC  681813 

 

Bn-Pl11   437     ACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTTT  496 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681814  ACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTTT  681873 

 

Bn-Pl11   497     ACCCGAAGGCGTTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGTGACTGG  556 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681874  ACCCGAAGGCGTTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGTGACTGG  681933 

 

Bn-Pl11   557     GGTGAAGTCGTAA  569 

                 ||||||||||||| 

A.caulinodans  681934  GGTGAAGTCGTAA  681946 
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Azorhizobium caulinodans ORS 571 DNA, complete genome 

Length=5369772 

Score =  987 bits (534),  Expect = 0.0 
 Identities = 555/564 (98%), Gaps = 5/564 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Bn-Pl08 15      AGCATGTGG-AT-ATTCG-AGC-ACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATGGCAGGAC  70 

                 |||||||||  | ||||| ||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681391  AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATGGCAGGAC  681450 

 

Bn-Pl08   71      GACTTCCGAAAACGGATTTCTTCCAGCAATGGACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTC  130 

                 |||||||| | ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  GACTTCCGGAGACGGATTTCTTCCAGCAATGGACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTC  681510 

 

Bn-Pl08   131     GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTA  190 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681511  GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTA  681570 

 

Bn-Pl08   191     GTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGT  250 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681571  GTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGT  681630 

 

Bn-Pl08   251     GGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGC  310 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681631  GGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGC  681690 

 

Bn-Pl08   311     GGTGACAATGGGATGCGAGCCTGCGAGGGTGAGCAAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCG  370 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681691  GGTGACAATGGGATGCGAGCCTGCGAGGGTGAGCAAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCG  681750 

 

Bn-Pl08   371     GATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAACAT  430 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 

A.caulinodans  681751  GATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAT  681810 

 

Bn-Pl08   431     GCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGC  490 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681811  GCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGC  681870 

 

Bn-Pl08   491     TTTACCCGAAGGCGTTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGTGAC  550 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681871  TTTACCCGAAGGCGTTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGTGAC  681930 

 

Bn-Pl08  551     TGGGGTGAAGTCGTAACAAAGGTA  574 

                 ||||||||||||||||||| |||| 

A.caulinodans  681931  TGGGGTGAAGTCGTAACAA-GGTA  681953 
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Azorhizobium caulinodans ORS 571 DNA, complete genome 

Score =  965 bits (522),  Expect = 0.0 
 Identities = 542/551 (98%), Gaps = 3/551 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 

 
Bn-Pl06   12      GGA-CATGTGGATT-ATTCGATGC-ACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATGGCAGG  68 

                 ||| ||||||| || |||||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681389  GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATGGCAGG  681448 

 

Bn-Pl06     69      ACGACTTCCGAAAACGGATTTCTTCCAGCAATGGACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTG  128 

                 |||||||||| | ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681449  ACGACTTCCGGAGACGGATTTCTTCCAGCAATGGACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTG  681508 

 

Bn-Pl06     129     TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTT  188 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681509  TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTT  681568 

 

Bn-Pl06     189     TAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAG  248 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681569  TAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAG  681628 

 

Bn-Pl06     249     GTGGGGATGACGTCAAGTCCTCGTGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATG  308 

                 |||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681629  GTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATG  681688 

 

Bn-Pl06     309     GCGGTGACAATGGGATGCGAGCCTGCGAGGGTGAGCAAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTT  368 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681689  GCGGTGACAATGGGATGCGAGCCTGCGAGGGTGAGCAAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTT  681748 

 

Bn-Pl06     369     CGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAAC  428 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 

A.caulinodans  681749  CGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGC  681808 

 

Bn-Pl06     429     ATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTG  488 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681809  ATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTG  681868 

 

Bn-Pl06     489     GCTTTACCCGAAGGCGTTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGTG  548 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681869  GCTTTACCCGAAGGCGTTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGTG  681928 

 

Bn-Pl06     549     ACTGGGGTGAA  559 

                 ||||||||||| 

A.caulinodans  681929  ACTGGGGTGAA  681939 
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Burkholderia cepacia strain BEB17 16S ribosomal RNA gene, partial 

Length=726 

Score =  481 bits (260),  Expect = 3e-132 
 Identities = 293/309 (94%), Gaps = 2/309 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Np-Pl15    257  TCATGGGCTTTAT-GGTGAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGATGGTTGCC  315 

                 |||||| | |||| ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| 

B. cepacia  418  TCATGGCCCTTATGGGT-AGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCC  476 

 

Np-Pl15    316  AGCCTGCGAGTGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCCTACTCCGGATTGCATTCTGCAAC  375 

                 | || ||||| ||||||||||||||||||||||||| || ||||||||||| |||||||| 

B. cepacia  477  AACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAAC  536 

 

Np-Pl15    376  TCGAGTGCTTGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCATCCTGCCGCGGTGAATACGT  435 

                 |||||||| ||||| ||||||||||||||||||||||||| | ||||||||||||||||| 

B. cepacia  537  TCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT  596 

 

Np-Pl15    436  TCCCGGGTCTTGTACACGCCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCT  495 

                 ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. cepacia  597  TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCT  656 

 

Np-Pl15    496  AGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACCACGGTAGGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAA  555 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. cepacia  657  AGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACCACGGTAGGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAA  716 

 

Np-Pl15    556  CAAGGTAAC  564 

                 ||||||||| 

B. cepacia  717  CAAGGTAAC  725 
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Azorhizobium caulinodans ORS 571 DNA, complete genome 

Length=5369772 

Score = 1005 bits (544),  Expect = 0.0 
 Identities = 549/551 (99%), Gaps = 2/551 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Bm-Sp17   14      CATGTGG-TT-ATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATGGCAGGACGA  71 

                 ||||||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681393  CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATGGCAGGACGA  681452 

 

Bm-Sp17   72      CTTCCGGAGACGGATTTCTTCCAGCAATGGACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT  131 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681453  CTTCCGGAGACGGATTTCTTCCAGCAATGGACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT  681512 

 

Bm-Sp17   132     CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGT  191 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681513  CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGT  681572 

 

Bm-Sp17   192     TGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGG  251 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681573  TGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGG  681632 

 

Bm-Sp17   252     GGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGG  311 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681633  GGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGG  681692 

 

Bm-Sp17   312     TGACAATGGGATGCGAGCCTGCGAGGGTGAGCAAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGA  371 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681693  TGACAATGGGATGCGAGCCTGCGAGGGTGAGCAAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGA  681752 

 

Bm-Sp17   372     TTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGC  431 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681753  TTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGC  681812 

 

Bm-Sp17   432     CACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTT  491 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681813  CACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTT  681872 

 

Bm-Sp17   492     TACCCGAAGGCGTTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGTGACTG  551 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

A.caulinodans  681873  TACCCGAAGGCGTTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGTGACTG  681932 

 

Bm-Sp17   552     GGGTGAAGTCG  562 

                 ||||||||||| 

A.caulinodans  681933  GGGTGAAGTCG  681943 
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Burkholderia vietnamiensis G4 chromosome 1, complete sequence 

Length=3652814 

Score =  992 bits (537),  Expect = 0.0 
 Identities = 544/547 (99%), Gaps = 2/547 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Ay-Pt07     15       AATTCCATTG-AACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCGAAGAGA  73 

                       ||||| | || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. vietnamiensis  2560835  AATTCGA-TGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCGAAGAGA  2560777 

 

Ay-Pt07           74       TTCGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG  133 

                           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. vietnamiensis  2560776  TTCGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG  2560717 

 

Ay-Pt07    134      TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCA  193 

                       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. vietnamiensis  2560716  TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCA  2560657 

 

Ay-Pt07     194      AGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC  253 

                       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. vietnamiensis  2560656  AGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC  2560597 

 

Ay-Pt07     254      CTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCC  313 

                       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. vietnamiensis  2560596  CTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCC  2560537 

 

Ay-Pt07     314      AACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAAC  373 

                       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. vietnamiensis  2560536  AACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAAC  2560477 

 

Ay-Pt07     374      TCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT  433 

                       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. vietnamiensis  2560476  TCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT  2560417 

 

Ay-Pt07     434      TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCT  493 

                       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. vietnamiensis  2560416  TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCT  2560357 

 

Ay-Pt07     494      AGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACCACGGTAGGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAA  553 

                       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

B. vietnamiensis  2560356  AGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACCACGGTAGGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAA  2560297 

 

Ay-Pt07          554      CAAGGTA  560 

                      ||||||| 

B. vietnamiensis  2560296  CAAGGTA  2560290 
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