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บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

ประเทศไทยมีการใชหัวเชื้อไรโซเบียมเพ่ือเพ่ิมผลผลิตของถ่ัวเหลืองมานานแลว โดยเชื้อ
แบคทีเรียชนิด แบรดีไรโซเบียมเปนแบคทีเรียท่ีมีความจําเพาะกับถ่ัวเหลืองในการเขาสรางปม และมี
ประสิทธิภาพในการตรึงในโตเจนในอากาศเพ่ือเปลี่ยนใหเปนสารประกอบไนโตรเจนใหกับตนถ่ัว
เหลืองเพ่ิอใชในการเจริญเติบโต การนําหัวเชื้อไปใชก็มีหลากหลายรูปแบบ ท้ังใชผสมกับพีท (peat) 
(Stephens และ Rask, 2000) กอนจะนําไปคลุกกับเมล็ดถ่ัวเหลืองเพ่ือลงแปลงปลูก หรือใชในรูป
ของเหลว โดยนําไปผสมกับเมล็ดในอัตราสวนท่ีแนะนํา หากจํานวนเซลลของเชื้อไรโซเบียมท่ีมี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตเจน สามารถเกาะอยูบริเวณรอบผิวของเมล็ดถ่ัวเหลืองในจํานวนมากกวา 
106 เซลล/เมล็ด ทําใหอัตราการเขาสรางปมเพ่ือสงเสริมประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนใหกับพืช
สูงข้ึน (Kucey, 1988) ท้ังนี้การมีประสิทธิภาพดังกลาวข้ึนอยูกับปจจัยหลักดังนี้ ปจจัยทางชีวภาพ 
(Biotic factors) เปนปจจัยท่ีเก่ียวของกับสิ่งมีชีวิต ท้ังในดานชนิด และปริมาณ ท่ีมีความสัมพันธกัน
ทางดานใดดานหนึ่ง ในกรณีนี้ไดแก ชนิดพันธุของถ่ัวเหลือง, เซ้ือแบรดีไรโซเบียมท่ีคัดเลือก และ
จุลินทรียท่ีอยูในดินหรือบริเวณรอบๆ ท่ีปลูกถ่ัวเหลือง ปจจัยท่ีไมใชดานชีวภาพ (Abiotic factors) 
หมายถึง สิ่งแวดลอมในแหลงท่ีอยูอาศัย ท่ีมีผลตอการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต เชน อุณหภูมิ 
สารอาหาร ความซ้ืน ความเปนกรด-ดาง ความเค็ม เปนตน (Sadowsky. 2000) ในโครงการวิจัยนี้
ตองการพัฒนาหัวเชื้อไรโซเบียมใหมีคุณสมบัติในการทนตอ Abiotic factors เนื่องจากเราไมสามารถ
ควบคุมหรือกําหนดสภาพแวดลอมทางธรรมชาติใหเหมาะสมตอการปลูกถ่ัวเหลืองได ดังนั้น ในการ
ปลูกถ่ัวเหลืองโดยใชเชื้อไรโซเบียมท่ีมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนไดสูง แตไมสามารถทนตอ
สภาวะเครียดจากสภาพแวดลอม อาจทําใหไมประสบความสําเร็จในการเขาสรางปม และการตรึง
ไนโตรเจนกับพืชในท่ีสุด (Zahran, 1999) การคัดเลือกเชื้อไรโซเบียมท่ีสามารถทนตอสภาวะเครียดได 
และการปรับปรุงหัวเชื้อโดยการเสริมสารประกอบตางๆ ท่ีเรียกวา compatible solute หรือ 
osmoprotectant เพ่ือใหเชื้อไรโซเบียมทนตอสภาวะเครียด จึงเปนแนวทางท่ีนํามาใชในการปรับปรุง
หัวเชื้อใหมีประสิทธิภาพ (Poolman and Glaasker, 1998) เพ่ือสงเสริมใหเกษตรกรลดการใชปุยเคมี
ในการเพาะปลูกถ่ัวเหลืองในปจจุบัน ทําใหเกษตรกรสามารถประหยัดตนทุนการผลิตเนื่องจากเชื้อไร
โซเบียมมีราคาถูก และเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม ไมมีสารตกคาง และไมกอใหเกิดการเสื่อมสภาพของ
ดินเม่ือใชในระยะยาว  

 
เชื้อแบรดีไรโซเบียมสายพันธุท่ีทนทานตอสภาวะเครียด มีประสิทธิภาพในการเขาสรางปม 

และการตรึงไนโตรเจนใหกับถ่ัวเหลืองไดดีในสภาวะแวดลอมแบบเครียด เม่ือปลูกเชื้อจะสงเสริมใหตน
ถ่ัวอยูรอด และเจริญในสภาวะเครียดไดเชนกัน (Wei et al., 2007) ซ่ึงกระบวนการเขาสรางปมของ
เชื้อแบรดีไรโซเบียมกับรากของถ่ัวเหลืองนั้น เปนกระบวนการเริ่มตนท่ีมีความสําคัญแมจะอยูใน
สภาวะปกติ หรือสภาวะเครียด แตในสภาพแวดลอมแบบเครียดนั้นจะมีผลกระทบตอการเขาสรางปม
ของเชื้อมากกวา เนื่องจากสภาวะดังกลาว สามารถทําใหคุณสมบัติการรักษาสมดุลระดับเซลลของเชื้อ
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เสียไป (Dimkpa et al. 2009) และทําใหเชื้อตายในท่ีสุด ดังนั้นเชื้อท่ีทนทานตองมีคุณสมบัติพิเศษใน
การปรับสมดุลระหวางสภาวะเครียดภายนอกเซลลกับภายในเซลลใหเปนปกติได โดยอาศัยกลไกตาง 
ๆ ของเซลล ท้ังการสราง และดูดซึมสารประกอบหลากหลายชนิด โดยจะมีกระบวนการการเก็บสะสม
ไวในเซลล และปลดปลอยออกภายนอกเซลลเพ่ือปองกันการรบกวนจากสภาวะเครียดแบบตางๆ 
(Kempf and Bremer 1998) ทําใหเชื้อสามารถมีชีวิตรอดได และเขาสรางปมกับถ่ัวเหลืองไดสําเร็จ 
การนําเชื้อแบรดีไรโซเบียมท่ีทนทานตอสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมนี้มาผลิตเปนหัวเชื้อ เพ่ือปลูกถ่ัว
เหลืองในดินท่ีเริ่มมีการเสื่อมสภาพ ท้ังดินกรด ดินเค็ม หรือดินแหงแลง จะชวยปรับและพ้ืนฟู
สภาพแวดลอมของดินนั้น ๆ ใหกลับมาเปนปกติได โดยหัวเชื้อท่ีสามารถเขาสรางปม และตรึง
ไนโตรเจนไดดี จะทําใหการเจริญเติบโตของถ่ัวเหลืองเพ่ิมข้ึน (Ali et al, 2009) และเม่ือเกษตรกรเก็บ
เก่ียวผลผลิตแลวใชตนถ่ัวเปนปุยพืชสด จะชวยเพ่ิมปริมาณอินทรียวัตถุในดิน, เพ่ิมธาตุไนโตรเจนซ่ึง
เปนธาตุอาหารหลักใหแกพืช, บํารุงและรักษาความอุดมสมบูรณของดิน, รักษาความชุมชื้นในดินและ
ใหดินอุมน้ําไดดีข้ึน, ทําใหดินรวนซุย สะดวกในการเตรียมดินและไถพรวน ลดปริมาณการใชปุยเคมีลง
ได  

เพ่ือเปนการเพ่ิมประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบรดีไรโซเบียมใหทนตอสภาวะเครียดมากยิ่งข้ึน 
ควรมีการทดลอง และปรับปรุงคุณภาพของหัวเชื้อโดยการเสริมสารประกอบ กลุม compatible 
solute หรือ osmoprotectant ซ่ึงจัดวาเปน polar small organic osmolyte (Smith et al., 
1988) ชวยปองกันเชื้อจากสภาวะเครียด ทําใหอยูรอด และแบงเซลลเพ่ือเพ่ิมจํานวนตอไปได เม่ือ
เซลลมีการดูดซึม เพ่ือเก็บสะสม หรือใชเปนสารตั้งตนในกระบวนการสังเคราะหสารอินทรีย 
(Biosynthesis) และสลายสารอินทรีย (Catabolism) ภายในเซลล (Jennings and Burke 1990, 
Louis and Galinski 1997) คุณสมบัติในการปองกันเซลลแบคทีเรียเม่ือเจริญอยูในสภาวะเครียดของ 
compatible solute ก็ไดแก การเพ่ิมแรงดันออสโมซิสภายในเซลล และปรับสมดุลของสารภายในให
เปนปกติ เม่ือมีเจริญในสภาวะเครียดแบบท่ีมีความเขมขนของสารภายนอกเซลลสูงมาก เชน สภาวะท่ี
มีเกลือสูง หรือแหงแลง (Daniel, 2005)  และคุณสมบัติในการปองกันโครงสรางของสารโมเลกุลใหญ
ไมใหสูญเสียสภาพ เม่ือเจริญในอุณหภูมิสูง และความชื้นต่ํา (Chen et al. 2007) นอกจากน้ําตาลจะ
ชวยใหเชื้อแบคทีเรียอยูรอด และปองกันเซลลจากสภาวะเครียดไดแลว ยังพบวาน้ําตาลบางชนิด
สามารถเปนแหลงของคารบอน ใหกับเชื้อแบรดีไรโซเบียมได (Roland et al, 1994) ซ่ึงเปนอีก
แนวทางหนึ่งท่ีเชื้อจะสามารถดํารงชีวิตไดนานข้ึน เม่ือใสเชื้อคลุกกับเมล็ดถ่ัวลงไปในดินเพ่ือรอเขา
สรางปมกับรากของถ่ัวเหลืองขณะท่ียังไมงอก 

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย  

1.2.1 เพ่ือคัดแยกเชื้อแบรดีไรโซเบียมท่ีทนตอสภาวะเครียด 
1.2.2 เพ่ือคัดเลือกเชื้อแบรดีไรโซเบียมท่ีทน และมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนใหกับ

ถ่ัวเหลือง เม่ือเจริญในสภาวะเครียด 
1.2.3 เพ่ือปรับปรุง และเพ่ิมประสิทธิภาพของหัวเชื้อไรโซเบียม ใหอยูรอด และตรึงไนโตรเจน

ไดในสภาวะเครียด โดยการเสริมดวย compatible solute 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย  



3 
 

 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกเชื้อแบรดีไรโซเบียมท่ีทนตอสภาวะเครียด ตองแยกทดสอบในแตละ
สภาวะเครียด ไดแก สภาวะกรด สภาวะแหงแลง และท่ีสภาวะอุณหภูมิ เชื้อแบคทีเรียท่ีเจริญไดดีใน
แตละสภาวะเครียดสูงๆ จะถูกคัดเลือกเพ่ือใชทดสอบประสิทธิภาพในการทดลองตอไป โดย
เปรียบเทียบกับเชื้อทางการคา Bradyrhizobium japonicum USDA 110 และเชื้ออางอิง 
Bradyrhizobium japonicum CB 1809 ท่ีมีรายงานวาสามารถทนตอสภาวะเครียดได  โดยการ
ทดสอบเชื้อกับถ่ัวเหลืองท่ีปลูกในทรายท่ีมีการปรับใหมีสภาวะเครียด และใชตัวอยางดินท่ีมีสภาวะ
เครียดเปนดินกรดรวมกับการปรับสภาวะเครียดอ่ืน ๆ รวมดวย จากนั้นวิเคราะหผลการทดลองทาง
สถิติ เพ่ือใหไดเชื้อท่ีทน และมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนสูงใหกับถ่ัวเหลือง จากนั้นทดสอบ
เชื้อท่ีคัดเลือกไดกับ compatible solute ท้ังหมด 6 ชนิด ไดแก glucose, mannitol, sucrose,  
trehalose, glycerol, และ Polyvinyl alcohol (PVA) โดยนํามาใชเสริมในอาหารเลี้ยงเชื้อ แลว
พิจารณาผลกระทบตอการอยูรอด และการเจริญของเซลลในแตละสภาวะเครียด เพ่ือคัดเลือกชนิด
ของ compatible solute แลวจึงทําการทดสอบเพ่ือหาความเขมขนท่ีเหมาะสม โดยการคัดเลือกจะ
คํานึงถึง compatible solute ชนิดท่ีมีราคาไมสูง หาซ้ืองาย และตองไมเพ่ิมตนทุนการผลิตหัวเชื้อให
สูงข้ึนมากนัก แลวจึงนําไปทดสอบกับถ่ัวเหลืองตอไป 
 
1.4 ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย  

1.  ไดเชื้อแบรดีไรโซเบียมท่ีทนตอสภาวะเครียดแบบตาง ๆ 
2.  ไดเชื้อแบรดีไรโซเบียมท่ีทนตอสภาวะเครียด โดยสามารถเขาสรางปมไดดี และมีประสิทธิภาพ

ในการตรึงไนโตรเจน เม่ือใชกับถ่ัวเหลือง 
3.  ไดชนิด และความเขมขนท่ีเหมาะสมของ compatible solute เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพใหกับ

หัวเชื้อแบรดีไรโซเบียม ใหทนตอสภาวะเครียด 

บทที ่2 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
2.1  การทดสอบเช้ือแบรดีไรโซเบียมท่ีทนตอสภาวะเครียด 

2.1.1  คัดแยกและทดสอบคุณลักษณะท่ัวไปของเช้ือแบรดีไรโซเบียม 
เชื้อแบรดีไรโซเบียมท่ีใชในการศึกษานี้ ไดจากกรมวิชาการเกษตร รวมท้ังไดคัดแยก

เชื้อจากปมถ่ัวเหลืองในพ้ืนท่ีอําเภอแมแตง จังหวัดเชียงใหม ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อท้ังหมดในอาหาร 
YM แลวตรวจสอบการติดสีเซลลท่ียอมแกรม และยอม Carbol fuchsin จากนั้นจึงน้ําเชื้อท่ีเลี้ยงไวมา
ทดสอบความสามารถในการเขาสรางปมกับถ่ัวเหลืองอีกครั้ง (Somasegaran and Hoben, 1994) 

2.1.2  การเตรียมสภาวะเครียด เพ่ือใชทดสอบกับเช้ือแบรดีไรโซเบียม  
 นําอาหารแข็ง YM ท่ีปรับคาpHเปน 4, 5, และ 6.8 เทลงบนจานเพาะเชื้อเพ่ือใช

คัดเลือกเชื้อในสภาวะกรด โดยใชเทคนิค drop plate แลวจึงนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
สวนท่ีสภาวะอุณหภูมิสูงนั้นใชอาหารแข็ง pH 6.8 และใชอุณหภูมิบมเชื้อท่ี 30, 35, 40 และ 45 
องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลเม่ือบมเชื้อท่ีทดสอบได 7 วัน และในสภาวะแหงแลง ทําการทดลอง โดย
การหยดเซลลของเชื้อจํานวน 108  เซลลตอมิลลิลิตร ลงบนกระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตร ขนาดเสน
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ผานศูนยกลาง 2.5 มิลลิเมตร แลวจึงนําไปบมในตูบมขนาดเล็ก (desiccator chamber) ท่ีบรรจุดวย 
silica gel, สารละลายอ่ิมตัวของ CH3COOK.5H2O, K2CO3.2H2O, และ KI ท่ีสามารถปรับคา R.H. 
ในการบมเชื้อ เปน 3, 20, และ 67 ตามลําดับ (ณ 30 °เซลเซียส)  (Boumahdi et al. 1999) การอยู
รอดของเซลลแบคทีเรียในแตละสภาวะ ตรวจสอบดวยการเจือจางเชื้อ และเลี้ยงบนอาหาร หลังจาก
บมได 2 วัน 

 
2.2 ข้ันตอนการตรวจสอบเช้ือแบรดีไรโซเบียมท่ีคัดเลือกได ในการเขาสรางปม และตรึงไนโตรเจน

ใหกับถั่วหลืองภายใตสภาวะเครียด 
         2.2.1 การทดสอบถั่วเหลืองในทราย 
 นําถ่ัวเหลืองมาเพาะเพ่ือรากงอกยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตร วางลงในภาชนะปลูกท่ี
บรรจุดวยทรายฆาเชื้อแลวจึงใสเชื้อท่ีคัดเลือกเทากับ 108  เซลลตอมิลลิลิตรตอเมล็ด โดยท่ีภาชนะ
ปลูกและทรายทําการฆาเชื้อกอนการทดลอง ในสภาวะกรดทําโดยรดน้ําดวยอาหารปราศจาก
ไนโตรเจนท่ีปรับpHเทากับ 4.5  และควบคุม pH ดวยบัฟเฟอรชนิด MES buffer (Somasegaran 
and Hoben, 1994) ในสภาวะเครียดแหงแลงนั้น รดดวยอาหารปราศจากไนโตรเจน ท่ีเติมสาร 
polyethylene glycol 8000 หรือ PEG8000 เพ่ือปรับสภาวะใหเปน -3.02 bars  และในสภาวะ
อุณหภูมิสูง อุณหภูมิในการปลูกถ่ัวถูกควบคุม ท่ี 40 องศาเซลเซียส โดยใชตูควบคุมสภาวะการเจริญ
ของพืช (Growth chamber) สําหรับสภาวะเครียดท่ีทดสอบแบบสองสภาวะรวมกันนั้น ใชสภาวะ
ดังกลาวขางตน มารวมกันโดยท่ีสภาวะกรดรวมกับสภาวะแหงแลง และสภาวะกรดรวมกับอุณหภูมิสูง 
เม่ืออายุของถ่ัวปลูกในแตสภาวะได 30 วัน นําไปวัดคาการตรึงไนโตรเจนของปม ดวยเครื่อง Gas 
chromatography (GC) เพ่ือพิจารณารวมกับน้ําหนักแหงของปม และตนถ่ัว รวมไปถึงจํานวนปมท่ี
เกิดข้ึน เม่ือเทียบกับถ่ัวเหลืองท่ีปลูกเชื้อทางการคา USDA 110 
          2.2.2  การทดสอบถั่วเหลืองในดิน 
 การทดลองนี้ใชตัวอยางดิน 2 ชนิด ไดแก ดิน pH 4.4 และ pH 6.95 นํามานึ่งฆาเชื้อ
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 95 นาที จํานวน 2 ครั้ง หางกันนาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนําดิน 
pH 4.4 มาใชคัดเลือกเชื้อแบรดีไรโซเบียมในสภาวะดินกรดท่ีปลูกถ่ัวเหลือง สวน pH 6.95 นั้นใช
คัดเลือกในสภาวะแหงแลง และสภาวะอุณหภูมิสูง โดยควบคุม และปรับสภาวะเหมือนกับการปลูกใน
ทราย และในสภาวะเครียดท่ีมีสองสภาวะรวมกันนั้น ใชดินกรด pH 4.4 แลวปรับสภาวะใหเปนไป
ตามการทดลองในทราย 
 
2.3 การวัดประสิทธิภาพการแขงขันเพ่ือเขาสรางปมของเช้ือท่ีคัดเลือกกับเช้ือทางการคา 

 นําพลาสมิด pCAM120 (ท่ีตําแหนงของ Tn5 เชื่อมดวยยีน gus ซ่ึงสามารถสรางเอนไซม β-
glucuronidase (GUS) (Wilson et al. 1995) สงถายใหกับเชื้อทางการคา USDA 110 เพ่ือใชเปน
ยีนเครื่องหมายในการติดตามเชื้อในการทดลอง เพ่ือทดสอบการแขงขันในการเขาสรางปมกับถ่ัว
เหลืองในสภาวะเครียดแบบตาง ๆ โดยการผสมเชื้อแบรดีไรโซเบียมท่ีคัดเลือกไดกับเชื้อการคาท่ีติดยีน
เครื่องหมาย ในอัตรา 1:1 ของ 108 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปทดสอบกับถ่ัวเหลือง ในปริมาตร 1 
มิลลิลิตรตอ 1 เมล็ด ซ่ึงลักษณะการทดลองทําเหมือนกับการทดลองในขอ 2.2.1 และเม่ือครบ
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ระยะเวลา 1 เดือน ปมของถ่ัวเหลืองในทุกสภาวะของการทดลอง ถูกตรวจสอบดวยสาร 5-bromo-4-

chloro-3-indolyl glucuronide (X-Gluc) ท่ียอยไดดวยเอนไซม β-glucuronidase (GUS) ทําใหแสดงสี

ฟา (Krause et al. 2002) บันทึกจํานวนของปมท่ีเปลี่ยน และไมเปลี่ยนสี เพ่ือนําไปคํานวณหา
เปอรเซ็นของความสามารถในการเขาสรางปม (nodule occupancy) (Payakapong et al. 2004) 

 
2.4 คัดเลือกชนิด และความเขมขนของ Compatible solute ท่ีชวยใหเซลลแบคทีเรียอยูรอด 

และเจริญไดในสภาวะเครียดแบบตาง ๆ  
          อาหารเลี้ยงเชื้อ MSM (minimal salt medium) (Talibart et al. 1994) ท่ีปรับ pH 4.5 
สําหรับเลี้ยงเชื้อในสภาวะกรด สวนอาหาร pH 6.8 ใชสําหรับเลี้ยงเชื้อในสภาวะแหงแลง และอุณหภูมิ
สูง โดยท่ีจะเติม PEG8000 เพ่ือปรับใหได -3.02 bars ในสภาวะแหงแลง อาหารท่ีเตรียมในแตละ
สภาวะเครียดจะเสริมดวย Compatible solute ท่ีใชทดสอบท้ังหมด 6 ชนิด ไดแก glucose, 
mannitol, sucrose,  trehalose, glycerol, และ PVA (Talibart et al. 1994, Gouffi et al. 
1999, Le Rudulier 2005) นําอาหารท่ีเสริมดวยสารแตละชนิด และในแตละความเขมขนมาทดสอบ
กับเชื้อท่ีคัดเลือก โดยการวัดการเจริญดวยการนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ กอนจะ

คํานวณออกมาเปนคาอัตราการเจริญ (µ/time)  

 
2.5 การตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของน้ําตาลภายในเซลลแบรดีไรโซเบียม เม่ือเล้ียงและเสริม 

Compatible solute ในสภาวะเครียดแบบตาง ๆ โดยใช HPLC ในการวิเคราะห 
        เลี้ยงเชื้อแบรดีไรโซเบียมในอาหาร MSM ท่ีเสริมดวยความเขมขนของ compatible solute 
ชนิดท่ีเหมาะสม ทําการนับจํานวนเซลลในแตละวันจากทุกสภาวะเครียด และสกัดสารภายในเซลล 
โดยทําการสกัด 2 ครั้ง ดวย 70% ethanol ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที (Lai et al. 
1991) สารสกัดจากเซลลท่ีไดนําไประเหยให ethanol ออก ดวยเครื่อง evaporator อุณหภูมิท่ีใช
ระเหยเทากับ 45 องศาเซลเซียส แลวจึงนําสวนท่ีเหลือจากการระเหยมาเจือจางดวยน้ําท่ีปราศจาก
ไอออน และกรองผานกระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตร  นําสารสกัดท่ีผานการกรองมาตรวจวิเคราะห
ดวยเครื่อง High performance liquid chromatography (HPLC) เพ่ือหาชนิดของน้ําตาล และ
ความเขมขนตอจํานวนเซลลของเชื้อ โดยใชคอลัมนแบบ ion exchange (Aminex HPX-87H, 
7.8x300 mm, Bio-Rad) อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยใช 4 mM กรดซัลฟูริก เปนmobile 
phase  และควบคุมอัตราการไหลท่ี 0.4 มิลลิลิตรตอนาที (Sangproo et al. 2012) และสําหรับการ
วิเคราะหน้ําตาลซูโครส ใชอัตราการไหลท่ี 0.4 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิของคอลัมนเทากับ 60 องศา
เซลเซียส  
 
2.6  วิธีวิเคราะหขอมูล  

วิเคราะหวาเรียนซ (ANOVA) ดวยโปรแกรม  SPSS v. 17 for window (Levesque and 
SPSS Inc., 2006) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT) (Duncan 1955) 
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บทที่ 3 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
3.1เช้ือแบรดไีรโซเบียมท่ีทนตอสภาวะเครียด  

เชื้อแบรดีไรโซเบียมท้ังหมด 20 ไอโซเลท เปนเชื้อทดสอบแลววาสามารถเขาสรางปมกับถ่ัว
เหลืองได เม่ือนํามาทดสอบบนอาหารภายใตสภาวะเครียดท่ีไดออกแบบไว พบวาเชื้อไอโซเลท 184, 
188, 193, 194, และ 197 สามารถเจริญไดในสภาวะเครียดท่ีทดสอบ โดยท่ีการเจริญในสภาวะกรด 
และอุณหภูมิสูง แสดงผลการทดลองดวยการใหคะแนนการเจริญจากมาก จนถึงไมมีการเจริญ สวนใน
สภาวะแลงแสดงดวยเปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลแบคทีเรียดังแสดงในตารางท่ี 3.1 โดย
เปรียบเทียบผลกับเชื้อแบรดีไรโซเบียมทางการคา USDA 110 และ CB 1809 ซ่ึงใหผลดังนี้ การเจริญ
ของเชื้อการคา USDA 110 ในสภาวะแลงไมแตกตางจากเชื้อไอโซเลทท่ีทดสอบ สวนในสภาวะกรด 
และอุณหภูมิสูง พบวาเชื้อเจริญไดไมดี แตกตางจากกับไอโซเลทอยางมีนัยสําคัญ   สําหรับเชื้อ CB 
1809 จากการทดลอง พบวาเชื้อสามารถเจริญไดดีในทุกสภาวะเครียด และใหผลแตกตางอยางมี
นัยสําคัญกับเชื้อทางการคา USDA 110 ท้ังนี้มีหลายงานวิจัยท่ีพบวาเชื้อ CB 1809 เปนเชื้อท่ีทนตอ
สภาวะเครียดได ท้ังสภาวะกรด ดาง (Botha et al. 2004, Indrasumunar et al. 2011) และมี
รายงานวาเชื้อนี้สามารถปรับตัวใหเจริญไดในดินประเทศบราซิลท่ีมีอุณหภูมิสูง 40 องศาเซลเซียส 
(Ramos 1996) ดังนั้นการทดลองนี้จึงเลือกเชื้อท่ีมีคุณสมบติท่ีทนกวา USDA 110 และเจริญใน
สภาวะเครียดไดเชนเดียวกับเชื้อ CB 1809 และเพ่ือใหผลการทดลองชัดเจนข้ึนจึงใชเชื้อไอโซเลท 199 
เปนตัวแทนของเชื้อท่ีไมทน และเจริญไมไดในสภาวะเครียด  

เชื้อแบรดี้ไรโซเบียมท้ัง 5 ไอโซเลทท่ีคัดเลือกจากการทดลองในขางตน เม่ือนํามาตรวจ
ลักษณะความใกลเคียงกันของเชื้อ โดยใชเทคนิค Box-PCR พบวา เชื้อไอโซเลท 197 มีความเหมือน
ของลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกับ USDA 110 สวนเชื้อไอโซเลท 184 เหมือนกับเชื้ออางอิง CB 
1809 และ DASA 1014 นอกจากนี้เชื้อไอโซเลท 193, 188 และ 194 ก็ถูกจัดอยูในกลุมท่ีมีความ
คลายคลึงกัน (ดังท่ีแสดงในรูปท่ี 3.1) เม่ือพิจารณาถึงผลการทดลองในตารางท่ี 3.1 และ รูปท่ี 3.1 จึง
คัดเลือกเชื้อไอโซเลท 184 188 และ 194 เพ่ือใชทดสอบในการทดลองตอไป 
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ตารางท่ี 3.1 ผลการทดสอบการเจริญของเช้ือแบรดี้ไรโซเบียม ภายใตสภาวะเครียดแบบตางๆ 
 

Isolates 

Growth score  % survival of bacteria under 
drought stress (%RH) Acidity (pH) High temperature (˚C) 

  4 5 6.8 Average 30 40 45 Average 3 20 67 Average 

UADA 110 1 1 3 1.67
c
 3 1 0 1.33

d
 7 23 100 43

a
 

CB 1809 1 3 3 2.33
a
 3 2 2 2.33

a
 11 27 100 46

a
 

184 1 1 3 1.67
c
 3 1 1 1.67

c
 7 11 85 34

b
 

188 1 3 3 2.33
a
 3 2 2 2.33

a
 10 15 100 42

a
 

193 1 2 3 2
b
 3 1 1 1.67

c
 10 20 100 43

a
 

194 1 2 3 2
b
 3 2 0 1.67

c
 15 29 100 48

a
 

197 1 3 3 2.33
a
 3 2 1 2

b
 9 13 94 39

b
 

199 0 0 3 1
d
 2 1 0 1

d
 1 5 56 21

e
 

 
 

 
 
รูปท่ี 3.1 แสดงลักษณะ bands ของดีเอ็นเอบน agarose gel ท่ีไดจากการทํา Box-PCR (ซาย) 
และแผนภาพแสดงการจัดจําแนกเช้ือดวยวิธี Neighbor Joining method (ขวา) 
 
3.2 ประสิทธิภาพของเช้ือแบรดีไรโซเบียมในการตรึงไนโตรเจน และสงเสริมการเจริญของตนถั่ว

เหลืองโดยการปลูกในทรายภายใตสภาวะเครียดแบบตาง ๆ  
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       จากการทดลองพบวา ในสภาวะปกติลักษณะการสงเสริมการเจริญของตนถ่ัวเหลือง เม่ือทดสอบ
กับเชื้อท่ีคัดเลือกไดไมแตกตางกัน โดยพิจารณาจากน้ําหนักแหงของถ่ัวเหลือง สวนการตรึงไนโตรเจน
ของเชื้อท่ีอยูในปมถ่ัวนั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางไอโซเลท 194 ท่ีตรึงไนโตเจนไดสูง
กวาไอโซเลท 184 แตไมพบความแตกตางเม่ือเทียบกับ USDA 110 และเชื้อไอโซเลทอ่ืน สวนใน
สภาวะเครียดนั้น พบวาท่ีสภาวะกรดเชื้อไอโซเลท 188 และ194 ตรึงไนโตรเจนไดสูง แตไมแตกตาง
จาก USDA 110 โดยสัมพันธกับน้ําหนักแหง และจํานวนปมของถ่ัวเหลือง ท่ีอุณหภูมิสูงนั้นพบวา ไอ
โซเลท 194 ใหผลการทดสอบท่ีดีกวาไอโซเลทอ่ืน โดยมีคาการตรึงไนโตรเจนท่ีสูง และสัมพันธกับน้ํา
หนังแหงของตน และปมถ่ัวเหลือง ขณะท่ีผลการทดลองในสภาพแหงแลงนั้น ไอโซเลท 184 และ194 
ใหผลการตรึงไนโตรเจนท่ีสูงสัมพันธกับลักษณะการสงเสริมการเจริญของตนถ่ัวเหลืองดวยเชนกัน และ
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับเชื้อ USDA 110 (ตารางท่ี 3.2 ก.) ในการทดลองท่ีมีการ
ออกแบบใหมีสภาวะเครียดรวมกันสองสภาวะ พบวาสภาวะเครียดท่ีเปนกรด และอุณหภุมิสูงขณะ
ปลูกถ่ัวเหลือง คาการตรึงไนโตเจน น้ําหนักแหงของพืช และจํานวนปมของถ่ัวเหลือง เม่ือทดสอบกับ
เชื้อทุกไอโซเลท และเชื้อทางการคาท่ีเปนเชื้อมาตรฐาน ไมมีความแตกตางกัน สวนการทดลองในการ
ปลูกในสภาพท่ีเปนกรดกับแหงแลงพบวา เชื้อไอโซเลท 194 ใหผลการทดลองท่ีดีกวาเชื้อไอโซเลทอ่ืน 
แตไมแตกตางกับเชื้อทางการคา ดังตารางท่ี 3.2 ก. จากการทดลองนี้ยังพบวา การท่ีถ่ัวเหลืองใสเชื้อไร
โซเบียมกอนปลูกจะชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดดีกวาพืชท่ีไมใสเชื้อ  

ในการคัดเลือกเชื้อแบรดีไรโซเบียมท่ีชวยสงเสริมการเจริญของตนถ่ัวเหลืองในสภาวะเครียด
ไดพิจารณารวมกับคาดัชนีความสามารถในการทนตอสภาวะเครียด (Stress tolerance index) หรือ 
STI (Shetty et al. 1995) ดังแสดงในตารางท่ี 3.2 ข. ท้ังนี้พบวาถ่ัวเหลืองท่ีใชเชื้อไอโซเลท 194 มีคา 
STI สูงกวาถ่ัวเหลืองท่ีใชกับเชื้อไอโซเลทอ่ืน ๆ อยางมีนัยสําคัญในสภาวะตาง ๆ ดังนั้นไอโซเลท 194 
จึงเปนเชื้อท่ีสงเสริมการเจริญการเจริญของถ่ัวเหลืองไดดีในทุก ๆ สภาพการปลูกท่ีทําการทดลอง 
ขณะท่ีเชื้อไอโซเลท 188 ใหผลรองลงมา สวนเชื้อไอโซเลทอ่ืนพบวาใหคา STI ต่ําและไมคงท่ีในการ
ทดสอบในสภาวะตาง ๆ อยางไรก็ตามพบวาคา STI ท่ีไดจากการทดลองนี้สามารถยืนยันไดวาพืชท่ี
ไมไดใชเชื้อไรโซเบียมมีคา STI ต่ํากวาพืชท่ีใสเชื้อ นอกจากนี้ คา STI ของพืชท่ีปลูกทดสอบในสภาวะ
เครียดตาง ๆ ยังแสดงถึงผลกระทบจากสภาวะเครียดตอการเจริญของถ่ัวเหลืองได (Zare and 
Mahdi, 2012) 

 
 

ตารางท่ี 3.2 ก. ผลการทดสอบเช้ือแบรดีไรโซเบียมท่ีคัดเลือกกับถั่วเหลือง ในสถาวะเครียดแบบ
ตางๆ ท่ีปลูกในทราย 

Conditions* Isolates 

Nitrogenase 

activity 

(µmole h
-1
 g 

nodule-1) 

Biomass dry weight  

(g plant
-1
) 

Nodule dry weight 

(g plant
-1
) 

Nodule 

number 

(plant
1
) 

Normal Uninoculated - 0.53±0.24
b
 - - 

 
USDA 110 70.01±31.51

ab
 0.91±0.22

 a
 0.06±0.02 19±3 

 
184 35.01±6.00

 b
 0.83±0.11

 a
 0.07±0.02 24±2 
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188 55.45±12.22

 ab
 0.80±0.28

 ab
 0.05±0.01 23±7 

 
194 89.21±16.43

 a
 0.89±0.137

 a
 0.06±0.01 20±6 

   Acidity Uninoculated - 0.24±0.03
 c
 - - 

 
USDA 110 45.76±8.85

 ab
 0.55±0.11

 ab
 0.03±0.01 10±4

 a
 

 
184 22.59±2.93

 b
 0.47±0.13

 b
 0.02±0.01 9±2

 ab
 

 
188 33.69±5.08

 a
 0.51±0.05

 ab
 0.04±0.00 11±2

 a
 

 
194 60.17±9.42

 a
 0.59±0.16

 a
 0.04±0.01 9±3

 ab
 

   Drought Uninoculated - 0.14±0.02
 c
 - - 

 
USDA 110 27.79±6.88

 b
 0.17±0.03

 b
 0.08±0.01

 a
 12±2

 a
 

 
184 64.22±6.15

 a
 0.27±0.03

 a
 0.03±0.02

 b
 7±2

 b
 

 
188 22.91±3.90

 b
 0.15±0.03

 c
 0.02±0.03

 b
 7±2

b
 

 
194 48.10±6.74

 ab
 0.30±0.10

 a
 0.08±0.05

 a
 12±3

a
 

   High temperature Uninoculated - 0.14±0.04
 c
 - - 

 
USDA 110 88.37±39.06

 a
 0.19±0.02

 ab
 0.02±0.01

 ab
 8±1

a
 

 
184 27.51±13.41

 bc
 0.18±0.03

 b
 0.04±0.01

 a
 5±1

 b
 

 
188 50.94±25.91

 b
 0.20±0.02

 a
 0.03±0.00

 ab
 7±1

 ab
 

 
194 96.36±24.16

 a
 0.25±0.01

 a
 0.03±0.01

 ab
 10±1

 a
 

Mixed stress 
     

   Acidity+Drought Uninoculated - 0.08±0.01
 b
 - - 

 USDA 110 71.03±12.87
 a
 0.14±0.02

a
 0.01±0.00

 ab
 8±1

 b
 

 
184 25.64±6.22

 b
 0.17±0.11

 a
 0.01±0.01

 a
 10±4

 a
 

 
188 39.43±4.32

 b
 0.19±0.10

 a
 0.02±0.00

 a
 11±1

 a
 

 
194 67.65±13.38

 a
 0.19±0.04

 a
 0.01±0.00

 a
 8±2

 b
 

   Acidity+High temp. Uninoculated - 0.12±0.04
 ab

 - - 

 
USDA 110 54.81±12.30

 ab
 0.14±0.01

 ab
 0.04±0.02

 a
 9±0

 ab
 

 
184 60.66±9.42

 a
 0.16±0.07

 a
 0.03±0.03

 b
 8±0

 ab
 

 
188 40.48±4.32

 ab
 0.13±0.01

 ab
 0.028±0.03

 b
 8±1

 ab
 

 
194 65.21±8.99

 a
 0.17±0.13

 a
 0.038±0.01

 a
 12±2

 a
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ตารางท่ี 3.2 ข. คา Stress tolerance index (STI) ของน้ําหนักแหงถั่วเหลืองท่ีทดสอบกับเช้ือ
แบรดีไรโซเบียม ในสภาวะเครียดแบบตาง ๆ 

 

Conditions 

Stress Tolerance Index (STI) 

Uninoculated USDA 110 184 188 194 

Normal 1.00±0.00
b
 1.70±0.23

a
 1.55±0.40

ab
 1.52±0.06

ab
 1.66±0.04

a
 

Single stress 
        Acidity 1.00±0.00 

c
 2.31±0.39

a
 1.97±0.20

b
 2.13±0.08

b
 2.46±0.33

a
 

   Drought 0.99±0.05
c
 1.23±0.11

bc
 1.93±0.41

ab
 1.05±0.06

c
 2.09±0.10

a
 

   High temperature 0.99±0.02
b
 1.43±0.14

a
 1.46±0.11

a
 1.22±0.11

a
 1.80±0.53

a
 

Mixed stress 
        Acidity and Drought 1.00±0.00

 c
 1.67

 
±0.31

b
 2.01±0.21

ab
 2.21±0.54

 a
 2.26

 
±0.23

a
 

   Acidity and High temp. 1.00±0.00
 c
 1.23

 
±0.22

ab
 1.38

 
±0.05

ab
 1.12±0.09

 b
 1.45±0.25

 a
 

 
3.3 ประสิทธิภาพของเช้ือแบรดีไรโซเบียมในการตรึงไนโตรเจน และสงเสริมการเจริญของตนถั่ว

เหลืองโดยการปลูกในดินทดสอบภายใตสภาวะเครียดแบบตาง ๆ 
จากผลทดสอบในทรายไดคัดเลือกเชื้อไอโซเลท 188 และ 194 เพ่ือทดสอบกับถ่ัวเหลืองท่ี

ปลูกในดิน ซ่ึงเปนตัวอยางดิน 2 รูปแบบคือ ดินท่ีมี pH เปนกลาง ซ่ึงนํามาจากจังหวัดนครราชสีมา 
เพ่ือใชทดสอบในสภาวะปกติ แหงแลง และอุณหภูมิสูง และดินท่ีมี pH เปนกรด จากจังหวัดปทุมธานี 
สําหรับทดสอบเชื้อในสภาวะท่ีเปนกรด จากผลวิเคราะหดินกอนปลูก แสดงวาดินจากจังหวัดปทุมธานี
เปนดินกรดท่ีมีคา pH 4.4 และเปนดินกรดประเภทชัลเฟต (SO4

2-) เนื่องจากมีคาซัลเฟตสูง และมีการ
ละลายของแคลเซียมอยูมาก (Daud et Al. 2002) สวนดินจากจังหวัดนครราชสีมามีคา pH 6.98 
(ตารางท่ี 3.3 ก.)   

 
ตารางท่ี 3.3 ก. คาวิเคราะหตัวอยางดินท่ีใชในการทดสอบ 
 

Soil samples (Province) pH % OM EC (mS/cm) P (ppm) K (ppm) Ca (ppm) SO2
-4
(S/kg) 

Phathum Thani  4.4 1.83 3.30 21.96 418.56 3,878.00         725 

Nakhon ratchasima  6.98 0.08 1.87 157.60 227.47 430.00       51.22 
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ผลการทดลอง ใหผลเชนเดียวกับการทดสอบกับถ่ัวเหลืองท่ีปลูกในทราย โดยท่ีผลของเชื้อตอ
การสงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลืองเม่ือพิจารณาจากน้ําหนักแหงของถ่ัวนั้น ไมแตกตางกันในกลุมของ
ถ่ัวท่ีมีการใสเชื้อ แตพบวาคาการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไอโซเลท 188 และ 194 แตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ โดยท่ีเชื้อ 194 ใหคาการตรึงในโตรเจนไดสูงกวาในทุกสภาวะท่ีใชปลูกถ่ัวเหลือง แต
ในสภาพกรด และอุณหภูมิสูง การทดสอบของเชื้อ 188 194 และ USDA 110 ไมมีความแตกตางกัน 
ทางสถิติ นอกจากนี้ในการทดสอบเชื้อกับถ่ัวเหลืองท่ีสภาวะแลง พบวาเชื้อไอโซเลท 194 มีคาการตรึง
ไนโตรเจนท่ีดีกวาไอโซเลท 188 และเชื้อทางการคา USDA110 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 
3.3 ข.) 

เม่ือนําขอมูลของน้ําหนักแหงถ่ัวเหลืองท่ีปลูกในทุก ๆ สภาวะ มาคํานวณเพ่ือหาคา STI ท่ีได
พบวา มีสัมพันธกับผลการทดลองท่ีไดในขางตน โดยท่ีเชื้อไอโซเลท 188, 194 และเชื้อการคา ใหผลท่ี
ไมแตกตางกัน เม่ือทดสอบกับถ่ัวเหลืองท่ีปลูกในทุกสภาวะ ยกเวนท่ีสภาวะแลง และท่ีสภาวะกรด
รวมกับสภาวะแลง เชื้อไอโซเลท 194 มีคา STI ท่ีสูงกวา ไอโซเลท 188 (ดังตารางท่ี 3.3 ค.) ดังนั้นเชื้อ
ไอโซเลท 194 เปนเชื้อท่ีมีศักยภาพท่ีแนะนํามาพัฒนาเปนหัวเชื้อตนแบบในการผลิตปุยชีวภาพไร
โซเบียมสําหรับการปลูกถ่ัวเหลืองตอไป 
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ตารางท่ี 3.3 ข. ผลการทดสอบเช้ือแบรดี้ไรโซเบียมท่ีคัดเลือกกับถั่วเหลือง ในสถาวะเครียดแบบ
ตางๆ ท่ีปลูกในดิน 

 

  

Conditions* Isolates 

Nitrogenase 
activity 

(µmole h
-1
 g 

nodule-1) 

Biomass dry weight       

(g plant
-1
) 

Nodule dry 
weight 

(g plant
-1
) 

Nodule 
number 

(plant
-1
) 

Normal Uninoculated  0.46±0.00b   

 USDA 110 107.50±6.97ab 0.52±0.05a 0.024±0.00 10±2 

 188 66.51±20.79b 0.63±0.04a 0.036±0.01 13±2 

 194 118.19±20.06a 0.56±0.12a 0.022±0.00 14±2 

Single stress      
   Acidity Uninoculated  0.49±0.01b   

 USDA 110 143.19±23.38ab 0.57±0.11a 0.01±0.00b 9±2b 

 188 98.31±20.45b 0.66±0.15a 0.02±0.00a 13±4a 
 194 165.98±27.60a 0.62±0.01a 0.02±0.00a 9±1b 
   Drought  Uninoculated  0.41±0.09b   
 USDA 110 70.18±20.87 b 0.51±0.07ab 0.03±0.00 14.5±6 
 188 70.83±35.98 b 0.47±0.05ab 0.02±0.00 15±5 
 194 100.04±21.43a 0.58±0.04a 0.02±0.00 15±4 
   High temperature  Uninoculated  0.35±0.01b   
 USDA 110 88.37±39.06

a
 0.50±0.03a 0.01±0.01 8±2 

 188 50.94±25.91
b
 0.50±0.03a 0.01±0.00 9 ±3 

 194 96.36±24.16
 a
 0.50±0.02a 0.01±0.00 10±2 

Mixed stress      
   Acidity and Drought Uninoculated  0.12±0.01c   

 USDA 110 51.82±9.24ab 0.47±0.03ab 0.05±0.01 21±10a 

 188 42.56±3.48ab 0.21±0.06b 0.05±0.00 17±2b 

 194 67.41±10.76a 0.57±0.13a 0.05±0.01 21±7a 

   Acidity and High 
temp. 

Uninoculated  0.16±0.07b   

 USDA 110 50.68±2.46 0.24±0.06ab 0.04±0.00a 6±2 

 188 59.25±10.39 0.30±0.03a 0.03±0.00ab 7±2 

 194 51.26±5.42 0.27±0.03ab 0.05±0.00a 8±4 
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ตารางท่ี 3.3 ค. คา Stress tolerance index (STI) ของน้ําหนักแหงถั่วเหลืองท่ีทดสอบกับเช้ือ
แบรดี้ไรโซเบยม ในสภาวะเครียดแบบตางๆ ท่ีปลูกในดิน 

 

3.4 ผลทดสอบประสิทธิภาพการแขงขันเพ่ือเขาสรางปมกับถั่วเหลืองระหวางเช้ือไอโซเลท 194 
และเช้ือมาตรฐาน USDA 110 

เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเชื้อตอการเขาสรางปมท่ีจําเพาะกับถ่ัวเหลืองในสภาวะ
เครียดแบบตาง ๆ ทําการใชเชื้อผสมในการทดสอบกับถ่ัวเหลือง ซ่ึงในการทดลองนี้ใชเชื้อผสมของไอ
โซเลท 194 กับ USDA 110 ในอัตราสวน 1 ตอ 1 มีจํานวนเซลลสายพันธุละ 108 เซลลตอมิลลิลิตร 
โดยท่ี USDA 110 มีการติดยีนเครื่องหมายเอาไวดังท่ีกลาวในวิธีการศึกษา ผลการทดสอบพบวา เชื้อ
ไอโซเลท 194 มีจํานวนปมท่ีเชื้อสามารถเขาสรางไดมากกวาเชื้อทางการคา USDA 110 ในสภาวะการ
ปลูกถ่ัวเหลืองภายใตสภาวะปกติ แลง และท่ีอุณหภูมิสูงอยางมีนัยสําคัญ โดยแสดงขอมูลเปน
เปอรเซ็นตของการเขาครอบครองปม  (% nodule occupancy)  ในขณะท่ีสภาวะกรดของการปลูก
ถ่ัวเพ่ือทดสอบ มีคาการเขาสรางปมของเชื้อไมแตกตางกัน จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา มีปมท่ีมี
ลักษณะติดสีฟาไมชัดเจนหลังการยอม ซ่ึงจะแสดงเปน Dual nodule occupancy (Waraporn et 
al, 2003) ท่ีเกิดจากการเขาสรางปมของเชื้อผสม 194 และ USDA 110 ซ่ึงพบโดยเฉลี่ย24.7 
เปอรเซ็นต เม่ือทดสอบกับถ่ัวในสภาวะปกติ กรด และแลง  และพบลักษณะของการเปน Dual 
nodule occupancy อีก 14.6 เปอรเซ็นต กับถ่ัวท่ีทดสอบภายใตสภาวะอุณหภูมิสูง ดังรูปท่ี 3.2 
ดังนั้นจึงสรุปวา เชื้อไอโซเลท 194 มีประสิทธิภาพในการแขงขันเพ่ือเขาสรางปมกับถ่ัวเหลืองไดดีกวา
เชื้อมาตรฐาน USDA 110  
 

Conditions 

Stress Tolerance Index (STI) 
  Uninoculated USDA 110 188 194 

Normal 1.00±0.56b 1.14±0.11ab 1.381±0.09ab 1.22±0.26ab 

Acidity 0.81±0.18a 1.51±0.29a 1.738± 0.39a 1.59± 0.02a 

drought 1.00±0.17c 1.38± 0.14ab 1.220± 0.13b 1.66 ± 0.39a 

High temperature 1.00± 0.02ab 1.13± 0.06a 1.160± 0.08a 1.14 ± 0.02a 

Mixed stress condition 
Acidity and Drought 1.00±0.05c 4.03±0.27ab 1.83±0.48c 4.851±1.08a 

Acidity and High temp. 1.00±0.64c 1.50±0.36ab 2.15±0.18a 1.671±0.16ab 



14 
 

 
 

รูปท่ี 3.2 กราฟแสดงเปอรเซ็นตการเขาสรางปมของเช้ือผสมระหวาง เช้ือไอโซเลท 194 
และ USDA 110 ภายใตสภาวะท่ีใชปลูกถั่วเหลืองแบบตาง ๆ 

 
 

3.5 ผลเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญของเช้ือแบรดีไรโซเบียมท่ีคัดเลือก ในสภาวะเครียด โดยการ
เสริม Compatible solute  
 เพ่ือตรวจสอบชนิดน้ําตาลท่ีเหมาะสมในการใชเปน compatible solute และสงเสริมการ
เจริญของเชื้อไรโซเบียมในสภาวะเครียดแบบตาง ๆ จึงไดทําการทดลองโดยนําน้ําตาลชนิดตาง ๆ คือ 
กลูโคส (GLU), กลีเซอรอล (GLY), แมนนิทอล (MAN), โพลีไวนิลแอลกอฮอลล (PVA), ซูโครส (SU), 
และทรีฮาโรส (Tre) มาเสริมในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีระดับความเขมขน 5 มิลลิโมลาร (mM) แลว
ตรวจสอบการเจริญภายใตสภาวะปกติและสภาวะเครียดแบบตาง ๆ โดยเปรียบเทียบจากอัตราการ

เจริญจําเพาะของเชื้อ (specific growth rate, µ) ในสภาวะตาง ๆ ดังแสดงในรูปท่ี 3.3 โดยผลการ

ทดลองพบวาอัตราการเจริญจําเพาะของเชื้อไรโซเบียมท้ังไอโซเลท 194 และ USDA110 ลดลงเม่ือถูก
เลี้ยงภายใตสภาวะเครียด  โดยการเสริมน้ําตาลชนิดตาง ๆ ไมสามารถชวยใหเชื้อเจริญไดเทียบเทากับ
การเจริญภายใตสภาวะปกติ อยางไรก็ตามพบวาการเสริมน้ําตาลบางชนิดสงผลใหอัตราการเจริญ
จําเพาะของเชื้อดีกวาการไมเสริมน้ําตาล เชื้อไรโซเบียมไอโซเลท 194 มีอัตราการเจริญจําเพาะสูงกวา 
USDA110 ในทุกสภาวะ โดยในสภาวะปกติพบวาน้ําตาลซูโครส สามารถสงเสริมใหเชื้อไรโซเบียมไอโซ
เลท 194 เจริญไดดีกวาการใชน้ําตาลชนิดอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ ในการทดสอบในสภาวะกรดพบวาการ
เสริมอาหารเลี้ยงเชื้อดวยน้ําตาลทุกชนิดสงผลใหไอโซเลท 194 เจริญไดดีกวาตํารับท่ีไมไดเสริมน้ําตาล 
โดยการเสริมดวยน้ําตาลซูโครสใหผลการเจริญสูงสุด สําหรับการทดสอบในสภาวะแหงแลงพบวาการ
เสริมอาหารเลี้ยงเชื้อดวยน้ําตาลกลีเซลรอล ซูโครส และทรีฮาโลส สามารถเพ่ิมอัตราการเจริญจําเพาะ
ของเชื้อไอโซเลท 194 ไดดีกวาการไมเสริมน้ําตาลอยางมีนัยสําคัญ แตไมสามารถสงเสริมการเจริญ
ของเชื้อ USDA110 ในสภาวะแหงแลงได และเม่ือทดสอบการเจริญในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงพบวาการ
เสริมดวยน้ําตาลซูโครสสามารถทําใหเชื้อไรโซเบียมไอโซเลท 194 มีการเจริญไดดีท่ีสุดและแตกตาง
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อยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับการเสริมดวยน้ําตาลชนิดอ่ืน หรือการไมเสริมน้ําตาล ดังนั้นจะ
เห็นไดวาน้ําตาลซูโครสมีความสามารถในการสงเสริมการเจริญของเชื้อไรโซเบียมไอโซเลท 194 ไดดี
ท้ังในสภาวะปกติ และสภาวะเครียดแบบตาง ๆ ดังนั้นจึงคัดเลือกน้ําตาลซูโครสเพ่ือทําการทดสอบหา
ระดับความเขมขนท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสงเสริมการเจริญของเชื้อภายใตสภาวะเครียดตอไป และเม่ือ
ทําการทดสอบพบวาระดับของน้ําตาลซูโครสท่ีความเขมขน 300 มิลลิโมลาร (mM) สามารถสงเสริม
ใหเชื้อไรโซเบียมไอโซเลม 194 มีการเจริญในสภาวะเครียดแบบตาง ๆ ไดดีท่ีสุด ดังนั้นจึงเลือกใช
ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสท่ี 300 มิลลิโมลาร ในการศึกษาเพ่ือพัฒนาหัวเชื้อไรโซเบียมตอไป 



 
รูปท่ี 3.3 แสดงผลของอัตราการเจริญจําเพาะ (Specific growth rate (µ)) ท่ีมีการเสริมและไมเสริม compatible solute ท้ัง 6 ชนิด ภายใตสภาวะ
เครียดแบบตางๆ ระหวางเช้ือไฮโซเลท 194 และ USDA 110 โดยเปรียบเทียบกับเช้ือท่ีไมไดเสริม 
*คาเฉลี่ยและสวนเบี่บงเบนมาตรฐานคํานวณจากการทดลอง 3 ซํ้า และคาคาเฉลี่ยท่ีตามดวยตัวอักษรตางกันท่ีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ี  
P≤0.05



3.6  ผลของน้ําตาลซูโครสตอการเจริญ และการเปล่ียนแปลงน้ําตาลภายในเซลลของเช้ือแบรดี
ไรโซเบียมไอโซเลท 194 โดยการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 

เม่ือพิจารณาลักษณะกราฟการเจริญของเชื้อไรโซเบียมไอโซเลท 194  ในแตละชวงเวลา 
รวมกับผลการวิเคาระหน้ําตาลท่ีสะสมอยูภายเซลล ดังแสดงในรูปท่ี 3.4 พบวาการสะสมน้ําตาลของ
เชื้อท่ีมีการเติม และไมเติมน้ําตาลอยูในระดับใกลเคียงกันในการเลี้ยงภายใตสภาวะปกติ และพบวามี
การสะสมน้ําตาลหลายชนิด เชน น้ําตาลซูโครส แมนนิทอล กลูโคส และทรีฮาโลสในเชื้อท่ีมีการเติม
น้ําตาลซูโครสในชวง 2-10 วันของการเจริญ ในขณะท่ีน้ําตาลแมนนิทอล และกลูโคสพบวาเปน
น้ําตาลสวนใหญท่ีพบในเชื้อไรโซเบียมท่ีไมไดมีการเสริมน้ําตาลซูโครส (รูปท่ี 3.4a) 

ในสภาวะกรดพบวาเชื้อไมมีการเจริญเพ่ิมข้ึนแตสามารถดํารงชีวิตอยูในระดับ 107 CFU ตอ
มิลลิลิตร โดยเชื้อท่ีมีการเสริมน้ําตาลซูโครสมีปริมาณเซลลมากกวา และเม่ือวิเคราะหน้ําตาลท่ีสะสม
ในเซลลพบวาเชื้อไรโซเบียมไอโซเลท 194 ท่ีมีการเสริมน้ําตาลซูโครส มีการสะสมน้ําตาลซูโครส 
แมนนิทอล กลูโคส และทรีฮาโลส ในวันท่ี 4-6 ของการเจริญ ในขณะท่ีพบเพียงการสะสมน้ําตาล
แมนนิทอล และกลูโคสในเชื้อท่ีไมมีการเสริมน้ําตาลซูโครส แสดงใหเห็นวาน้ําตาลชนิดตาง ๆ ท่ี
สะสมอยูภายในเซลลของเชื้อท่ีมีการเสริมดวยน้ําตาลซูโครสสามารถชวยใหเชื้อไรโซเบียมดํารงชีวิต
ในสภาวะกรดไดดีข้ึน (รูปท่ี 3.4b) 

ในสภาวะแหงแลง จากการวิเคราะหน้ําตาลพบวาการใชซูโครสเสริมทําใหจุลินทรียมีปริมาณ
น้ําตาลสะสมอยูในเซลลสูงกวาการไมใหน้ําตาลซูโครส และพบวาถาไมใสน้ําตาลซูโครส สามารถ
วิเคราะหน้ําตาลไดเพียงสองชนิด ไดแก แมนนิทอล และกลูโคส การใชน้ําตาลซูโครสทําใหการ 
uptake ของน้ําตาลซูโครสเขาไปในเซลลสูงข้ึนในวันท่ี 2-10 และยังพบน้ําตาลทรีฮาโลส และกลีเซล
รอล เพ่ิมข้ึนในวันท่ี 6-10 และการเจริญของเชื้อไรโซเบียมก็สูงข้ึนเชนกัน (รูปท่ี 3.4c) 

ในสภาวะอุณหภูมิสูง พบวาเชื้อไรโซเบียมท่ีมีการเสริมน้ําตาลซูโครสสามารถเจริญไดดีกวา
ตํารับท่ีไมมีการเติมน้ําตาล และเม่ือวิเคราะหน้ําตาลภายในเซลล พบวาในการเจริญชวงวันท่ี 2-8 มี
การสะสมน้ําตาลกลีเซอรอล ท้ังในเชื้อท่ีมีการเสริมและไมเสริมน้ําตาลซูโครส แตพบวามีการสะสม
น้ําตาลกลีเซอรอลลดลงในวันท่ี 10 ในเชื้อท่ีไมไดเสริมซูโครสซ่ึงสอดคลองกับการเจริญของเชื้อท่ี
ลดลง ในขณะท่ีเซลลท่ีมีการเสริมน้ําตาลซูโครส มีปริมาณน้ําตาลทุกชนิดท่ีสะสมในเซลลเพ่ิมข้ึนใน
วันท่ี 10 ของการเลี้ยง  

ท้ังนี้การสะสมน้ําชนิดตาง ๆ ภายในเซลลของเชื้อแบคทีเรียท่ีมีการเจริญในสภาวะแตกตาง
กันนั้น มีหลายงานวิจัยท่ีศึกษาวา การสะสมของสารภายในเซลลแบคทีเรีย มีผลโดยตรงตอการ
เปลี่ยนแปลงสภาวะท่ีเชื้อเจริญ และการปรับตัวเพ่ือใหเซลลสามารถอยูรอด สามารถเจริญไดแมใน
สภาวะเครียด (Pedro et al., 1998) สวนการสะสมน้ําตาลท่ีพบในเซลลท่ีเจริญในสภาวะเครียดนั้น 
คาดวาเซลลแบคทีเรียมีการสะสมไดดวยการดูดซึมเอาสารท่ีอยูรอบๆ เซลล เพ่ือใชปรับระดับสมดุล
ของออสโมซิสภายใน และภายนอกเซลลใหกลับมาคงท่ี (Gouffi et al., 1998) ยกตัวอยางเชนการ
สะสมน้ําตาล ซูโครส  ทรีฮาโรส และสารในกลุมโพลีออล เชน แมนนิทอล หรืออินโอสิทอล เปนตน
(Matthias, 2008) นอกจากนี้ยังพบวา เชื้อแบคทีเรียเองก็มีกระบวนการในการสังเคราะหสารกลุม
ดังกลาวเพ่ือชวยในการปกปองเซลลใหอยูรอดไดในสภาวะเครียด โดยผานกระบวนการท่ีเรียกวา de 
novo ซ่ึงจะเกิดข้ึนเม่ือเชื้อมีการเจริญในสภาวะท่ีไมเหมาะสมตอการเจริญอยางสภาวะเครียด
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(Miller and Wood, 1996) โดยการนําสารท่ีเกิดข้ึนในกระบวนการเมทาบอลิซึม และหรือเปนสารท่ี
เชื้อสามารถดูดซึมจากอาหาร หรือสิ่งแวดลอม ท้ังนี้ในแตละสภาวะเครียดท่ีเชื้อจะเจริญ สงผลตอ
การเปลี่ยนแปลงของสารภายในเซลลท่ีแตกตางกัน โดยท่ีกระบวนการท่ีเชื้อมีการสรางความแข็งแรง
ใหกับเยื่อหุมเซลล และมีการสะสมสารในกลุมท่ีข้ัวบวก-ลบภายในเซลลเพ่ิมข้ึนนั้น พบในเซลลของ
เชื้อท่ีเจริญในสภาวะกรด (Boscari et al., 2002) สวนการสะสมสารกลุมท่ีมีโครงสรางสมดุล หรือ
เสถียร และมีโครงสรางท่ียึดติดกับโมเลกุลของน้ําไดดี และไมไดเลย มักจะพบในเซลลเชื้อท่ีมีการ
เจริญแบบสภาวะท่ีเกิดจากผลของแรงดันออสโมติก เชน เกลือ แหงแลง และท่ีอุณหภูมิสูง 
(Rosalind  et al., 2006) จากขอมูลการวิจัยเหลานี้สอดคลองกับการศึกษาในงานวิจัยนี้ ทําให
สามารถเขาใจถึงกระบวนการท่ีเชื้อใชในการปองกันเซลลจากสภาวะเครียด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (a) Normal condition                                          (b) Acid condition 
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(c) Drought condition                                            (d) High temperature 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.4 ผลของน้ําตาลซูโครสตอการเจริญ และการเปล่ียนแปลงน้ําตาลภายในเซลลของเช้ือแบ

รดีไรโซเบียมไอโซเลท 194 ท่ีเจริญในสภาวะเครียดแบบตาง ๆ  
 

บทที่ 4 
สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย  

การศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพของหัวเชื้อไรโซเบียม เพ่ือเปนปุยชีวภาพใหกับการปลูกถ่ัว
เหลืองภายใตสภาวะเครียด สามารถสรุปผลการวิจัยไดดังนี้ 
1. สามารถคัดเลือกเชื้อแบรดีไรโซเบียมสายพันธุท่ีอยูรอดไดในสภาวะเครียดตาง ๆ เชน สภาวะกรด 
สภาวะแลง และสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง เชื้อท่ีคัดเลือกไดคือ เชื้อแบรดีไรโซเบียม ไอโซเลท 194 มี 
2. เชื้อท่ีคัดเลือกไดนี้มีคุณสมบัติในการสงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลืองไดดีในสภาวะแลงท้ังการ
ทดสอบในทรายและในดิน  
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3. เชื้อท่ีคัดเลือกไดนี้สามารถเขาสรางปม (percent of nodule occupancy) ไดดีกวาเชื้อแบรดีไร
โซเบียมมาตรฐาน USDA110 ท้ังในสภาวะการปลูกแบบปกติ และสภาวะเครียดแบบตาง ๆ  
4. สารกลุม compatible solute สามารถเพ่ิมการอยูรอดของเชื้อไอโซเลท 194 ในสภาวะปกติ 
และสภาวะเครียดแบบตาง ๆ ได โดยผลการทดลองพบวาน้ําตาลซูโครสท่ีเสริมในระหวางการเลี้ยง
เชื้อในสภาวะเครียด ชวยใหอัตราการเจริญของเชื้อในสภาวะเครียดดีกวาการเจริญของเชื้อท่ีไมได
เสริมซูโครส  
5. ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสท่ีเหมาะสมในการสงเสริมการเจริญของเชื้อแบรดีไรโซเบียมใน
สภาวะเครียดแบบตาง ๆ คือ 300 มิลลิโมลลาร  
6. เชื้อแบรดีไรโซเบียมท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีการเสริมดวยน้ําตาลซูโครส พบวามีการสะสมน้ําตาล
หลายชนิดภายในเซลลเพ่ือทําหนาท่ีเปน compatible solute ซ่ึงการสะสมน้ําตาลภายในเซลลนี้
สัมพันธกับการเจริญและการอยูรอดของเซลลภายใตสภาวะเครียดแบบตาง ๆ 
7. สภาวะเครียดท่ีแตกตางกันสงผลตอปริมาณซูโครส ทรีฮาโรส กลูโคส แมนนิทอล และกลีเซอรอล 
ท่ีแตกตางกัน โดยเฉพาะท่ีสภาวะแลง เม่ือมีการเสริมน้ําตาลซูโครส น้ําตาลจะสะสมอยูในเซลล และ
พบวามีการสะสม ทรีฮาโรส กับ กลีเซอรอล ในระหวางการเจริญ และในสภาวะอุณหภูมิสูงท่ีมีการ
เสริมดวยน้ําตาล พบวามีการสะสมของ กลีเซอรอล ในทุกชวงของการเจริญ เม่ือเทียบกับเชื้อท่ีไมมี
การเสริมซูโครส  
8. น้ําตาลกลีเซอรอล และทรีฮาโลส สามารถถูกสังเคราะหไดภายในเซลลโดยการใชน้ําตาลซูโครส
เสริมในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือเปนแหลงของ compatible solute ภายนอกเซลล 
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ขอเสนอแนะ 
1. เพ่ือเปนการพัฒนาหัวเชื้อใหมีประสิทธิภาพ ควรมีการทดลองและศึกษาการสงเสริมการเจริญของ
เชื้อแบรดีไรโซเบียมกับถ่ัวเหลืองในสภาพดินแบบตาง ๆ ตอไป รวมท้ังควรนําไปทดสอบในสภาพไร 
2. ควรมีการพัฒนาหัวเชื้อบราดีไรโซเบียม ในรูปแบบปุยชีวภาพท่ีสามารถนําไปใชไดจริง โดยควร
พัฒนาในสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อ วัสดุพาหะ และตรวจสอบอายุการเก็บรักษาเพ่ือเปนแนวทางใน
การใชเปนปุยชีวภาพสําหรับการปลูกถ่ัวเหลืองตอไป 
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