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เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ มีรูปแบบ random amplified polymorphic DNA 
(RAPD) แตกตางกัน และมีรูปแบบ two-primers RAPD (TP-RAPD) 11 รูปแบบ แสดงวาเปนเชื้อ
แบคทีเรีย 11 ชนิด (species) การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 16S rDNA พบวาเชื้อ     
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีความใกลเคียงกับเชื้อใน 3 สกุล (genus) ไดแก Bradyrhizobium, Rhizobium 
และ Bacillus โดยมีคา % identity อยูระหวาง 97%-99% การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ
ยีน nodC ของเชื้อ 2 สายพันธุในกลุม Bacillus แสดงวาใกลเคียงกับยีน nodC ของ Rhizobium และ 
Mesorhizobium โดยมีคา % identity อยูระหวาง 89%-100%  ในการทดสอบการเกิดปม พบวา
น้ําหนักแหงตนพืช และคา acetylene reduction activity (ARA) ของตนพืชมีคาเพ่ิมข้ึนตั้งแต 2.39 ถึง 
3.89 เทา และ 5.00 ถึง 7.19 เทา ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดใสเชื้อ เชื้อทุกสายพันธุแสดง
คุณลักษณะเฉพาะตัวและมีความแตกตางกันในการสังเคราะหสารสงเสริมการเจริญของพืช รูปแบบการ
สังเคราะหเอนไซม urease ของ Bradyrhizobium spp. และ Bacillus sp. มีความแตกตางกัน ในขณะท่ี
กระบวนการ ammonification ของ Bradyrhizobium spp. และ Bacillus spp. มีรูปแบบเดียวกัน 
ปจจัยตางๆ ไดแก  yeast extract, peptone, NH4Cl, NaNO3, Ni และ Co มีผลตอกิจกรรมของเอนไซม 
urease ของ Bradyrhizobium spp. และ Bacillus sp. แตกตางกัน 0.2 mM Cu และ 0.2 mM Zn ลด
กระบวนการ ammonification ของ Bradyrhizobium spp. และ Bacillus spp. จากการใสเชื้อรวมกัน
ระหวางเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus sp. PSP 011 กับเชื้อใดเชื้อหนึ่งของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดง
หลวงใน 3 สกุล พบวาน้ําหนักแหงตนพืช, คา ARA และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืชของถ่ัวแดงหลวงท่ี
ปลูกในสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสท่ีไมละลายน้ํา เพ่ิมข้ีนอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดใสเชื้อ  
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สวนท่ี 2 Abstract (ไมเกิน 250 คํา) 
The 28 rhizobial strains nodulating Phaseolus vulgaris (red kidney bean) presented 

different random amplified polymorphic DNA (RAPD) profiles and 11 two-primers RAPD 
(TP-RAPD) profiles, indicating 11 bacterial species. The partial sequences of the 16S rDNA 
of these strains revealed that the strains were related to members of 3 distinct genera 
including Bradyrhizobium, Rhizobium and Bacillus with 97%-99% identity. The partial 
nodC gene of 2 strains of Bacillus showed 89%-100% identity with the nodC gene of 
Rhizobium and Mesorhizobium. In a nodulation test, plant dry weight and acetylene 
reduction activity (ARA) of plants were increased ranging from 2.39 to 3.89-fold and 5.00 
to 7.19-fold, respectively, when compared to the uninoculated controls. All strains 
exhibited particular features and varied in their ability to produce plant-growth promoting 
substances. A different trend of urease production was observed between 
Bradyrhizobium spp. and Bacillus sp., while similar profiles were observed from 
ammonification of Bradyrhizobium spp. and Bacillus spp. Factors including yeast extract, 
peptone, NH4Cl, NaNO3, Ni and Co differently affected the activity of urease produced by 
Bradyrhiuzobium spp. and Bacillus spp. 0.2 mM Cu and 0.2 mM Zn reduced 
ammonification of Bradyrhizobium spp. and Bacillus spp. Co-inoculations of a phosphate 
solubilizing bacterium, Bacillus sp. PSP 011, with each of P. vulgaris-nodulating rhizobia in 
3 different genera significantly increased plant dry weight, ARA and phosphorus content of 
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P. vulgaris grown in insoluble phosphorus supply as compared to the uninoculated 
controls.  
 
Key words :  rhizobia nodulating Phaseolus vulgaris; genotypic characteristic; biochemical 
characteristic; phosphate-solubilizing bacteria; biological nitrogen fixation; phosphorus 
content; co-inoculation; 16S ribosomal RNA gene (16S rDNA); random amplified 
polymorphic DNA (RAPD); two-primers RAPD (TP-RAPD)   
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12: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และ 
          เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm                                                                                 45                                                                               
13: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 02077 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และ 
          เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm                                                                                 45                                                                                                                                                           
14: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 06006 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และ 
          เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm                                                                                 46 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี                                                                                                                 หนา                                                                                                                                                           
15: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ PV 09 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ี 
          อุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน                                       47                                                              
16: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 02009 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ  
          บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน                                 48                                    
17: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ  
          บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน                                 48 
18: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 02077 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ  

บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 4 วัน                                49                                             
19: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 06006 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ  

บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน                                49



1 
 

บทนํา 
 

ถ่ัวแดงหลวง (red kidney bean; Phaseolus vulgaris) จัดเปนธัญพืชซ่ึงเปนแหลงอาหารท่ี
สําคัญ เนื่องจากมีคุณคาทางโภชนาการสูง, เปนแหลงโปรตีนท่ีสําคัญ และยังเปนพืชท่ีทํารายไดใหประเทศ
ไทยไดในระดับหนึ่ง ซ่ึงในปจจุบันมีความตองการบริโภคถ่ัวแดงหลวงมากข้ึน แตผลผลิตท่ีไดกลับไมเพียง-
พอตอความตองการของผูบริโภค เนื่องจากสภาพแวดลอมท่ีเปลี่ยนแปลงไป และสภาพของดินในแหลง
เกษตรกรรมเสื่อมลง หลังจากมีการใชปุยเคมีในการเพาะปลูกสะสมมานาน  

      
นอกจากการใชปุยเคมีแลว ยังมีการใสเชื้อ (inoculate) แบคทีเรียกลุมไรโซเบียม (rhizobia) เพ่ือ

ตรึงไนโตรเจน (nitrogen; N) และเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรของพืชตระกูลถ่ัว แตเนื่องจากเชื้อไรโซเบียม
มีความจําเพาะ (specificity) ตอพืชอาศัย และการใสเชื้อไรโซเบียมเพียงชนิดเดียวอาจใหผลดีตอพืชเฉพาะ
การเพ่ิมธาตุอาหารไนโตรเจน จากรายงานพบวามีการใสเชื้อจุลินทรียมากกวา 1  ชนิดรวมกัน เพ่ือให
เกิดผลดีตอการเจริญของพืชในหลายดาน ในปจจุบันเริ่มนิยมการใสเชื้อจุลินทรียหลายชนิดรวมกัน เชน 
การใสเชื้อไรโซเบียมรวมกับเชื้อจุลินทรียละลายฟอสเฟต (phosphate-solubilizing microorganism) 
จากการทดลองของ Ravindar and Chandra (2008) พบวาการใสเชื้อ Rhizobium leguminosarum 
bv. viceae (ไอโซเลท LB-4) และ Bacillus megaterium ซ่ึงเปนแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
(phosphate-solubilizing bacteria; PSB) สงผลใหพืชตระกูลถ่ัวมีการดูดซึมธาตุไนโตรเจน และ
ฟอสฟอรัส (phosphorus; P) มากข้ึน และยังพบวามีการเกิดปม และเพ่ิมน้ําหนักแหงของตนพืชมากข้ึน
กวาการใสเชื้อเพียงชนิดเดียว นอกจากนี้ ยังมีแนวทางการใสเชื้อไรโซเบียมรวมกับจุลินทรียทนเกลือ หรือ
การใสเชื้อไรโซเบียมรวมกับเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ (antagonistic microorganism) ท่ียับยั้งเชื้อจุลินทรีย
กอโรคพืช เปนตน พบวาการใสเชื้อจุลินทรียหลายชนิดรวมกันดังกลาว สามารถสงเสริมใหพืชเจริญไดในดิน
เค็ม หรือ ชวยกําจัดเชื้อจุลินทรียกอโรคพืช โดยการสังเคราะหสารปฏิชีวนะ หรือสารกลุมอ่ืนๆ  

  
โครงการวิจัยนี้ เปนการศึกษาเพ่ือแยกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงจากตัวอยางดินและปมราก 

รวมท้ังคัดเลือกสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง โดยศึกษาลักษณะทางกายภาพและลักษณะชีวเคมี 

ซ่ึงประกอบดวย 1) ความตานทานของเชื้อตอสารปฏิชีวนะและโลหะหนัก 2) ความตองการวิตามินในการ
เจริญ 3) สภาวะท่ีมีผลตอการเจริญของเชื้อ 4) การสังเคราะหกรดอินโดล อะซิติค (indole acetic acid; 
IAA), ซิเดอโรฟอร (siderophore) และแอมโมเนีย (ammonia; NH3) 5) ความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟต 6) การสังเคราะหเอนไซม ไดแก เอนไซมฟอสฟาเตส (phosphatase), เอนไซมยูริเอส (urease) 
และ เอนไซมโปรติเอส (protease) 7) ปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญ, กิจกรรมของเอนไซม urease และการ
สังเคราะหแอมโมเนีย 8) ผลของสารสกัดจากดินและสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงตอการเจริญของเชื้อ 
นอกจากนี้ ยังไดศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม  ซ่ึงประกอบดวย 1) ลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) 
จากเทคนิค random amplified polymorphic DNA (RAPD) 2) การจัดกลุมชนิด (species) ของเชื้อ
ดวยเทคนิค two-primers RAPD (TP-RAPD) 3) รูปแบบของพลาสมิด (plasmid) 4) การระบุสกุล 
(genus) โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide) ของยีน 16S ribosomal RNA (16S rDNA) 
ในดานการสงเสริมการเจริญของพืช ไดทําการทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม 
ถ่ัวแดงหลวง และผลของการใชเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟตตอการตรึง
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ไนโตรเจน, การเพ่ิมผลผลิตของพืช และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช ซ่ึงเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพจะถูก
นําไปใชในเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรตอไป 
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ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
 

ดินบริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) เปนดินบริเวณท่ีไดรับอิทธิพลจากสารท่ีปลดปลอยจากราก 
(root exudate) ใน root exudate ประกอบดวยสารประกอบหลากหลายชนิด เชน น้ําตาล, กรดอะมิโน,  
กรดอินทรีย. กรดไขมัน, สารสงเสริมการเจริญเติบโต, เอนไซม และสารประกอบอ่ืนๆ สันนิษฐานวา
สารประกอบตางๆ เหลานี้ มีผลตอจํานวนและความหลากหลายของประชากรแบคทีเรีย โดยอาจเพ่ิม
จํานวนและความหลากหลายของแบคทีเรีย เนื่องจากมีสารอาหารท่ีอุดมสมบูรณตอการเจริญของแบคทีเรีย 
หรืออาจเปนปจจัยจํากัดการเจริญ และลดความหลากหลายของประชากรแบคทีเรีย เนื่องจากเปนการ
คัดเลือกเฉพาะเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถใชสารอาหารเหลานั้นได (Coutinho et al. 1999; Lemanceau 
et al. 1995; Nannipieri et al. 2008) ในการใชเชื้อไรโซเบียมเพ่ือเพ่ิมผลผลิตพืชในสภาวะแวดลอมตางๆ 
ปจจัยเหลานี้ยอมมีผลตอการอยูรอด รวมถึงประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม ในการ 
ศึกษาครั้งนี้ จึงสนใจท่ีจะทําการศึกษาลักษณะของเชื้อไรโซเบียมท่ีเกิดปมและตรึงไนโตรเจนกับถ่ัวแดง-
หลวง ท้ังลักษณะทางชีวเคมี ไดแก  ความตานทานตอสารปฏิชีวนะ, ความตองการวิตามินในการเจริญ, 
ความตานทานตอโลหะหนัก, การเจริญท่ีระดับ pH และอุณหภูมิตางๆ, การสังเคราะห IAA, ซิเดอรโรฟอร
และแอมโมเนีย,  ความสามารถในการละลายฟอสเฟต, การสังเคราะหเอนไซมตางๆ รวมถึงความตานทาน
ตอสารสกัดจากดินและสารสกัดจากเมล็ด ขอมูลเหลานี้จะมีประโยชนในการพิจารณาการใชเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวแดงหลวงในสภาวะแวดลอมท่ีแตกตางกัน การศึกษาการสังเคราะหซิเดอโรฟอรและการสังเคราะห
เอนไซมชนิดตางๆ ไดแก เอนไซม phosphatase, เอนไซม urease และ เอนไซม protease จะทําใหได
ขอมูลท่ีนําไปประยุกตใชเชื้อในรูปแบบอ่ืนๆ เชน การสังเคราะหซิเดอโรฟอรเปนคุณลักษณะท่ีสําคัญ
ประการหนึ่งของการใชเชื้อจุลินทรียในการควบคุมจุลินทรียกอโรคพืชทางชีววิธี (Bar-Ness et al. 1991; 
Compant et al. 2010) การสังเคราะหเอนไซม phosphatase เปนกระบวนการสําคัญของการละลาย
ฟอสเฟตใหอยูในรูปท่ีพืชสามารถนําไปใชได (Ponmurugan and Gopi 2006) เอนไซม urease ยอย
สลายยูเรีย (urea) ไดแอมโมเนียซ่ึงเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับพืช และเอนไซม protease ยอยสลาย
โปรตีนไดกรดอะมิโนซ่ึงพืชสามารถนําไปใชได ดังนั้นเอนไซมเหลานี้จึงมีความสําคัญตอการยอยสลายสาร
ตั้งตนชนิดตางๆ ซ่ึงจะไดสารผลิตภัณฑเปนแหลงอาหารสําหรับพืช การสังเคราะหฮอรโมนพืชสามารถเพ่ิม
การเจริญของพืชไดเชนกัน IAA มีบทบาทในกระบวนการทางสรีระวิทยาของพืช เชน กระตุนการเพ่ิม
จํานวนราก, การแบงเซลล และการเจริญของตน (Davies 1995; Lambrecht et al. 2000) Nimnoi and 
Pongsilp (2009) ทําการแยกเชื้อแบคทีเรียสังเคราะห IAA และศึกษาผลของการใชเชื้อแบคทีเรีย
สังเคราะห IAA ตอการเจริญของพืช พบวาสามารถเพ่ิมน้ําหนักของตนและรากของตนคะนา (Brassica 
oleracae) และตนผักกาดหัว (Raphanus sativus) ไดถึง 2.95- 5.63 เทาของตนท่ีไมไดรับการใสเชื้อ 
และเทียบเทาตนท่ีไดรับ IAA สังเคราะห ในการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม จะสรางลายพิมพดีเอ็นเอ 
และประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง, การจัดกลุมชนิดของเชื้อ รวม 
ถึงระบุสกุลของเชื้อท่ีแยกได จากรายงานท่ีมีมากอน พบวาไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีความหลากหลายทาง
อนุกรมวิธาน (taxonomy) เปนอยางมาก พบวามีถึง 34 ชนิด ใน 11 สกุล ดังนั้นจึงนาสนใจท่ีจะระบุสกุล
ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีมีถ่ินกําเนิดในประเทศไทย และยังมีความเปนไปไดท่ีจะพบเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวแดงหลวงในสกุลอ่ืนๆ ซ่ึงจะแสดงถึงกลไกการปรับตัวหรือการถายโอนยีนในธรรมชาติ สําหรับการเพ่ิม
ผลผลิตพืชจากการใชเชื้อไรโซเบียม นอกจากการตรึงไนโตรเจนซ่ึงเปนบทบาทสําคัญของเชื้อไรโซเบียมแลว 
ยังสนใจท่ีจะใชเชื้อแบคทีเรียในการเพ่ิมธาตุอาหารฟอสฟอรัส  เนื่องจากฟอสฟอรัสจัดเปนธาตุอาหารหลัก
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อีกชนิดหนึ่งของพืช แตมักมีปญหาในการใชปุยฟอสเฟต เนื่องจากในดิน ฟอสเฟตจะรวมตัวกับธาตุอ่ืนๆ ใน
ดิน เชน แคลเซียม (calcium; Ca), เหล็ก (iron; Fe) และอลูมิเนียม (aluminium; Al) เกิดเปน
สารประกอบท่ีไมละลายน้ํา พืชจึงไมสามารถนําธาตุฟอสฟอรัสไปใชได จึงเปนปจจัยท่ีจํากัดการเจริญของ
พืช (Ponmurugan and Gopi 2006) ในโครงการวิจัยนี้จะไดทดสอบการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง
รวมกับแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในสภาวะท่ีขาดแคลนฟอสฟอรัส เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของการตรึง
ไนโตรเจน, ผลผลิตพืช และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช จากรายงานของ Pantujit and Pongsilp 
(2010) ซ่ึงทําการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต พบวาเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟตหลายสายพันธุ
สามารถเพ่ิมผลผลิต และปริมาณฟอสฟอรัสในขาวโพดท่ีปลูกในสภาวะท่ีขาดแคลนฟอสฟอรัสได ดังนั้น
คาดวาการใชเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับแบคทีเรียละลายฟอสเฟตนี้ จะสงผลใหพืชไดรับธาตุอาหาร
หลัก ท้ังไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเพ่ือเพ่ิมผลผลิตใหแกพืช และขยายขอบเขตการประยุกตใชเกษตร
อินทรีย 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

1. การเก็บตัวอยางดิน และการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและลักษณะทางเคมีของตัวอยางดิน 
 
เก็บตัวอยางดินจากแปลงปลูกถ่ัวเขียว (mungbean; Vigna radiata) จาก จ. สระบุรี มา

วิเคราะหลักษณะทางกายภาพและลักษณะทางเคมีของดิน ไดแก การวัดคา pH ของดิน ตามวิธีการของ 
Renshaw et al. (2003), การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase ตามวิธีการของ 
Eivazi and Tabatabai (1977), การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม urease ตามวิธีการของ Pongsilp  et 

al. (2012) และการตรวจหาเอนไซม 19 ชนิดในดิน โดยใชชุดวิเคราะห ApiZym enzymatic 
quantification test (BioMerieux, Marcy-L’Etoile, France) ตามท่ีบรรยายโดย Pongsilp et al. 
(2012) 
 

2. การแยกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงจากตัวอยางดินและจากปมรากพืชตระกูลถ่ัว 
 
แยกเชื้อไรโซเบียมจากตัวอยางดิน โดยชั่งดิน 10 กรัม เติมสารละลาย 0.2% sodium pyro-

phosphate (Na2P2O7) (pH 8.5) ปริมาตร 100 มล. จากนั้นเขยาโดยใชเครื่องเขยา (shaker) ท่ีอัตราเร็ว 
200 รอบตอนาที (rpm) เปนเวลา 30 นาที เหวี่ยงปนท่ีอัตราเร็ว 600 rpm เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้น
นําสวน supernatant มาทํา serial dilution เพ่ือประเมินจํานวนเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงโดยวิธ ีMost 
Probable Number (MPN) ปเปตสารแขวนลอยดิน (soil suspension) ลงบนรากของเมล็ดถ่ัวแดงหลวง
ซ่ึงปลูกใน growth pouch ท่ีเติมสารอาหารพืชท่ีไมมีไนโตรเจน (nitrogen-free nutrient solution) 
ปลูกพืชเปนเวลา 3-4 สัปดาห นับจํานวนตนท่ีเกิดปม และเทียบหาจํานวนเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงตอ
กรัมดินจากตาราง MPN (Somasegaran and Hoben 1994) จากนั้นจึงแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากถ่ัว
แดงหลวงท่ีเกิดข้ึน รวมท้ังแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากถ่ัวแดงหลวงและถ่ัวเขียวท่ีเก็บจากแหลงพ้ืนท่ีตาม
ธรรมชาติ ตามวิธีการของ Somasegaran and Hoben (1994) ทดสอบการเกิดปมของเชื้อท่ีแยกไดกับถ่ัว
แดงหลวง บันทึกการเกิดปม เปรียบเทียบกับ negative control ท่ีไมไดใสเชื้อ คัดเลือกเชื้อท่ีเกิดปมมา
ศึกษาลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน ไดแก รูปรางของเซลล, การติดสียอมแกรม (Gram staining), การ
ติดสียอมเอนโดสปอร (endospore) และการติดสียอม carbol fuchsin เก็บเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงใน
อาหาร yeast mannitol agar (YMA) (Keele et al. 1969) ท่ีอุณหภูมิ 4°C และใน 20% glycerol ท่ี
อุณหภูมิ -80°C 

 

3. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงดวยเทคนิค RAPD 
 
นําเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมาเลี้ยงในอาหาร yeast mannitol broth (YMB) เขยาท่ีอัตราเร็ว 

200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase เหวี่ยงปนท่ีอัตราเร็ว 6,000 
rpm เก็บตะกอนเซลล จากนั้นสกัด total genomic DNA โดยใช WizardR genomic DNA purification 
kit (Promega, Madison, WI) นํา total genomic DNA ท่ีสกัดได มาทําการวิเคราะห RAPD โดยใช 
arbitrary primer 1 สาย คือ primer 2 (5’ GTT TCG CTC C 3’) (Nuntagij et al. 1997) หลังจากนั้น
ตรวจผลของปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) ใน 1% agarose gel electrophoresis นํา
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รูปแบบ RAPD มาสราง dendrogram โดยใชโปรแกรม Image Master 1D Elite Software version 
5.20 (Amersham, Buckinghamshire, UK) ตามวิธีการท่ีบรรยายโดย Nimnoi et al. (2010); Nimnoi 
and Pongsilp (2009); Pongsilp et al. (2012); Pongsilp and Nuntagij (2009) คัดเลือกเชื้อ         
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีมีรูปแบบ RAPD แตกตางกัน เพ่ือใชศึกษาในข้ันตอนตอไป 

 

 4. การจัดกลุมชนิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงดวยเทคนิค TP-RAPD 
 
นํา  total genomic DNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง มาวิเคราะหรูปแบบ TP-RAPD ซ่ึงจะ

เปนรูปแบบเฉพาะสําหรับเชื้อแตละชนิด โดยใช primer  1 คู ไดแก 8F (5’ AGA GTT TGA TCC TGG 
CTC AG 3’) และ 1522R (5’ AAG GAG GTG ATC CAN CCR CA 3’) (R = C/T; N = A/G/C/T) ตาม
วิธีการท่ีบรรยายโดย Rivas et al. (2002) หลังจากนั้นตรวจผลของปฏิกิริยา PCR ใน 1% agarose gel 
electrophoresis 

 
5. การศึกษารูปแบบพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
นําเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมาเลี้ยงในอาหาร YMB เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C 

เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase เหวี่ยงปนท่ีอัตราเร็ว 6,000 rpm เก็บตะกอนเซลล 
จากนั้นสกัดพลาสมิดโดยใช GF-1 plasmid extraction kit (Vivantis, Selangor Darul Ehsan, 
Malaysia) ตรวจสอบรูปแบบของพลาสมิดใน 1.0% agarose gel electrophoresis  

 
6. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
นํา total genomic DNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง มาทําการเพ่ิมจํานวนยีน 16S rDNA 

โดยใช primer  1 คู ไดแก Un 16S 926f (5’ AAA CTY AAA KGA ATT GAC GG 3’) และ Un 16S 
1392r (5’ ACG GGC GGT GTG TRC 3’) (Y = C/T; K = G/T; R = A/G) (Lane 1991) โดยเทคนิค PCR 
หลังจากนั้นตรวจผลของปฏิกิริยา PCR ใน 1% agarose gel electrophoresis ทําการสกัดแถบดีเอ็นเอ 
(band) ขนาดประมาณ 500 คูเบส (base pairs; bp) ออกจาก agarose โดยใช QIA quick gel 
extraction kit (Qiagen, Valencia, CA) นําแถบดีเอ็นเอท่ีแยกไดมาทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 16S rDNA (BioBasic Inc., Markham, Canada) และทําการเปรียบเทียบ (alignment) กับลําดับ
นิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank (National Center for Biotechnology Information; NCBI) 
โดยใชโปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 
7. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nodC ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
นํา total genomic DNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง มาทําการเพ่ิมจํานวนยีน nodC โดยใช 

primer  1 คู ไดแก nodCF (5’ AYG THG TYG AYG ACG GTT 3’) และ nodCI (5’ CGY GAC AGC 
CAN TCK CTA TTG3’) (Y = C/T; H= A/C/T K = G/T; N = A/G/C/T) (Laguerre et al. 2001) โดย
เทคนิค PCR หลังจากนั้นตรวจผลของปฏิกิริยา PCR ใน 1% agarose gel electrophoresis (Pongsilp 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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et al. 2002) ทําการสกัดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 930 bp ออกจาก agarose โดยใช QIA quick gel 
extraction kit (Qiagen, Valencia, CA) นําแถบดีเอ็นเอท่ีแยกไดมาทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน nodC (BioBasic Inc., Markham, Canada) และเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีไทดในฐานขอมูล
ของ GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 

8.  การประเมินประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง  
 

ทําการฆาเชื้อท่ีผิวเมล็ดถ่ัวแดงหลวง เพาะเมล็ดบนจานสําลีท่ีชุมน้ําใหงอกราก จากนั้นนําเมล็ดท่ี
งอกรากมาเพาะในถุง growth pouch เติมสารอาหารพืชท่ีไมมีไนโตรเจน แลวจึงใสสารแขวนลอยเชื้อ 
(cell suspension) ปริมาตร 1 มล. ตอเมล็ด ปลูกพืชเปนเวลา 3-4 สัปดาห เม่ือครบกําหนด บันทึก
จํานวนปมท่ีเกิดข้ึน, ชั่งน้ําหนักแหงของปมและตันพืช รวมท้ังวิเคราะหประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน
โดยวิธีการ acetylene reduction assay (ARA) (Somasegaran and Hoben 1994) 
 

9. การศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
  

ทําการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง ไดแก 
1) ความตานทานตอสารปฏิชีวนะ 10 ชนิด ไดแก ampicillin, chloramphenicol, cefotaxine, 
ceftazdime, gentamicin, kanamycin, novobiocin, spectinomycin, streptomycin และ 
tetracycline 2) ความตองการวิตามิน 8 ชนิด ไดแก ascorbic acid (vitamin C), biotin (vitamin B7), 
folic acid (vitamin B9), myo-inositol (vitamin B8), nicotinic acid (vitamin B3), calcium 
panthothenate (vitamin B5), riboflavin (vitamin B2) และ thiamine hydrochloride (vitamin 
B1) 3) การเจริญในอาหาร YMB ท่ี pH 5.0, 6.5 และ 8.0 4) การเจริญในอาหาร YMB ท่ีอุณหภูมิ 20°C, 
30°C และ 40°C 5) ความตานทานตอโลหะหนัก 4 ชนิด ไดแก แคดเมียม (cadmium; Cd), โคบอลต 
(cobalt; Co), ทองแดง (copper; Cu) และสังกะสี (zinc;  Zn) ท่ีความเขมขน 50 µg/ml 6) การ
สังเคราะห IAA 7) การสังเคราะหซิเดอรโรฟอรประเภท catechol และ hydroxamate 8) การสังเคราะห
แอมโมเนีย 9) ความสามารถในการละลายฟอสเฟต 10) กิจกรรมของเอนไซม phosphatase 11) 
กิจกรรมของเอนไซม urease และ 12) กิจกรรมของเอนไซม protease สําหรับวิธีการทดลองในการศึกษา
ลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีดําเนินการตามท่ีบรรยายโดย Leelahawong et al. 
(2010); Nimnoi et al. (2010); Nimnoi and Pongsilp (2009); Pantujit and Pongsilp (2010); 
Pongsilp et al. (2012); Pongsilp et al. (2010); Pongsilp and Leelahawonge (2010); Pongsilp 
and Nuntagij (2007) 

 
10. การทดสอบผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อ 
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
คัดเลือกเชื้อท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม urease จํานวน 3 สายพันธุ มาทําการวิเคราะหกิจกรรมของ

เอนไซม urease ควบคูกับการเจริญ โดยเลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปนกลาเชื้อ (inoculum) 
แลวนับจํานวนเซลลโดยวิธ ีstandard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร Christensen’s 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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urea broth (Christensen 1946) กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 colony forming unit 
(CFU)/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 5 วัน ในแตละวัน วัดกิจกรรมของเอนไซม 
urease และนับจํานวนเซลลโดยวิธี standard total plate count ในการวัดกิจกรรมของเอนไซม 
urease ปเปตสารแขวนลอยเซลล 1 มล. ใส eppendorf แลวเหวี่ยงปนท่ีอัตราเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 
10 นาที นํา supernatant มาวัดปริมาณแอมโมเนียกอนและหลังบมกับ urea ท่ี 37°C เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
โดยทําปฏิกิริยากับ citrate buffer (pH 6.7), สารละลาย sodium phenolate และสารละลาย 0.9% 
sodium hypochlorite วัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ี 578 นาโนเมตร (nanometer; nm) 
แลวหาปริมาณแอมโมเนีย (หนวยเปน µg/ml supernatant) จากกราฟมาตรฐาน (standard curve) 
(Chuntanom and Pongsilp  2011) ไดปริมาณของแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนจากกิจกรรมของเอนไซม 
urease ระหวางการบม และคํานวณคากิจกรรมของเอนไซม urease หนวยเปน unit/ml supernatant 
(Starnes  et al. 1984) ในการศึกษาผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และกิจกรรมของเอนไซม urease 
ทําการวิเคราะหโดยปเปต inoculum ลงในอาหาร Christensen’s urea broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ 
ไดแก ชนิดของสารประกอบไนโตรเจน [yeast extract (1 กรัม/ลิตร); peptone (5 กรัม/ลิตร); 
ammonium chloride (NH4Cl) (10 mM); sodium nitrate (NaNO3) (10 mM)] และโลหะหนัก [นิค-
เกิล (nickel; Ni) (0.1 mM) และ Co (0.1 mM)] กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml 
เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C วัดกิจกรรมของเอนไซม urease ในวันท่ีเชื้อมีกิจกรรมของ
เอนไซม urease สูงสุด และนับจํานวนเซลลโดยวิธี standard total plate count เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมท่ีไมมีการเติมปจจัยตางๆ (control) 
 

11. การทดสอบผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และการสังเคราะหแอมโมเนียของเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวแดงหลวง 

 
คัดเลือกเชื้อท่ีมีการสังเคราะหแอมโมเนีย จํานวน 5 สายพันธุ มาทําการวิเคราะหการสังเคราะห

แอมโมเนียควบคูกับการเจริญ โดยเลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปน inoculum แลวนับจํานวน
เซลลโดยวิธี standard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร  peptone broth กําหนด
ปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C  เปนเวลา 5 
วัน ในแตละวัน วัดปริมาณแอมโมเนียในอาหารเลี้ยงเชื้อ และนับจํานวนเซลลโดยวิธ ี standard total 
plate count ในการวัดปริมาณแอมโมเนีย ปเปตสารแขวนลอยเซลล 1 มล. ใส eppendorf เหวี่ยงปนท่ี
อัตราเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาที นํา supernatant มาวัดปริมาณแอมโมเนีย จากการทําปฏิกิริยา
กับ Nessler’s reagent วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 395 nm หาปริมาณแอมโมเนีย (หนวยเปน µM) จาก
กราฟมาตรฐาน (Cappucino and Sherman 1992; Liotenburg et al. 1996)  ในการศึกษาผลของ
ปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และการสังเคราะหแอมโมเนีย ทําการวิเคราะหโดยปเปต inoculum ลงใน
อาหาร peptone broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ ไดแก โลหะหนัก Cu และ Zn ท่ีระดับความเขมขน 0.2 
mM และ 2.0 mM กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm 
อุณหภูมิ 30°C วัดปริมาณแอมโมเนียในวันท่ีเชื้อมีการสังเคราะหแอมโมเนียสูงสุด และนับจํานวนเซลลโดย
วิธี standard total plate count เปรียบเทียบกับ control 
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12. การศึกษาผลของสารสกัดจากดิน และสารสกัดจากเมล็ดตอการเจริญของเชื้อไรโซเบียม 
ถ่ัวแดงหลวง 

 
คัดเลือกเชื้อตัวแทน จํานวน 2 สายพันธุ มาทําการศึกษาผลของสารสกัดจากดิน และสารสกัดจาก

เมล็ดตอการเจริญของเชื้อ เตรียมสารสกัดจากดินโดยชั่งดิน 10 กรัม เติมน้ํา deionized water (DI)  100 
มิลลิลิตร เขยาท่ีอัตราเร็ว 180 rpm เปนเวลา 30 นาที เหวี่ยงปนท่ีอัตราเร็ว 600 rpm เปนเวลา 10 นาที 
ปเปตสวน supernatant ออก กรองจุลินทรียออกจาก supernatant โดยใชกระดาษกรอง ขนาดรูพรุน 
0.45 ไมโครเมตร (micrometer; µm) (Tungao et al. 2012) เตรียมสารสกัดจากเมล็ดโดยอบเมล็ดโดย
อบเมล็ดท่ี 60°C เปนเวลา 48 ชั่วโมง ชั่งเมล็ด 20 กรัม แชเมล็ดขามคืนในน้ําเย็นและ 80% ethanol 
ตามลําดับ ปเปตสวน supernatant ออก กรองจุลินทรียออกจาก supernatant โดยใชกระดาษกรอง 
ขนาดรูพรุน 0.45 µm (Iyawe et al. 2007) เลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปน inoculum แลว
นับจํานวนเซลลโดยวิธ ี standard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร Bergersen’s 
synthetic medium (BSM) (Bergersen 1961), อาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากดินท่ีทําใหปลอดเชื้อโดย
การกรอง และอาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงท่ีทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง สําหรับ
สารสกัดจากดินนั้น ใชดิน 2 ตัวอยาง ไดแก ดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวง และดินท่ีไมปลูกพืช (bulk 
soil) กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C 
เปนเวลา 1-7 วัน ใหเจริญถึงระยะ late-log phase นับจํานวนเซลลของเชื้อโดยวิธี standard total 
plate count  

 
13. การศึกษาผลของการใชเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับแบคทีเรียละลายฟอสเฟตตอการ 
ตรึงไนโตรเจน และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช 

 
 เลี้ยงเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงในอาหาร YMB เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C  เปน
เวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase และเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus sp. PSP 
011 (Pantujit and Pongsilp 2010) ในอาหาร nutrient broth (NB) เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm 
อุณหภูมิ 37°C  เปนเวลา 1 วัน เพาะเมล็ดถ่ัวแดงหลวงและปลูกใน growth pouch ตามวิธีการของ 
Somasegaran and Hoben (1994) โดยใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับ Bacillus sp. PSP 011 ทํา
การทดสอบเปรียบเทียบการปลูกถ่ัวแดงหลวงในสภาวะท่ีไมมีฟอสฟอรัส, สภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีไม
ละลายน้ํา และสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีละลายน้ํา ปลูกพืชเปนเวลา 3-4 สัปดาห เม่ือครบกําหนด 
บันทึกจํานวนปมท่ีเกิดข้ึน, ชั่งน้ําหนักแหงของปมและตันพืช, วิเคราะหประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน
โดยวิธีการ  ARA และวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืชโดยการทําปฏิกิริยากับ vanado molyb-
date reagent วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 420 nm หาปริมาณฟอสฟอรัสโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 
potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) คํานวณปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช (หนวยเปน 
part per million; ppm) (Pantujit and Pongsilp 2010; Tso and Chen 1997) 
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14. การวิเคราะหทางสถิติ 
      
วิเคราะหคาทางสถิติและความแตกตางทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS version 16.0 (SPSS Inc., 

Chicago, IL) 
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ผลการวิจัยและวิจารณ 
 

1. การเก็บตัวอยางดิน และการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและลักษณะทางเคมีของตัวอยางดิน 
 
จากการวัดคา pH, การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase และเอนไซม 

urease รวมถึงการตรวจสอบเอนไซม 19 ชนิด ในดินท่ีเก็บจากแปลงปลูกถ่ัวเขียวใน จ. สระบุรี ไดผลดัง
แสดงในตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1. ลักษณะทางกายภาพ และลักษณะทางเคมีของตัวอยางดินท่ีเก็บจากแปลงปลูกถ่ัวเขียวใน จ. 
สระบุรี 
 
ลักษณะทางกายภาพ และลักษณะทางเคมีของ
ตัวอยางดิน 

ผลการวิเคราะห 

คา pH  7.63 ± 0.01 
กิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase 58.50 ± 2.10 milliunit/กรัม ดิน 
กิจกรรมของเอนไซม urease  86.30 ± 15.64 unit/กรัม ดิน 
การตรวจสอบเอนไซม 19 ชนดิ  
  alkaline phosphatase, esterase (C4) และ    
  napthol-AS-B1-phosphohydrolase 

+(S) 

  acid phosphates, N-acetyl-β-glucosamini- 
  dase, esterase lipase (C8), lipase (C14),  
  cystine acrylamidase, leucine acrylami- 
  dase, valine acrylamidase, α-fucosidase,  
   α-galactosidase, β-galactosidase, β-gluco- 
  ronidase, α-glucosidase, β-glucosidase, α- 
  mannosidase, trypsin และ α-chymotrypsin 

- 

คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
+(S): strong positive; -: negative 

 
 2. การแยกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงจากตัวอยางดิน และจากปมรากพืชตระกูลถ่ัว 
 

จากการประเมินจํานวนเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงในตัวอยางดิน โดยวิธี MPN พบวามีจํานวนเชื้อ
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงประมาณ 1.00 x 103 เซลล/กรัมดิน แยกเชื้อไรโซเบียมจากตัวอยางดิน และจากปม
รากพืชตระกูลถ่ัว ไดแก ถ่ัวแดงหลวง และถ่ัวเขียวท่ีเก็บไดจากแหลงพ้ืนท่ีตามธรรมชาติ ทําการทดสอบการ
เกิดปมของเชื้อท่ีแยกไดกับถ่ัวแดงหลวง (ปมรากของถ่ัวแดงหลวงแสดงในภาพท่ี 1) และศึกษาลักษณะ
ภายใตกลองจุลทรรศนของเชื้อท่ีเกิดปมกับถ่ัวแดงหลวง จํานวน 28 ไอโซเลท (isolate) ซ่ึงไดผลดังแสดงใน
ตารางท่ี 2 เก็บเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงในอาหาร yeast mannitol agar (YMA) (Keele et al. 1969) 
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ท่ีอุณหภูมิ 4°C และใน 20% glycerol ท่ีอุณหภูมิ -80°C ณ สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทาง
การเกษตร กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
 

 
 
ภาพท่ี 1. ปมรากของถ่ัวแดงหลวงท่ีเกิดจากการใสเชื้อไรโซเบียม 
 

3. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงดวยเทคนิค RAPD 
 

จากการวิเคราะหรูปแบบ RAPD ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง พบวาไดรูปแบบ RAPD 28 
รูปแบบ มีจํานวนแถบดีเอ็นเอ (band) 1-8 แถบ มีขนาดตั้งแตนอยกวา 500 bp - 3.0 กิโลเบส (kilobase: 
kb) สําหรับ dendrogram ท่ีสรางจากรูปแบบ RAPD นั้น แสดงวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงความหลาก- 
หลายทางพันธุกรรมสูง เนื่องจากมีคา % similarity นอยกวา 5% ดังแสดงในภาพท่ี 2 เชื้อทุกไอโซเลท 
ตาม dendrogram ในภาพท่ี 2 มีรูปแบบ RAPD แตกตางกัน แสดงวาเปนเชื้อตางสายพันธุกัน ดังนั้น จึง
คัดเลือกเชื้อ 28 สายพันธุ สําหรับใชในการศึกษาในข้ันตอนตอไป  
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ตารางท่ี 2. ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
ไอโซเลท แหลงท่ีแยกเชื้อ ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน 

รูปรางและการติดสียอมแกรม การติดสียอมเอนโดสปอร การติดสียอม carbol fuchsin 
PV 01 ดินรอบรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
PV 09 ดินรอบรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
PV 10 ดินรอบรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
PV 14 ดินรอบรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02006 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02007 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02008 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02009 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02010 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02011 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02021 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02023 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02026 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02027 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02031 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02036 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02041 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02044 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02045 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
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ตารางท่ี 2. (ตอ) 
 
ไอโซเลท แหลงท่ีแยกเชื้อ ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน 

รูปรางและการติดสียอมแกรม การติดสียอมเอนโดสปอร การติดสียอม carbol fuchsin 
DASA 02051 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02065 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02068 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02077 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 06002 ปมรากถ่ัวแดงหลวง เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 06003 ปมรากถ่ัวแดงหลวง เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 06004 ปมรากถ่ัวแดงหลวง เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 06006 ปมรากถ่ัวแดงหลวง เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 06008 ปมรากถ่ัวแดงหลวง เปนทอน ตดิสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
PHB: polyhydroxybutyrate 
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ภาพท่ี 2. dendrogram ท่ีสรางจากรูปแบบ RAPD ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
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เทคนิค RAPD เปนการใชหลักการของ PCR ในการสรางลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย โดย
ใช arbitary primer 1 สาย ขนาดประมาณ 8-12 bp ซ่ึงไมจําเพาะกับยีนใดๆ บนจีโนม (genome) ของ
เชื้อแบคทีเรีย และมีคา guanine-cytosine (GC) ประมาณ 60%-70% arbitary primer จะจับ (anneal) 
ดีเอ็นเอแมแบบ (target DNA) บริเวณท่ีเปนเบสคูสม (complementary base) ตอกัน การใช arbitrary 
primer 1 สาย ทําหนาท่ีเปนท้ัง forward primer และ reverse primer เปนการเพ่ิมโอกาสในการจับบน 
genome ของกลุมประชากรแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลายทางอนุกรมวิธาน ในเทคนิค RAPD ยังใช 
annealing temperature ต่ํา ประมาณ 36°C เพ่ือเพ่ิมโอกาสท่ี arbitary primer เขาจับกับ target DNA 
ท่ีไมไดเปนเบสคูสมตอกัน 100% ในชวงการสังเคราะหสายดีเอ็นเอ (elongation หรือ extension) จะเกิด
การสังเคราะหสายดีเอ็นเอบริเวณระหวางกลางท่ี primer เขาจับสาย target DNA 2 สาย การท่ีเชื้อ
แบคทีเรียตางสายพันธุมีลําดับนิวคลีโอไทดบน genome แตกตางกัน ทําให arbitary primer เขาจับ 
target DNA ท่ีตําแหนงตางกัน และจํานวนของตําแหนงท่ี arbitary primer เขาจับแตกตางกัน สงผลใหได 
PCR product ท่ีมีจํานวนและขนาดของ PCR product แตละชิ้นแตกตางกัน เม่ือแยกขนาดของ PCR 
product โดยวิธี gel electrophoresis จึงไดรูปแบบ RAPD ท่ีแตกตางกัน (Pongsilp 2012) รูปแบบ 
RAPD สามารถใชจําแนกความแตกตางระหวางสายพันธุของเชื้อแบคทีเรีย สําหรับเชื้อแบคทีเรียกลุมไรโซ-
เบียมมีการใชรูปแบบ RAPD ในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรม ตัวอยางเชน ไรโซเบียมจาก
ปมรากของพืชสมุนไพรไทย 3 ชนิด ไดแก Derris elliptica (โลติ๊น หรือ หางไหล), Indigofera tinctoria 
(คราม) และ Pueraria mirifica (กวาวเครือขาว) (Pongsilp and Nuntagij 2009), Bradyrhizobium 
spp. (Lunge et al. 1994; Nishi et al. 1996; Nuntagij et al. 1997; Pongsilp and Nuntagij 2009), 
Ensifer meliloti (ชื่อเดิม Rhizobium meliloti) (Pafetti et al. 1996), Rhi. leguminosarum (de 
Oliveira et al. 2000), Rhizobium tropici (de Oliveira et al. 2000; Valverde et al. 2011), 
Rhizobium lusitanum (Valverde et al. 2011) และ Mesorhizobium spp. (Rivas et al. 2006) 
 

4. การจัดกลุมชนิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงดวยเทคนิค TP-RAPD 
 

จากการวิเคราะหรูปแบบ TP-RAPD ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ ซ่ึงพบวามี
รูปแบบ TP-RAPD 11 รูปแบบ และเชื้ออางอิง (reference strain) 4 ชนิด ไดแก Bradyrhizobium 
japonicum USDA 110, Ensifer fredii USDA 205, Bacillus subtilis และ Bacillus cereus รูปแบบ 
TP-RAPD ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงและเชื้ออางอิง มีจํานวนแถบดีเอ็นเอ 1-4 แถบ มีขนาดตั้งแต 
500 bp-3.0 kb ดังแสดงในภาพท่ี 3  

 
เทคนิค TP-RAPD เปนการใชหลักการของเทคนิค PCR โดยใช primer 1 คู primer แตละสายมี

ขนาด 20 bp รูปแบบ TP-RAPD มีความสัมพันธกับการจัดจําแนกทางอนุกรมวิธานของเชื้อแบคทีเรีย โดย
เชื้อแบคทีเรียชนิดเดียวกันจะมีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกัน (Rivas et al. 2001; 2004; Valverde et 
al. 2006) เชื้อแบคทีเรียชนิดเดียวกัน ถึงแมจะมีรูปแบบพลาสมิดตางกันก็มีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกัน 
(Rivas et al. 2001) รูปแบบ TP-RAPD ใชเปนขอมูลสําคัญในการสนับสนุนการตั้งเชื้อแบคทีเรียชนิดใหม 
เชน Shinella  kummerowiae ซ่ึงมีรูปแบบ TP-RAPD แตกตางจาก Shinella 2 ชนิดท่ีมีอยูเดิม (Lin et 
al. 2008) ถึงแมวาจะมีรายงานวาเทคนิค TP-RAPD เหมาะสมในการใชระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย จาก
ภาพท่ี 3 จะเห็นวารูปแบบ TP-RAPD ยังไมสามารถจัดจําแนกเชื้อบางชนิดไดชัดเจน เนื่องจากรูปแบบ TP-
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RAPD นั้น แถบดีเอ็นเอมีจํานวนนอย, ขนาดใกลเคียงกัน และแถบดเีอ็นเอบางแถบจาง เชน Bac. sultilis 
และ Bac. ceresus มีรูปแบบ TP-RAPD คลายกันมาก ตัวอยางรูปแบบ TP-RAPD ของ Shinella, 
Rhizobium, Ensifer และ Mesorhizobium มีแถบดีเอ็นเอ 2-5 แถบ ขนาดตั้งแตนอยกวา 300 bp - 1 
kb (Lin et al. 2008) เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีมีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกับ Bac. subtilis มีจํานวน 
8 สายพันธุ ไดแก PV 01, PV 09, PV 10, DASA 02021, DASA 02026, DASA 02041, DASA 02045 
และ DASA 06003 แตเนื่องจากรูปแบบ TP-RAPD ของ Bac. subtilis มีแถบดีเอ็นเอเพียง 1 แถบ ขนาด
ประมาณ 1.5 kb ดังนั้น จึงตองใชการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ในการระบุสกุลของ
เชื้อกอนวาเปนเชื้อท่ีอยูในสกุล Bacillus จากนั้นจึงพิจารณารูปแบบ TP-RAPD ในการระบุชนิด เชื้อ      
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีมีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกับ Bac. cereus มีจํานวน 1 สายพันธุ คือ PV 14 
เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีมีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกับ Bra. japonicum USDA 110 มีจํานวน 1 
สายพันธุ คือ DASA 02044 
 

5. การศึกษารูปแบบพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
จากการวิเคราะหรูปแบบของพลาสมิดขนาดเล็กของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ พบ 

วามีเชื้อท่ีมีพลาสมิดมีจํานวน 5 สายพันธุ ไดแก DASA 02051 มีพลาสมิด 2 ชิ้น ขนาดประมาณ 2.1 และ 
1.4 kb, DASA 06002 มีพลาสมิด 2 ชิ้น ขนาดประมาณ 3.2 และ 1.7 kb, DASA 06003 มีพลาสมิด 2 
ชิ้น ขนาดประมาณ 3.0 และ 1.6 kb, DASA 06004 มีพลาสมิด 1 ชิ้น ขนาดประมาณ 1.5 kb และ DASA 
06006 มีพลาสมิด 1 ชิ้น ขนาดประมาณ 1.6 kb  

 
ลักษณะโดยท่ัวไปของเชื้อในสกุล Rhizobium คือการมีพลาสมิด ซ่ึงมีจํานวนและขนาดแตกตาง

กันไปในแตละสายพันธุ จํานวนมีตั้งแต 1-10 ชิ้น และสวนมากมักเปนพลาสมิดขนาดใหญ (mega 
plasmid) ขนาด 100-300 เมกะดาลตัน (megadalton; Mda) (Mercado-Blanco and Toro 1996) 
จากการศึกษา Bra. Japonicum และ Bra. elkanii 46 สายพันธุ ซ่ึงแยกไดจากในประเทศสหรัฐอเมริกา, 
จีน และไทย พบวา 11 สายพันธุมีพลาสมิดท่ีมีขนาดตั้งแต 75-300 kb (Cytryn et al. 2008) จาก
การศึกษาเชื้อแบคทีเรียปมรากของพืชสมุนไพรไทย 3 ชนดิ ไดแก Der. elliptica (โลติ๊น หรือ หางไหล), 
Ind. tinctoria (คราม) และ Pue. mirifica (กวาวเครือขาว) จํานวน 56 สายพันธุ พบวา Rhizobium 3 
สายพันธุ มีพลาสมิดขนาดเล็ก จํานวน 2 ชิ้น ขนาด 900 bp และ 1.5 kb Rhizobium 4 สายพันธุ และ 
Sinorhizobium 1 สายพันธุ มีพลาสมิดขนาดใหญ ขนาดตั้งแต มากกวา 57-600 Mda (Pongsilp and 
Nuntagij 2009) 
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ภาพท่ี  3. รูปแบบ TP-RAPD ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงและเชื้ออางอิง 
Lane M: 1 kb DNA ladder; 1: PV 01; 2: PV 09; 3: PV 10; 4: PV 14; 5: DASA 02006; 6: DASA 02007; 7: DASA 02008; 8: DASA 02009; 9: DASA 02010; 
10: DASA 02011; 11: DASA 02021; 12: DASA 02023; 13: DASA 02026; 14: DASA 02027; 15: DASA 02031; 16: DASA 02036; 17: DASA 02041; 18: DASA 
02044; 19: DASA 02045; 20: DASA 02051; 21: DASA 02065; 22: DASA 02068; 23: DASA 02077; 24: DASA 06002; 25: DASA 06003; 26: DASA 06004: 
27: DASA 06006; 28: DASA 06008; 29: Bra. japonicum USDA 110; 30: Ens. fredii USDA 205; 31: Bac. subtilis; 32: Bac. cereus 
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6. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สาย-

พันธุ เพ่ือระบุสกุลของเชื้อโดยเพ่ิมจํานวนยีน 16S rDNA ดวยเทคนิค PCR หลังจากนั้นตรวจผลของ
ปฏิกิริยา PCR พบวาไดแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว ขนาดประมาณ 500 bp เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของ
เชื้อแตละสายพันธุมาทําการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อแบคทีเรียใน
ฐานขอมูลของ  GenBank  โดยใชโปรแกรม  BLASTN   พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีลําดับนิวคลีโอ- 
ไทดของยีน 16S rDNA ใกลเคียงกับเชื้อใน 3 สกุล ไดแก Rhizobium, Bradyrhizobium และ Bacillus 
ซ่ึงมี % ความเหมือน (% identity) อยูระหวาง 97% - 100% ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA จากเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงแสดงในตารางท่ี 3  
 

จากรายงานท่ีมีมากอน พบวาไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีความหลากหลายทางอนุกรมวิธานเปนอยาง
มาก พบวามีถึง 34 ชนิด ใน 11 สกุล ไดแก 1) Rhizobium alkalosoli 2) Rhizobium etli 3) 
Rhizobium gallicum 4) Rhizobium giardinii 5) Rhizobium huautlense 6) Rhi. 
leguminosarum 7) Rhizobium leucaenae 8) Rhi. lusitanum 9) Rhizobium 
mesoamericanum 10) Rhizobium miluonense (เกิดปมท่ีไมมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน; 
ineffective) 11) Rhizobium phaseoli 12) Rhizobium tibeticum 13) Rhi. tropici 14) Rhizobium 
vallis 15) Rhizobium yanglingense (ineffective) 16) Rhizobium spp. (มีท้ังท่ีมีประสิทธิภาพใน
การตรึงไนโตรเจน; effective และ ineffective) 17) Ensifer fredii (effective และ ineffective) 18) 
Ensifer medicae (ineffective) 19) Ens. meliloti (ineffective) 20) Ensifer spp. (ineffective) 21) 
Sinorhizobium spp. (ineffective) 22) Bra. japonicum (ineffective) 23) Bradyrhizobium 
liaoningense 24) Mesorhizobium caraganae 25) Mesorhizobium septentrionale 26) 
Mesorhizobium shangrilense 27) Mesorhizobium temperatum 28) Azorhizobium 
caulinodans (ineffective) 29) Azorhizobium doebereinerae (ineffective) 30) 
Methylobacterium spp. 31) Cupriavidus spp. 32) Ralstonia spp. 33) Burkholderia 
phymatum และ 34) Herbaspirillum lusitanum (Pongsilp 2012) จากการศึกษาครั้งนี้ พบวาเชื้อ  
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงจากถ่ินกําเนิดในประเทศไทยเปนเชื้อในสกุล Rhizobium และ Bradyrhizobium 
ซ่ึงมักเปนเชื้อไรโซเบียมท่ีเกิดปมและตรึงไนโตรเจนกับพืชตระกูลถ่ัวหลากหลายชนิด นอกจากนี้ ยังพบ 
สายพันธุท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ใกลเคียงกับสกุล Bacillus ซ่ึงไมเคยมีรายงานมากอน 
โดยเชื้อท้ัง 3 สกุลเกิดปมและตรึงไนโตรเจนกับถ่ัวแดงหลวง การเกิดปมและการตรึงไนโตรเจนของ
แบคทีเรียตางสกุลกับพืชตระกูลถ่ัวชนิดเดียวกันสามารถพบไดท่ัวไป สันนิษฐานวาเปนผลมาจากความ
หลากหลายทางพันธุกรรม, การปรับตัวของแบคทีเรียใหเขากับสภาวะแวดลอม และมีการถายโอนยีนท่ี
ควบคุมกระบวนการอยูอาศัยแบบซิมไบโอซิส (symbiosis) กับพืชตระกูลถ่ัวใหกับเชื้อแบคทีเรียในสกุล
อ่ืนๆ (Fuentes et al. 2002) สําหรับ Bacillus เคยมีรายงานวาเปนเชื้อท่ีอาศัยในเซลลพืช (endophyte) 
แตไมมีความสัมพันธแบบ symbiosis กับพืช Li et al. (2008) รายงานวา การใสเชื้อ Bacillus spp. ซ่ึง
เปน endophyte ในปมรากถ่ัวเหลือง ไมไดใหความแตกตางอยางมีนัยสําคัญตอการเจริญและการเกิดปม
ของถ่ัวเหลือง แตเชื้อสามารถสังเคราะห IAA, ละลายฟอสเฟต และตรึงไนโตรเจน และยังพบวายีน nifH 
(nitrogen fixation) ซ่ึงควบคุมการสังเคราะหหนวยยอยของเอนไซม nitrogenase ในกระบวนการตรึง
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ไนโตรเจน มี % identity เทากับ 99% กับยีน nifH ของ Bra. japonicum สันนิษฐานวาเกิดการถายโอน
ยีนจาก Bra. japonicum ใหแก Bacillus spp. Stajkovic et al. (2009) รายงานวา Bac. megaterium 
เปน endophyte ในปมรากถ่ัว alfalfa (Medicago sativa L.) โดยไมไดชักนําใหเกิดปม ในการศึกษาครั้ง
นี้ พบวา Bacillus spp. ท้ัง 15 สายพันธุ สามารถชักนําใหเกิดปมรากถ่ัวแดงหลวง จึงจะทําการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nodC (nodulation) ซ่ึงควบคุมการสังเคราะหเอนไซม chitin synthase หรือ 
N-acetyl glucosaminyl transferase ในกระบวนการเกิดปมในข้ันตอนตอไป ท้ังนี้ ในขอมูล complete 
genome ของ Bac. cereus สายพันธุ 03BB87 (GenBank Accession number CP009941) 
(Johnson et al. 2015) พบวามียีน nodC ดวยเชนกัน 

 

7. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nodC ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
คัดเลือกเชื้อสายพันธุ DASA 06004 และ DASA 06006 ซ่ึงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA 

ใกลเคียงกับสกุล Bacillus ซ่ึงไมเคยมีรายงานมากอนวาอยูในกลุมเชื้อไรโซเบียม มาทําการวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน nodC โดยเพ่ิมจํานวนยีน nodC ในเทคนิค PCR หลังจากนั้นตรวจผลของปฏิกิริยา 
PCR พบวา ไดแถบดีเอ็นเอหลายแถบ เลือกตัดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 930 bp แยกออกจาก 
agarose เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nodC เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ  
GenBank  โดยใชโปรแกรม BLASTN   พบวายีน nodC ของเชื้อสายพันธุ DASA 06004 และ DASA 
06006 ใกลเคียงกับยีน nodC ของไรโซเบียม โดยยีน nodC ของเชื้อสายพันธุ DASA 06004 ใกลเคียง
มากท่ีสุดกับยีน nodC ของ Rhizobium ท่ี 89%-94% identity และ ยีน nodC ของเชื้อสายพันธุ DASA 
06006 ใกลเคียงมากท่ีสุดกับยีน nodC ของ Rhizobium และ Mesorhizobium ท่ี 91%-100% 
identity  

 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nodC เปนการยืนยันทางพันธุกรรมของความสามารถใน
การเกิดปมของเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากเปนยีนควบคุมการสังเคราะหเอนไซม chitin synthase หรือ N-
acetyl glucosaminyl transferase ซ่ึงจําเปนตอการสังเคราะห Nod factor (Geremia et al. 1994) 
ทําหนาท่ีกระตุนข้ันตอนตางๆ ในการเกิดปม เชน การเพ่ิมจํานวนเซลลรากพืช, การเปลี่ยนแปลงรูปรางของ
รากขนออน (root hair deformation) และควบคุมกระบวนการถอดรหัส (transcription) ของยีนท่ี
เก่ียวของกับกระบวนการเกิดปม (Angelini et al. 2003) และเปนยีนท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกัน 
(conserve) ในไรโซเบียมตางสกุล (Ruvkun and Ausubel 1980; Geremia et al. 1994; Zhang et al. 
2000)  
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ตารางท่ี 3. ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA จากเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวแดงหลวง 
 
สายพันธุ สกุลของเชื้อท่ีมีความใกลเคียงของลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน 16S rDNA 
% identity 

PV 01 Bacillus 97% 
PV 09 Bacillus 99% 
PV 10 Bacillus 99% 
PV 14 Bacillus 99% 
DASA 02006 Bradyrhizobium 100% 
DASA 02007 Bradyrhizobium 99% 
DASA 02008 Bradyrhizobium 98% 
DASA 02009 Bradyrhizobium 99% 
DASA 02010 Bradyrhizobium 99% 
DASA 02011 Bradyrhizobium 98% 
DASA 02021 Bacillus 99% 
DASA 02023 Bacillus 99% 
DASA 02026 Bacillus 99% 
DASA 02027 Bacillus 99% 
DASA 02031 Bacillus 99% 
DASA 02036 Bacillus 99% 
DASA 02041 Bacillus 99% 
DASA 02044 Bradyrhizobium 97% 
DASA 02045 Bradyrhizobium 99% 
DASA 02051 Bacillus 99% 
DASA 02065 Bradyrhizobium 99% 
DASA 02068 Bradyrhizobium 97% 
DASA 02077 Bacillus 99% 
DASA 06002 Bradyrhizobium 98% 
DASA 06003 Bradyrhizobium 100% 
DASA 06004 Bacillus 99% 
DASA 06006 Bacillus 99% 
DASA 06008 Rhizobium 99% 
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8. การประเมินประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง  
 

ทําการประเมินประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง จากจํานวนปม, 
น้ําหนักปมแหง, น้ําหนักตนแหง และคา ARA พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท้ัง 28 สายพันธุ เกิดปมราก
กับถ่ัวแดงหลวง รวมท้ังใหคาน้ําหนักตนแหง และคา ARA มากกวาชุดควบคุมท่ีไมไดรับการใสเชื้ออยางมี
นัยสําคัญ ตนพืชท่ีมีการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีน้ําหนักแหงเพ่ิมข้ึน 2.39 เทา ถึง 3.89 เทา และมี
คา ARA เพ่ิมข้ึน 5.00 เทา ถึง 7.19 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับ control ท่ีไมไดใสเชื้อ ตารางท่ี 4 แสดง
จํานวนปม, น้ําหนักปมแหง, น้ําหนักตนแหง และคา ARA ของถ่ัวแดงหลวงท่ีไดรับการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัว-
แดงหลวงแตละสายพันธุ 

 
9. การศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
ผลการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง ประ- 

กอบดวย  
 

1) ความตานทานตอสารปฏิชีวนะ 10 ชนิด 
 
จากการศึกษาความตานทานตอสารปฏิชีวนะ 10 ชนิด ไดแก ampicillin, chloramphenicol, 

cefotaxine, ceftazdime, gentamicin, kanamycin, novobiocin, spectinomycin, streptomycin 
และ tetracycline โดย spread สารแขวนลอยเชื้อบนอาหาร YMA วางแผนชุบสารปฏิชีวนะ (antibiotic 
disc) (Oxoid, Basingstoke, UK) บนผิวหนาอาหาร บมท่ีอุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 5 วัน บันทึกบริเวณใส 
(clear zone) รอบ antibiotic disc ซ่ึงแสดงถึงความไว (sensitivity) ของเชื้อตอสารปฏิชีวนะ จาก
การศึกษาความตานทานตอสารปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ พบวาไมมีเชื้อสาย-
พันธุใดท่ีมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะทุกชนิด และเชื้อท่ีมีความไวตอสารปฏิชีวนะทุกชนิด มีจํานวน 9 
สายพันธุ ไดแก PV 09, PV 10, PV 14, DASA 02026, DASA 02027, DASA 02036, DASA 02041, 
DASA 02044 และ DASA 02065 เชื้อท่ีมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะไดมากท่ีสุด คือ สายพันธุ DASA 
06003 ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 7 ชนิด ไดแก ampicillin, chloramphenicol, cefotaxine, 
ceftazdime, gentamicin, streptomycin และ tetracycline ผลการทดสอบความตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะแสดงในตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 4. จํานวนปม, น้ําหนักปมแหง, น้ําหนักตนแหง และคา ARA ของถ่ัวแดงหลวงท่ีไดรับการใสเชื้อ 
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงแตละสายพันธุ 
 
สายพันธุ 
 
 

คาที่ใชประเมินประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน 
จํานวนปม น้ําหนักปมแหง 

(มิลลิกรัม/ตน) 
น้ําหนักตนแหง 
(มิลลิกรัม/ตน) 

คา ARA (µmol 
ethylene/ตนพืช/ชม.) 

ชุดควบคุมที่ไมไดใสเชื้อ 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 138.66 ± 38.73 0.36 ± 0.03 
PV 01 30.67 ± 6.81 99.00 ± 7.21 432.33 ± 10.60 2.21 ± 0.59 
PV 09 53.67 ± 5.51 189.67 ± 23.12 514.00 ± 15.72 2.37 ± 0.38 
PV 10 13.33 ± 6.81 75.33 ± 4.16 355.67 ± 23.03 1.78 ± 0.45 
PV 14 21.67 ± 4.04 81.67 ± 8.74 365.33 ± 48.95 2.04 ± 0.03 
DASA 02006 24.67 ± 3.79 104.00 ± 16.37 348.00 ± 37.59 2.13 ± 0.02 
DASA 02007 19.33 ± 3.51 121.33 ± 10.97 351.00 ± 24.88 2.15 ± 0.32 
DASA 02008 36.33 ± 10.50 136.00 ± 22.72 380.67 ± 33.83 2.07 ± 0.06 
DASA 02009 32.33 ± 9.02 135.67 ± 42.36 362.00 ± 47.09 1.80 ± 0.41 
DASA 02010 25.00 ± 6.00 105.00 ± 8.89 344.33 ± 27.06 2.29 ± 0.18 
DASA 02011 16.67 ± 5.13 68.67 ± 13.65 380.41 ± 49.80 2.22 ± 0.13 
DASA 02021 36.00 ± 10.58 141.00 ± 25.63 389.00 ± 38.69 2.02 ± 0.33 
DASA 02023 32.33 ± 4.73 128.00 ± 5.00 373.67 ± 44.28 2.14 ± 0.02 
DASA 02026 20.67 ± 9.07 74.67 ± 29.37 352.33 ± 50.00 2.15 ± 0.15 
DASA 02027 21.67 ± 4.04 86.33 ± 2.08 388.00 ± 27.73 2.10 ± 0.07 
DASA 02031 32.67 ± 4.04 126.00 ± 5.29 332.00 ± 12.77 2.30 ± 0.25 
DASA 02036 32.00 ± 4.00 125.00 ± 10.54 351.00 ± 34.04 2.25 ± 0.31 
DASA 02041 28.33 ± 5.51 108.33 ± 9.07 371.00 ± 26.89 2.18 ± 0.38 
DASA 02044 38.00 ± 8.33 147.33 ± 16.50 360.33 ± 44.50 2.44 ± 0.27 
DASA 02045 33.33 ± 5.51 131.67 ± 3.51 356.50 ± 46.26 2.10 ± 0.07 
DASA 02051 23.33 ± 4.51 92.67 ± 8.02 380.00 ± 40.84 1.80 ± 0.43 
DASA 02065 23.00 ± 4.58 92.00 ± 6.00 354.33 ± 24.11 2.25 ± 0.31 
DASA 02068 36.00 ± 3.61 139.33 ± 6.43 340.67 ± 29.74 2.51 ± 0.27 
DASA 02077 48.67 ± 15.14 165.67 ± 55.54 395.00 ± 33.65 2.44 ± 0.36 
DASA 06002 13.33 ± 5.51 44.67 ± 12.50 352.67 ± 22.37 2.09 ± 0.11 
DASA 06003 32.67 ± 14.01 104.33 ± 34.00 385.33 ± 22.30 2.12 ± 0.62 
DASA 06004 48.66 ± 7.02 184.67 ± 25.48 354.67 ± 32.56 1.92 ± 0.57 
DASA 06006 52.67 ± 13.80 183.00 ± 28.16 364.67 ± 9.29 2.06 ± 0.49 
DASA 06008 53.67 ± 12.67 189.00 ± 27.87 539.00 ± 96.27 2.59 ± 0.36 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
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ตารางท่ี 5. ความตานทานและความไวตอสารปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
สายพันธุ ความตานทานตอสารปฏิชวีนะ 

AMP C CTX CAZ CN K NV SH S TE 
PV 01 - - + + - - - - - - 
PV 09 - - - - - - - - - - 
PV 10 - - - - - - - - - - 
PV 14 - - - - - - - - - - 
DASA 02006 + + + + - - - + + - 
DASA 02007 + + - + - - - + - + 
DASA 02008 - + - + + - - - - + 
DASA 02009 - + - + + - - + - + 
DASA 02010 - + - + + - - + - + 
DASA 02011 - + - + - - - + + + 
DASA 02021 - - - + - - - + - - 
DASA 02023 - - - + - - - - - - 
DASA 02026 - - - - - - - - - - 
DASA 02027 - - - - - - - - - - 
DASA 02031 - - - + - - - - - - 
DASA 02036 - - - - - - - - - - 
DASA 02041 - - - - - - - - - - 
DASA 02044 - - - - - - - - - - 
DASA 02045 + + - + + - - - - - 
DASA 02051  - + - + + + - - - - 
DASA 02065 - - - - - - - - - - 
DASA 02068 - + - - - + - - - - 
DASA 02077 - + - + + + - - - - 
DASA 06002  - + - - - - - + - - 
DASA 06003  + + + + + - - - + + 
DASA 06004 - - - - - - - + - - 
DASA 06006 + + + + - - - - + - 
DASA 06008 + - + + - - - - + - 
+ หมายถึง เชื้อมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะ, - หมายถึง เชื้อมีความไวตอสารปฏิชีวนะ 
AMP: ampicillin (10 µg); C: chloramphenicol (30 µg); CTX: cefotaxine (30 µg); CAZ: ceftazdime (30 µg); CN: gentamicin 
(120 µg); K: kanamycin (30 µg); NV: novobiocin (30 µg); SH: spectinomycin (10 µg); S: streptomycin (10 µg); TE: 
tetracycline (30 µg) 
 

รูปแบบความตานทานตอสารปฎิชีวนะ 10 ชนิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ มี
ท้ังสิ้น 18 รูปแบบ แสดงถึงความหลากหลายทางสรีระวิทยาของเชื้อ จากขอมูลแสดงวา แมแตเชื้อในสกุล
เดียวกันก็มีรูปแบบความตานทานตอสารปฏิชีวนะแตกตางกัน นอกจากนี้ รูปแบบความตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะ ยังสามารถใชเปนขอมูลคัดเลือกเชื้อในการประยุกตใชเปนปุยชีวภาพในพ้ืนท่ีทางการเกษตร 
เนื่องจากประสิทธิภาพการเขาอยูอาศัยของเชื้อกลุมไรโซเบียมกับรากพืชตระกูลถ่ัว และการตรึงไนโตรเจน
แบบ symbiosis นั้น ตองการเชื้อท่ีสามารถอยูรอดในสภาวะแวดลอมและเพ่ิมจํานวนเชื้อไดเพียงพอ 
ในขณะท่ีดินในพ้ืนท่ีทางการเกษตรจะมีกลุมประชากรจุลินทรียท่ีหลากหลาย และสามารถสังเคราะหสาร 
ปฎิชีวนะชนิดตางๆ เพ่ือยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ เพ่ิมความไดเปรียบในการแขงขันแยงสาร 



25 
 

อาหารและการครอบครองพ้ืนท่ี ดังนั้นความตานทานตอสารปฏิชีวนะจึงเปนลักษณะทางสรีระวิทยาท่ี
สําคัญ ซ่ึงชวยใหเชื้อท่ีคัดเลือกใชเปนปุยชีวภาพสามารถปรับตัวและอยูรอดไดในสภาวะแวดลอม 
 

2) ความตองการวิตามิน 8 ชนิด  
 
ในการศึกษาความตองการวิตามิน 8 ชนิด ไดแก ascorbic acid (vitamin C), biotin (vitamin 

B7), folic acid (vitamin B9), myo-inositol (vitamin B8), nicotinic acid (vitamin B3), calcium 
panthothenate (vitamin B5), riboflavin (vitamin B2) และ thiamine hydrochloride (vitamin 
B1) โดย streak เชื้อบนอาหาร BSM ซ่ึงเปน minimal medium ท่ีไมเติม glutamic acid, thiamine 
และ biotin และใช agarose แทน agar ดังนั้น อาหาร BSM ท่ีใชทดสอบจะมีเฉพาะแหลงคารบอน, แหลง
ไนโตรเจน และแรธาตุ ไดแก โซเดียม (sodium; Na), แมกนีเซียม (magnesium; Mg), ซัลเฟอร (sulfur; 
S), Fe, Ca และคลอไรด (chloride; Cl) เปรียบเทียบกับอาหาร BSM ท่ีเติมวิตามินแตละชนิดท่ีทดสอบ ท่ี
ระดับความเขมขน 500 µg/ml บมท่ีอุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 5 วัน บันทึกการเจริญเปนโคโลนีบนอาหาร 
BSM และอาหาร BSM ท่ีเติมวิตามินแตละชนิด เชื้อท่ีเจริญไดบนอาหาร BSM ท่ีไมเติมวิตามินจัดเปน 
vitamin prototroph สามารถสังเคราะหวิตามินท่ีจําเปนตอการเจริญไดเอง เชื้อท่ีไมเจริญบนอาหาร BSM 
ท่ีไมเติมวิตามินจัดเปน vitamin auxotroph ไมสามารถสังเคราะหวิตามินท่ีจําเปนตอการเจริญไดเอง เชื้อ
ท่ีไมเจริญบนอาหาร BSM ท่ีไมเติมวิตามิน แตเจริญไดเม่ือมีการเติมวิตามิน แสดงวาเชื้อตองการวิตามิน
ชนิดนั้นในการเจริญ จากการศึกษาความตองการวิตามินของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ 
พบวา เชื้อท่ีไมตองการวิตามิน (เปน vitamin prototroph) มีจํานวน 7 สายพันธุ ไดแก DASA 02006, 
DASA 02008, DASA 02009, DASA 02010, DASA 02041, DASA 02045 และ DASA 06006 เชื้อท่ี
ตองการวิตามินชนิดใดชนิดหนึ่งท่ีทดสอบสําหรับการเจริญ มีจํานวน 15 สายพันธุ ไดแก PV 01, PV 10, 
PV 14, DASA 02007, DASA 02011, DASA 02023, DASA 02036, DASA 02044, DASA 02051, 
DASA 02068, DASA 02077, DASA 06002, DASA 06003, DASA 06004 และ DASA 06008 เชื้อท่ี
ตองการวิตามินอ่ืนนอกเหนือจากวิตามินท่ีทดสอบ มีจํานวน 6 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 02021, 
DASA 02026, DASA 02027, DASA 02031 และ DASA 02065 ผลของวิตามินท่ีมีตอการเจริญของเชื้อ 
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงแสดงในตารางท่ี 6 และชนิดของวิตามินท่ีจําเปนสําหรับการเจริญของเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวแดงหลวงแตละสายพันธุ แสดงในตารางท่ี 7  

 
Watson et al. (2001) ใหขอสรุปวาความตองการ biotin เปนลักษณะของสายพันธุ 

Sinorhizobium meliloti (ปจจุบันเปน Ens. meliloti) เปนสวนใหญ Striet et al. (1996) รายงานวา
การสังเคราะหและการดูดซึม biotin ของ Rhi. meliloti (ปจจุบันเปน Ens. meliloti) สงเสริมการเขา
เกาะของเชื้อกับรากของพืชออาศัย (ถ่ัว alfalfa) เนื่องจากเชื้อกลายพันธุ (mutant) ท่ีไมสังเคราะห biotin 
มีความสามารถในการแขงขันเพ่ือเขาเกาะกับรากของพืชอาศัยไดนอยมาก เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ
ดั้งเดิม (wild type) ท่ีสังเคราะห biotin Sullivan et al. (2001) รายงานวาความสามารถในการ
สังเคราะห biotin และ nicotinic acid ของ Mesorhizobium sp. ไมจําเปนตอการตรึงไนโตรเจนแบบ 
symbiosis หรือการเขาอยูอาศัยในบริเวณ rhizosphere แตสันนิษฐานวามีบทบาทตอปฏิสัมพันธระหวาง
เชื้อกับพืชอาศัย เนื่องจากยีนควบคุมการสังเคราะหวิตามินมีตําแหนงอยูบน symbiosis island  
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ตารางท่ี 6. การเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงบนอาหาร BSM ดัดแปลงท่ีมีวิตามินแตละชนิด หลัง 
จากบมท่ี 30°C เปนเวลา 5 วัน 
 
สายพันธุ การเจริญบนอาหาร BSM ที่เติม 

ไมมี
วิตามิน 

ascorbic 
acid 

biotin folic acid myo-
inositol 

nicotinic 
acid 

pantho-
thenate 

ribo-
flavin 

thiamine 

PV 01 - - - - - - - - + 
PV 09 - - - - - - - - - 
PV 10 - + + - + - - - + 
PV 14 - + + - + + - - + 
DASA 02006 + + + + + + + + + 
DASA 02007 - + + + + + + + + 
DASA 02008 + + + + + + + + + 
DASA 02009 + + + + + + + + + 
DASA 02010 + + + + + + + + + 
DASA 02011 - + + + + + + + + 
DASA 02021 - - - - - - - - - 
DASA 02023 - - + - + + - - - 
DASA 02026 - - - - - - - - - 
DASA 02027 - - - - - - - - - 
DASA 02031 - - - - - - - - - 
DASA 02036 - + + - + - + - - 
DASA 02041 + + + + + + + + + 
DASA 02044 - - + - - - - + + 
DASA 02045 + + + + + + + + + 
DASA 02051  - - - + - + + + + 
DASA 02065 - - - - - - - - - 
DASA 02068 - + + + + + + + + 
DASA 02077 - + + + - + + - - 
DASA 06002  - + + - + + + + + 
DASA 06003  - + + + + + + + + 
DASA 06004 - + + + + + + + + 
DASA 06006 + + + + + + + + + 
DASA 06008 - + + + + - + + + 
- หมายถึง ไมมีการเจริญของเชื้อ; + หมายถึงมีการเจริญของเชื้อ 
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ตารางท่ี 7. ชนิดของวิตามินท่ีตองการสําหรับการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงแตละสายพันธุ 
 
สายพันธุ ชนิดของวิตามินที่ตองการสําหรับการเจริญ 
DASA 02006, DASA 02008, DASA 02009, DASA 02010,  
DASA 02041, DASA 02045 และ DASA 06006 

ไมตองการวิตามิน 

PV 09, DASA 02021, DASA 02026, DASA 02027,  
DASA 02031 และ DASA 02065 

ตองการวิตามินอื่นนอกเหนือจากที่ทดสอบ 

PV 01 thiamine 
PV 10 ascorbic acid, biotin, myo-inositol หรือ thiamine  
PV 14 ascorbic acid, biotin, myo-inositol, nicotinic acid หรือ 

thiamine 
DASA 02007, DASA 02011, DASA 02068, DASA 06003 และ 
DASA 06004 

ascorbic acid, biotin, folic acid, myo-inositol, nicotinic acid, 
panthothenate, riboflavin หรือ thiamine  

DASA 02023 biotin, myo-inositol หรือ nicotinic acid 
DASA 02036 ascorbic acid, biotin, myo-inositol หรือ panthothenate  
DASA 02044 biotin, riboflavin หรือ thiamine 
DASA 02051  folic acid, nicotinic acid, panthothenate, riboflavin หรือ 

thiamine 
DASA 02077 ascorbic acid, biotin, folic acid, nicotinic acid หรือ 

panthothenate 
DASA 06002  ascorbic acid, biotin, myo-inositol, nicotinic acid, 

panthothenate, riboflavin หรือ thiamine 
DASA 06008 ascorbic acid, biotin, folic acid, myo-inositol, 

panthothenate, riboflavin หรือ thiamine 

 
3) การเจริญในอาหาร YMB ท่ี pH 5.0, 6.5 และ 8.0 

 
จากการศึกษาการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ ท่ีระดับ pH ตางๆ ไดแก pH 

5.0, 6.5 และ 8.0 โดยเลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปน inoculum แลวนับจํานวนเซลลโดยวิธ ี
standard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร YMB ท่ีควบคุมระดับ pH ดวย 0.1 M 
HEPES buffer กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm 
อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 600 nm 
แสดงถึงการเจริญของเชื้อ พบวา เชื้อท่ีมีการเจริญไดท่ีระดับ pH 5.0  มีจํานวน 26 สายพันธุ ไดแก PV 01, 
PV 09, PV 10, PV 14, DASA 02006, DASA 02007, DASA 02008, DASA 02009, DASA 02010, 
DASA 02011, DASA 02021, DASA 02023, DASA 02026, DASA 02027, DASA 02031, DASA 
02036, DASA 02041, DASA 02044, DASA 02045, DASA 02051, DASA 02065, DASA 02068, 
DASA 02077, DASA 06003, DASA 06006 และ DASA 06008 เชื้อท่ีมีการเจริญไดท่ีระดับ pH 8.0 มี
จํานวน 20 สายพันธุ ไดแก PV 01, PV 09, PV 10, DASA 02006, DASA 02007, DASA 02008, DASA 
02009, DASA 02010, DASA 02011, DASA 02021, DASA 02023, DASA 02026, DASA 02027, 
DASA 02031, DASA 02036, DASA 02041, DASA 02044, DASA 02077, DASA 06002 และ DASA 
06006 การเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีระดับ pH 5.0, 6.5 และ 8.0 แสดงในตารางท่ี 8 จากผล
การศึกษา พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีความหลากหลายในการตอบสนองตอระดับ pH  
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4) การเจริญในอาหาร YMB ท่ีอุณหภูมิ 20°C, 30°C และ 40°C 
 
จากการศึกษาการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ ท่ีระดับอุณหภูมิตางๆ ไดแก 

20°C, 30°C และ 40°C โดยเลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปน inoculum แลวนับจํานวนเซลล
โดยวิธี standard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร YMB ท่ีควบคุมระดับ pH เทากับ 
7.00 ดวย 0.1 M HEPES buffer กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 
200 rpm อุณหภูมิตามท่ีกําหนด เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดคาการดูดกลืน
แสงท่ี 600 nm แสดงถึงการเจริญของเชื้อ พบวา เชื้อท่ีมีการเจริญไดท่ี 20°C มีจํานวน 20 สายพันธุ ไดแก 
PV 01, PV 09, PV 14, DASA 02006, DASA 02008, DASA 02009, DASA 02010, DASA 02011, 
DASA 02023, DASA 02027, DASA 02041, DASA 02044, DASA 02045, DASA 02051, DASA 
02068, DASA 06002, DASA 06003, DASA 06004, DASA 06006 และ DASA 06008 เชื้อท่ีมีการ
เจริญไดท่ีระดับ 40°C มีจํานวน 18 สายพันธุ ไดแก PV 09, PV 10, PV 14, DASA 02006, DASA 
02007, DASA 02008, DASA 02009, DASA 02010, DASA 02011, DASA 02021, DASA 02023, 
DASA 02027, DASA 02031, DASA 02041, DASA 02044, DASA 02065, DASA 02077 และ DASA 
06002 การเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีระดับอุณหภูมิ 20°C, 30°C และ 40°C แสดงในตารางท่ี 
8 จากผลการศึกษา พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีความหลากหลายในการตอบสนองตอระดับอุณหภูมิ 
เชนเดียวกับระดับ pH สวนเชื้อท่ีสามารถเจริญไดในทุกระดับ pH และอุณหภูมิท่ีทําการทดสอบ มีท้ังสิ้น 
10 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 02006, DASA 02008, DASA 02009, DASA 02010, DASA 02011, 
DASA 02023, DASA 02027, DASA 02041 และ DASA 02044 

 
5) ความตานทานตอโลหะหนัก 4 ชนิด  
 
จากการศึกษาความตานทานตอโลหะหนัก 4 ชนิด ไดแก Cd, Co, Cu และ Zn ท่ีความเขมขน 50 

µg/ml ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดยเลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปน 
inoculum แลวนับจํานวนเซลลโดยวิธ ี standard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร 
YMB ท่ีควบคุมระดับ pH เทากับ 7.00 ดวย 0.1 M HEPES buffer และเติมสารประกอบโลหะหนักท่ีทําให
ปลอดเชื้อโดยการกรอง กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm 
อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 600 nm 
แสดงถึงการเจริญของเชื้อ พบวา เชื้อท่ีตานทานตอ Cd คือ สายพันธุ DASA 02009 เชื้อท่ีตานทานตอ Co 
มีจํานวน 2 สายพันธุ ไดแก DASA 02008 และ DASA 02011 เชื้อท่ีตานทานตอ Cu คือ สายพันธุ DASA 
02011 และเชื้อท่ีตานทานตอ Zn มีจํานวน 19 สายพันธุ ไดแก PV 01, PV 09, PV 10, DASA 02008, 
DASA 02009, DASA 02011, DASA 02021, DASA 02023, DASA 02026, DASA 02027, DASA 
02031, DASA 02036, DASA 02041, DASA 02044, DASA 02051, DASA 02065, DASA 02077, 
DASA 06006 และ DASA 06008 การเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงในอาหารท่ีมี Cd, Co, Cu และ 
Zn ท่ีความเขมขน 50 µg/ml แสดงในตารางท่ี 9  
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ตารางท่ี 8. การเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงในอาหาร YMB ท่ีระดับ pH และอุณหภูมิตางๆ เขยาท่ี
อัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน 
 
สายพันธุ การเจริญที่สภาวะ 

pH 5.0 pH 6.5 pH 8.0 20°C 30°C 40°C 
PV 01 + + + + + - 
PV 09 + + + + + + 
PV 10 + + + - + + 
PV 14 + + - + + + 
DASA 02006 + + + + + + 
DASA 02007 + + + - + + 
DASA 02008 + + + + + + 
DASA 02009 + + + + + + 
DASA 02010 + + + + + + 
DASA 02011 + + + + + + 
DASA 02021 + + + - + + 
DASA 02023 + + + + + + 
DASA 02026 + + + - + - 
DASA 02027 + + + + + + 
DASA 02031 + + + - + + 
DASA 02036 + + + - + - 
DASA 02041 + + + + + + 
DASA 02044 + + + + + + 
DASA 02045 + + - + + - 
DASA 02051  + + - + + - 
DASA 02065 + + - - + + 
DASA 02068 + + - + + - 
DASA 02077 + + + - + + 
DASA 06002  - + + + + + 
DASA 06003  + + - + + - 
DASA 06004 - + - + + - 
DASA 06006 + + + + + - 
DASA 06008 + + - + + - 
- หมายถึง ไมมีการเจริญของเชื้อ; + หมายถึงมีการเจริญของเชื้อ 
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ตารางท่ี 9. การเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงในอาหาร YMB ท่ีมี Cd, Co, Cu และ Zn ท่ีความ
เขมขน 50 µg/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน 
 
สายพันธุ การเจริญของเชื้อในอาหารที่มีโลหะหนกัที่ระดับความเขมขน 50 µg/ml 

Cd Co Cu Zn 
PV 01 - - - + 
PV 09 - - - + 
PV 10 - - - + 
PV 14 - - - - 
DASA 02006 - - - - 
DASA 02007 - - - - 
DASA 02008 - + - + 
DASA 02009 + - - + 
DASA 02010 - - - - 
DASA 02011 - + + + 
DASA 02021 - - - + 
DASA 02023 - - - + 
DASA 02026 - - - + 
DASA 02027 - - - + 
DASA 02031 - - - + 
DASA 02036 - - - + 
DASA 02041 - - - + 
DASA 02044 - - - + 
DASA 02045 - - - - 
DASA 02051  - - - + 
DASA 02065 - - - + 
DASA 02068 - - - - 
DASA 02077 - - - + 
DASA 06002  - - - - 
DASA 06003  - - - - 
DASA 06004 - - - - 
DASA 06006 - - - + 
DASA 06008 - - - + 
- หมายถึง ไมมีการเจริญของเชื้อ; + หมายถึงมีการเจริญของเชื้อ 

 
จากเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ ในสกุล Bradyrhizobium, Rhizobium และ 

Bacillus พบวามีเฉพาะ Bradyrhizobium spp. ท่ีตานทานตอ Cd, Co และ Cu ท่ีความเขมขน 50 
µg/ml ในขณะท่ี Bradyrhizobium spp., Rhizobium sp. และ Bacillus  spp. ตางก็ตานทานตอ Zn ท่ี
ความเขมขน 50 µg/ml โดยท่ัวไป ดินมักปนเปอนโลหะหนักหลายชนิดจากแหลงอุตสาหกรรม เชน 
โรงงานหลอมโลหะ, เหมืองแร, โรงไฟฟา, โรงงานอุตสาหกรรม รวมท้ังโลหะหนักท่ีปนเปอนในสารกําจัด
ศัตรูพืช, ปุย และกากอุตสาหกรรม (Abd-Alla et al. 2000) มีรายงานแบคทีเรียซ่ึงรวมท้ัง 
Bradyrhizobium, Rhizobium และ Bacillus ท่ีตานทานตอโลหะหนัก เชน Bradyrhizobium spp. 40 
ไอโซเลท ตานทานตอโลหะหนักอยางนอย 1 ชนิดในโลหะหนักท่ีทดสอบ ไดแก Cd, Co, Cu, Zn, ตะก่ัว 
(lead; Pb), ปรอท (mercury; Hg), โครเมียม (chromium; Cr) และ Ni ท่ีความเขมขนมากกวา 200 
µg/ml โดยพบวาความตานทานตอโลหะหนักหลายชนิดเปนลักษณะท่ีพบไดโดยท่ัวไปของเชื้อกลุมดังกลาว 
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(Ahmad et al. 2001), Rhizobuum spp. 20 ไอโซเลท ตานทานตอแมงกานีส (manganese; Mn) ท่ี
ความเขมขน 0.75 มิลลิโมล (millimol; mmol), Cu ท่ีความเขมขน 0.5 mmol, Zn ท่ีความเขมขน 
0.125 และ 0.250 mmol และ Cd ท่ีความเขมขน 0.065 mmol (Cevheri et al. 2011), สายพันธุของ 
Rhizobium metallidurans ตานทานตอ Zn และ Cd ท่ีความเขมขน 35 และ 0.5 มิลลิโมลาร 
(millimolar; mM) ตามลําดับ (Grison et al. 2015), ไอโซเลทของ Rhi. leguminosarum bv. viciae 
ทนตอแบเรียม (barium; Ba), Zn, Co, อลูมิเนียม (aluminium; Al), Ni และ Cd ท่ีความเขมขน 80, 70, 
50, 40, 30 และ 10 ppm ตามลําดับ จึงประยุกตใชเปนตัวดูดซับ Cd และ Co จากสารละลาย (Abd-Alla 
et al. 2012) Bac. cereus สายพันธุ SIU1 ตานทานตอสารหนู (arsenic; As), ซีเซียม (caesium; Cs), 
Pb, Co, Ni, Cr, ซีลีเนียม (selenium; Se) และ Hg ท่ีความเขมขน 2,300, 2,100, 600, 225, 175, 125, 
25 และ 20 µg/ml ตามลําดับ (Singh et al. 2010) 
 

6) การสังเคราะห IAA  
 
จากการศึกษาการสังเคราะห IAA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ ในอาหาร Tris-

TMRT broth (Nuntagij et al. 1997) เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C ในท่ีมืด เปนเวลา 1-5 
วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดปริมาณ IAA ในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยวิธี colorimetric (Gordon 
and Weber 1951) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ IAA พบวา เชื้อ 17 สายพันธุสังเคราะห IAA ใน
ระดับความเขมขนต่ํากวา 1 µg/ml เชื้ออีก 17 สายพันธุสังเคราะห IAA อยูระหวาง 1.54 ± 0.44 ถึง 
32.21 ± 1.12 µg/ml เชื้อท่ีสังเคราะห IAA ท่ีความเขมขนสูงสุด คือ สายพันธุ DASA 06006 ความเขมขน
ของ IAA ท่ีสังเคราะหไดจากเชื้อแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 10  

 
การสังเคราะห IAA เปนคุณลักษณะท่ีสําคัญสําหรับการคัดเลือกแบคทีเรียสงเสริมการเจริญของ

พืช (plant growth promoting rhizobacteria; PGPR) เนื่องจาก IAA มีบทบาทในกระบวนการทาง
สรีระวิทยาของพืช เชน กระตุนการเพ่ิมจํานวนราก, การแบงเซลล และการเจริญของตน (Davies 1995; 
Lambrecht et al. 2000) Nimnoi and Pongsilp (2009) ทดสอบการสังเคราะห IAA ของเชื้อแบคทีเรีย 
307 ไอโซเลท พบวา 72 ไอโซเลท สังเคราะห IAA ไดตั้งแต 1.26 ± 0.14 ถึง 19.15 ± 0.39 µg IAA 
equivalent/ml culture  จึงคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย 20 ไอโซเลท ซ่ึงสังเคราะห IAA ไดปริมาณสูงสุด เม่ือ
ระบุสกุล-ชนิดของเชื้อ พบวาเปน Agrobacterium tumefaciens, Bacillus, Bifidobacterium, 
Brevibacterium, Mesorhizobium, Pseudomonas, Rhizobium และ Sinorhizobium จาก
การศึกษาผลของการใชเชื้อแบคทีเรียสังเคราะห IAA ตอการเจริญของพืช พบวาสามารถเพ่ิมน้ําหนักของ
ตนและรากของตนคะนา (Bra. oleracae) และตนผักกาดหัว (Rap. sativus) ไดถึง 2.95- 5.63 เทาของ
ตนท่ีไมไดรับการใสเชื้อ และเทียบเทากับตนท่ีไดรับ IAA ท่ีความเขมขน 50 µg/ml 
 

7) การสังเคราะหซิเดอรโรฟอรประเภท catechol และ hydroxamate   
 
จากการศึกษาการสังเคราะหซิเดอรโรฟอรประเภท catechol และ hydroxamate ของเชื้อ     

ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Gaus No. 1 broth (You et al. 2004) เขยา
ท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดปริมาณ     
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ซิเดอรโรฟอรประเภท catechol ตามวิธีการของ Arnow (1937) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 2,3-
dihydroxybenzoic acid และวัดปริมาณซิเดอรโรฟอรประเภท hydroxamate ตามวิธีการของ Csaky 
(1984) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ deferoxamine mesylate ผลการศึกษาพบวา เชื้อ 22 สาย-
พันธุสังเคราะห catechol ในระดับความเขมขนต่ํากวา 1 µmol/l เชื้ออีก 6 สายพันธุสังเคราะห 
catechol อยูระหวาง 1.09 ± 0.11 ถึง 9.08 ± 1.28 µmol/l เชื้อท่ีสังเคราะห catechol ท่ีความเขมขน
สูงสุด คือ  สายพันธุ DASA 02031 สําหรับ hydroxamate ท่ีเชื้อไรโซเบียม 28 สายพันธุสังเคราะหข้ึน มี
ความเขมขนอยูระหวาง 0.91 ± 0.80 ถึง 45.92 ± 12.33  µmol/l เชื้อท่ีสังเคราะห hydroxamate ท่ี
ความเขมขนสูงสุด มีจํานวน 4 สายพันธุ ไดแก DASA 06002 (45.92 ± 12.33  µmol/l), DASA 02026 
(31.41 ± 15.69  µmol/l), DASA 02021 (25.86 ± 10.88  µmol/l) และ DASA 02077 (19.70 ± 

13.91 µmol/l) ซ่ึงใหคาไมตางกันทางสถิติ  ความเขมขนของซิเดอรโรฟอรประเภท catechol และ 
hydroxamate ท่ีสังเคราะหไดจากเชื้อแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 10  

 
ซิเดอรโรฟอรเปนสารประกอบท่ีแบคทีเรียบางชนิดสังเคราะหข้ึน และปลดปลอยออกจากเซลล 

เม่ือเจริญในสภาวะท่ีขาดแคลนธาตุเหล็ก ทําหนาท่ีจับสารประกอบธาตุเหล็กและละลาย ferric ion (Fe3+) 
(Xiao and Kisaalita 1997) เชื้อกลุมไรโซเบียมท่ีสังเคราะหซิเดอรโรฟอร มีบทบาทสนับสนุนการตรึง
ไนโตรเจนของเชื้อในสภาวะแวดลอมท่ีขาดแคลนธาตุเหล็ก ซ่ึงมีความสําคัญท้ังตอการเจริญของเชื้อและ
เปนสวนประกอบของเอนไซม nitrogenase และ hydrogenase รวมท้ังโปรตีน ferredoxin ใน
กระบวนการตรึงไนโตรเจน (Lynch et al. 2001) การสังเคราะหซิเดอรโรฟอรโดยเชื้อแบคทีเรีย พบวามี
บทบาทตอความสามารถของเชื้อในการสงเสริมการเจริญของพืช ขาวและถ่ัวเขียวท่ีไดรับการใสเชื้อสาย-
พันธุดั้งเดิมของ Streptomyces sp. ซ่ึงสังเคราะหซิเดอรโรฟอร เพ่ิมการเจริญและชีวมวลของรากและ  
ลําตนพืชไดมากกวาอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อกลายพันธุท่ีสูญเสียความสามารถในการ
สังเคราะหซิเดอรโรฟอร และตนท่ีไมไดรับการใสเชื้อ (Rungin et al. 2012) 

 
8) การสังเคราะหแอมโมเนีย 
 
จากการศึกษาการสังเคราะหแอมโมเนียของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดยเลี้ยงเชื้อ

ในอาหาร peptone water (Vosti 1979) เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน 
ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดปริมาณแอมโมเนียในอาหารเลี้ยงเชื้อ และสรางกราฟมาตรฐาน 
ตามท่ีบรรยายโดย Pongsilp et al. (2012) พบวา เชื้อมีการสังเคราะหแอมโมเนียท่ีระดับความเขมขนอยู
ระหวาง 70.10 ± 15.56 ถึง 266.35 ± 23.83 µM เชื้อท่ีสังเคราะหแอมโมเนียท่ีความเขมขนสูงสุด มี
จํานวน 4 สายพันธุ ไดแก DASA 02077 (266.35 ± 23.83 µM), DASA 02009 (252.71 ± 29.36 µM), 
DASA 02068 (233.75 ± 59.72 µM) และ DASA 02010 (223.75 ± 64.94 µM) ซ่ึงใหคาไมตางกันทาง
สถิติ ความเขมขนของแอมโมเนียท่ีสังเคราะหไดจากเชื้อแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 10  
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นอกเหนือจากการตรึงไนโตรเจน เชื้อกลุมไรโซเบียมยังใหแอมโมเนียแกสภาวะแวดลอมโดยการ
สังเคราะหแอมโมเนีย หรือ กระบวนการ ammonification ซ่ึงเกิดจากการยอยสลายสารประกอบ
ไนโตรเจน เชน nitrate, casamino acid และ trypticase peptone (Pongsilp 2012) Bacillus 
macerans และ Bac. subtilis ก็มีกระบวนการ ammonification จากการยอยสลาย nitrate ภายใต
สภาวะการเจริญแบบไมใชออกซิเจน (Hoffmann et al. 1998; Marino et al. 2000; Schirawski and 
Unden 1995)  
 
ตารางท่ี 10. ความเขมขนของ IAA, ซิเดอรโรฟอรประเภท catechol / hydroxamate และแอมโมเนียท่ี
สังเคราะหไดจากเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
สายพันธุ ความเขมขนของ IAA, ซิเดอรโรฟอร และแอมโมเนียในอาหารเล้ียงเชื้อ 

IAA (µg/ml) catechol (µmol/l) hydroxamate (µmol/l) แอมโมเนีย (µM) 
PV 01 7.74 ± 0.25 0.61 ± 0.16 1.41 ± 1.06 119.22 ± 23.20 
PV 09 0.05 ± 0.07 2.39 ± 0.15 12.63 ± 6.24 187.40 ± 31.96 
PV 10 0.02 ± 0.03 6.67 ± 0.86 6.51 ± 0.39 161.15 ± 6.51 
PV 14 6.40 ± 0.46 0.79 ± 0.16 3.70 ± 1.03 70.10 ± 15.56 
DASA 02006 0.69 ± 0.48 0.93 ± 0.45 1.01 ± 0.23 112.89 ± 6.47 
DASA 02007 11.45 ± 0.72 0.39 ± 0.22 3.59 ± 0.97 106.98 ± 35.84 
DASA 02008 2.36 ± 0.53 0.34 ± 0.08 4.05 ± 1.09 199.17 ± 36.41 
DASA 02009 0.04 ± 0.05 0.25 ± 0.22 13.03 ± 3.97 252.71 ± 29.36 
DASA 02010 0.43 ± 0.10 0.34 ± 0.18 1.95 ± 1.70 223.75 ± 64.94  
DASA 02011 5.98 ± 0.35 0.14 ± 0.14 0.91 ± 0.80 218.23 ± 21.94 
DASA 02021 0.05 ± 0.04 2.89 ± 0.08 25.86 ± 10.88 114.30 ± 6.44 
DASA 02023 0.02 ± 0.03 0.14 ± 0.06 2.66 ± 1.91 97.57 ± 10.11 
DASA 02026 0.05 ± 0.04 4.59 ± 0.18 31.41 ± 15.69 110.71 ± 4.96  
DASA 02027 0.03 ± 0.03 0.11 ± 0.04 2.45 ± 1.32 90.48 ± 9.79 
DASA 02031 0.09 ± 0.03 9.08 ± 1.28 10.10 ± 3.49 117.09 ± 17.48 
DASA 02036 0.05 ± 0.02 0.46 ± 0.16 3.73 ± 0.80 114.49 ± 3.54 
DASA 02041 2.01 ± 0.34 0.71 ± 0.19 3.43 ± 1.55 106.76 ± 2.19 
DASA 02044 4.39 ± 0.65 0.23 ± 0.07 1.91 ± 0.99 111.84 ± 7.42 
DASA 02045 0.06 ± 0.05 0.20 ± 0.08 3.01 ± 0.93 106.94 ± 1.23 
DASA 02051  1.54 ± 0.44 0.19 ± 0.11 1.70 ± 1.06 107.52 ± 1.36 
DASA 02065 0.04 ± 0.04 0.28 ± 0.08 1.60 ± 0.86 109.94 ± 1.25 
DASA 02068 0.09 ± 0.06 0.39 ± 0.14 1.18 ± 0.52 233.75 ± 59.72 
DASA 02077 0.04 ± 0.03 1.09 ± 0.11 19.70 ± 13.91 266.35 ± 23.83 
DASA 06002  4.37 ± 0.60 0.28 ± 0.15 45.92 ± 12.33 109.43 ± 7.89 
DASA 06003  0.25 ± 0.07 0.33 ± 0.08 2.95 ± 1.63 114.01 ± 1.51 
DASA 06004 0.17 ± 0.03 0.17 ± 0.09 3.46 ± 1.27 110.97 ± 3.31 
DASA 06006 32.21 ± 1.12 0.22 ± 0.09 2.06 ± 1.29 173.96 ± 22.42 
DASA 06008 25.72 ± 1.56 0.25 ± 0.09 1.62 ± 0.57 99.17 ± 63.99 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
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9) ความสามารถในการละลายฟอสเฟต 
 
 ประเมินความสามารถในการละลายฟอสเฟตของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดย 
point inoculate เชื้อบนอาหารแข็ง Pikovskaya (Pikovskaya 1948) บมท่ีอุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 5 
วัน บันทึก clear zone ท่ีเกิดข้ึนรอบโคโลนี เนื่องจากเชื้อละลาย tricalcium phosphate [Ca3(PO4)2] 
ซ่ึงเปนสารประกอบฟอสเฟตท่ีไมละลายน้ําในอาหารเลี้ยงเชื้อ คํานวณคา index ซ่ึงแสดงถึงความสามารถ
ในการละลายฟอสเฟตจากสูตร 
 
 index = เสนผานศูนยกลางของ clear zone (มม.) 
                         เสนผานศูนยกลางของโคโลนี (มม.) 
  
 จากผลการศึกษา พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ สามารถละลายฟอสเฟต แต
สวนมาก (24 สายพันธุ) เกิด clear zone เฉพาะบริเวณรอบโคโลนี เชื้อท่ีใหคา index ของการละลาย
ฟอสเฟตสูงสุด มีจํานวน 2 สายพันธุ ไดแก DASA 02077 (2.50 ± 0.25) และ DASA 02021 (1.99 ± 
0.36) ซ่ึงใหคาไมตางกันทางสถิติ คา index ของการละลายฟอสเฟตของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง แสดง
ในตารางท่ี 11  
 
 ความสามารถในการละลายฟอสเฟตเปนคุณลักษณะท่ีสําคัญของ PGPR ในการเพ่ิมฟอสฟอรัสซ่ึง
เปนธาตุอาหารหลักใหแกพืช สารประกอบฟอสฟอรัสมีอยูใน 2 รูป ไดแก รูปท่ีละลายน้ําซ่ึงเซลลของ
สิ่งมีชีวิตสามารถนําไปใชได และรูปท่ีไมละลายน้ําซ่ึงเซลลของสิ่งมีชีวิตไมสามารถนําไปใชได โดยท่ัวไป ใน
ดินมักจะมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีละลายน้ําอยูนอยมาก สวนใหญมีนอยกวา 1 ppm (Goldstein 1994) เม่ือ
เติมปุยฟอสฟอรัสลงในดิน สารอนินทรียฟอสฟอรัสท่ีละลายน้ําจะจับกับธาตุเหล็ก, อลูมิเนียม และ
แคลเซียมท่ีมีอยูในดินอยางรวดเร็ว กลายเปนสารประกอบฟอสฟอรัสในรูปท่ีไมละลายน้ํา (Ponmurugan 
and Gopi 2006) ความสามารถในการละลายฟอสเฟตของจุลินทรียเปนผลมาจากการหลั่งกรดอินทรียท่ีมี
มวลโมเลกุลต่ํา ซ่ึงจะใชหมู hydroxyl หรือ carboxyl จับอนุภาคประจุบวกท่ีสรางพันธะกับหมูฟอสเฟต
ออกมา (Kpomblekou-A and Tabatabai 1994) หรือกิจกรรมของเอนไซม phosphatase ท่ีดึง
ฟอสฟอรัสออกจากสารประกอบอินทรียโดยกระบวนการ dephosphorylation ท่ีพันธะ phospho-ester 
หรือ phospho-anhydride (Rodriguez et al. 2006) จากการใสเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต ไดแก 
Bacillus sp., Burkholderia sp., Flavobacterium sp. และ Pseudomoas spp. ใหแกขาวโพดท่ีปลูก
ในกระถาง พบวาแบคทีเรียละลายฟอสเฟตเพ่ิมความสูงของตน, ความยาวของราก, น้ําหนักแหงของตน, 
น้ําหนักแหงของราก และผลผลิตของเมล็ด ไดมากถึง 16%, 11%, 42%, 29% และ 33% ตามลําดับ เม่ือ
เปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดใสเชื้อแตใสปุยคอก นอกจากนี้ ฟอสฟอรัสในรูปท่ีละลายน้ําไดยังเพ่ิมข้ึน 62% 
เม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดใสเชื้อแตใสปุยคอก (Hussain et al. 2013)   
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ตารางท่ี 11. คา index ของการละลายฟอสเฟตบนอาหาร Pikovskaya ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
หลังจากบมท่ี 30°C เปนเวลา 5 วัน 
 
สายพันธุ คา index ของการละลายฟอสเฟต 
PV 01, PV 09, PV 10, PV14, DASA 02006, DASA 02007, 
DASA 02008, DASA 02009, DASA 02010, DASA 02011,  
DASA 02026, DASA 02027, DASA 02031, DASA 02036,  
DASA 02041, DASA 02044, DASA 02045, DASA 02051,  
DASA 02068, DASA 06002, DASA 06003, DASA 06004,  
DASA 06006 และ DASA 06008 

1.20 ± 0.00 

DASA 02021 1.99 ± 0.36 
DASA 02023 1.73 ± 0.46 
DASA 02065 1.79 ± 0.38 
DASA 02077 2.50 ± 0.25 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 

 
10) กิจกรรมของเอนไซม phosphatase  
 
จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม extracellular alkaline phosphatase ของเชื้อไรโซเบียม 

ถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Pikovskaya เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C 
เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดกิจกรรมของเอนไซม extracellular alkaline 
phosphatase และสรางกราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol ตามท่ีบรรยายโดย Pantujit and 
Pongsilp (2010) กําหนดคา 1 unit ของเอนไซม phosphatase เทากับเอนไซมท่ียอยสลาย p-
nitrophenyl phosphate ได p-nitrophenol  1 µmol ในเวลา 1 นาที (Tso and Chen 1997) ผล
การศึกษาพบวา เชื้อสังเคราะห extracellular alkaline phosphatase อยูระหวาง 3.68 ± 0.51 ถึง 
15.04 ± 0.65 milliunit/ml supernatant เชื้อท่ีสังเคราะห extracellular alkaline phosphatase 
สูงสุด คือ สายพันธุ DASA 02077 คากิจกรรมของเอนไซม phosphatase จากเชื้อแตละสายพันธุแสดงใน
ตารางท่ี 12  
 

ฟอสฟอรัสเปนธาตุอาหารหลักสําหรับการเจริญของสิ่งมีชีวิต (Hu et al. 2006) ฟอสฟอรัสมีท้ังอยู
ในรูปสารประกอบท่ีละลายน้ํา และสารประกอบท่ีไมละลายน้ํา ฟอสฟอรัสในรูปสารประกอบท่ีไมละลาย
น้ํา เชน Ca3(PO4)2, iron phosphate (FePO4) และ aluminium phosphate (AlPO4) จุลินทรียและ
พืชไมสามารถนําไปใชได จุลินทรียหลายชนิดมีบทบาทในการละลายสารประกอบฟอสเฟตท่ีไมละลายน้ําให
ไดฟอสฟอรัสในรูปท่ีละลายน้ํา จุลินทรียท่ีมีคุณสมบัติเชนนี้เรียกวา “จุลินทรียละลายฟอสเฟต” ซ่ึงมีท้ัง
แบคทีเรียและเชื้อรา สําหรับแบคทีเรียละลายฟอสเฟต มีตัวอยางเชน Agrobacterium sp. (Goldstein 
1986), Arthrobacter ureafaciens (Chen et al. 2006), Bacillus firmus (Datta et al. 1982), 
Bacillus sp. (Chen et al. 2006; Goldstein 1986), Bradyrhizobium (Leelahawonge and 
Pongsilp 2009), Chryseobacterium sp. (Chen et al. 2006), Cupriavidus (Leelahawonge and 
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Pongsilp 2009), Delftia sp. (Chen et al. 2006), Enterobacter agglomeran (Kim et al. 1998), 
Enterobacter sp. (Chung et al. 2005), Flavobacterium sp. (Goldstein 1986), Gordonia sp. 
(Chen et al. 2006), Klebsiella sp. (Chung et al. 2005), Paenibacillus sp. (Hu et al. 2006), 
Pantoea sp. (Chung et al. 2005), Phyllobacterium myrsina (Chen et al. 2006), 
Pseudomonas sp. (Goldstein 1986), Rhizobium sp. (Goldstein 1986 ; Leelahawonge and 
Pongsilp 2009), Rhodococcus erythropolis (Chen et al. 2006), Serratia marcescens (Chen 
et al. 2006) และ Sinorhizobium (Leelahawonge and Pongsilp 2009) สําหรับเชื้อราละลาย
ฟอสเฟต มีตัวอยางเชน Aspergillus niger (El-Azouni 2008), Penicillium italicum (El-Azouni 
2008) และ Trichoderma sp. (Kapri and Tewari 2010) การละลายฟอสเฟตโดยจุลินทรียเกิดจากการ
หลั่งกรดอินทรียท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (Chen et al. 2006) หรือเอนไซม phosphatase (Kim et al. 
1998; Ponmurugan and Gopi 2006; Relwani et al. 2008 Sabannavar and Lakshman 2009) 
ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีดึงฟอสฟอรัสออกจากสารประกอบอินทรียโดยกระบวนการ dephosphorylation ท่ี
พันธะ phospho-ester หรือ phospho-anhydride (Rodriguez et al. 2006) Leelahawonge and 
Pongsilp (2009) ศึกษากิจกรรมของเอนไซม acid-, neutral- และ alkaline phosphatase ของเชื้อ   
ไรโซเบียม 56 สายพันธุท่ีแยกไดจากพืชสมุนไพร 3 ชนิด ไดแก Pue. mirifica (กวาวเครือขาว), Der. 
elliptica (โลติ๊น หรือ หางไหล) และ Ind. tinctoria (คราม) จากการระบุสกุลของเชื้อพบวาเปน 
Bradyrhizobium, Ralstonia (Cupriavidus), Rhizobium, Sinorhizobium และเชื้อท่ีไมไดระบุสกุล 
ทุกสายพันธุสังเคราะหเอนไซม extracellular phosphatase กิจกรรมของ acid phosphatase อยู
ระหวาง 2.81 ± 0.17 ถึง 7.86 ± 0.26 mU/ml supernatant  กิจกรรมของ neutral phosphatase อยู
ระหวาง 2.46 ± 0.14 ถึง 5.88 ± 0.01 mU/ml supernatant และกิจกรรมของ alkaline 
phosphatase อยูระหวาง 2.96 ± 0.28 ถึง 12.65 ± 0.13 mU/ml supernatant ในขณะท่ีมีกิจกรรม
ของเอนไซม cell-bound phosphatase ในระดับต่ํา การศึกษากิจกรรมของเอนไซม phosphatase จะ
เปนประโยชนในการประยุกตใชจุลินทรียเพ่ือเพ่ิมธาตุอาหารฟอสฟอรัสใหแกพืช Pantujit and Pongsilp 
(2010) คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต และระบุสกุล-ชนิดไดเปน Agr. tumefaciens, Bacillus 
sp., Mesorhizobium spp. และ Sinorhizobium spp. พบวาทุกสายพันธุสังเคราะหเอนไซม acid- และ 
alkaline phosphatase ในการละลายฟอสเฟต สายพันธุของ Sinorhizobium มีกิจกรรมของเอนไซม 
acid phosphatase สูงสุดท่ี 172.57 ± 8.28 mU/ml supernatant เม่ือเจริญในอาหาร Pikovskaya ท่ี
มี Ca3(PO4)2 เปนแหลงฟอสฟอรัส Mesorhizobium มีกิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase 
สูงสุดท่ี 165.96 ± 9.61 mU/ml supernatant เม่ือเจริญในอาหาร Pikovskaya ท่ีมี Ca3(PO4)2 เปน
แหลงฟอสฟอรัส สายพันธุของ Sinorhizobium เพ่ิมน้ําหนักแหงของขาวโพดไดสูงสุด เปน 2.56-3.86 เทา
ของตนควบคุมท่ีใสเชื้อ Escherichia coli DH5α สายพันธุของ Agr. tumefaciens, Mesorhizobium 
และ Sinorhizobium เพ่ิมปริมาณฟอสฟอรัสในตนขาวโพดอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับตน
ควบคุมท่ีใสเชื้อ Esc. coli DH5α 

 
11) กิจกรรมของเอนไซม urease 

 
จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดยเลี้ยง

เชื้อในอาหาร Christensen’s urea broth เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน 
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ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase เหวี่ยงปนเก็บตะกอนเซลล และ supernatant ใชเครื่องกําเนิดคลื่น
เสียง (sonicator) ทําใหตะกอนเซลลแตก เพ่ือวัดกิจกรรมของ intracellular และ surface-associated 
urease สําหรับ supernatant ใชวัดกิจกรรมของ extracellular urease ตามวิธีการของ Chuntanom 
and Pongsilp (2011) วัดปริมาณแอมโมเนียท่ีเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม urease กําหนดคา 1 unit 
ของเอนไซม urease เทากับเอนไซมท่ียอยสลาย urea 0.5 µmol ไดแอมโมเนีย 1.0 µmol ในเวลา 1 
นาที ท่ี 37°C (Starnes et al. 1984) พบวาเชื้อทุกสายพันธุมีกิจกรรมของ extracellular urease เปน
หลัก และมีกิจกรรมของ intracellular และ surface-associated urease ในระดับต่ํา กิจกรรมของ 
extracellular urease อยูระหวาง 5.46 ± 1.02 ถึง 35.12 ± 2.14 unit/ml supernatant เชื้อท่ีมี
กิจกรรมของ extracellular urease สูงสุด คือ สายพันธุ DASA 02036 (35.12 ± 2.14 unit/ml 
supernatant) และ DASA 02065 (33.20 ± 4.82 unit/ml supernatant) ซ่ึงใหคาไมตางกันทางสถิติ  
ในขณะท่ีกิจกรรมของ intracellular และ surface-associated urease อยูระหวาง 0.20 ± 0.01 ถึง 
0.99 ± 0.49 unit/mg cell คากิจกรรมของเอนไซม urease จากเชื้อแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 12  
 
 การสังเคราะหเอนไซม urease เปนอีกกระบวนการหนึ่งท่ีใหแอมโมเนีย โดยเอนไซม urease เปน
เอนไซมท่ีประกอบดวยหนวยยอยหลายหนวย และมีนิคเกิล (nickel; Ni) เปนองคประกอบ (nickel-
containing, multisubunit enzyme) ทําหนาท่ีกระตุนกระบวนการยอยสลาย (hydrolysis) urea ได
แอมโมเนียและ carbonic acid (Morou-Bermudez and Burne 1999) กิจกรรมของเอนไซม urease 
ของเชื้อแบคทีเรียมักจะถูกควบคุมโดยเก่ียวของกับการตอบสนองตอสภาวะแวดลอม เชน ปริมาณไนโตร-
เจนท่ีนําไปใชได (nitrogen availability) และคา pH (Mobley et al. 1995) ในการศึกษาครั้งนี้ พบวา
เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงทุกสายพันธุมีกิจกรรมของ extracellular urease เปนหลัก การสังเคราะห 
extracellular urease มีรายงานวาพบในแบคทีเรียหลายชนิด เชน Lactobacillus sp. และ 
Helicobacter pylori (Marcus and Scott 2001; Moreau et al. 1976) 
 

12) กิจกรรมของเอนไซม protease 
 
จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม protease ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดย

เลี้ยงเชื้อในอาหาร skim milk broth (Nimnoi et al. 2010) เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C 
เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดกิจกรรมของเอนไซม protease โดยวิธีการ 
azocasein protease assay (Secades and Guijarro 1999) ซ่ึงกําหนดคา 1 unit เทากับเอนไซมท่ีให
คาการดูดกลืนแสงท่ี 420 nm เปน 0.01 จากการบมเอนไซมกับสารตั้งตน (substrate) เปนเวลา 30 นาที 
ท่ี 30°C กิจกรรมของ protease มีตั้งแตไมสามารถตรวจพบ ถึง 74.21 ± 15.09  unit/ml supernatant 
เชื้อท่ีมีกิจกรรมของ protease สูงสุด มีจํานวน 2 สายพันธุ ไดแก PV 10 (74.21 ± 15.09 unit/ml 
supernatant) และ DASA 02027 (57.46 ± 2.17 unit/ml supernatant) ซ่ึงใหคาไมตางกันทางสถิติ 
คากิจกรรมของเอนไซม protease จากเชื้อแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 12  

 
เอนไซม protease ทําหนาท่ีกระตุนกระบวนการยอยสลายโปรตีน de Oliveira et al. (2010) 

ศึกษากิจกรรมของเอนไซม alkaline protease ท่ีสังเคราะหข้ึนจาก Bradyrhizobium sp. และ 
Rhizobium sp. พบวากิจกรรมของเอนไซม protease สูงสุดเม่ือเซลลเขาสูการเจริญระยะ stationary 
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phase สายพันธุของ Bradyrhizobium มีกิจกรรมของเอนไซม protease สูงสุดเทากับ 88 unit/ml 
ในขณะท่ีสายพันธุของ Rhizobium กิจกรรมของเอนไซม protease สูงสุดเทากับ 15 unit/ml เอนไซม 
protease ท่ีสังเคราะหโดยสายพันธุของ Bradyrhizobium ทนตอสภาวะความเปนดางไดมากกวาเอนไซม 
protease ท่ีสังเคราะหโดยสายพันธุของ Rhizobium เอนไซม protease ท่ีสังเคราะหโดยสายพันธุของ 
Rhizobium มีกิจกรรมของเอนไซมท่ีคา pH อยูระหวาง 6-11 โดยมีกิจกรรมสูงสุดเม่ือคา pH อยูระหวาง 
10-11 และท่ีอุณหภูมิ 35°C ในขณะท่ีเอนไซม protease ท่ีสังเคราะหโดยสายพันธุของ 
Bradyrhizobium มีกิจกรรมของเอนไซมท่ีคา pH อยูระหวาง 9-10 และมีกิจกรรมสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 55°C  
 
ตารางท่ี 12. คากิจกรรมของเอนไซม phosphatase, urease และ protease ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดง-
หลวง 
 
สายพันธุ คากิจกรรมของเอนไซม 

extracellular 
phosphatase  
(milliunit/ml 
supernatant) 

extracellular urease 
(unit/ml supernatant) 

intracellular urease 
(unit/mg cell) 

extracellular 
protease  

(unit/ml supernatant) 

PV 01 4.06 ± 0.64 10.63 ± 1.57 0.37 ± 0.09 47.03 ± 4.18 
PV 09 3.68 ± 0.51 17.50 ± 4.91 0.55 ± 0.07 4.73 ± 0.25 
PV 10 7.09 ± 0.23 8.85 ± 0.92 0.30 ± 0.05 74.21 ± 15.09 
PV 14 5.69 ± 0.39 27.95 ± 2.83 0.43 ± 0.03 12.63 ± 0.98 
DASA 02006 5.18 ± 0.60 21.06 ± 2.47 0.72 ± 0.18 22.70 ± 0.78 
DASA 02007 7.13 ± 0.27 6.78 ± 2.48 0.35 ± 0.04 0.00 ± 0.00 
DASA 02008 5.43 ± 0.53 7.68 ± 1.16 0.47 ± 0.08 2.09 ± 0.62 
DASA 02009 6.05 ± 0.61 11.01 ± 1.72 0.48 ± 0.21 4.75 ± 0.91 
DASA 02010 7.05 ± 0.83 17.27 ± 5.36 0.36 ± 0.09 44.79 ± 0.95 
DASA 02011 4.82 ± 0.44 5.46 ± 1.02 0.20 ± 0.01 7.65 ± 0.47 
DASA 02021 13.07 ± 0.86 29.53 ± 1.54 0.83 ± 0.39 6.78 ± 2.39 
DASA 02023 10.06 ± 0.29 14.91 ± 0.89 0.99 ± 0.49 46.02 ± 0.92 
DASA 02026 5.97 ± 0.71 4.01 ± 1.13 0.55 ± 0.13 13.97 ± 0.80 
DASA 02027 7.47 ± 1.10 26.20 ± 2.70 0.85 ± 0.37 57.46 ± 2.17 
DASA 02031 6.88 ± 0.44 29.36 ± 2.40 0.83 ± 0.35 0.19 ± 0.06 
DASA 02036 4.36 ± 0.72 35.12 ± 2.14 0.78 ± 0.38 1.56 ± 1.74 
DASA 02041 7.46 ± 0.99 22.30 ± 1.20 0.61 ± 0.19 12.56 ± 3.14 
DASA 02044 5.38 ± 0.92 25.75 ± 8.98 0.72 ± 0.19 41.57 ± 0.86 
DASA 02045 5.86 ± 0.16 19.48 ± 0.85 0.79 ± 0.16 50.02 ± 2.04 
DASA 02051  7.17 ± 0.62 19.70 ± 2.55 0.55 ± 0.12 33.12 ± 3.41 
DASA 02065 13.21 ± 0.91 33.20 ± 4.82 0.60 ± 0.19 15.80 ± 5.61 
DASA 02068 7.52 ± 0.79 12.70 ± 2.14 0.62 ± 0.02 2.15 ± 2.26 
DASA 02077 15.04 ± 0.65 6.21 ± 1.11 0.35 ± 0.02 23.60 ± 0.81 
DASA 06002  4.91 ± 0.82 31.05 ± 1.81 0.73 ± 0.20 14.03 ± 0.75 
DASA 06003  6.81 ± 0.84 6.44 ± 0.74 0.72 ± 0.25 3.15 ± 1.03 
DASA 06004 4.08 ± 1.59 26.20 ± 1.44 0.82 ± 0.29 8.15 ± 0.69 
DASA 06006 4.45 ± 0.90 14.82 ± 1.47 0.53 ± 0.02 16.13 ± 0.63 
DASA 06008 6.87 ± 0.90 12.85 ± 1.23 0.44 ± 0.04 0.06 ± 0.11 

คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
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10. การทดสอบผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อ 
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
คัดเลือกเชื้อท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม urease จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก PV 14, DASA 02010 

และ DASA 02068 มาทําการวิเคราะหกิจกรรมของ extracellular urease ควบคูกับการเจริญ เนื่องจาก
พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีกิจกรรมของ extracellular urease เปนหลัก จากการศึกษา พบวามี
กิจกรรมของเอนไซม urease ใน 2 รูปแบบ สําหรับเชื้อสายพันธุ PV 14 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
16S rDNA ใกลเคียงกับ Bacillus พบวากิจกรรมของเอนไซม urease คอยๆ เพ่ิมข้ึนในชวง 2 วันแรกของ
การเจริญ และเพ่ิมมากท่ีสุดในวันท่ี 3 ของการเจริญ หลังจากนั้น กิจกรรมของเอนไซม urease คอยๆ 
ลดลงอยางชัดเจน โดยกิจกรรมของเอนไซม urease มีคาสูงสุด เม่ือเชื้ออยูในชวงการเจริญระยะ mid-log 
phase ถึง late-log phase ในขณะท่ีเชื้อสายพันธุ DASA 02010 และ DASA 02068 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอ-
ไทดของยีน 16S rDNA ใกลเคียงกับ Bradyrhizobium กิจกรรมของเอนไซม urease ในชวงการเจริญ 2 
วันแรกไมตางกันทางสถิติ หลังจากนั้น กิจกรรมของเอนไซม urease เพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่องจนถึงวันสุดทาย
ของการเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงเชื้ออยูในชวงการเจริญระยะ stationary phase รูปแบบท่ีแตกตางกันนี้ พบใน 
Actinobacillus ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม urease ในชวงระยะเริ่มแรกของการเจริญ ในขณะท่ี 
Lactobacillus กลับมีกิจกรรมของเอนไซม urease เฉพาะในชวงระยะสิ้นสุดของ exponential phase 
(Moreau et al. 1976) คากิจกรรมของเอนไซม urease ระหวางการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง
สายพันธุ PV 14, DASA 02010 และ DASA 02068 แสดงในภาพท่ี 2, 3 และ 4 ตามลําดับ 
 

 
 
ภาพท่ี 4. การเจริญและกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ PV 14 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร 
Christensen’s urea broth บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm  
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 5. การเจริญและกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 02010 เม่ือเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร Christensen’s urea broth บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm  
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 

 

 
 
ภาพท่ี 6. การเจริญและกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร Christensen’s urea broth บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm  
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ในการศึกษาผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และกิจกรรมของเอนไซม urease ซ่ึงทําการ
วิเคราะหโดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Christensen’s urea broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ ไดแก yeast 
extract, peptone, NH4Cl, NaNO3, Ni และ Co วัดกิจกรรมของเอนไซม urease และนับจํานวนเซลล
ในวันท่ีเชื้อมีกิจกรรมของเอนไซม urease สูงสุด เปรียบเทียบกับ control พบวาผลของปจจัยตางๆ ตอ
การเจริญ และกิจกรรมของเอนไซม urease แตกตางกันไปในแตละสายพันธุ NaNO3, Ni และ Co ลด
กิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ PV 14 โดย NaNO3 มีผลลดกิจกรรมของเอนไซม urease 
ไดมากท่ีสุด ในขณะท่ี peptone เพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ PV 14 แตลด
กิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 02010 และไมมีผลแตกตางทางสถิติสําหรับเชื้อสาย
พันธุ DASA 02068 นอกจากนี้ yeast extract ลดกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 
02010 และ DASA 02068 ท้ังนี้ สันนิษฐานวาความแตกตางของผลของสารประกอบไนโตรเจนตอกิจกรรม
ของเอนไซม urease ข้ึนอยูกับวิถีการยอยสลายสารประกอบไนโตรเจน (nitrogen catabolic pathway) 
ท่ีแตกตางกันของเชื้อแตละสายพันธุ (Levican et al. 2008) โลหะหนักยับยั้งการเจริญของเชื้อบางสาย
พันธุ Ni และ Co ยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ PV 14 และยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม urease อยาง
สิ้นเชิง ในขณะท่ี Ni และ Co ไมมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ DASA 02010 และ DASA 02068 
รวมถึงไมมีผลแตกตางทางสถิติของกิจกรรมของเอนไซม urease ถึงแมวา Ni จะเปน co factor ของ
เอนไซม urease ของแบคทีเรียบางชนิด เชน Hel. pylori (Schauer et al. 2010) แตก็เปนพิษตอ
แบคทีเรียบางชนิด เชน Esc. coli (Perrin et al. 2009)  มีรายงานเก่ียวกับปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอการ
สังเคราะหเอนไซม urease ของเชื้อแบคทีเรีย ตัวอยางเชน การเติม Ni ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ มีผลกระตุน
กิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อ Anabaena cylindrica ซ่ึงเปนไซยาโนแบคทีเรีย 
(cyanobacterium) (Mackerras and Smith 1986) เชนเดียวกับการเติม Ni ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Hel. 
pylori ท่ีสามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีนควบคุมการสังเคราะห UreA และ UreB ซ่ึงเปนหนวยยอยของ
เอนไซม urease ไดถึง 3.5 เทา (van Vliet et al. 2001) ปจจัยท่ียับยั้งกิจกรรมของเอนไซม urease ของ
เชื้อ Campylobacter pylori ไดแก acetohydroxamic acid (100 μg/ml), hydroxyurea (85 
μg/ml), flurofamide (0.05 μg/ml) และ EDTA (8 mM) (Mobley et al. 1988) อุณหภูมิและ urea มี
ผลตอการแสดงออกของยีนควบคุมการสังเคราะหเอนไซม urease ในเชื้อ Proteus mirabilis (Poore 
and Mobley 2003) เกลือโคบอลตสามารถยับยั้ง intracellular urease ของเชื้อรา Rhizopus oryzae 
(Geweely 2006) การเจริญและคากิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงสายพันธุ 
PV 14, DASA 02010 และ DASA 02068 เม่ือมีการเติมปจจัยตางๆ แสดงในภาพท่ี 7, 8 และ 9 
ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 7. การเจริญและคากิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ PV 14 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร 
Christensen’s urea broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm 
เปนเวลา 3 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 8. การเจริญและคากิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 02010 เม่ือเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร Christensen’s urea broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 
rpm เปนเวลา 5 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 9. การเจริญและคากิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร Christensen’s urea broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 
rpm เปนเวลา 5 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 

 
11. การทดสอบผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และการสังเคราะหแอมโมเนียของเชื้อไรโซเบียม 
ถ่ัวแดงหลวง 

 
คัดเลือกเชื้อท่ีมีการสังเคราะหแอมโมเนีย จํานวน 5 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 02009, 

DASA 02068, DASA 02077 และ DASA 06006 มาทําการวิเคราะหการสังเคราะหแอมโมเนียควบคูกับ
การเจริญ พบวาการสังเคราะหแอมโมเนียโดยกระบวนการ ammonification เพ่ิมข้ึนตามการเจริญของ
เชื้อ จนถึงเม่ือเชื้อเขาสูการเจริญระยะ stationary phase ความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ 
ammonification ระหวางการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงสายพันธุ PV 09, DASA 02009, 
DASA 02068, DASA 02077 และ DASA 06006 แสดงในภาพท่ี 10, 11, 12, 13 และ 14 ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 10. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ PV 09 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm  
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 

 

 
 

ภาพท่ี 11. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02009 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 
200 rpm 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 12. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 
200 rpm 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 

 

 
 
ภาพท่ี 13. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02077 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 
200 rpm 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 14. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 06006 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 
200 rpm 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 

 
ในการศึกษาผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญและการสังเคราะหแอมโมเนีย ซ่ึงทําการวิเคราะหโดย

เลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ ไดแก Cu 0.2 mM, Cu 2.0 mM, Zn 0.2 
mM และ Zn 2.0 mM วัดปริมาณแอมโมเนียท่ีสังเคราะหข้ึน และนับจํานวนเซลลในวันท่ีเชื้อมีการ
สังเคราะหแอมโมเนียสูงสุดเปรียบเทียบกับ control พบวา Cu 0.2 mM ลดการสังเคราะหแอมโมเนียโดย
เชื้อสายพันธุ PV 09, DASA 02009, DASA 02068 และ DASA 02077 ลงประมาณ 17% ถึง 57% เม่ือ
เปรียบเทียบกับ control ซ่ึงการลดการสังเคราะหแอมโมเนียไมไดมีผลมาจากการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
เหลานี้ นอกจากนี้ Zn 0.2 mM ลดการสังเคราะหแอมโมเนียโดยเชื้อสายพันธุ PV 09, DASA 02009 และ 
DASA 02077 ลงประมาณ 28% ถึง 63% เม่ือเปรียบเทียบกับ control สําหรับ Cu 2.0 mM มีผลยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ 4 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 02068, DASA 02077 และ DASA 06006 Zn 0.2 
mM ยับยั้งการเจริญของเชื้อ 2 สายพันธุ ไดแก DASA 02068 และ DASA 06006 Zn 2.0 mM มีผลยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ 3 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 02068 และ DASA 06006 Cu 2.0 mM, Zn 0.2 
mM และ Zn 2.0 mM ยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ DASA 06006 โดยจํานวนเซลลในวันท่ี 5 ของ
การเลี้ยงเชื้อ นอยกวา 1.00 x 105 CFU/ml ซ่ึงเปนปริมาณเชื้อเริ่มตน แตมีปริมาณแอมโมเนียในอาหาร 
peptone broth คาดวาเปนผลมาจากกิจกรรมของเซลลท่ีเกิดข้ึนกอนวันท่ี 5 ของการเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงเซลลยัง
อาจมีชีวิตอยู การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ      
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงสายพันธุ PV 09, DASA 02009, DASA 02068, DASA 02077 และ DASA 06006 
เม่ือมีการเติมปจจัยตางๆ แสดงในภาพท่ี 15, 16, 17, 18 และ 19 ตามลําดับ 
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จากการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอกระบวนการ ammonification พบวา ระดับความเขมขนของ 
trichloroethylene (TCE) ไมมีผลตอกระบวนการ arginine ammonification ของจุลินทรียในดิน 
(Fuller and Scow 1997) และ aldrin มีผลตอ peptone ammonification เพียงเล็กนอยและไมคงท่ี 
(Fletcher and Bollen 1954) มีรายงานผลของโลหะหนัก Cu และ Zn ตอกระบวนการ 
ammonification ในดิน โดยพบวา ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน Cu ท่ี 100 ppm เพ่ิมกระบวนการ 
ammonification แต Cu ท่ี 1,000 ppm ไมมีผลตอกระบวนการ ammonification รวมถึง Zn ท่ี 100 
และ 10,000 ppm ลดกระบวนการ ammonification แต Zn ท่ี 1,000 ppm ไมมีผลตอกระบวนการ 
ammonification (Premi and Cornfield 1969) 
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ภาพท่ี 15. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ PV 09 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และ
เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 16. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02009 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C 
และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 17. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C 
และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน  
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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DASA 02077
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ภาพท่ี 18. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02077 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C 
และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 4 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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DASA 06006
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ภาพท่ี 19. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 06006 เม่ือมีการเติมปจจัยตางๆ เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัย
ตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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12. การศึกษาผลของสารสกัดจากดิน และสารสกัดจากเมล็ดตอการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัว-
แดงหลวง 

  
 จากการศึกษาผลของสารสกัดจากดิน และสารสกัดจากเมล็ดตอการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัว-
แดงหลวง จํานวน 2 สายพันธุ ไดแก DASA 06002 และ DASA 06008 โดยเปรียบเทียบจํานวนเซลลของ
เชื้อท่ีเจริญในอาหาร BSM, อาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวง, อาหาร BSM 
ท่ีเติมสารสกัดจากดินท่ีไมปลูกพืช และอาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวง พบวาผลการ 
ศึกษาท่ีไดจากท้ัง 2 สายพันธุ สอดคลองกัน โดยสารสกัดจากดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวงมีผลลดการ
เจริญของเชื้อ สารสกัดจากดินท่ีไมปลูกพืชไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ และสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวง
มีผลเพ่ิมการเจริญของเชื้อ จํานวนเซลลของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีเจริญในอาหาร BSM, อาหาร 
BSM ท่ีเติมสารสกัดจากดิน และอาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงแสดงในตารางท่ี 13 
 
 ในการศึกษาผลของสารสกัดจากดิน ใชดิน 2 ตัวอยาง ไดแก ดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวง 
และดินท่ีไมปลูกพืช ดินบริเวณรอบรากพืชเปนดินท่ีไดรับอิทธิพลจาก root exudate ซ่ึงประกอบดวย 
แหลงคารบอน และสาร metabolite เชน น้ําตาล. กรดอะมิโน และกรดอินทรีย (Jones et al. 2004) 
ท้ังนี้ องคประกอบของ root exudate พบวาแตกตางกัน ข้ึนอยูกับชนิดของพืช, พันธุพืช และระยะการ
เจริญของพืช (Xu et al. 2009) ในทางตรงขาม ดินท่ีไมปลูกพืช เปนดินท่ีไมไดรับอิทธิพลจากรากพืช ทํา
ใหมีแหลงคารบอนสําหรับการเจริญของจุลินทรียอยูอยางจํากัด (Mirleau et al. 2005) จากการศึกษา
พบวาสารสกัดจากดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวงมีผลลดการเจริญของเชื้อ สันนิษฐานวาใน root 
exudate ของถ่ัวแดงหลวงมีสารยับยั้งการเจริญของเชื้อท่ีทําการทดสอบ มีรายงานผลของสารสกัดจากราก
ถ่ัวแดงหลวงท่ียับยั้งการเจริญของเชื้อกลายพันธุของ Rhi. etli (Eisenschenk et al. 1994)  
 
 จากผลการทดลองพบวา สารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงมีผลเพ่ิมการเจริญของเชื้อทดสอบท้ัง 
2 สายพันธุ สันนิษฐานวาเปนผลมาจากการท่ีสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงมีโปรตีนและ reducing sugar 
ซ่ึงเปนสารอาหาร ตัวอยางสารประกอบท่ีมีอยูในเมล็ดถ่ัวแดงหลวง เชน โปรตีน, lectin, เอนไซม, สาร
ยับยั้งเอนไซม, โปรตีนยับยั้งเข้ือรา และ phytohaemagglutinin (Alizadeh 2011) ผลของสารสกัดจาก
เมล็ดตอการเจริญของจุลินทรียมีความแตกตางกัน ข้ึนอยูกับชนิดของพืช, ตัวทําละลายท่ีใชสกัด และ       
จุลินทรียท่ีทดสอบ เชน สารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงมีสาร homodimeric lectin ยับยั้งเห็ด Coprinus 
comatus และเชื้อรากอโรคพืช Fusarium oxysporum และ Rhizoctonia solani (Ye et al. 2001) 
สารสกัดจากเมล็ดมะละกอซ่ึงสกัดโดยใช methanol ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรค Salmonella typhi 
(Yismaw et al. 2008), สารสกัดจากเมล็ดอะโวกาโดซ่ึงสกัดโดยใช abosulte ethanol และน้ํากลั่น ยั้บ
ยั้งเชื้อแบคทีเรีย Listeria monocytogenes และ Staphylococcus epidermidis รวมถึงเชื้อยีสต 
Zygosaccharomyces bailii แตไมยับยั้งเชื้อรา Aspergillus flavus และ Penicillium spp. 
(Raymond Chia and Dykes 2010), สารสกัดจากเมล็ดจันทนเทศซ่ึงสกัดโดยใช ethanol และ 
acetone ยับยั้ง Bac. subtilis และ Staphylococcus aureus แตสารสกัดจากเมล็ดจันทนเทศโดยใชน้ํา
กลั่น ไมมีผลยับยั้งเชื้อท้ัง 2 ชนิด (Ibrahim et al. 2013) สารสกัดจากเมล็ดองุน ซ่ึงมีองคประกอบหลัก 
ไดแก gallic acid, catechin และ epicatechin ยับยั้งการเจริญและการสราง biofilm ของเชื้อแบคทีเรีย 
Streptococcus mutans (El-Adawi 2012)  
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ตารางท่ี 13. จํานวนเซลลของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีเจริญในอาหาร BSM, อาหาร BSM ท่ีเติมสาร
สกัดจากดิน และอาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวง 
 
สายพันธุ จํานวนเซลลของเชื้อในอาหาร 

BSM BSM ที่เติมสารสกัดจากดิน
บริเวณรอบราก 
ถั่วแดงหลวง 

BSM ที่เติมสารสกัดจากดินที่
ไมปลูกพืช 

BSM ที่เติมสารสกัดจากเมล็ด
ถั่วแดงหลวง 

DASA 
06002 

2.04 x 108 ± 8.00 x 106 d 3.53 x 107 ± 4.50 x 106 a 1.55 x 108 ± 5.13 x 107 cd 2.74 x 109 ± 1.25 x 108 e 

DASA 
06008 

1.61 x 108 ± 9.86 x 106 c 7.20 x 107 ± 2.00 x 106 b 1.26 x 108 ± 5.29 x 107 c 2.63 x 109 ± 3.55 x 108 e 

คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
คาที่ตามดวยตัวอักษรเดียวกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 

 
13. การศึกษาผลของการใชเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับแบคทีเรียละลายฟอสเฟตตอการ 
ตรึงไนโตรเจน และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช 

 
คัดเลือกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 3 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 06003 และ DASA 06008 

ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ใกลเคียงกับเชื้อแบคทีเรียในสกุล Bacillus, Bradyrhizobium 
และ Rhizobium ตามลําดับ และใหน้ําหนักแหงของตนพืชสูงสุดจากการประเมินประสิทธิภาพในการตรึง
ไนโตรเจน มาศึกษาผลของการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงเพียงชนิดเดียวเปรียบเทียบกับการใสเชื้อไรโซ-
เบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus sp. PSP 011 ในสภาวะท่ีไมมีฟอสฟอรัส 
(ไมเติม KH2PO4 ในสารอาหารพืชท่ีไมมีไนโตรเจน), สภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีไมละลายน้ํา (เติม 
Ca3(PO4)2 แทน KH2PO4 ในสารอาหารพืชท่ีไมมีไนโตรเจน) และสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีละลายน้ํา 
(เติม KH2PO4 ในสารอาหารพืชท่ีไมมีไนโตรเจน) นับจํานวนปมท่ีเกิดข้ึน, ชั่งน้ําหนักแหงของปมและตันพืช
, วิเคราะหประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนโดยวิธีการ  ARA และวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อ
พืช พบวาการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงเพียงชนิดเดียว และการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับ
เชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus sp. PSP 011 ใหกับตนถ่ัวแดงหลวงท่ีปลูกในสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัส
ในรูปท่ีไมละลายน้ํา  สามารถเพ่ิมจํานวนปม, น้ําหนักแหงของปมและตนพืช, คา ARA และปริมาณ
ฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช ไดมากกวาการใสเชื้อใหกับตนถ่ัวแดงหลวงท่ีปลูกในสภาวะท่ีไมมีฟอสฟอรัส โดยมี
ความแตกตางทางสถิติ แสดงถึงความสามารถในการละลายฟอสฟอรัสในรูปท่ีไมละลายน้ําใหอยูในรูปท่ีพืช
สามารถนําไปใชได และฟอสฟอรัสมีผลตอประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม ตารางท่ี 14 
แสดงจํานวนปม, น้ําหนักปมแหง, น้ําหนักตนแหง และคา ARA ของถ่ัวแดงหลวงท่ีไดรับการใสเชื้อไรโซ- 
เบียมถ่ัวแดงหลวงและการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
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ตารางท่ี 14. จํานวนปม, น้ําหนักปมแหง, น้ําหนักตนแหง และคา ARA ของถ่ัวแดงหลวงท่ีไดรับการใสเชื้อ
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงและการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
 
สายพันธุ 
 
 

สภาวะที่ทําการ
ทดสอบ 

 
 

คาที่ใชประเมินประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน ปริมาณ
ฟอสฟอรัสใน 
เนื่อเยื่อพืช 

(ppm) 
 

จํานวนปม น้ําหนักปมแหง 
(มิลลิกรัม/ตน) 

น้ําหนักตนแหง 
(มิลลิกรัม/ตน) 

คา ARA 
(µmol 

ethylene/ 
ตนพืช/ชม.) 

ชุดควบคุม 
ที่ไมไดใสเชื้อ 

ไมมีฟอสฟอรัส 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 118.67 ± 11.93 0.31 ± 0.14 56.00 ± 8.89 

มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 107.67 ± 13.65 0.17 ± 0.04 61.00 ± 7.00 

มีฟอสฟอรัสที่
ละลายน้ํา 

0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 151.66 ± 17.95 0.36 ± 0.05 178.33 ± 9.71 

PV 09 ไมมีฟอสฟอรัส 13.00 ± 3.61 35.00 ± 10.82 122.00 ± 14.11 0.23 ± 0.04 58.33 ± 5.51 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

42.00 ± 3.00 132.67 ± 14.05 411.67 ± 18.18 1.70 ± 0.18 267.33 ± 18.72 

มีฟอสฟอรัสที่
ละลายน้ํา 

53.67 ± 5.51 189.67 ± 23.12 514.00 ± 15.72 2.37 ± 0.38 339.67 ± 31.66 

PV 09 +  
PSP 011 

ไมมีฟอสฟอรัส 24.00 ± 7.00 35.00 ± 11.53 125.33 ± 18.45 0.34 ± 0.15 50.33 ± 12.66 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

55.33 ± 6.03 176.67 ± 11.72 459.33 ± 14.57 2.27 ± 0.09 284.00 ± 9.54 

มีฟอสฟอรัสที่
ละลายน้ํา 

56.33 ± 9.07 179.67 ± 16.04 516.67 ± 24.58 2.45 ± 0.04 329.67 ± 20.79 

DASA 06003 ไมมีฟอสฟอรัส 13.00 ± 5.57 18.67 ± 3.06 119.00 ± 13.53 0.38 ± 0.06 53.00 ± 12.12 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

25.33 ± 3.51 92.00 ± 14.00 322.00 ± 17.58 1.98 ± 0.06 306.00 ± 18.03 

มีฟอสฟอรัสที่
ละลายน้ํา 

32.67 ± 14.01 104.33 ± 34.00 385.33 ± 22.30 2.12 ± 0.62 293.33 ± 18.01 

DASA 06003 
+ PSP 011  

ไมมีฟอสฟอรัส 7.33 ± 4.16 26.33 ± 9.29 104.67 ± 12.66 0.20 ± 0.06 68.33 ± 6.03 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

41.67 ± 4.93 128.00 ± 11.00 371.67 ± 20.84 2.59 ± 0.4 258.67 ± 28.75 

มีฟอสฟอรัสที่
ละลายน้ํา 

42.33 ± 3.51 134.33 ± 15.63 391.67 ± 15.63 2.47 ± 0.10 257.67 ± 16.50 

DASA 06008 ไมมีฟอสฟอรัส 10.00 ± 2.65 43.33 ± 6.66 97.66 ± 14.57 0.71 ± 0.12 89.67 ± 6.51 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

35.03 ± 7.09 158.33 ± 26.50 359.67 ± 22.59 1.36 ± 0.13 279.33 ± 16.50 

มีฟอสฟอรัสที่
ละลายน้ํา 

53.67 ± 12.67 189.00 ± 27.87 539.00 ± 96.27 2.59 ± 0.36 292.33 ± 15.31 

DASA 06008 
+ PSP 011 

ไมมีฟอสฟอรัส 16.33 ± 6.51 54.33 ± 10.97 118.67 ± 16.80 0.55 ± 0.19 120.00 ± 16.10 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

49.67 ± 8.62 188.67 ± 17.01 464.00 ± 13.53 2.64 ± 0.19 286.67 ± 18.56 

มีฟอสฟอรัสที่
ละลายน้ํา 

54.00 ± 6.24 177.00 ± 15.13 527.00 ± 19.00 2.81 ± 0.11 260.67 ± 18.45 

คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
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สรุปผลการวิจัย 
 
 1. แยกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงจากตัวอยางดิน, ปมรากถ่ัวแดงหลวง และปมรากถ่ัวเขียว ได
เชื้อ 28 ไอโซเลท จากการวิเคราะหรูปแบบ RAPD พบวาทุกเชื้อใหรูปแบบ RAPD แตกตางกัน แสดงวา
เปนเชื้อตางสายพันธุ โดยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง เนื่องจาก dendrogram ท่ีสรางจากรูปแบบ 
RAPD มีคา % similarity นอยกวา 5% 
 
 2. เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ มีรูปแบบ RAPD 11 รูปแบบ แสดงวาเปนเชื้อ 11 
ชนิด โดย 9, 1 และ 1 สายพันธุ มีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกับ Bac. subtilis, Bac. cereus และ Bra. 
japonicum ตามลําดับ อึก 17 สายพันธุมีรูปแบบ TP-RAPD แตกตางจากเชื้ออางอิง 
 

3. เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ พบเชื้อท่ีมีพลาสมิดขนาดเล็ก จํานวน 5 สายพันธุ โดย
มีจํานวนพลาสมิด 1-2 ชิ้น ขนาดตั้งแต 1.4-3.2 kb 

 
4. จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28  

สายพันธุ เพ่ือระบุสกุลของเชื้อ พบวา 15, 12 และ 1 สายพันธุ มีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA 
ใกลเคียงกับ Bacillus, Bradyrhizobium และ Rhizobium ตามลําดับ โดยมี % identity อยูระหวาง 
97%-100% ซ่ึง Bacillus ไมเคยมีรายงานกอนวาอยูในกลุมเชื้อไรโซเบียม แตเคยมีรายงานเปน 
endophyte ในปมรากพืชตระกูลถ่ัว และมียีน nifH ซ่ึงควบคุมการสังเคราะหหนวยยอยของเอนไซม 
nitrogenase ในกระบวนการตรึงไนโตรเจน 

 
 5. พบวา Bacillus spp. ท่ีแยกไดมียีน nodC ซ่ึงควบคุมการสังเคราะหเอนไซม chitin synthase 
หรือ N-acetyl glucosaminyl transferase ในกระบวนการเกิดปม โดยยีน nodC ของ Bacillus spp. มี 
% identity อยูระหวาง 89% - 100% กับยีน nodC ของ Rhizobium และ Mesorhizobium แสดงวา 
Bacillus เปนสมาชิกใหมในกลุมไรโซเบียม 
 

6. เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ เกิดปมรากกับถ่ัวแดงหลวง และมีประสิทธิภาพในการ
ตรึงไนโตรเจน ตนพืชท่ีมีการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีน้ําหนักแหงเพ่ิมข้ึน 2.39 เทา ถึง 3.89 เทา 
และมีคา ARA เพ่ิมข้ึน 5.00 เทา ถึง 7.19 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับ control ท่ีไมไดใสเชื้อ โดย 
Rhizobium sp. DASA 06008 ใหคาเฉลี่ยน้ําหนักแหงตนพืชและคาเฉลี่ย ARA สูงสุด 

 
7. ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อไรโซเบียมถ่ัว-

แดงหลวง 28 สายพันธุ มีดังนี้ 
 
- ไมมีเชื้อสายพันธุใดท่ีมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะท้ัง 10 ชนิดท่ีทดสอบ และเชื้อท่ีมีความ

ไวตอสารปฏิชีวนะทุกชนิด มีจํานวน 9 สายพันธุ เชื้อท่ีมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะไดมาก
ท่ีสุด คือ Bradyrhizobium sp. DASA 06003 ซ่ึงตานทานตอสารปฏิชีวนะ 7 ชนิด 
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- เชื้อ 7 สายพันธุเปนเชื้อท่ีไมตองการวิตามินในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการเจริญ (เปน vitamin 
prototroph) และเชื้อ 21 สายพันธุเปนเชื้อท่ีตองการวิตามินในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการ
เจริญ (เปน vitamin auxotroph) 

 
- เชื้อ 26 สายพันธุเจริญไดท่ีระดับ pH 5.0, เชื้อ 20 สายพันธุเจริญไดท่ีระดับ pH 8.0, เชือ้ 20 

สายพันธุเจริญไดท่ี 20°C และเชื้อ 18 สายพันธุเจริญไดท่ี 40°C 
 
- เชื้อ 1 สายพันธุตานทานตอ Cd ท่ีความเขมขน 50 µg/ml, เชื้อ 2 สายพันธุตานทานตอ Co 

ท่ีความเขมขน 50 µg/ml และเชื้อ 19 สายพันธุตานทานตอ Zn ท่ีความเขมขน 50 µg/ml  
 
- เชื้อ 17 สายพันธุสังเคราะห IAA ในระดับความเขมขนต่ํากวา 1 µg/ml เชื้อ 11 สายพันธุ

สังเคราะห IAA อยูระหวาง 1.54 ± 0.44 ถึง 32.21 ± 1.12 µg/ml เชื้อท่ีสังเคราะห IAA ท่ี
ความเขมขนสูงสุด คือ Bacillus sp. DASA 06006 

 
- เชื้อ 22 สายพันธุสังเคราะหซิเดอรโรฟอรประเภท catechol ในระดับความเขมขนต่ํากวา 1 

µmol/l เชื้อ 6 สายพันธุสังเคราะห catechol อยูระหวาง 1.09 ± 0.11 ถึง 9.08 ± 1.28 
µmol/l เชื้อท่ีสังเคราะห catechol ท่ีความเขมขนสูงสุด คือ Bacillus sp. DASA 02031 
เชื้อ 28 สายพันธุสังเคราะหซิเดอรโรฟอรประเภท hydroxamate อยูระหวาง 0.91 ± 0.80 
ถึง 45.92 ± 12.33  µmol/l เชื้อท่ีสังเคราะห hydroxamate ท่ีความเขมขนสูงสุด ไดแก 
Bradyrhizobium sp. DASA 06002 และ Bacillus spp. DASA 02021, DASA 02026 
และ DASA 02077 

 
- เชื้อ 28 สายพันธุสังเคราะหแอมโมเนียท่ีระดับความเขมขนอยูระหวาง 70.10 ± 15.56 ถึง 

266.35 ± 23.83 µM เชื้อท่ีสังเคราะหแอมโมเนียท่ีความเขมขนสูงสุด ไดแก Bacillus sp. 
DASA 02077 และ Bradyrhizobium spp. DASA 02009, DASA 02010 และ DASA 
02068    

 
- เชื้อ 28 สายพันธุสามารถละลายฟอสเฟต เชื้อท่ีใหคา index ของการละลายฟอสเฟตสูงสุด 

ไดแก Bacillus spp. DASA 02021 และ DASA 02077  
 
- เชื้อ 28 สายพันธุสังเคราะห extracellular alkaline phosphatase อยูระหวาง 3.68 ± 

0.51 ถึง 15.04 ± 0.65 milliunit/ml supernatant เชื้อท่ีสังเคราะห extracellular 
alkaline phosphatase สูงสุด คือ Bacillus sp. DASA 02077 
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- เชื้อ 28 สายพันธุมีกิจกรรมของ extracellular urease เปนหลัก และมีกิจกรรมของ 
intracellular และ surface-associated urease ในระดับต่ํา กิจกรรมของ extracellular 
urease อยูระหวาง 5.46 ± 1.02 ถึง 35.12 ± 2.14 unit/ml supernatant เชื้อท่ีมีกิจกรรม
ของ extracellular urease สูงสุด ไดแก Bacillus sp. DASA 02036 และ 
Bradyrhizobium sp. DASA 02065  

 
- เชื้อ 28 สายพันธุมีกิจกรรมของ protease มีตั้งแตไมสามารถตรวจพบ ถึง 74.21 ± 15.09  

unit/ml supernatant เชื้อท่ีมีกิจกรรมของ protease สูงสุด ไดแก Bacillus spp. PV 10 
และ DASA 02027  

 
8. สําหรับ Bacillus sp. PV 14 กิจกรรมของเอนไซม urease คอยๆ เพ่ิมข้ึนในชวง 2 วันแรกของ

การเจริญ และเพ่ิมมากท่ีสุดในวันท่ี 3 ของการเจริญ หลังจากนั้น กิจกรรมของเอนไซม urease คอยๆ 
ลดลงอยางชัดเจน โดยกิจกรรมของเอนไซม urease มีคาสูงสุด เม่ือเชื้ออยูในชวงการเจริญระยะ mid-log 
phase ถึง late-log phase ในขณะท่ี Bradyrhizobium spp. DASA 02010 และ DASA 02068 
กิจกรรมของเอนไซม urease ในชวงการเจริญ 2 วันแรกไมตางกันทางสถิติ หลังจากนั้น กิจกรรมของ
เอนไซม urease เพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่องจนถึงวันสุดทายของการเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงเชื้ออยูในชวงการเจริญระยะ 
stationary phase 

 
 9. ผลของปจจัยตอกิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bacillus sp. PV 14 และ 
Bradyrhizpbium spp., DASA 02010 และ DASA 02068 เปนดังนี้ 
 

- yeast extract ลดกิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bradyrhizobium spp. แตไมมีผลตอ
กิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bacillus sp.  
 

- peptone เพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bacillus sp. แตลดกิจกรรมของเอนไซม 
urease ของ Bradyrhizobium sp. DASA 02010 และไมมีผลแตกตางทางสถิติสําหรับ 
Bradyrhizobium sp. DASA 02068 

 
- NH4Cl ไมมีผลตอกิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bacillus sp. แตลดกิจกรรมของ

เอนไซม urease ของ Bradyrhizobium spp. DASA 02010 และ DASA 02068 
 
- NaNO3, Ni และ Co ลดกิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bacillus sp. ในขณะท่ีไมมีผล

แตกตางทางสถิติสําหรับ Bradyrhizobium spp.  
 
10. Cu 0.2 mM ลดการสังเคราะหแอมโมเนียโดย Bacillus spp. PV 09 และ DASA 02077 

และ Bradyrhizobium spp. DASA 02009 และ DASA 02068 ลงประมาณ 17% ถึง 57% เม่ือ
เปรียบเทียบกับ control Zn 0.2 mM ลดการสังเคราะหแอมโมเนียโดย Bacillus spp. PV 09 และ 
DASA 02077 และ Bradyrhizobium spp. DASA 02009 ลงประมาณ 28% ถึง 63% เม่ือเปรียบเทียบ
กับ control  
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11. สารสกัดจากดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวงมีผลลดการเจริญของ Bradyrhizobiium sp. 
DASA 06002 และ Rhizobium sp. DASA 06008 ในขณะท่ีสารสกัดจากดินท่ีไมปลูกพืชไมมีผลตอการ
เจริญของเชื้อ และสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงมีผลเพ่ิมการเจริญของเชื้อท้ัง 2 สายพันธุ  

 
12. การใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง Bacillus sp. PV 09, Bradyrhizobium sp. DASA 06003 

หรือ Rhizobium sp. DASA 06008 รวมกับเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus sp. PSP 011 ใหกับ
ตนถ่ัวแดงหลวงท่ีปลูกในสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีไมละลายน้ํา  สามารถเพ่ิมจํานวนปม, น้ําหนักแหง
ของปมและตนพืช, คา ARA และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช ไดมากกวาการใสเชื้อใหกับตนถ่ัวแดง-
หลวงท่ีปลูกในสภาวะท่ีไมมีฟอสฟอรัส  
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