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สวนท่ี 2 บทคัดยอ  

เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ มีรูปแบบ random amplified polymorphic DNA 
(RAPD) แตกตางกัน และมีรูปแบบ two-primers RAPD (TP-RAPD) 11 รูปแบบ แสดงวาเปนเชื้อ
แบคทีเรีย 11 ชนิด (species) การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 16S rDNA พบวาเชื้อ     
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีความใกลเคียงกับเชื้อใน 3 สกุล (genus) ไดแก Bradyrhizobium, Rhizobium 
และ Bacillus โดยมีคา % identity อยูระหวาง 97%-99% การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ
ยีน nodC ของเชื้อ 2 สายพันธุในกลุม Bacillus แสดงวาใกลเคียงกับยีน nodC ของ Rhizobium และ 
Mesorhizobium โดยมีคา % identity อยูระหวาง 89%-100%  ในการทดสอบการเกิดปม พบวา
น้ําหนักแหงตนพืช และคา acetylene reduction activity (ARA) ของตนพืชมีคาเพ่ิมข้ึนตั้งแต 2.39 ถึง 
3.89 เทา และ 5.00 ถึง 7.19 เทา ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดใสเชื้อ เชื้อทุกสายพันธุแสดง
คุณลักษณะเฉพาะตัวและมีความแตกตางกันในการสังเคราะหสารสงเสริมการเจริญของพืช รูปแบบการ
สังเคราะหเอนไซม urease ของ Bradyrhizobium spp. และ Bacillus sp. มีความแตกตางกัน ในขณะท่ี
กระบวนการ ammonification ของ Bradyrhizobium spp. และ Bacillus spp. มีรูปแบบเดียวกัน 
ปจจัยตางๆ ไดแก  yeast extract, peptone, NH4Cl, NaNO3, Ni และ Co มีผลตอกิจกรรมของเอนไซม 
urease ของ Bradyrhizobium spp. และ Bacillus sp. แตกตางกัน 0.2 mM Cu และ 0.2 mM Zn ลด
กระบวนการ ammonification ของ Bradyrhizobium spp. และ Bacillus spp. จากการใสเชื้อรวมกัน
ระหวางเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus sp. PSP 011 กับเชื้อใดเชื้อหนึ่งของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดง
หลวงใน 3 สกุล พบวาน้ําหนักแหงตนพืช, คา ARA และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืชของถ่ัวแดงหลวงท่ี
ปลูกในสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสท่ีไมละลายน้ํา เพ่ิมข้ีนอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดใสเชื้อ  
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สวนท่ี 2 Abstract (ไมเกิน 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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15: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ PV 09 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ี 
          อุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน                                       47                                                              
16: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 02009 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ  
          บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน                                 48                                    
17: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ  
          บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน                                 48 
18: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 02077 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ  

บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 4 วัน                                49                                             
19: การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ 
          สายพันธุ DASA 06006 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ  

บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน                                49
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บทนํา 
 

ถ่ัวแดงหลวง (red kidney bean; Phaseolus vulgaris) จัดเปนธัญพืชซ่ึงเปนแหลงอาหารท่ี
สําคัญ เนื่องจากมีคุณคาทางโภชนาการสูง, เปนแหลงโปรตีนท่ีสําคัญ และยังเปนพืชท่ีทํารายไดใหประเทศ
ไทยไดในระดับหนึ่ง ซ่ึงในปจจุบันมีความตองการบริโภคถ่ัวแดงหลวงมากข้ึน แตผลผลิตท่ีไดกลับไมเพียง-
พอตอความตองการของผูบริโภค เนื่องจากสภาพแวดลอมท่ีเปลี่ยนแปลงไป และสภาพของดินในแหลง
เกษตรกรรมเสื่อมลง หลังจากมีการใชปุยเคมีในการเพาะปลูกสะสมมานาน  

      
นอกจากการใชปุยเคมีแลว ยังมีการใสเชื้อ (inoculate) แบคทีเรียกลุมไรโซเบียม (rhizobia) เพ่ือ

ตรึงไนโตรเจน (nitrogen; N) และเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรของพืชตระกูลถ่ัว แตเนื่องจากเชื้อไรโซเบียม
มีความจําเพาะ (specificity) ตอพืชอาศัย และการใสเชื้อไรโซเบียมเพียงชนิดเดียวอาจใหผลดีตอพืชเฉพาะ
การเพ่ิมธาตุอาหารไนโตรเจน จากรายงานพบวามีการใสเชื้อจุลินทรียมากกวา 1  ชนิดรวมกัน เพ่ือให
เกิดผลดีตอการเจริญของพืชในหลายดาน ในปจจุบันเริ่มนิยมการใสเชื้อจุลินทรียหลายชนิดรวมกัน เชน 
การใสเชื้อไรโซเบียมรวมกับเชื้อจุลินทรียละลายฟอสเฟต (phosphate-solubilizing microorganism) 
จากการทดลองของ Ravindar and Chandra (2008) พบวาการใสเชื้อ Rhizobium leguminosarum 
bv. viceae (ไอโซเลท LB-4) และ Bacillus megaterium ซ่ึงเปนแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
(phosphate-solubilizing bacteria; PSB) สงผลใหพืชตระกูลถ่ัวมีการดูดซึมธาตุไนโตรเจน และ
ฟอสฟอรัส (phosphorus; P) มากข้ึน และยังพบวามีการเกิดปม และเพ่ิมน้ําหนักแหงของตนพืชมากข้ึน
กวาการใสเชื้อเพียงชนิดเดียว นอกจากนี้ ยังมีแนวทางการใสเชื้อไรโซเบียมรวมกับจุลินทรียทนเกลือ หรือ
การใสเชื้อไรโซเบียมรวมกับเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ (antagonistic microorganism) ท่ียับยั้งเชื้อจุลินทรีย
กอโรคพืช เปนตน พบวาการใสเชื้อจุลินทรียหลายชนิดรวมกันดังกลาว สามารถสงเสริมใหพืชเจริญไดในดิน
เค็ม หรือ ชวยกําจัดเชื้อจุลินทรียกอโรคพืช โดยการสังเคราะหสารปฏิชีวนะ หรือสารกลุมอ่ืนๆ  

  
โครงการวิจัยนี้ เปนการศึกษาเพ่ือแยกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงจากตัวอยางดินและปมราก 

รวมท้ังคัดเลือกสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง โดยศึกษาลักษณะทางกายภาพและลักษณะชีวเคมี 

ซ่ึงประกอบดวย 1) ความตานทานของเชื้อตอสารปฏิชีวนะและโลหะหนัก 2) ความตองการวิตามินในการ
เจริญ 3) สภาวะท่ีมีผลตอการเจริญของเชื้อ 4) การสังเคราะหกรดอินโดล อะซิติค (indole acetic acid; 
IAA), ซิเดอโรฟอร (siderophore) และแอมโมเนีย (ammonia; NH3) 5) ความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟต 6) การสังเคราะหเอนไซม ไดแก เอนไซมฟอสฟาเตส (phosphatase), เอนไซมยูริเอส (urease) 
และ เอนไซมโปรติเอส (protease) 7) ปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญ, กิจกรรมของเอนไซม urease และการ
สังเคราะหแอมโมเนีย 8) ผลของสารสกัดจากดินและสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงตอการเจริญของเชื้อ 
นอกจากนี้ ยังไดศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม  ซ่ึงประกอบดวย 1) ลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) 
จากเทคนิค random amplified polymorphic DNA (RAPD) 2) การจัดกลุมชนิด (species) ของเชื้อ
ดวยเทคนิค two-primers RAPD (TP-RAPD) 3) รูปแบบของพลาสมิด (plasmid) 4) การระบุสกุล 
(genus) โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide) ของยีน 16S ribosomal RNA (16S rDNA) 
ในดานการสงเสริมการเจริญของพืช ไดทําการทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม 
ถ่ัวแดงหลวง และผลของการใชเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟตตอการตรึง



2 
 

ไนโตรเจน, การเพ่ิมผลผลิตของพืช และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช ซ่ึงเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพจะถูก
นําไปใชในเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรตอไป 
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ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
 

ดินบริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) เปนดินบริเวณท่ีไดรับอิทธิพลจากสารท่ีปลดปลอยจากราก 
(root exudate) ใน root exudate ประกอบดวยสารประกอบหลากหลายชนิด เชน น้ําตาล, กรดอะมิโน,  
กรดอินทรีย. กรดไขมัน, สารสงเสริมการเจริญเติบโต, เอนไซม และสารประกอบอ่ืนๆ สันนิษฐานวา
สารประกอบตางๆ เหลานี้ มีผลตอจํานวนและความหลากหลายของประชากรแบคทีเรีย โดยอาจเพ่ิม
จํานวนและความหลากหลายของแบคทีเรีย เนื่องจากมีสารอาหารท่ีอุดมสมบูรณตอการเจริญของแบคทีเรีย 
หรืออาจเปนปจจัยจํากัดการเจริญ และลดความหลากหลายของประชากรแบคทีเรีย เนื่องจากเปนการ
คัดเลือกเฉพาะเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถใชสารอาหารเหลานั้นได (Coutinho et al. 1999; Lemanceau 
et al. 1995; Nannipieri et al. 2008) ในการใชเชื้อไรโซเบียมเพ่ือเพ่ิมผลผลิตพืชในสภาวะแวดลอมตางๆ 
ปจจัยเหลานี้ยอมมีผลตอการอยูรอด รวมถึงประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม ในการ 
ศึกษาครั้งนี้ จึงสนใจท่ีจะทําการศึกษาลักษณะของเชื้อไรโซเบียมท่ีเกิดปมและตรึงไนโตรเจนกับถ่ัวแดง-
หลวง ท้ังลักษณะทางชีวเคมี ไดแก  ความตานทานตอสารปฏิชีวนะ, ความตองการวิตามินในการเจริญ, 
ความตานทานตอโลหะหนัก, การเจริญท่ีระดับ pH และอุณหภูมิตางๆ, การสังเคราะห IAA, ซิเดอรโรฟอร
และแอมโมเนีย,  ความสามารถในการละลายฟอสเฟต, การสังเคราะหเอนไซมตางๆ รวมถึงความตานทาน
ตอสารสกัดจากดินและสารสกัดจากเมล็ด ขอมูลเหลานี้จะมีประโยชนในการพิจารณาการใชเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวแดงหลวงในสภาวะแวดลอมท่ีแตกตางกัน การศึกษาการสังเคราะหซิเดอโรฟอรและการสังเคราะห
เอนไซมชนิดตางๆ ไดแก เอนไซม phosphatase, เอนไซม urease และ เอนไซม protease จะทําใหได
ขอมูลท่ีนําไปประยุกตใชเชื้อในรูปแบบอ่ืนๆ เชน การสังเคราะหซิเดอโรฟอรเปนคุณลักษณะท่ีสําคัญ
ประการหนึ่งของการใชเชื้อจุลินทรียในการควบคุมจุลินทรียกอโรคพืชทางชีววิธี (Bar-Ness et al. 1991; 
Compant et al. 2010) การสังเคราะหเอนไซม phosphatase เปนกระบวนการสําคัญของการละลาย
ฟอสเฟตใหอยูในรูปท่ีพืชสามารถนําไปใชได (Ponmurugan and Gopi 2006) เอนไซม urease ยอย
สลายยูเรีย (urea) ไดแอมโมเนียซ่ึงเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับพืช และเอนไซม protease ยอยสลาย
โปรตีนไดกรดอะมิโนซ่ึงพืชสามารถนําไปใชได ดังนั้นเอนไซมเหลานี้จึงมีความสําคัญตอการยอยสลายสาร
ตั้งตนชนิดตางๆ ซ่ึงจะไดสารผลิตภัณฑเปนแหลงอาหารสําหรับพืช การสังเคราะหฮอรโมนพืชสามารถเพ่ิม
การเจริญของพืชไดเชนกัน IAA มีบทบาทในกระบวนการทางสรีระวิทยาของพืช เชน กระตุนการเพ่ิม
จํานวนราก, การแบงเซลล และการเจริญของตน (Davies 1995; Lambrecht et al. 2000) Nimnoi and 
Pongsilp (2009) ทําการแยกเชื้อแบคทีเรียสังเคราะห IAA และศึกษาผลของการใชเชื้อแบคทีเรีย
สังเคราะห IAA ตอการเจริญของพืช พบวาสามารถเพ่ิมน้ําหนักของตนและรากของตนคะนา (Brassica 
oleracae) และตนผักกาดหัว (Raphanus sativus) ไดถึง 2.95- 5.63 เทาของตนท่ีไมไดรับการใสเชื้อ 
และเทียบเทาตนท่ีไดรับ IAA สังเคราะห ในการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม จะสรางลายพิมพดีเอ็นเอ 
และประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง, การจัดกลุมชนิดของเชื้อ รวม 
ถึงระบุสกุลของเชื้อท่ีแยกได จากรายงานท่ีมีมากอน พบวาไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีความหลากหลายทาง
อนุกรมวิธาน (taxonomy) เปนอยางมาก พบวามีถึง 34 ชนิด ใน 11 สกุล ดังนั้นจึงนาสนใจท่ีจะระบุสกุล
ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีมีถ่ินกําเนิดในประเทศไทย และยังมีความเปนไปไดท่ีจะพบเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวแดงหลวงในสกุลอ่ืนๆ ซ่ึงจะแสดงถึงกลไกการปรับตัวหรือการถายโอนยีนในธรรมชาติ สําหรับการเพ่ิม
ผลผลิตพืชจากการใชเชื้อไรโซเบียม นอกจากการตรึงไนโตรเจนซ่ึงเปนบทบาทสําคัญของเชื้อไรโซเบียมแลว 
ยังสนใจท่ีจะใชเชื้อแบคทีเรียในการเพ่ิมธาตุอาหารฟอสฟอรัส  เนื่องจากฟอสฟอรัสจัดเปนธาตุอาหารหลัก
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อีกชนิดหนึ่งของพืช แตมักมีปญหาในการใชปุยฟอสเฟต เนื่องจากในดิน ฟอสเฟตจะรวมตัวกับธาตุอ่ืนๆ ใน
ดิน เชน แคลเซียม (calcium; Ca), เหล็ก (iron; Fe) และอลูมิเนียม (aluminium; Al) เกิดเปน
สารประกอบท่ีไมละลายน้ํา พืชจึงไมสามารถนําธาตุฟอสฟอรัสไปใชได จึงเปนปจจัยท่ีจํากัดการเจริญของ
พืช (Ponmurugan and Gopi 2006) ในโครงการวิจัยนี้จะไดทดสอบการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง
รวมกับแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในสภาวะท่ีขาดแคลนฟอสฟอรัส เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของการตรึง
ไนโตรเจน, ผลผลิตพืช และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช จากรายงานของ Pantujit and Pongsilp 
(2010) ซ่ึงทําการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต พบวาเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟตหลายสายพันธุ
สามารถเพ่ิมผลผลิต และปริมาณฟอสฟอรัสในขาวโพดท่ีปลูกในสภาวะท่ีขาดแคลนฟอสฟอรัสได ดังนั้น
คาดวาการใชเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับแบคทีเรียละลายฟอสเฟตนี้ จะสงผลใหพืชไดรับธาตุอาหาร
หลัก ท้ังไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเพ่ือเพ่ิมผลผลิตใหแกพืช และขยายขอบเขตการประยุกตใชเกษตร
อินทรีย 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

1. การเก็บตัวอยางดิน และการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและลักษณะทางเคมีของตัวอยางดิน 
 
เก็บตัวอยางดินจากแปลงปลูกถ่ัวเขียว (mungbean; Vigna radiata) จาก จ. สระบุรี มา

วิเคราะหลักษณะทางกายภาพและลักษณะทางเคมีของดิน ไดแก การวัดคา pH ของดิน ตามวิธีการของ 
Renshaw et al. (2003), การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase ตามวิธีการของ 
Eivazi and Tabatabai (1977), การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม urease ตามวิธีการของ Pongsilp  et 

al. (2012) และการตรวจหาเอนไซม 19 ชนิดในดิน โดยใชชุดวิเคราะห ApiZym enzymatic 
quantification test (BioMerieux, Marcy-L’Etoile, France) ตามท่ีบรรยายโดย Pongsilp et al. 
(2012) 
 

2. การแยกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงจากตัวอยางดินและจากปมรากพืชตระกูลถ่ัว 
 
แยกเชื้อไรโซเบียมจากตัวอยางดิน โดยชั่งดิน 10 กรัม เติมสารละลาย 0.2% sodium pyro-

phosphate (Na2P2O7) (pH 8.5) ปริมาตร 100 มล. จากนั้นเขยาโดยใชเครื่องเขยา (shaker) ท่ีอัตราเร็ว 
200 รอบตอนาที (rpm) เปนเวลา 30 นาที เหวี่ยงปนท่ีอัตราเร็ว 600 rpm เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้น
นําสวน supernatant มาทํา serial dilution เพ่ือประเมินจํานวนเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงโดยวิธ ีMost 
Probable Number (MPN) ปเปตสารแขวนลอยดิน (soil suspension) ลงบนรากของเมล็ดถ่ัวแดงหลวง
ซ่ึงปลูกใน growth pouch ท่ีเติมสารอาหารพืชท่ีไมมีไนโตรเจน (nitrogen-free nutrient solution) 
ปลูกพืชเปนเวลา 3-4 สัปดาห นับจํานวนตนท่ีเกิดปม และเทียบหาจํานวนเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงตอ
กรัมดินจากตาราง MPN (Somasegaran and Hoben 1994) จากนั้นจึงแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากถ่ัว
แดงหลวงท่ีเกิดข้ึน รวมท้ังแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากถ่ัวแดงหลวงและถ่ัวเขียวท่ีเก็บจากแหลงพ้ืนท่ีตาม
ธรรมชาติ ตามวิธีการของ Somasegaran and Hoben (1994) ทดสอบการเกิดปมของเชื้อท่ีแยกไดกับถ่ัว
แดงหลวง บันทึกการเกิดปม เปรียบเทียบกับ negative control ท่ีไมไดใสเชื้อ คัดเลือกเชื้อท่ีเกิดปมมา
ศึกษาลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน ไดแก รูปรางของเซลล, การติดสียอมแกรม (Gram staining), การ
ติดสียอมเอนโดสปอร (endospore) และการติดสียอม carbol fuchsin เก็บเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงใน
อาหาร yeast mannitol agar (YMA) (Keele et al. 1969) ท่ีอุณหภูมิ 4°C และใน 20% glycerol ท่ี
อุณหภูมิ -80°C 

 

3. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงดวยเทคนิค RAPD 
 
นําเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมาเลี้ยงในอาหาร yeast mannitol broth (YMB) เขยาท่ีอัตราเร็ว 

200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase เหวี่ยงปนท่ีอัตราเร็ว 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 มาสราง dendrogram โดยใชโปรแกรม 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 แตกตางกัน เพ่ือใชศึกษาในข้ันตอนตอไป 

 

 4. การจัดกลุมชนิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงดวยเทคนิค TP-RAPD 
 
นํา  total genomic DNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง มาวิเคราะหรูปแบบ TP-RAPD ซ่ึงจะ

เปนรูปแบบเฉพาะสําหรับเชื้อแตละชนิด โดยใช primer  1 คู ไดแก 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 เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C 

เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase เหวี่ยงปนท่ีอัตราเร็ว 6,000 rpm เก็บตะกอนเซลล 
จากนั้นสกัดพลาสมิดโดยใช GF-1 plasmid extraction kit (Vivantis, Selangor Darul Ehsan, 
Malaysia) ตรวจสอบรูปแบบของพลาสมิดใน 1.0% agarose gel electrophoresis  

 
6. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
นํา total genomic DNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง มาทําการเพ่ิมจํานวนยีน 16S rDNA 

โดยใช primer  1 คู ไดแก 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 คูเบส (base pairs; bp) ออกจาก agarose โดยใช QIA quick gel 
extraction kit (Qiagen, Valencia, CA) นําแถบดีเอ็นเอท่ีแยกไดมาทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 16S rDNA (BioBasic Inc., Markham, Canada) และทําการเปรียบเทียบ (alignment) กับลําดับ
นิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank (National Center for Biotechnology Information; NCBI) 
โดยใชโปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 
7. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nodC ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
นํา total genomic DNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง มาทําการเพ่ิมจํานวนยีน nodC โดยใช 

primer  1 คู ไดแก 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) นําแถบดีเอ็นเอท่ีแยกไดมาทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน nodC (BioBasic Inc., Markham, Canada) และเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีไทดในฐานขอมูล
ของ GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 

8.  การประเมินประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง  
 

ทําการฆาเชื้อท่ีผิวเมล็ดถ่ัวแดงหลวง เพาะเมล็ดบนจานสําลีท่ีชุมน้ําใหงอกราก จากนั้นนําเมล็ดท่ี
งอกรากมาเพาะในถุง growth pouch เติมสารอาหารพืชท่ีไมมีไนโตรเจน แลวจึงใสสารแขวนลอยเชื้อ 
(cell suspension) ปริมาตร 1 มล. ตอเมล็ด ปลูกพืชเปนเวลา 3-4 สัปดาห เม่ือครบกําหนด บันทึก
จํานวนปมท่ีเกิดข้ึน, ชั่งน้ําหนักแหงของปมและตันพืช รวมท้ังวิเคราะหประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน
โดยวิธีการ acetylene reduction assay (ARA) (Somasegaran and Hoben 1994) 
 

9. การศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
  

ทําการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง ไดแก 
1) ความตานทานตอสารปฏิชีวนะ 10 ชนิด ไดแก ampicillin, chloramphenicol, cefotaxine, 
ceftazdime, gentamicin, kanamycin, novobiocin, spectinomycin, streptomycin และ 
tetracycline 2) ความตองการวิตามิน 8 ชนิด ไดแก 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) ความตานทานตอโลหะหนัก 4 ชนิด ไดแก แคดเมียม (cadmium; Cd), โคบอลต 
(cobalt; Co), ทองแดง (copper; Cu) และสังกะสี (zinc;  Zn) ท่ีความเขมขน 50 µg/ml 6) การ
สังเคราะห IAA 7) การสังเคราะหซิเดอรโรฟอรประเภท 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. การทดสอบผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อ 
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
คัดเลือกเชื้อท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม urease จํานวน 3 สายพันธุ มาทําการวิเคราะหกิจกรรมของ

เอนไซม urease ควบคูกับการเจริญ โดยเลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปนกลาเชื้อ (inoculum) 
แลวนับจํานวนเซลลโดยวิธ ีstandard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร Christensen’s 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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urea broth (Christensen 1946) กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 colony forming unit 
(CFU)/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 5 วัน ในแตละวัน วัดกิจกรรมของเอนไซม 
urease และนับจํานวนเซลลโดยวิธี standard total plate count ในการวัดกิจกรรมของเอนไซม 
urease ปเปตสารแขวนลอยเซลล 1 มล. ใส eppendorf แลวเหวี่ยงปนท่ีอัตราเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 
10 นาที นํา supernatant มาวัดปริมาณแอมโมเนียกอนและหลังบมกับ urea ท่ี 37°C เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
โดยทําปฏิกิริยากับ citrate buffer (pH 6.7), สารละลาย sodium phenolate และสารละลาย 0.9% 
sodium hypochlorite วัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ี 578 นาโนเมตร (nanometer; nm) 
แลวหาปริมาณแอมโมเนีย (หนวยเปน µg/ml supernatant) จากกราฟมาตรฐาน (standard curve) 
(Chuntanom and Pongsilp  2011) ไดปริมาณของแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนจากกิจกรรมของเอนไซม 
urease ระหวางการบม และคํานวณคากิจกรรมของเอนไซม urease หนวยเปน unit/ml supernatant 
(Starnes  et al. 1984) ในการศึกษาผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และกิจกรรมของเอนไซม urease 
ทําการวิเคราะหโดยปเปต inoculum ลงในอาหาร Christensen’s urea broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ 
ไดแก 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)] กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml 
เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C วัดกิจกรรมของเอนไซม urease ในวันท่ีเชื้อมีกิจกรรมของ
เอนไซม urease สูงสุด และนับจํานวนเซลลโดยวิธี standard total plate count เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมท่ีไมมีการเติมปจจัยตางๆ (control) 
 

11. การทดสอบผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และการสังเคราะหแอมโมเนียของเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวแดงหลวง 

 
คัดเลือกเชื้อท่ีมีการสังเคราะหแอมโมเนีย จํานวน 5 สายพันธุ มาทําการวิเคราะหการสังเคราะห

แอมโมเนียควบคูกับการเจริญ โดยเลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปน inoculum แลวนับจํานวน
เซลลโดยวิธี standard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร  peptone broth กําหนด
ปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C  เปนเวลา 5 
วัน ในแตละวัน วัดปริมาณแอมโมเนียในอาหารเลี้ยงเชื้อ และนับจํานวนเซลลโดยวิธ ี standard total 
plate count ในการวัดปริมาณแอมโมเนีย ปเปตสารแขวนลอยเซลล 1 มล. ใส eppendorf เหวี่ยงปนท่ี
อัตราเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาที นํา supernatant มาวัดปริมาณแอมโมเนีย จากการทําปฏิกิริยา
กับ Nessler’s reagent วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 395 nm หาปริมาณแอมโมเนีย (หนวยเปน µM) จาก
กราฟมาตรฐาน (Cappucino and Sherman 1992; Liotenburg et al. 1996)  ในการศึกษาผลของ
ปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และการสังเคราะหแอมโมเนีย ทําการวิเคราะหโดยปเปต inoculum ลงใน
อาหาร peptone broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ ไดแก โลหะหนัก Cu และ Zn ท่ีระดับความเขมขน 0.2 
mM และ 2.0 mM กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm 
อุณหภูมิ 30°C วัดปริมาณแอมโมเนียในวันท่ีเชื้อมีการสังเคราะหแอมโมเนียสูงสุด และนับจํานวนเซลลโดย
วิธี standard total plate count เปรียบเทียบกับ control 
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12. การศึกษาผลของสารสกัดจากดิน และสารสกัดจากเมล็ดตอการเจริญของเชื้อไรโซเบียม 
ถ่ัวแดงหลวง 

 
คัดเลือกเชื้อตัวแทน จํานวน 2 สายพันธุ มาทําการศึกษาผลของสารสกัดจากดิน และสารสกัดจาก

เมล็ดตอการเจริญของเชื้อ เตรียมสารสกัดจากดินโดยชั่งดิน 10 กรัม เติมน้ํา deionized water (DI)  100 
มิลลิลิตร เขยาท่ีอัตราเร็ว 180 rpm เปนเวลา 30 นาที เหวี่ยงปนท่ีอัตราเร็ว 600 rpm เปนเวลา 10 นาที 
ปเปตสวน supernatant ออก กรองจุลินทรียออกจาก supernatant โดยใชกระดาษกรอง ขนาดรูพรุน 
0.45 ไมโครเมตร (micrometer; µm) (Tungao et al. 2012) เตรียมสารสกัดจากเมล็ดโดยอบเมล็ดโดย
อบเมล็ดท่ี 60°C เปนเวลา 48 ชั่วโมง ชั่งเมล็ด 20 กรัม แชเมล็ดขามคืนในน้ําเย็นและ 80% ethanol 
ตามลําดับ ปเปตสวน supernatant ออก กรองจุลินทรียออกจาก supernatant โดยใชกระดาษกรอง 
ขนาดรูพรุน 0.45 µm (Iyawe et al. 2007) เลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปน inoculum แลว
นับจํานวนเซลลโดยวิธ ี standard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร Bergersen’s 
synthetic medium (BSM) (Bergersen 1961), อาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากดินท่ีทําใหปลอดเชื้อโดย
การกรอง และอาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงท่ีทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง สําหรับ
สารสกัดจากดินนั้น ใชดิน 2 ตัวอยาง ไดแก ดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวง และดินท่ีไมปลูกพืช (bulk 
soil) กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C 
เปนเวลา 1-7 วัน ใหเจริญถึงระยะ late-log phase นับจํานวนเซลลของเชื้อโดยวิธี standard total 
plate count  

 
13. การศึกษาผลของการใชเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับแบคทีเรียละลายฟอสเฟตตอการ 
ตรึงไนโตรเจน และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช 

 
 เลี้ยงเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงในอาหาร YMB เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C  เปน
เวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase และเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus sp. PSP 
011 (Pantujit and Pongsilp 2010) ในอาหาร nutrient broth (NB) เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm 
อุณหภูมิ 37°C  เปนเวลา 1 วัน เพาะเมล็ดถ่ัวแดงหลวงและปลูกใน growth pouch ตามวิธีการของ 
Somasegaran and Hoben (1994) โดยใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับ Bacillus sp. PSP 011 ทํา
การทดสอบเปรียบเทียบการปลูกถ่ัวแดงหลวงในสภาวะท่ีไมมีฟอสฟอรัส, สภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีไม
ละลายน้ํา และสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีละลายน้ํา ปลูกพืชเปนเวลา 3-4 สัปดาห เม่ือครบกําหนด 
บันทึกจํานวนปมท่ีเกิดข้ึน, ชั่งน้ําหนักแหงของปมและตันพืช, วิเคราะหประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน
โดยวิธีการ  ARA และวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืชโดยการทําปฏิกิริยากับ vanado molyb-
date reagent วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 420 nm หาปริมาณฟอสฟอรัสโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 
potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) คํานวณปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช (หนวยเปน 
part per million; ppm) (Pantujit and Pongsilp 2010; Tso and Chen 1997) 
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14. การวิเคราะหทางสถิติ 
      
วิเคราะหคาทางสถิติและความแตกตางทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS version 16.0 (SPSS Inc., 

Chicago, IL) 
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ผลการวิจัยและวิจารณ 
 

1. การเก็บตัวอยางดิน และการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและลักษณะทางเคมีของตัวอยางดิน 
 
จากการวัดคา pH, การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase และเอนไซม 

urease รวมถึงการตรวจสอบเอนไซม 19 ชนิด ในดินท่ีเก็บจากแปลงปลูกถ่ัวเขียวใน จ. สระบุรี ไดผลดัง
แสดงในตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1. ลักษณะทางกายภาพ และลักษณะทางเคมีของตัวอยางดินท่ีเก็บจากแปลงปลูกถ่ัวเขียวใน จ. 
สระบุรี 
 
ลักษณะทางกายภาพ และลักษณะทางเคมีของ
ตัวอยางดิน 

ผลการวิเคราะห 

คา 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 

- 

คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
+(S): strong positive; -: negative 

 
 2. การแยกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงจากตัวอยางดิน และจากปมรากพืชตระกูลถ่ัว 
 

จากการประเมินจํานวนเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงในตัวอยางดิน โดยวิธี MPN พบวามีจํานวนเชื้อ
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงประมาณ 1.00 x 103 เซลล/กรัมดิน แยกเชื้อไรโซเบียมจากตัวอยางดิน และจากปม
รากพืชตระกูลถ่ัว ไดแก ถ่ัวแดงหลวง และถ่ัวเขียวท่ีเก็บไดจากแหลงพ้ืนท่ีตามธรรมชาติ ทําการทดสอบการ
เกิดปมของเชื้อท่ีแยกไดกับถ่ัวแดงหลวง (ปมรากของถ่ัวแดงหลวงแสดงในภาพท่ี 1) และศึกษาลักษณะ
ภายใตกลองจุลทรรศนของเชื้อท่ีเกิดปมกับถ่ัวแดงหลวง จํานวน 28 ไอโซเลท (isolate) ซ่ึงไดผลดังแสดงใน
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 สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทาง
การเกษตร กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
 

 
 
ภาพท่ี 1. ปมรากของถ่ัวแดงหลวงท่ีเกิดจากการใสเชื้อไรโซเบียม 
 

3. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงดวยเทคนิค RAPD 
 

จากการวิเคราะหรูปแบบ RAPD ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง พบวาไดรูปแบบ RAPD 28 
รูปแบบ มีจํานวนแถบดีเอ็นเอ (band) 1-8 แถบ มีขนาดตั้งแตนอยกวา 500 bp - 3.0 กิโลเบส (kilobase: 
kb) สําหรับ dendrogram ท่ีสรางจากรูปแบบ RAPD นั้น แสดงวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงความหลาก- 
หลายทางพันธุกรรมสูง เนื่องจากมีคา % similarity นอยกวา 5% ดังแสดงในภาพท่ี 2 เชื้อทุกไอโซเลท 
ตาม dendrogram ในภาพท่ี 2 มีรูปแบบ RAPD แตกตางกัน แสดงวาเปนเชื้อตางสายพันธุกัน ดังนั้น จึง
คัดเลือกเชื้อ 28 สายพันธุ สําหรับใชในการศึกษาในข้ันตอนตอไป  
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ตารางท่ี 2. ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
ไอโซเลท แหลงท่ีแยกเชื้อ ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน 

รูปรางและการติดสียอมแกรม การติดสียอมเอนโดสปอร การติดสียอม carbol fuchsin 
PV 01 ดินรอบรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
PV 09 ดินรอบรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
PV 10 ดินรอบรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
PV 14 ดินรอบรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02006 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02007 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02008 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02009 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02010 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02011 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02021 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02023 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02026 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02027 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02031 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02036 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02041 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02044 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02045 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
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ตารางท่ี 2. (ตอ) 
 
ไอโซเลท แหลงท่ีแยกเชื้อ ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน 

รูปรางและการติดสียอมแกรม การติดสียอมเอนโดสปอร การติดสียอม carbol fuchsin 
DASA 02051 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02065 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02068 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 02077 ปมรากถ่ัวเขียว เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 06002 ปมรากถ่ัวแดงหลวง เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 06003 ปมรากถ่ัวแดงหลวง เปนทอน ติดสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 06004 ปมรากถ่ัวแดงหลวง เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 06006 ปมรากถ่ัวแดงหลวง เปนทอน ติดสีแกรมบวก มีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
DASA 06008 ปมรากถ่ัวแดงหลวง เปนทอน ตดิสีแกรมลบ ไมมีเอนโดสปอร มี granule ของ PHB 
PHB: polyhydroxybutyrate 
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ภาพท่ี 2. dendrogram ท่ีสรางจากรูปแบบ RAPD ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
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เทคนิค RAPD เปนการใชหลักการของ PCR ในการสรางลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย โดย
ใช arbitary primer 1 สาย ขนาดประมาณ 8-12 bp ซ่ึงไมจําเพาะกับยีนใดๆ บนจีโนม (genome) ของ
เชื้อแบคทีเรีย และมีคา guanine-cytosine (GC) ประมาณ 60%-70% arbitary primer จะจับ (anneal) 
ดีเอ็นเอแมแบบ (target DNA) บริเวณท่ีเปนเบสคูสม (complementary base) ตอกัน การใช arbitrary 
primer 1 สาย ทําหนาท่ีเปนท้ัง forward primer และ reverse primer เปนการเพ่ิมโอกาสในการจับบน 
genome ของกลุมประชากรแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลายทางอนุกรมวิธาน ในเทคนิค RAPD ยังใช 
annealing temperature ต่ํา ประมาณ 36°C เพ่ือเพ่ิมโอกาสท่ี arbitary primer เขาจับกับ target DNA 
ท่ีไมไดเปนเบสคูสมตอกัน 100% ในชวงการสังเคราะหสายดีเอ็นเอ (elongation หรือ extension) จะเกิด
การสังเคราะหสายดีเอ็นเอบริเวณระหวางกลางท่ี primer เขาจับสาย target DNA 2 สาย การท่ีเชื้อ
แบคทีเรียตางสายพันธุมีลําดับนิวคลีโอไทดบน genome แตกตางกัน ทําให arbitary primer เขาจับ 
target DNA ท่ีตําแหนงตางกัน และจํานวนของตําแหนงท่ี arbitary primer เขาจับแตกตางกัน สงผลใหได 
PCR product ท่ีมีจํานวนและขนาดของ PCR product แตละชิ้นแตกตางกัน เม่ือแยกขนาดของ PCR 
product โดยวิธี gel electrophoresis จึงไดรูปแบบ RAPD ท่ีแตกตางกัน (Pongsilp 2012) รูปแบบ 
RAPD สามารถใชจําแนกความแตกตางระหวางสายพันธุของเชื้อแบคทีเรีย สําหรับเชื้อแบคทีเรียกลุมไรโซ-
เบียมมีการใชรูปแบบ RAPD ในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรม ตัวอยางเชน ไรโซเบียมจาก
ปมรากของพืชสมุนไพรไทย 3 ชนิด ไดแก Derris elliptica (โลติ๊น 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. การจัดกลุมชนิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงดวยเทคนิค TP-RAPD 
 

จากการวิเคราะหรูปแบบ TP-RAPD ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ ซ่ึงพบวามี
รูปแบบ TP-RAPD 11 รูปแบบ และเชื้ออางอิง (reference strain) 4 ชนิด ไดแก Bradyrhizobium 
japonicum USDA 110, Ensifer fredii USDA 205, Bacillus subtilis และ Bacillus cereus รูปแบบ 
TP-RAPD ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงและเชื้ออางอิง มีจํานวนแถบดีเอ็นเอ 1-4 แถบ มีขนาดตั้งแต 
500 bp-3.0 kb ดังแสดงในภาพท่ี 3  

 
เทคนิค TP-RAPD เปนการใชหลักการของเทคนิค PCR โดยใช primer 1 คู primer แตละสายมี

ขนาด 20 bp รูปแบบ TP-RAPD มีความสัมพันธกับการจัดจําแนกทางอนุกรมวิธานของเชื้อแบคทีเรีย โดย
เชื้อแบคทีเรียชนิดเดียวกันจะมีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกัน (Rivas et al. 2001; 2004; Valverde et 
al. 2006) เชื้อแบคทีเรียชนิดเดียวกัน ถึงแมจะมีรูปแบบพลาสมิดตางกันก็มีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกัน 
(Rivas et al. 2001) รูปแบบ TP-RAPD ใชเปนขอมูลสําคัญในการสนับสนุนการตั้งเชื้อแบคทีเรียชนิดใหม 
เชน Shinella  kummerowiae ซ่ึงมีรูปแบบ TP-RAPD แตกตางจาก Shinella 2 ชนิดท่ีมีอยูเดิม (Lin et 
al. 2008) ถึงแมวาจะมีรายงานวาเทคนิค TP-RAPD เหมาะสมในการใชระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย จาก
ภาพท่ี 3 จะเห็นวารูปแบบ TP-RAPD ยังไมสามารถจัดจําแนกเชื้อบางชนิดไดชัดเจน เนื่องจากรูปแบบ TP-



17 
 

RAPD นั้น แถบดีเอ็นเอมีจํานวนนอย, ขนาดใกลเคียงกัน และแถบดเีอ็นเอบางแถบจาง เชน Bac. sultilis 
และ Bac. ceresus มีรูปแบบ TP-RAPD คลายกันมาก ตัวอยางรูปแบบ TP-RAPD ของ Shinella, 
Rhizobium, Ensifer และ Mesorhizobium มีแถบดีเอ็นเอ 2-5 แถบ ขนาดตั้งแตนอยกวา 300 bp - 1 
kb (Lin et al. 2008) เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีมีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกับ Bac. subtilis มีจํานวน 
8 สายพันธุ ไดแก PV 01, PV 09, PV 10, DASA 02021, DASA 02026, DASA 02041, DASA 02045 
และ DASA 06003 แตเนื่องจากรูปแบบ TP-RAPD ของ Bac. subtilis มีแถบดีเอ็นเอเพียง 1 แถบ ขนาด
ประมาณ 1.5 kb ดังนั้น จึงตองใชการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ในการระบุสกุลของ
เชื้อกอนวาเปนเชื้อท่ีอยูในสกุล 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 
 
จากการวิเคราะหรูปแบบของพลาสมิดขนาดเล็กของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ พบ 

วามีเชื้อท่ีมีพลาสมิดมีจํานวน 5 สายพันธุ ไดแก 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 ซ่ึงมีจํานวนและขนาดแตกตาง

กันไปในแตละสายพันธุ จํานวนมีตั้งแต 1-10 ชิ้น และสวนมากมักเปนพลาสมิดขนาดใหญ (mega 
plasmid) ขนาด 100-300 เมกะดาลตัน (megadalton; Mda) (Mercado-Blanco and Toro 1996) 
จากการศึกษา Bra. Japonicum และ Bra. elkanii 46 สายพันธุ ซ่ึงแยกไดจากในประเทศสหรัฐอเมริกา, 
จีน และไทย พบวา 11 สายพันธุมีพลาสมิดท่ีมีขนาดตั้งแต 75-300 kb (Cytryn et al. 2008) จาก
การศึกษาเชื้อแบคทีเรียปมรากของพืชสมุนไพรไทย 3 ชนดิ ไดแก Der. elliptica (โลติ๊น หรือ หางไหล), 
Ind. tinctoria (คราม) และ Pue. mirifica (กวาวเครือขาว) จํานวน 56 สายพันธุ พบวา Rhizobium 3 
สายพันธุ มีพลาสมิดขนาดเล็ก จํานวน 2 ชิ้น ขนาด 900 bp และ 1.5 kb Rhizobium 4 สายพันธุ และ 
Sinorhizobium 1 สายพันธุ มีพลาสมิดขนาดใหญ ขนาดตั้งแต มากกวา 57-600 Mda (Pongsilp and 
Nuntagij 2009) 
 
 
 
 
 
 
 
 



18 
 

 
ภาพท่ี  3. รูปแบบ TP-RAPD ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงและเชื้ออางอิง 
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. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สาย-

พันธุ เพ่ือระบุสกุลของเชื้อโดยเพ่ิมจํานวนยีน 16S rDNA ดวยเทคนิค PCR หลังจากนั้นตรวจผลของ
ปฏิกิริยา PCR พบวาไดแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว ขนาดประมาณ 500 bp เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของ
เชื้อแตละสายพันธุมาทําการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อแบคทีเรียใน
ฐานขอมูลของ  GenBank  โดยใชโปรแกรม  BLASTN   พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีลําดับนิวคลีโอ- 
ไทดของยีน 16S rDNA ใกลเคียงกับเชื้อใน 3 สกุล ไดแก Rhizobium, Bradyrhizobium และ Bacillus 
ซ่ึงมี % ความเหมือน (% identity) อยูระหวาง 97% - 100% ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA จากเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงแสดงในตารางท่ี 3  
 

จากรายงานท่ีมีมากอน พบวาไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีความหลากหลายทางอนุกรมวิธานเปนอยาง
มาก พบวามีถึง 34 ชนิด ใน 11 สกุล ไดแก 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 (เกิดปมท่ีไมมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน; 
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 พบวาเชื้อ  
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงจากถ่ินกําเนิดในประเทศไทยเปนเชื้อในสกุล Rhizobium และ Bradyrhizobium 
ซ่ึงมักเปนเชื้อไรโซเบียมท่ีเกิดปมและตรึงไนโตรเจนกับพืชตระกูลถ่ัวหลากหลายชนิด นอกจากนี้ ยังพบ 
สายพันธุท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ใกลเคียงกับสกุล Bacillus ซ่ึงไมเคยมีรายงานมากอน 
โดยเชื้อท้ัง 3 สกุลเกิดปมและตรึงไนโตรเจนกับถ่ัวแดงหลวง การเกิดปมและการตรึงไนโตรเจนของ
แบคทีเรียตางสกุลกับพืชตระกูลถ่ัวชนิดเดียวกันสามารถพบไดท่ัวไป สันนิษฐานวาเปนผลมาจากความ
หลากหลายทางพันธุกรรม, การปรับตัวของแบคทีเรียใหเขากับสภาวะแวดลอม และมีการถายโอนยีนท่ี
ควบคุมกระบวนการอยูอาศัยแบบซิมไบโอซิส (symbiosis) กับพืชตระกูลถ่ัวใหกับเชื้อแบคทีเรียในสกุล
อ่ืนๆ (Fuentes et al. 2002) สําหรับ Bacillus เคยมีรายงานวาเปนเชื้อท่ีอาศัยในเซลลพืช (endophyte) 
แตไมมีความสัมพันธแบบ symbiosis กับพืช Li et al. (2008) รายงานวา การใสเชื้อ Bacillus spp. ซ่ึง
เปน endophyte ในปมรากถ่ัวเหลือง ไมไดใหความแตกตางอยางมีนัยสําคัญตอการเจริญและการเกิดปม
ของถ่ัวเหลือง แตเชื้อสามารถสังเคราะห IAA, ละลายฟอสเฟต และตรึงไนโตรเจน และยังพบวายีน nifH 
(nitrogen fixation) ซ่ึงควบคุมการสังเคราะหหนวยยอยของเอนไซม nitrogenase ในกระบวนการตรึง
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ไนโตรเจน มี % identity เทากับ 99% กับยีน nifH ของ Bra. japonicum สันนิษฐานวาเกิดการถายโอน
ยีนจาก Bra. japonicum ใหแก Bacillus spp. Stajkovic et al. (2009) รายงานวา Bac. megaterium 
เปน endophyte ในปมรากถ่ัว alfalfa (Medicago sativa L.) โดยไมไดชักนําใหเกิดปม ในการศึกษาครั้ง
นี้ พบวา Bacillus spp. ท้ัง 15 สายพันธุ สามารถชักนําใหเกิดปมรากถ่ัวแดงหลวง จึงจะทําการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nodC (nodulation) ซ่ึงควบคุมการสังเคราะหเอนไซม chitin synthase หรือ 
N-acetyl glucosaminyl transferase ในกระบวนการเกิดปมในข้ันตอนตอไป ท้ังนี้ ในขอมูล complete 
genome ของ Bac. cereus สายพันธุ 03BB87 (GenBank Accession number CP009941) 
(Johnson et al. 2015) พบวามียีน nodC ดวยเชนกัน 

 

7. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nodC ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
คัดเลือกเชื้อสายพันธุ DASA 06004 และ DASA 06006 ซ่ึงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA 

ใกลเคียงกับสกุล Bacillus ซ่ึงไมเคยมีรายงานมากอนวาอยูในกลุมเชื้อไรโซเบียม มาทําการวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน nodC โดยเพ่ิมจํานวนยีน nodC ในเทคนิค PCR หลังจากนั้นตรวจผลของปฏิกิริยา 
PCR พบวา ไดแถบดีเอ็นเอหลายแถบ เลือกตัดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 930 bp แยกออกจาก 
agarose เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nodC เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ  
GenBank  โดยใชโปรแกรม BLASTN   พบวายีน nodC ของเชื้อสายพันธุ DASA 06004 และ DASA 
06006 ใกลเคียงกับยีน nodC ของไรโซเบียม โดยยีน nodC ของเชื้อสายพันธุ DASA 06004 ใกลเคียง
มากท่ีสุดกับยีน nodC ของ Rhizobium ท่ี 89%-94% identity และ ยีน nodC ของเชื้อสายพันธุ DASA 
06006 ใกลเคียงมากท่ีสุดกับยีน nodC ของ Rhizobium และ Mesorhizobium ท่ี 91%-100% 
identity  

 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nodC เปนการยืนยันทางพันธุกรรมของความสามารถใน
การเกิดปมของเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากเปนยีนควบคุมการสังเคราะหเอนไซม chitin synthase หรือ N-
acetyl glucosaminyl transferase ซ่ึงจําเปนตอการสังเคราะห Nod factor (Geremia et al. 1994) 
ทําหนาท่ีกระตุนข้ันตอนตางๆ ในการเกิดปม เชน การเพ่ิมจํานวนเซลลรากพืช, การเปลี่ยนแปลงรูปรางของ
รากขนออน (root hair deformation) และควบคุมกระบวนการถอดรหัส (transcription) ของยีนท่ี
เก่ียวของกับกระบวนการเกิดปม (Angelini et al. 2003) และเปนยีนท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกัน 
(conserve) ในไรโซเบียมตางสกุล (Ruvkun and Ausubel 1980; Geremia et al. 1994; Zhang et al. 
2000)  
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ตารางท่ี 3. ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA จากเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวแดงหลวง 
 
สายพันธุ สกุลของเชื้อท่ีมีความใกลเคียงของลําดับนิวคลีโอไทดของ

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, 
น้ําหนักปมแหง, น้ําหนักตนแหง และคา ARA พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท้ัง 28 สายพันธุ เกิดปมราก
กับถ่ัวแดงหลวง รวมท้ังใหคาน้ําหนักตนแหง และคา ARA มากกวาชุดควบคุมท่ีไมไดรับการใสเชื้ออยางมี
นัยสําคัญ ตนพืชท่ีมีการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีน้ําหนักแหงเพ่ิมข้ึน 2.39 เทา ถึง 3.89 เทา และมี
คา ARA เพ่ิมข้ึน 5.00 เทา ถึง 7.19 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับ control ท่ีไมไดใสเชื้อ ตารางท่ี 4 แสดง
จํานวนปม, น้ําหนักปมแหง, น้ําหนักตนแหง และคา ARA ของถ่ัวแดงหลวงท่ีไดรับการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัว-
แดงหลวงแตละสายพันธุ 

 
9. การศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
ผลการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง ประ- 

กอบดวย  
 

1) ความตานทานตอสารปฏิชีวนะ 10 ชนิด 
 
จากการศึกษาความตานทานตอสารปฏิชีวนะ 10 ชนิด ไดแก ampicillin, chloramphenicol, 

cefotaxine, ceftazdime, gentamicin, kanamycin, novobiocin, spectinomycin, streptomycin 
และ tetracycline โดย spread สารแขวนลอยเชื้อบนอาหาร YMA วางแผนชุบสารปฏิชีวนะ (antibiotic 
disc) (Oxoid, Basingstoke, UK) บนผิวหนาอาหาร บมท่ีอุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 5 วัน บันทึกบริเวณใส 
(clear zone) รอบ antibiotic disc ซ่ึงแสดงถึงความไว (sensitivity) ของเชื้อตอสารปฏิชีวนะ จาก
การศึกษาความตานทานตอสารปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ พบวาไมมีเชื้อสาย-
พันธุใดท่ีมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะทุกชนิด และเชื้อท่ีมีความไวตอสารปฏิชีวนะทุกชนิด มีจํานวน 9 
สายพันธุ ไดแก PV 09, PV 10, PV 14, DASA 02026, DASA 02027, DASA 02036, DASA 02041, 
DASA 02044 และ DASA 02065 เชื้อท่ีมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะไดมากท่ีสุด คือ สายพันธุ DASA 
06003 ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 7 ชนิด ไดแก ampicillin, chloramphenicol, cefotaxine, 
ceftazdime, gentamicin, streptomycin และ tetracycline ผลการทดสอบความตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะแสดงในตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 4. จํานวนปม, น้ําหนักปมแหง, น้ําหนักตนแหง และคา ARA ของถ่ัวแดงหลวงท่ีไดรับการใสเชื้อ 
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงแตละสายพันธุ 
 
สายพันธุ 
 
 

คาที่ใชประเมินประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน 
จํานวนปม น้ําหนักปมแหง 

(มิลลิกรัม/ตน) 
น้ําหนักตนแหง 
(มิลลิกรัม/ตน) 

คา ARA (µmol 
ethylene/ตนพืช/ชม.) 

ชุดควบคุมที่ไมไดใสเชื้อ 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 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
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ตารางท่ี 5. ความตานทานและความไวตอสารปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
สายพันธุ ความตานทานตอสารปฏิชวีนะ 

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 เชื้อมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะ, - หมายถึง เชื้อมีความไวตอสารปฏิชีวนะ 
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) 
 

รูปแบบความตานทานตอสารปฎิชีวนะ 10 ชนิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ มี
ท้ังสิ้น 18 รูปแบบ แสดงถึงความหลากหลายทางสรีระวิทยาของเชื้อ จากขอมูลแสดงวา แมแตเชื้อในสกุล
เดียวกันก็มีรูปแบบความตานทานตอสารปฏิชีวนะแตกตางกัน นอกจากนี้ รูปแบบความตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะ ยังสามารถใชเปนขอมูลคัดเลือกเชื้อในการประยุกตใชเปนปุยชีวภาพในพ้ืนท่ีทางการเกษตร 
เนื่องจากประสิทธิภาพการเขาอยูอาศัยของเชื้อกลุมไรโซเบียมกับรากพืชตระกูลถ่ัว และการตรึงไนโตรเจน
แบบ symbiosis นั้น ตองการเชื้อท่ีสามารถอยูรอดในสภาวะแวดลอมและเพ่ิมจํานวนเชื้อไดเพียงพอ 
ในขณะท่ีดินในพ้ืนท่ีทางการเกษตรจะมีกลุมประชากรจุลินทรียท่ีหลากหลาย และสามารถสังเคราะหสาร 
ปฎิชีวนะชนิดตางๆ เพ่ือยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ เพ่ิมความไดเปรียบในการแขงขันแยงสาร 
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อาหารและการครอบครองพ้ืนท่ี ดังนั้นความตานทานตอสารปฏิชีวนะจึงเปนลักษณะทางสรีระวิทยาท่ี
สําคัญ ซ่ึงชวยใหเชื้อท่ีคัดเลือกใชเปนปุยชีวภาพสามารถปรับตัวและอยูรอดไดในสภาวะแวดลอม 
 

2) ความตองการวิตามิน 8 ชนิด  
 
ในการศึกษาความตองการวิตามิน 8 ชนิด ไดแก 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 ซ่ึงเปน minimal medium ท่ีไมเติม glutamic acid, thiamine 
และ biotin และใช agarose แทน agar ดังนั้น อาหาร BSM ท่ีใชทดสอบจะมีเฉพาะแหลงคารบอน, แหลง
ไนโตรเจน และแรธาตุ ไดแก โซเดียม (sodium; Na), แมกนีเซียม (magnesium; Mg), ซัลเฟอร (sulfur; 
S), Fe, Ca และคลอไรด (chloride; Cl) เปรียบเทียบกับอาหาร BSM ท่ีเติมวิตามินแตละชนิดท่ีทดสอบ ท่ี
ระดับความเขมขน 500 µg/ml บมท่ีอุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 5 วัน บันทึกการเจริญเปนโคโลนีบนอาหาร 
BSM และอาหาร BSM ท่ีเติมวิตามินแตละชนิด เชื้อท่ีเจริญไดบนอาหาร BSM ท่ีไมเติมวิตามินจัดเปน 
vitamin prototroph สามารถสังเคราะหวิตามินท่ีจําเปนตอการเจริญไดเอง เชื้อท่ีไมเจริญบนอาหาร BSM 
ท่ีไมเติมวิตามินจัดเปน vitamin auxotroph ไมสามารถสังเคราะหวิตามินท่ีจําเปนตอการเจริญไดเอง เชื้อ
ท่ีไมเจริญบนอาหาร BSM ท่ีไมเติมวิตามิน แตเจริญไดเม่ือมีการเติมวิตามิน แสดงวาเชื้อตองการวิตามิน
ชนิดนั้นในการเจริญ จากการศึกษาความตองการวิตามินของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ 
พบวา เชื้อท่ีไมตองการวิตามิน (เปน vitamin prototroph) มีจํานวน 7 สายพันธุ ไดแก DASA 02006, 
DASA 02008, DASA 02009, DASA 02010, DASA 02041, DASA 02045 และ DASA 06006 เชื้อท่ี
ตองการวิตามินชนิดใดชนิดหนึ่งท่ีทดสอบสําหรับการเจริญ มีจํานวน 15 สายพันธุ ไดแก 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
ตองการวิตามินอ่ืนนอกเหนือจากวิตามินท่ีทดสอบ มีจํานวน 6 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 02021, 
DASA 02026, DASA 02027, DASA 02031 และ DASA 02065 ผลของวิตามินท่ีมีตอการเจริญของเชื้อ 
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงแสดงในตารางท่ี 6 และชนิดของวิตามินท่ีจําเปนสําหรับการเจริญของเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวแดงหลวงแตละสายพันธุ แสดงในตารางท่ี 7  

 
Watson et al. (2001) ใหขอสรุปวาความตองการ biotin เปนลักษณะของสายพันธุ 

Sinorhizobium meliloti (ปจจุบันเปน Ens. meliloti) เปนสวนใหญ Striet et al. (1996) รายงานวา
การสังเคราะหและการดูดซึม biotin ของ Rhi. meliloti (ปจจุบันเปน Ens. meliloti) สงเสริมการเขา
เกาะของเชื้อกับรากของพืชออาศัย (ถ่ัว alfalfa) เนื่องจากเชื้อกลายพันธุ (mutant) ท่ีไมสังเคราะห biotin 
มีความสามารถในการแขงขันเพ่ือเขาเกาะกับรากของพืชอาศัยไดนอยมาก เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ
ดั้งเดิม (wild type) ท่ีสังเคราะห biotin Sullivan et al. (2001) รายงานวาความสามารถในการ
สังเคราะห biotin และ nicotinic acid ของ Mesorhizobium sp. ไมจําเปนตอการตรึงไนโตรเจนแบบ 
symbiosis หรือการเขาอยูอาศัยในบริเวณ rhizosphere แตสันนิษฐานวามีบทบาทตอปฏิสัมพันธระหวาง
เชื้อกับพืชอาศัย เนื่องจากยีนควบคุมการสังเคราะหวิตามินมีตําแหนงอยูบน symbiosis island  
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ตารางท่ี 6. การเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงบนอาหาร BSM ดัดแปลงท่ีมีวิตามินแตละชนิด หลัง 
จากบมท่ี 30°C เปนเวลา 5 วัน 
 
สายพันธุ การเจริญบนอาหาร BSM ที่เติม 

ไมมี
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 ไมมีการเจริญของเชื้อ; + หมายถึงมีการเจริญของเชื้อ 
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ตารางท่ี 7. ชนิดของวิตามินท่ีตองการสําหรับการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงแตละสายพันธุ 
 
สายพันธุ ชนิดของวิตามินที่ตองการสําหรับการเจริญ 
DASA 02006, DASA 02008, DASA 02009, DASA 02010,  
DASA 02041, DASA 02045 และ DASA 06006 

ไมตองการวิตามิน 

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

ตองการวิตามินอื่นนอกเหนือจากที่ทดสอบ 

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 ตางๆ ไดแก pH 

5.0, 6.5 และ 8.0 โดยเลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปน inoculum แลวนับจํานวนเซลลโดยวิธ ี
standard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร YMB ท่ีควบคุมระดับ pH ดวย 0.1 M 
HEPES buffer กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm 
อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 600 nm 
แสดงถึงการเจริญของเชื้อ พบวา เชื้อท่ีมีการเจริญไดท่ีระดับ pH 5.0  มีจํานวน 26 สายพันธุ ไดแก 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 เชื้อท่ีมีการเจริญไดท่ีระดับ pH 8.0 มี
จํานวน 20 สายพันธุ ไดแก 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 พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีความหลากหลายในการตอบสนองตอระดับ pH  
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4) การเจริญในอาหาร YMB ท่ีอุณหภูมิ 20°C, 30°C และ 40°C 
 
จากการศึกษาการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ ท่ีระดับอุณหภูมิตางๆ ไดแก 

20°C, 30°C และ 40°C โดยเลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปน inoculum แลวนับจํานวนเซลล
โดยวิธี standard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร YMB ท่ีควบคุมระดับ pH เทากับ 
7.00 ดวย 0.1 M HEPES buffer กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 
200 rpm อุณหภูมิตามท่ีกําหนด เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดคาการดูดกลืน
แสงท่ี 600 nm แสดงถึงการเจริญของเชื้อ พบวา เชื้อท่ีมีการเจริญไดท่ี 20°C มีจํานวน 20 สายพันธุ ไดแก 
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
เจริญไดท่ีระดับ 40°C มีจํานวน 18 สายพันธุ ไดแก 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 พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีความหลากหลายในการตอบสนองตอระดับอุณหภูมิ 
เชนเดียวกับระดับ pH สวนเชื้อท่ีสามารถเจริญไดในทุกระดับ pH และอุณหภูมิท่ีทําการทดสอบ มีท้ังสิ้น 
10 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 02006, DASA 02008, DASA 02009, DASA 02010, DASA 02011, 
DASA 02023, DASA 02027, DASA 02041 และ DASA 02044 

 
5) ความตานทานตอโลหะหนัก 4 ชนิด  
 
จากการศึกษาความตานทานตอโลหะหนัก 4 ชนิด ไดแก Cd, Co, Cu และ Zn ท่ีความเขมขน 50 

µg/ml ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดยเลี้ยงเชื้อใหเจริญในอาหาร YMB เพ่ือใชเปน 
inoculum แลวนับจํานวนเซลลโดยวิธ ี standard total plate count ปเปต inoculum ลงในอาหาร 
YMB ท่ีควบคุมระดับ pH เทากับ 7.00 ดวย 0.1 M HEPES buffer และเติมสารประกอบโลหะหนักท่ีทําให
ปลอดเชื้อโดยการกรอง กําหนดปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1.00 x 105 CFU/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm 
อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 600 nm 
แสดงถึงการเจริญของเชื้อ พบวา เชื้อท่ีตานทานตอ Cd คือ สายพันธุ DASA 02009 เชื้อท่ีตานทานตอ Co 
มีจํานวน 2 สายพันธุ ไดแก DASA 02008 และ DASA 02011 เชื้อท่ีตานทานตอ Cu คือ สายพันธุ DASA 
02011 และเชื้อท่ีตานทานตอ Zn มีจํานวน 19 สายพันธุ ไดแก 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 ท่ีความเขมขน 50 µg/ml แสดงในตารางท่ี 9  
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ตารางท่ี 8. การเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงในอาหาร YMB ท่ีระดับ pH และอุณหภูมิตางๆ เขยาท่ี
อัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 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 ไมมีการเจริญของเชื้อ; + หมายถึงมีการเจริญของเชื้อ 
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ตารางท่ี 9. การเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงในอาหาร YMB ท่ีมี Cd, Co, Cu และ Zn ท่ีความ
เขมขน 50 µg/ml เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน 
 
สายพันธุ การเจริญของเชื้อในอาหารที่มีโลหะหนกัที่ระดับความเขมขน 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 ไมมีการเจริญของเชื้อ; + หมายถึงมีการเจริญของเชื้อ 

 
จากเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ ในสกุล Bradyrhizobium, Rhizobium และ 

Bacillus พบวามีเฉพาะ Bradyrhizobium spp. ท่ีตานทานตอ Cd, Co และ Cu ท่ีความเขมขน 50 
µg/ml ในขณะท่ี Bradyrhizobium spp., Rhizobium sp. และ Bacillus  spp. ตางก็ตานทานตอ Zn ท่ี
ความเขมขน 50 µg/ml โดยท่ัวไป ดินมักปนเปอนโลหะหนักหลายชนิดจากแหลงอุตสาหกรรม เชน 
โรงงานหลอมโลหะ, เหมืองแร, โรงไฟฟา, โรงงานอุตสาหกรรม รวมท้ังโลหะหนักท่ีปนเปอนในสารกําจัด
ศัตรูพืช, ปุย และกากอุตสาหกรรม (Abd-Alla et al. 2000) มีรายงานแบคทีเรียซ่ึงรวมท้ัง 
Bradyrhizobium, Rhizobium และ Bacillus ท่ีตานทานตอโลหะหนัก เชน Bradyrhizobium spp. 40 
ไอโซเลท ตานทานตอโลหะหนักอยางนอย 1 ชนิดในโลหะหนักท่ีทดสอบ ไดแก Cd, Co, Cu, Zn, ตะก่ัว 
(lead; Pb), ปรอท (mercury; Hg), โครเมียม (chromium; Cr) และ Ni ท่ีความเขมขนมากกวา 200 
µg/ml โดยพบวาความตานทานตอโลหะหนักหลายชนิดเปนลักษณะท่ีพบไดโดยท่ัวไปของเชื้อกลุมดังกลาว 
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(Ahmad et al. 2001), Rhizobuum spp. 20 ไอโซเลท ตานทานตอแมงกานีส (manganese; Mn) ท่ี
ความเขมขน 0.75 มิลลิโมล (millimol; mmol), Cu ท่ีความเขมขน 0.5 mmol, Zn ท่ีความเขมขน 
0.125 และ 0.250 mmol และ Cd ท่ีความเขมขน 0.065 mmol (Cevheri et al. 2011), สายพันธุของ 
Rhizobium metallidurans ตานทานตอ Zn และ Cd ท่ีความเขมขน 35 และ 0.5 มิลลิโมลาร 
(millimolar; mM) ตามลําดับ (Grison et al. 2015), ไอโซเลทของ Rhi. leguminosarum bv. viciae 
ทนตอแบเรียม (barium; Ba), Zn, Co, อลูมิเนียม (aluminium; Al), Ni และ Cd ท่ีความเขมขน 80, 70, 
50, 40, 30 และ 10 ppm ตามลําดับ จึงประยุกตใชเปนตัวดูดซับ Cd และ Co จากสารละลาย (Abd-Alla 
et al. 2012) Bac. cereus สายพันธุ SIU1 ตานทานตอสารหนู (arsenic; As), ซีเซียม (caesium; Cs), 
Pb, Co, Ni, Cr, ซีลีเนียม (selenium; Se) และ Hg ท่ีความเขมขน 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) เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C ในท่ีมืด เปนเวลา 1-5 
วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดปริมาณ IAA ในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยวิธี colorimetric (Gordon 
and Weber 1951) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ IAA พบวา เชื้อ 17 สายพันธุสังเคราะห IAA ใน
ระดับความเขมขนต่ํากวา 1 µg/ml เชื้ออีก 17 สายพันธุสังเคราะห IAA อยูระหวาง 1.54 ± 0.44 ถึง 
32.21 ± 1.12 µg/ml เชื้อท่ีสังเคราะห IAA ท่ีความเขมขนสูงสุด คือ สายพันธุ DASA 06006 ความเขมขน
ของ IAA ท่ีสังเคราะหไดจากเชื้อแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 10  

 
การสังเคราะห IAA เปนคุณลักษณะท่ีสําคัญสําหรับการคัดเลือกแบคทีเรียสงเสริมการเจริญของ

พืช (plant growth promoting rhizobacteria; PGPR) เนื่องจาก IAA มีบทบาทในกระบวนการทาง
สรีระวิทยาของพืช เชน กระตุนการเพ่ิมจํานวนราก, การแบงเซลล และการเจริญของตน (Davies 1995; 
Lambrecht et al. 2000) Nimnoi and Pongsilp (2009) ทดสอบการสังเคราะห IAA ของเชื้อแบคทีเรีย 
307 ไอโซเลท พบวา 72 ไอโซเลท สังเคราะห IAA ไดตั้งแต 1.26 ± 0.14 ถึง 19.15 ± 0.39 µg IAA 
equivalent/ml culture  จึงคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย 20 ไอโซเลท ซ่ึงสังเคราะห IAA ไดปริมาณสูงสุด เม่ือ
ระบุสกุล-ชนิดของเชื้อ พบวาเปน Agrobacterium tumefaciens, Bacillus, Bifidobacterium, 
Brevibacterium, Mesorhizobium, Pseudomonas, Rhizobium และ Sinorhizobium จาก
การศึกษาผลของการใชเชื้อแบคทีเรียสังเคราะห IAA ตอการเจริญของพืช พบวาสามารถเพ่ิมน้ําหนักของ
ตนและรากของตนคะนา (Bra. oleracae) และตนผักกาดหัว (Rap. sativus) ไดถึง 2.95- 5.63 เทาของ
ตนท่ีไมไดรับการใสเชื้อ และเทียบเทากับตนท่ีไดรับ IAA ท่ีความเขมขน 50 µg/ml 
 

7) การสังเคราะหซิเดอรโรฟอรประเภท catechol และ hydroxamate   
 
จากการศึกษาการสังเคราะหซิเดอรโรฟอรประเภท catechol และ hydroxamate ของเชื้อ     

ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Gaus No. 1 broth (You et al. 2004) เขยา
ท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดปริมาณ     



32 
 

ซิเดอรโรฟอรประเภท catechol ตามวิธีการของ Arnow (1937) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 2,3-
dihydroxybenzoic acid และวัดปริมาณซิเดอรโรฟอรประเภท hydroxamate ตามวิธีการของ Csaky 
(1984) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ deferoxamine mesylate ผลการศึกษาพบวา เชื้อ 22 สาย-
พันธุสังเคราะห catechol ในระดับความเขมขนต่ํากวา 1 µmol/l เชื้ออีก 6 สายพันธุสังเคราะห 
catechol อยูระหวาง 1.09 ± 0.11 ถึง 9.08 ± 1.28 µmol/l เชื้อท่ีสังเคราะห catechol ท่ีความเขมขน
สูงสุด คือ  สายพันธุ DASA 02031 สําหรับ hydroxamate ท่ีเชื้อไรโซเบียม 28 สายพันธุสังเคราะหข้ึน มี
ความเขมขนอยูระหวาง 0.91 ± 0.80 ถึง 45.92 ± 12.33  µmol/l เชื้อท่ีสังเคราะห hydroxamate ท่ี
ความเขมขนสูงสุด มีจํานวน 4 สายพันธุ ไดแก 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) ซ่ึงใหคาไมตางกันทางสถิติ  ความเขมขนของซิเดอรโรฟอรประเภท catechol และ 
hydroxamate ท่ีสังเคราะหไดจากเชื้อแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 10  

 
ซิเดอรโรฟอรเปนสารประกอบท่ีแบคทีเรียบางชนิดสังเคราะหข้ึน และปลดปลอยออกจากเซลล 

เม่ือเจริญในสภาวะท่ีขาดแคลนธาตุเหล็ก ทําหนาท่ีจับสารประกอบธาตุเหล็กและละลาย ferric ion (Fe3+) 
(Xiao and Kisaalita 1997) เชื้อกลุมไรโซเบียมท่ีสังเคราะหซิเดอรโรฟอร มีบทบาทสนับสนุนการตรึง
ไนโตรเจนของเชื้อในสภาวะแวดลอมท่ีขาดแคลนธาตุเหล็ก ซ่ึงมีความสําคัญท้ังตอการเจริญของเชื้อและ
เปนสวนประกอบของเอนไซม nitrogenase และ hydrogenase รวมท้ังโปรตีน ferredoxin ใน
กระบวนการตรึงไนโตรเจน (Lynch et al. 2001) การสังเคราะหซิเดอรโรฟอรโดยเชื้อแบคทีเรีย พบวามี
บทบาทตอความสามารถของเชื้อในการสงเสริมการเจริญของพืช ขาวและถ่ัวเขียวท่ีไดรับการใสเชื้อสาย-
พันธุดั้งเดิมของ Streptomyces sp. ซ่ึงสังเคราะหซิเดอรโรฟอร เพ่ิมการเจริญและชีวมวลของรากและ  
ลําตนพืชไดมากกวาอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อกลายพันธุท่ีสูญเสียความสามารถในการ
สังเคราะหซิเดอรโรฟอร และตนท่ีไมไดรับการใสเชื้อ (Rungin et al. 2012) 

 
8) การสังเคราะหแอมโมเนีย 
 
จากการศึกษาการสังเคราะหแอมโมเนียของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดยเลี้ยงเชื้อ

ในอาหาร peptone water (Vosti 1979) เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน 
ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดปริมาณแอมโมเนียในอาหารเลี้ยงเชื้อ และสรางกราฟมาตรฐาน 
ตามท่ีบรรยายโดย Pongsilp et al. (2012) พบวา เชื้อมีการสังเคราะหแอมโมเนียท่ีระดับความเขมขนอยู
ระหวาง 70.10 ± 15.56 ถึง 266.35 ± 23.83 µM เชื้อท่ีสังเคราะหแอมโมเนียท่ีความเขมขนสูงสุด มี
จํานวน 4 สายพันธุ ไดแก 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) ซ่ึงใหคาไมตางกันทาง
สถิติ ความเขมขนของแอมโมเนียท่ีสังเคราะหไดจากเชื้อแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 10  
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นอกเหนือจากการตรึงไนโตรเจน เชื้อกลุมไรโซเบียมยังใหแอมโมเนียแกสภาวะแวดลอมโดยการ
สังเคราะหแอมโมเนีย หรือ กระบวนการ ammonification ซ่ึงเกิดจากการยอยสลายสารประกอบ
ไนโตรเจน เชน nitrate, casamino acid และ trypticase peptone (Pongsilp 2012) Bacillus 
macerans และ Bac. subtilis ก็มีกระบวนการ ammonification จากการยอยสลาย nitrate ภายใต
สภาวะการเจริญแบบไมใชออกซิเจน (Hoffmann et al. 1998; Marino et al. 2000; Schirawski and 
Unden 1995)  
 
ตารางท่ี 10. ความเขมขนของ IAA, ซิเดอรโรฟอรประเภท catechol / hydroxamate และแอมโมเนียท่ี
สังเคราะหไดจากเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
 
สายพันธุ ความเขมขนของ IAA, ซิเดอรโรฟอร 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 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
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9) ความสามารถในการละลายฟอสเฟต 
 
 ประเมินความสามารถในการละลายฟอสเฟตของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดย 
point inoculate เชื้อบนอาหารแข็ง Pikovskaya (Pikovskaya 1948) บมท่ีอุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 5 
วัน บันทึก clear zone ท่ีเกิดข้ึนรอบโคโลนี เนื่องจากเชื้อละลาย tricalcium phosphate [Ca3(PO4)2] 
ซ่ึงเปนสารประกอบฟอสเฟตท่ีไมละลายน้ําในอาหารเลี้ยงเชื้อ คํานวณคา index ซ่ึงแสดงถึงความสามารถ
ในการละลายฟอสเฟตจากสูตร 
 
 index = เสนผานศูนยกลางของ clear zone (มม.) 
                         เสนผานศูนยกลางของโคโลนี (มม.) 
  
 จากผลการศึกษา พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ สามารถละลายฟอสเฟต แต
สวนมาก (24 สายพันธุ) เกิด clear zone เฉพาะบริเวณรอบโคโลนี เชื้อท่ีใหคา index ของการละลาย
ฟอสเฟตสูงสุด มีจํานวน 2 สายพันธุ ไดแก DASA 02077 (2.50 ± 0.25) และ DASA 02021 (1.99 ± 
0.36) ซ่ึงใหคาไมตางกันทางสถิติ คา index ของการละลายฟอสเฟตของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง แสดง
ในตารางท่ี 11  
 
 ความสามารถในการละลายฟอสเฟตเปนคุณลักษณะท่ีสําคัญของ PGPR ในการเพ่ิมฟอสฟอรัสซ่ึง
เปนธาตุอาหารหลักใหแกพืช สารประกอบฟอสฟอรัสมีอยูใน 2 รูป ไดแก รูปท่ีละลายน้ําซ่ึงเซลลของ
สิ่งมีชีวิตสามารถนําไปใชได และรูปท่ีไมละลายน้ําซ่ึงเซลลของสิ่งมีชีวิตไมสามารถนําไปใชได โดยท่ัวไป ใน
ดินมักจะมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีละลายน้ําอยูนอยมาก สวนใหญมีนอยกวา 1 ppm (Goldstein 1994) เม่ือ
เติมปุยฟอสฟอรัสลงในดิน สารอนินทรียฟอสฟอรัสท่ีละลายน้ําจะจับกับธาตุเหล็ก, อลูมิเนียม และ
แคลเซียมท่ีมีอยูในดินอยางรวดเร็ว กลายเปนสารประกอบฟอสฟอรัสในรูปท่ีไมละลายน้ํา (Ponmurugan 
and Gopi 2006) ความสามารถในการละลายฟอสเฟตของจุลินทรียเปนผลมาจากการหลั่งกรดอินทรียท่ีมี
มวลโมเลกุลต่ํา ซ่ึงจะใชหมู hydroxyl หรือ carboxyl จับอนุภาคประจุบวกท่ีสรางพันธะกับหมูฟอสเฟต
ออกมา (Kpomblekou-A and Tabatabai 1994) หรือกิจกรรมของเอนไซม phosphatase ท่ีดึง
ฟอสฟอรัสออกจากสารประกอบอินทรียโดยกระบวนการ dephosphorylation ท่ีพันธะ phospho-ester 
หรือ phospho-anhydride (Rodriguez et al. 2006) จากการใสเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต ไดแก 
Bacillus sp., Burkholderia sp., Flavobacterium sp. และ Pseudomoas spp. ใหแกขาวโพดท่ีปลูก
ในกระถาง พบวาแบคทีเรียละลายฟอสเฟตเพ่ิมความสูงของตน, ความยาวของราก, น้ําหนักแหงของตน, 
น้ําหนักแหงของราก และผลผลิตของเมล็ด ไดมากถึง 16%, 11%, 42%, 29% และ 33% ตามลําดับ เม่ือ
เปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดใสเชื้อแตใสปุยคอก นอกจากนี้ ฟอสฟอรัสในรูปท่ีละลายน้ําไดยังเพ่ิมข้ึน 62% 
เม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดใสเชื้อแตใสปุยคอก (Hussain et al. 2013)   
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ตารางท่ี 11. คา index ของการละลายฟอสเฟตบนอาหาร Pikovskaya ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 
หลังจากบมท่ี 30°C เปนเวลา 5 วัน 
 
สายพันธุ คา 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 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 

 
10) กิจกรรมของเอนไซม phosphatase  
 
จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม extracellular alkaline phosphatase ของเชื้อไรโซเบียม 

ถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Pikovskaya เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C 
เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดกิจกรรมของเอนไซม extracellular alkaline 
phosphatase และสรางกราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol ตามท่ีบรรยายโดย Pantujit and 
Pongsilp (2010) กําหนดคา 1 unit ของเอนไซม phosphatase เทากับเอนไซมท่ียอยสลาย p-
nitrophenyl phosphate ได p-nitrophenol  1 µmol ในเวลา 1 นาที (Tso and Chen 1997) ผล
การศึกษาพบวา เชื้อสังเคราะห extracellular alkaline phosphatase อยูระหวาง 3.68 ± 0.51 ถึง 
15.04 ± 0.65 milliunit/ml supernatant เชื้อท่ีสังเคราะห extracellular alkaline phosphatase 
สูงสุด คือ สายพันธุ DASA 02077 คากิจกรรมของเอนไซม phosphatase จากเชื้อแตละสายพันธุแสดงใน
ตารางท่ี 12  
 

ฟอสฟอรัสเปนธาตุอาหารหลักสําหรับการเจริญของสิ่งมีชีวิต (Hu et al. 2006) ฟอสฟอรัสมีท้ังอยู
ในรูปสารประกอบท่ีละลายน้ํา และสารประกอบท่ีไมละลายน้ํา ฟอสฟอรัสในรูปสารประกอบท่ีไมละลาย
น้ํา เชน Ca3(PO4)2, iron phosphate (FePO4) และ aluminium phosphate (AlPO4) จุลินทรียและ
พืชไมสามารถนําไปใชได จุลินทรียหลายชนิดมีบทบาทในการละลายสารประกอบฟอสเฟตท่ีไมละลายน้ําให
ไดฟอสฟอรัสในรูปท่ีละลายน้ํา จุลินทรียท่ีมีคุณสมบัติเชนนี้เรียกวา “จุลินทรียละลายฟอสเฟต” ซ่ึงมีท้ัง
แบคทีเรียและเชื้อรา สําหรับแบคทีเรียละลายฟอสเฟต มีตัวอยางเชน 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 มีตัวอยางเชน Aspergillus niger (El-Azouni 2008), Penicillium italicum (El-Azouni 
2008) และ Trichoderma sp. (Kapri and Tewari 2010) การละลายฟอสเฟตโดยจุลินทรียเกิดจากการ
หลั่งกรดอินทรียท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (Chen et al. 2006) หรือเอนไซม phosphatase (Kim et al. 
1998; Ponmurugan and Gopi 2006; Relwani et al. 2008 Sabannavar and Lakshman 2009) 
ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีดึงฟอสฟอรัสออกจากสารประกอบอินทรียโดยกระบวนการ 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 สายพันธุท่ีแยกไดจากพืชสมุนไพร 3 ชนิด ไดแก Pue. mirifica (กวาวเครือขาว), Der. 
elliptica (โลติ๊น หรือ หางไหล) และ Ind. tinctoria (คราม) จากการระบุสกุลของเชื้อพบวาเปน 
Bradyrhizobium, Ralstonia (Cupriavidus), Rhizobium, Sinorhizobium และเชื้อท่ีไมไดระบุสกุล 
ทุกสายพันธุสังเคราะหเอนไซม extracellular phosphatase กิจกรรมของ acid phosphatase อยู
ระหวาง 2.81 ± 0.17 ถึง 7.86 ± 0.26 mU/ml supernatant  กิจกรรมของ neutral phosphatase อยู
ระหวาง 2.46 ± 0.14 ถึง 5.88 ± 0.01 mU/ml supernatant และกิจกรรมของ alkaline 
phosphatase อยูระหวาง 2.96 ± 0.28 ถึง 12.65 ± 0.13 mU/ml supernatant ในขณะท่ีมีกิจกรรม
ของเอนไซม cell-bound phosphatase ในระดับต่ํา การศึกษากิจกรรมของเอนไซม phosphatase จะ
เปนประโยชนในการประยุกตใชจุลินทรียเพ่ือเพ่ิมธาตุอาหารฟอสฟอรัสใหแกพืช Pantujit and Pongsilp 
(2010) คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต และระบุสกุล-ชนิดไดเปน Agr. tumefaciens, Bacillus 
sp., Mesorhizobium spp. และ Sinorhizobium spp. พบวาทุกสายพันธุสังเคราะหเอนไซม acid- และ 
alkaline phosphatase ในการละลายฟอสเฟต สายพันธุของ Sinorhizobium มีกิจกรรมของเอนไซม 
acid phosphatase สูงสุดท่ี 172.57 ± 8.28 mU/ml supernatant เม่ือเจริญในอาหาร Pikovskaya ท่ี
มี Ca3(PO4)2 เปนแหลงฟอสฟอรัส Mesorhizobium มีกิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase 
สูงสุดท่ี 165.96 ± 9.61 mU/ml supernatant เม่ือเจริญในอาหาร Pikovskaya ท่ีมี Ca3(PO4)2 เปน
แหลงฟอสฟอรัส สายพันธุของ Sinorhizobium เพ่ิมน้ําหนักแหงของขาวโพดไดสูงสุด เปน 2.56-3.86 เทา
ของตนควบคุมท่ีใสเชื้อ Escherichia coli DH5α สายพันธุของ Agr. tumefaciens, Mesorhizobium 
และ Sinorhizobium เพ่ิมปริมาณฟอสฟอรัสในตนขาวโพดอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับตน
ควบคุมท่ีใสเชื้อ Esc. coli DH5α 

 
11) กิจกรรมของเอนไซม urease 

 
จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ โดยเลี้ยง

เชื้อในอาหาร Christensen’s urea broth เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 1-5 วัน 
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ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase เหวี่ยงปนเก็บตะกอนเซลล และ supernatant ใชเครื่องกําเนิดคลื่น
เสียง (sonicator) ทําใหตะกอนเซลลแตก เพ่ือวัดกิจกรรมของ intracellular และ surface-associated 
urease สําหรับ supernatant ใชวัดกิจกรรมของ extracellular urease ตามวิธีการของ Chuntanom 
and Pongsilp (2011) วัดปริมาณแอมโมเนียท่ีเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม urease กําหนดคา 1 unit 
ของเอนไซม urease เทากับเอนไซมท่ียอยสลาย urea 0.5 µmol ไดแอมโมเนีย 1.0 µmol ในเวลา 1 
นาที ท่ี 37°C (Starnes et al. 1984) พบวาเชื้อทุกสายพันธุมีกิจกรรมของ extracellular urease เปน
หลัก และมีกิจกรรมของ intracellular และ surface-associated urease ในระดับต่ํา กิจกรรมของ 
extracellular urease อยูระหวาง 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) ซ่ึงใหคาไมตางกันทางสถิติ  
ในขณะท่ีกิจกรรมของ intracellular และ surface-associated urease อยูระหวาง 0.20 ± 0.01 ถึง 
0.99 ± 0.49 unit/mg cell คากิจกรรมของเอนไซม urease จากเชื้อแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 12  
 
 การสังเคราะหเอนไซม urease เปนอีกกระบวนการหนึ่งท่ีใหแอมโมเนีย โดยเอนไซม urease เปน
เอนไซมท่ีประกอบดวยหนวยยอยหลายหนวย และมีนิคเกิล (nickel; Ni) เปนองคประกอบ (nickel-
containing, multisubunit enzyme) ทําหนาท่ีกระตุนกระบวนการยอยสลาย (hydrolysis) urea ได
แอมโมเนียและ carbonic acid (Morou-Bermudez and Burne 1999) กิจกรรมของเอนไซม urease 
ของเชื้อแบคทีเรียมักจะถูกควบคุมโดยเก่ียวของกับการตอบสนองตอสภาวะแวดลอม เชน ปริมาณไนโตร-
เจนท่ีนําไปใชได (nitrogen availability) และคา pH (Mobley et al. 1995) ในการศึกษาครั้งนี้ พบวา
เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงทุกสายพันธุมีกิจกรรมของ extracellular urease เปนหลัก การสังเคราะห 
extracellular urease มีรายงานวาพบในแบคทีเรียหลายชนิด เชน 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) เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 30°C 
เปนเวลา 1-5 วัน ใหเจริญถึงระยะ mid-log phase วัดกิจกรรมของเอนไซม protease โดยวิธีการ 
azocasein protease assay (Secades and Guijarro 1999) ซ่ึงกําหนดคา 1 unit เทากับเอนไซมท่ีให
คาการดูดกลืนแสงท่ี 420 nm เปน 0.01 จากการบมเอนไซมกับสารตั้งตน (substrate) เปนเวลา 30 นาที 
ท่ี 30°C กิจกรรมของ protease มีตั้งแตไมสามารถตรวจพบ ถึง 74.21 ± 15.09  unit/ml supernatant 
เชื้อท่ีมีกิจกรรมของ protease สูงสุด มีจํานวน 2 สายพันธุ ไดแก PV 10 (74.21 ± 15.09 unit/ml 
supernatant) และ DASA 02027 (57.46 ± 2.17 unit/ml supernatant) ซ่ึงใหคาไมตางกันทางสถิติ 
คากิจกรรมของเอนไซม protease จากเชื้อแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 12  

 
เอนไซม protease ทําหนาท่ีกระตุนกระบวนการยอยสลายโปรตีน de Oliveira et al. (2010) 

ศึกษากิจกรรมของเอนไซม alkaline protease ท่ีสังเคราะหข้ึนจาก Bradyrhizobium sp. และ 
Rhizobium sp. พบวากิจกรรมของเอนไซม protease สูงสุดเม่ือเซลลเขาสูการเจริญระยะ stationary 
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phase สายพันธุของ Bradyrhizobium มีกิจกรรมของเอนไซม protease สูงสุดเทากับ 88 unit/ml 
ในขณะท่ีสายพันธุของ Rhizobium กิจกรรมของเอนไซม protease สูงสุดเทากับ 15 unit/ml เอนไซม 
protease ท่ีสังเคราะหโดยสายพันธุของ Bradyrhizobium ทนตอสภาวะความเปนดางไดมากกวาเอนไซม 
protease ท่ีสังเคราะหโดยสายพันธุของ Rhizobium เอนไซม protease ท่ีสังเคราะหโดยสายพันธุของ 
Rhizobium มีกิจกรรมของเอนไซมท่ีคา pH อยูระหวาง 6-11 โดยมีกิจกรรมสูงสุดเม่ือคา pH อยูระหวาง 
10-11 และท่ีอุณหภูมิ 35°C ในขณะท่ีเอนไซม protease ท่ีสังเคราะหโดยสายพันธุของ 
Bradyrhizobium มีกิจกรรมของเอนไซมท่ีคา pH อยูระหวาง 9-10 และมีกิจกรรมสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 55°C  
 
ตารางท่ี 12. คากิจกรรมของเอนไซม phosphatase, urease และ protease ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดง-
หลวง 
 
สายพันธุ คากิจกรรมของเอนไซม 

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 

คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
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10. การทดสอบผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อ 
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 

 
คัดเลือกเชื้อท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม urease จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก PV 14, DASA 02010 

และ DASA 02068 มาทําการวิเคราะหกิจกรรมของ extracellular urease ควบคูกับการเจริญ เนื่องจาก
พบวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีกิจกรรมของ extracellular urease เปนหลัก จากการศึกษา พบวามี
กิจกรรมของเอนไซม urease ใน 2 รูปแบบ สําหรับเชื้อสายพันธุ PV 14 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
16S rDNA ใกลเคียงกับ Bacillus พบวากิจกรรมของเอนไซม urease คอยๆ เพ่ิมข้ึนในชวง 2 วันแรกของ
การเจริญ และเพ่ิมมากท่ีสุดในวันท่ี 3 ของการเจริญ หลังจากนั้น กิจกรรมของเอนไซม urease คอยๆ 
ลดลงอยางชัดเจน โดยกิจกรรมของเอนไซม urease มีคาสูงสุด เม่ือเชื้ออยูในชวงการเจริญระยะ mid-log 
phase ถึง late-log phase ในขณะท่ีเชื้อสายพันธุ DASA 02010 และ DASA 02068 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอ-
ไทดของยีน 16S rDNA ใกลเคียงกับ Bradyrhizobium กิจกรรมของเอนไซม urease ในชวงการเจริญ 2 
วันแรกไมตางกันทางสถิติ หลังจากนั้น กิจกรรมของเอนไซม urease เพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่องจนถึงวันสุดทาย
ของการเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงเชื้ออยูในชวงการเจริญระยะ stationary phase รูปแบบท่ีแตกตางกันนี้ พบใน 
Actinobacillus ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม urease ในชวงระยะเริ่มแรกของการเจริญ ในขณะท่ี 
Lactobacillus กลับมีกิจกรรมของเอนไซม urease เฉพาะในชวงระยะสิ้นสุดของ exponential phase 
(Moreau et al. 1976) คากิจกรรมของเอนไซม urease ระหวางการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง
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 บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm  
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 5. การเจริญและกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 02010 เม่ือเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร Christensen’s urea broth บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm  
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 

 

 
 
ภาพท่ี 6. การเจริญและกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร Christensen’s urea broth บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm  
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ในการศึกษาผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และกิจกรรมของเอนไซม urease ซ่ึงทําการ
วิเคราะหโดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Christensen’s urea broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ ไดแก yeast 
extract, peptone, NH4Cl, NaNO3, Ni และ Co วัดกิจกรรมของเอนไซม urease และนับจํานวนเซลล
ในวันท่ีเชื้อมีกิจกรรมของเอนไซม urease สูงสุด เปรียบเทียบกับ control พบวาผลของปจจัยตางๆ ตอ
การเจริญ และกิจกรรมของเอนไซม urease แตกตางกันไปในแตละสายพันธุ NaNO3, Ni และ Co ลด
กิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ PV 14 โดย NaNO3 มีผลลดกิจกรรมของเอนไซม urease 
ไดมากท่ีสุด ในขณะท่ี peptone เพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ PV 14 แตลด
กิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 02010 และไมมีผลแตกตางทางสถิติสําหรับเชื้อสาย
พันธุ DASA 02068 นอกจากนี้ yeast extract ลดกิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 
02010 และ DASA 02068 ท้ังนี้ สันนิษฐานวาความแตกตางของผลของสารประกอบไนโตรเจนตอกิจกรรม
ของเอนไซม urease ข้ึนอยูกับวิถีการยอยสลายสารประกอบไนโตรเจน (nitrogen catabolic pathway) 
ท่ีแตกตางกันของเชื้อแตละสายพันธุ (Levican et al. 2008) โลหะหนักยับยั้งการเจริญของเชื้อบางสาย
พันธุ Ni และ Co ยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ PV 14 และยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม urease อยาง
สิ้นเชิง ในขณะท่ี Ni และ Co ไมมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ DASA 02010 และ DASA 02068 
รวมถึงไมมีผลแตกตางทางสถิติของกิจกรรมของเอนไซม urease ถึงแมวา Ni จะเปน co factor ของ
เอนไซม urease ของแบคทีเรียบางชนิด เชน Hel. pylori (Schauer et al. 2010) แตก็เปนพิษตอ
แบคทีเรียบางชนิด เชน Esc. coli (Perrin et al. 2009)  มีรายงานเก่ียวกับปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอการ
สังเคราะหเอนไซม urease ของเชื้อแบคทีเรีย ตัวอยางเชน การเติม Ni ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ มีผลกระตุน
กิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อ Anabaena cylindrica ซ่ึงเปนไซยาโนแบคทีเรีย 
(cyanobacterium) (Mackerras and Smith 1986) เชนเดียวกับการเติม Ni ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Hel. 
pylori ท่ีสามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีนควบคุมการสังเคราะห UreA และ UreB ซ่ึงเปนหนวยยอยของ
เอนไซม urease ไดถึง 3.5 เทา (van Vliet et al. 2001) ปจจัยท่ียับยั้งกิจกรรมของเอนไซม urease ของ
เชื้อ Campylobacter pylori ไดแก 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
ผลตอการแสดงออกของยีนควบคุมการสังเคราะหเอนไซม urease ในเชื้อ Proteus mirabilis (Poore 
and Mobley 2003) เกลือโคบอลตสามารถยับยั้ง intracellular urease ของเชื้อรา Rhizopus oryzae 
(Geweely 2006) การเจริญและคากิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงสายพันธุ 
PV 14, DASA 02010 และ DASA 02068 เม่ือมีการเติมปจจัยตางๆ แสดงในภาพท่ี 7, 8 และ 9 
ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 7. การเจริญและคากิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ PV 14 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร 
Christensen’s urea broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm 
เปนเวลา 3 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 8. การเจริญและคากิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 02010 เม่ือเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร Christensen’s urea broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 
rpm เปนเวลา 5 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 9. การเจริญและคากิจกรรมของเอนไซม urease ของเชื้อสายพันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร Christensen’s urea broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 
rpm เปนเวลา 5 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 

 
11. การทดสอบผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญ และการสังเคราะหแอมโมเนียของเชื้อไรโซเบียม 
ถ่ัวแดงหลวง 

 
คัดเลือกเชื้อท่ีมีการสังเคราะหแอมโมเนีย จํานวน 5 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 02009, 

DASA 02068, DASA 02077 และ DASA 06006 มาทําการวิเคราะหการสังเคราะหแอมโมเนียควบคูกับ
การเจริญ พบวาการสังเคราะหแอมโมเนียโดยกระบวนการ ammonification เพ่ิมข้ึนตามการเจริญของ
เชื้อ จนถึงเม่ือเชื้อเขาสูการเจริญระยะ stationary phase ความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ 
ammonification ระหวางการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงสายพันธุ 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. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ PV 09 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm  
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 

 

 
 

ภาพท่ี 11. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02009 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 
200 rpm 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 



45 
 

 
 
ภาพท่ี 12. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 
200 rpm 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 

 

 
 
ภาพท่ี 13. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02077 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 
200 rpm 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 



46 
 

 
 
ภาพท่ี 14. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 06006 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 
200 rpm 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 

 
ในการศึกษาผลของปจจัยตางๆ ตอการเจริญและการสังเคราะหแอมโมเนีย ซ่ึงทําการวิเคราะหโดย

เลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone broth ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ ไดแก Cu 0.2 mM, Cu 2.0 mM, Zn 0.2 
mM และ Zn 2.0 mM วัดปริมาณแอมโมเนียท่ีสังเคราะหข้ึน และนับจํานวนเซลลในวันท่ีเชื้อมีการ
สังเคราะหแอมโมเนียสูงสุดเปรียบเทียบกับ control พบวา Cu 0.2 mM ลดการสังเคราะหแอมโมเนียโดย
เชื้อสายพันธุ PV 09, DASA 02009, DASA 02068 และ DASA 02077 ลงประมาณ 17% ถึง 57% เม่ือ
เปรียบเทียบกับ control ซ่ึงการลดการสังเคราะหแอมโมเนียไมไดมีผลมาจากการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
เหลานี้ นอกจากนี้ Zn 0.2 mM ลดการสังเคราะหแอมโมเนียโดยเชื้อสายพันธุ PV 09, DASA 02009 และ 
DASA 02077 ลงประมาณ 28% ถึง 63% เม่ือเปรียบเทียบกับ control สําหรับ Cu 2.0 mM มีผลยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ 4 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 02068, DASA 02077 และ DASA 06006 Zn 0.2 
mM ยับยั้งการเจริญของเชื้อ 2 สายพันธุ ไดแก DASA 02068 และ DASA 06006 Zn 2.0 mM มีผลยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ 3 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 02068 และ DASA 06006 Cu 2.0 mM, Zn 0.2 
mM และ Zn 2.0 mM ยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ DASA 06006 โดยจํานวนเซลลในวันท่ี 5 ของ
การเลี้ยงเชื้อ นอยกวา 1.00 x 105 CFU/ml ซ่ึงเปนปริมาณเชื้อเริ่มตน แตมีปริมาณแอมโมเนียในอาหาร 
peptone broth คาดวาเปนผลมาจากกิจกรรมของเซลลท่ีเกิดข้ึนกอนวันท่ี 5 ของการเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงเซลลยัง
อาจมีชีวิตอยู การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อ      
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงสายพันธุ PV 09, DASA 02009, DASA 02068, DASA 02077 และ DASA 06006 
เม่ือมีการเติมปจจัยตางๆ แสดงในภาพท่ี 15, 16, 17, 18 และ 19 ตามลําดับ 
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จากการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอกระบวนการ ammonification พบวา ระดับความเขมขนของ 
trichloroethylene (TCE) ไมมีผลตอกระบวนการ arginine ammonification ของจุลินทรียในดิน 
(Fuller and Scow 1997) และ aldrin มีผลตอ peptone ammonification เพียงเล็กนอยและไมคงท่ี 
(Fletcher and Bollen 1954) มีรายงานผลของโลหะหนัก Cu และ Zn ตอกระบวนการ 
ammonification ในดิน โดยพบวา ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน Cu ท่ี 100 ppm เพ่ิมกระบวนการ 
ammonification แต Cu ท่ี 1,000 ppm ไมมีผลตอกระบวนการ ammonification รวมถึง Zn ท่ี 100 
และ 10,000 ppm ลดกระบวนการ ammonification แต Zn ท่ี 1,000 ppm ไมมีผลตอกระบวนการ 
ammonification (Premi and Cornfield 1969) 
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ภาพท่ี 15. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ PV 09 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และ
เขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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DASA 02009
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ภาพท่ี 16. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02009 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C 
และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 17. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02068 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C 
และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน  
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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DASA 02077
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ภาพท่ี 18. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 02077 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัยตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C 
และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 4 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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ภาพท่ี 19. การเจริญและความเขมขนของแอมโมเนียจากกระบวนการ ammonification ของเชื้อสาย-
พันธุ DASA 06006 เม่ือมีการเติมปจจัยตางๆ เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหาร peptone water ท่ีมีการเติมปจจัย
ตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 30°C และเขยาท่ีอัตราเร็ว 200 rpm เปนเวลา 5 วัน 
คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า error bar แสดงคา standard deviation 
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12. การศึกษาผลของสารสกัดจากดิน และสารสกัดจากเมล็ดตอการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัว-
แดงหลวง 

  
 จากการศึกษาผลของสารสกัดจากดิน และสารสกัดจากเมล็ดตอการเจริญของเชื้อไรโซเบียมถ่ัว-
แดงหลวง จํานวน 2 สายพันธุ ไดแก DASA 06002 และ DASA 06008 โดยเปรียบเทียบจํานวนเซลลของ
เชื้อท่ีเจริญในอาหาร BSM, อาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวง, อาหาร BSM 
ท่ีเติมสารสกัดจากดินท่ีไมปลูกพืช และอาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวง พบวาผลการ 
ศึกษาท่ีไดจากท้ัง 2 สายพันธุ สอดคลองกัน โดยสารสกัดจากดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวงมีผลลดการ
เจริญของเชื้อ สารสกัดจากดินท่ีไมปลูกพืชไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ และสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวง
มีผลเพ่ิมการเจริญของเชื้อ จํานวนเซลลของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีเจริญในอาหาร BSM, อาหาร 
BSM ท่ีเติมสารสกัดจากดิน และอาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงแสดงในตารางท่ี 13 
 
 ในการศึกษาผลของสารสกัดจากดิน ใชดิน 2 ตัวอยาง ไดแก ดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวง 
และดินท่ีไมปลูกพืช ดินบริเวณรอบรากพืชเปนดินท่ีไดรับอิทธิพลจาก root exudate ซ่ึงประกอบดวย 
แหลงคารบอน และสาร metabolite เชน น้ําตาล. กรดอะมิโน และกรดอินทรีย (Jones et al. 2004) 
ท้ังนี้ องคประกอบของ root exudate พบวาแตกตางกัน ข้ึนอยูกับชนิดของพืช, พันธุพืช และระยะการ
เจริญของพืช (Xu et al. 2009) ในทางตรงขาม ดินท่ีไมปลูกพืช เปนดินท่ีไมไดรับอิทธิพลจากรากพืช ทํา
ใหมีแหลงคารบอนสําหรับการเจริญของจุลินทรียอยูอยางจํากัด (Mirleau et al. 2005) จากการศึกษา
พบวาสารสกัดจากดินบริเวณรอบรากถ่ัวแดงหลวงมีผลลดการเจริญของเชื้อ สันนิษฐานวาใน root 
exudate ของถ่ัวแดงหลวงมีสารยับยั้งการเจริญของเชื้อท่ีทําการทดสอบ มีรายงานผลของสารสกัดจากราก
ถ่ัวแดงหลวงท่ียับยั้งการเจริญของเชื้อกลายพันธุของ Rhi. etli (Eisenschenk et al. 1994)  
 
 จากผลการทดลองพบวา สารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงมีผลเพ่ิมการเจริญของเชื้อทดสอบท้ัง 
2 สายพันธุ สันนิษฐานวาเปนผลมาจากการท่ีสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงมีโปรตีนและ reducing sugar 
ซ่ึงเปนสารอาหาร ตัวอยางสารประกอบท่ีมีอยูในเมล็ดถ่ัวแดงหลวง เชน โปรตีน, lectin, เอนไซม, สาร
ยับยั้งเอนไซม, โปรตีนยับยั้งเข้ือรา และ phytohaemagglutinin (Alizadeh 2011) ผลของสารสกัดจาก
เมล็ดตอการเจริญของจุลินทรียมีความแตกตางกัน ข้ึนอยูกับชนิดของพืช, ตัวทําละลายท่ีใชสกัด และ       
จุลินทรียท่ีทดสอบ เชน สารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงมีสาร homodimeric lectin ยับยั้งเห็ด Coprinus 
comatus และเชื้อรากอโรคพืช Fusarium oxysporum และ Rhizoctonia solani (Ye et al. 2001) 
สารสกัดจากเมล็ดมะละกอซ่ึงสกัดโดยใช methanol ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรค Salmonella typhi 
(Yismaw et al. 2008), สารสกัดจากเมล็ดอะโวกาโดซ่ึงสกัดโดยใช abosulte ethanol และน้ํากลั่น ยั้บ
ยั้งเชื้อแบคทีเรีย Listeria monocytogenes และ Staphylococcus epidermidis รวมถึงเชื้อยีสต 
Zygosaccharomyces bailii แตไมยับยั้งเชื้อรา Aspergillus flavus และ Penicillium spp. 
(Raymond Chia and Dykes 2010), สารสกัดจากเมล็ดจันทนเทศซ่ึงสกัดโดยใช ethanol และ 
acetone ยับยั้ง Bac. subtilis และ Staphylococcus aureus แตสารสกัดจากเมล็ดจันทนเทศโดยใชน้ํา
กลั่น ไมมีผลยับยั้งเชื้อท้ัง 2 ชนิด (Ibrahim et al. 2013) สารสกัดจากเมล็ดองุน ซ่ึงมีองคประกอบหลัก 
ไดแก gallic acid, catechin และ epicatechin ยับยั้งการเจริญและการสราง biofilm ของเชื้อแบคทีเรีย 
Streptococcus mutans (El-Adawi 2012)  
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ตารางท่ี 13. จํานวนเซลลของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงท่ีเจริญในอาหาร BSM, อาหาร BSM ท่ีเติมสาร
สกัดจากดิน และอาหาร BSM ท่ีเติมสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวง 
 
สายพันธุ จํานวนเซลลของเชื้อในอาหาร 

BSM BSM ที่เติมสารสกัดจากดิน
บริเวณรอบราก 
ถั่วแดงหลวง 

BSM ที่เติมสารสกัดจากดินที่
ไมปลูกพืช 

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 

คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
คาที่ตามดวยตัวอักษรเดียวกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 

 
13. การศึกษาผลของการใชเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับแบคทีเรียละลายฟอสเฟตตอการ 
ตรึงไนโตรเจน และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช 

 
คัดเลือกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 3 สายพันธุ ไดแก PV 09, DASA 06003 และ DASA 06008 

ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ใกลเคียงกับเชื้อแบคทีเรียในสกุล Bacillus, Bradyrhizobium 
และ Rhizobium ตามลําดับ และใหน้ําหนักแหงของตนพืชสูงสุดจากการประเมินประสิทธิภาพในการตรึง
ไนโตรเจน มาศึกษาผลของการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงเพียงชนิดเดียวเปรียบเทียบกับการใสเชื้อไรโซ-
เบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus sp. PSP 011 ในสภาวะท่ีไมมีฟอสฟอรัส 
(ไมเติม KH2PO4 ในสารอาหารพืชท่ีไมมีไนโตรเจน), สภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีไมละลายน้ํา (เติม 
Ca3(PO4)2 แทน KH2PO4 ในสารอาหารพืชท่ีไมมีไนโตรเจน) และสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีละลายน้ํา 
(เติม KH2PO4 ในสารอาหารพืชท่ีไมมีไนโตรเจน) นับจํานวนปมท่ีเกิดข้ึน, ชั่งน้ําหนักแหงของปมและตันพืช
, วิเคราะหประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนโดยวิธีการ  ARA และวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อ
พืช พบวาการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงเพียงชนิดเดียว และการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับ
เชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus sp. PSP 011 ใหกับตนถ่ัวแดงหลวงท่ีปลูกในสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัส
ในรูปท่ีไมละลายน้ํา  สามารถเพ่ิมจํานวนปม, น้ําหนักแหงของปมและตนพืช, คา ARA และปริมาณ
ฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช ไดมากกวาการใสเชื้อใหกับตนถ่ัวแดงหลวงท่ีปลูกในสภาวะท่ีไมมีฟอสฟอรัส โดยมี
ความแตกตางทางสถิติ แสดงถึงความสามารถในการละลายฟอสฟอรัสในรูปท่ีไมละลายน้ําใหอยูในรูปท่ีพืช
สามารถนําไปใชได และฟอสฟอรัสมีผลตอประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม ตารางท่ี 14 
แสดงจํานวนปม, น้ําหนักปมแหง, น้ําหนักตนแหง และคา ARA ของถ่ัวแดงหลวงท่ีไดรับการใสเชื้อไรโซ- 
เบียมถ่ัวแดงหลวงและการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
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ตารางท่ี 14. จํานวนปม, น้ําหนักปมแหง, น้ําหนักตนแหง และคา ARA ของถ่ัวแดงหลวงท่ีไดรับการใสเชื้อ
ไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงและการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงรวมกับเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
 
สายพันธุ 
 
 

สภาวะที่ทําการ
ทดสอบ 

 
 

คาที่ใชประเมินประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน ปริมาณ
ฟอสฟอรัสใน 
เนื่อเยื่อพืช 

(ppm) 
 

จํานวนปม น้ําหนักปมแหง 
(มิลลิกรัม/ตน) 

น้ําหนักตนแหง 
(มิลลิกรัม/ตน) 

คา ARA 
(µmol 

ethylene/ 
ตนพืช/ชม.) 

ชุดควบคุม 
ที่ไมไดใสเชื้อ 

ไมมีฟอสฟอรัส 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 118.67 ± 11.93 0.31 ± 0.14 56.00 ± 8.89 

มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

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 ไมมีฟอสฟอรัส 13.00 ± 3.61 35.00 ± 10.82 122.00 ± 14.11 0.23 ± 0.04 58.33 ± 5.51 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

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 

ไมมีฟอสฟอรัส 24.00 ± 7.00 35.00 ± 11.53 125.33 ± 18.45 0.34 ± 0.15 50.33 ± 12.66 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

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 ไมมีฟอสฟอรัส 13.00 ± 5.57 18.67 ± 3.06 119.00 ± 13.53 0.38 ± 0.06 53.00 ± 12.12 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

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  

ไมมีฟอสฟอรัส 7.33 ± 4.16 26.33 ± 9.29 104.67 ± 12.66 0.20 ± 0.06 68.33 ± 6.03 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

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 ไมมีฟอสฟอรัส 10.00 ± 2.65 43.33 ± 6.66 97.66 ± 14.57 0.71 ± 0.12 89.67 ± 6.51 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

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 

ไมมีฟอสฟอรัส 16.33 ± 6.51 54.33 ± 10.97 118.67 ± 16.80 0.55 ± 0.19 120.00 ± 16.10 
มีฟอสฟอรัสที่
ไมละลายน้ํา 

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 

คาที่รายงานเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้า ± คา standard deviation 
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สรุปผลการวิจัย 
 
 1. แยกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงจากตัวอยางดิน, ปมรากถ่ัวแดงหลวง และปมรากถ่ัวเขียว ได
เชื้อ 28 ไอโซเลท จากการวิเคราะหรูปแบบ RAPD พบวาทุกเชื้อใหรูปแบบ RAPD แตกตางกัน แสดงวา
เปนเชื้อตางสายพันธุ โดยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง เนื่องจาก dendrogram ท่ีสรางจากรูปแบบ 
RAPD มีคา % similarity นอยกวา 5% 
 
 2. เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ มีรูปแบบ RAPD 11 รูปแบบ แสดงวาเปนเชื้อ 11 
ชนิด โดย 9, 1 และ 1 สายพันธุ มีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกับ Bac. subtilis, Bac. cereus และ Bra. 
japonicum ตามลําดับ อึก 17 สายพันธุมีรูปแบบ TP-RAPD แตกตางจากเชื้ออางอิง 
 

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

 
4. จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28  

สายพันธุ เพ่ือระบุสกุลของเชื้อ พบวา 15, 12 และ 1 สายพันธุ มีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA 
ใกลเคียงกับ Bacillus, Bradyrhizobium และ Rhizobium ตามลําดับ โดยมี % identity อยูระหวาง 
97%-100% ซ่ึง Bacillus ไมเคยมีรายงานกอนวาอยูในกลุมเชื้อไรโซเบียม แตเคยมีรายงานเปน 
endophyte ในปมรากพืชตระกูลถ่ัว และมียีน nifH ซ่ึงควบคุมการสังเคราะหหนวยยอยของเอนไซม 
nitrogenase ในกระบวนการตรึงไนโตรเจน 

 
 5. พบวา Bacillus spp. ท่ีแยกไดมียีน nodC ซ่ึงควบคุมการสังเคราะหเอนไซม chitin synthase 
หรือ N-acetyl glucosaminyl transferase ในกระบวนการเกิดปม โดยยีน nodC ของ Bacillus spp. มี 
% identity อยูระหวาง 89% - 100% กับยีน nodC ของ Rhizobium และ Mesorhizobium แสดงวา 
Bacillus เปนสมาชิกใหมในกลุมไรโซเบียม 
 

6. เชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง 28 สายพันธุ เกิดปมรากกับถ่ัวแดงหลวง และมีประสิทธิภาพในการ
ตรึงไนโตรเจน ตนพืชท่ีมีการใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวงมีน้ําหนักแหงเพ่ิมข้ึน 2.39 เทา ถึง 3.89 เทา 
และมีคา ARA เพ่ิมข้ึน 5.00 เทา ถึง 7.19 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับ control ท่ีไมไดใสเชื้อ โดย 
Rhizobium sp. DASA 06008 ใหคาเฉลี่ยน้ําหนักแหงตนพืชและคาเฉลี่ย ARA สูงสุด 

 
7. ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อไรโซเบียมถ่ัว-

แดงหลวง 28 สายพันธุ มีดังนี้ 
 
- ไมมีเชื้อสายพันธุใดท่ีมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะท้ัง 10 ชนิดท่ีทดสอบ และเชื้อท่ีมีความ

ไวตอสารปฏิชีวนะทุกชนิด มีจํานวน 9 สายพันธุ เชื้อท่ีมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะไดมาก
ท่ีสุด คือ Bradyrhizobium sp. DASA 06003 ซ่ึงตานทานตอสารปฏิชีวนะ 7 ชนิด 
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- เชื้อ 7 สายพันธุเปนเชื้อท่ีไมตองการวิตามินในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการเจริญ (เปน vitamin 
prototroph) และเชื้อ 21 สายพันธุเปนเชื้อท่ีตองการวิตามินในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการ
เจริญ (เปน vitamin auxotroph) 

 
- เชื้อ 26 สายพันธุเจริญไดท่ีระดับ pH 5.0, เชื้อ 20 สายพันธุเจริญไดท่ีระดับ pH 8.0, เชือ้ 20 

สายพันธุเจริญไดท่ี 20°C และเชื้อ 18 สายพันธุเจริญไดท่ี 40°C 
 
- เชื้อ 1 สายพันธุตานทานตอ Cd ท่ีความเขมขน 50 µg/ml, เชื้อ 2 สายพันธุตานทานตอ Co 

ท่ีความเขมขน 50 µg/ml และเชื้อ 19 สายพันธุตานทานตอ Zn ท่ีความเขมขน 50 µg/ml  
 
- เชื้อ 17 สายพันธุสังเคราะห IAA ในระดับความเขมขนต่ํากวา 1 µg/ml เชื้อ 11 สายพันธุ

สังเคราะห IAA อยูระหวาง 1.54 ± 0.44 ถึง 32.21 ± 1.12 µg/ml เชื้อท่ีสังเคราะห IAA ท่ี
ความเขมขนสูงสุด คือ Bacillus sp. DASA 06006 

 
- เชื้อ 22 สายพันธุสังเคราะหซิเดอรโรฟอรประเภท catechol ในระดับความเขมขนต่ํากวา 1 

µmol/l เชื้อ 6 สายพันธุสังเคราะห catechol อยูระหวาง 1.09 ± 0.11 ถึง 9.08 ± 1.28 
µmol/l เชื้อท่ีสังเคราะห catechol ท่ีความเขมขนสูงสุด คือ Bacillus sp. DASA 02031 
เชื้อ 28 สายพันธุสังเคราะหซิเดอรโรฟอรประเภท hydroxamate อยูระหวาง 0.91 ± 0.80 
ถึง 45.92 ± 12.33  µmol/l เชื้อท่ีสังเคราะห hydroxamate ท่ีความเขมขนสูงสุด ไดแก 
Bradyrhizobium sp. DASA 06002 และ Bacillus spp. DASA 02021, DASA 02026 
และ DASA 02077 

 
- เชื้อ 28 สายพันธุสังเคราะหแอมโมเนียท่ีระดับความเขมขนอยูระหวาง 70.10 ± 15.56 ถึง 

266.35 ± 23.83 µM เชื้อท่ีสังเคราะหแอมโมเนียท่ีความเขมขนสูงสุด ไดแก Bacillus sp. 
DASA 02077 และ Bradyrhizobium spp. DASA 02009, DASA 02010 และ DASA 
02068    

 
- เชื้อ 28 สายพันธุสามารถละลายฟอสเฟต เชื้อท่ีใหคา index ของการละลายฟอสเฟตสูงสุด 

ไดแก Bacillus spp. DASA 02021 และ DASA 02077  
 
- เชื้อ 28 สายพันธุสังเคราะห extracellular alkaline phosphatase อยูระหวาง 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 สายพันธุมีกิจกรรมของ extracellular urease เปนหลัก และมีกิจกรรมของ 
intracellular และ surface-associated urease ในระดับต่ํา กิจกรรมของ extracellular 
urease อยูระหวาง 5.46 ± 1.02 ถึง 35.12 ± 2.14 unit/ml supernatant เชื้อท่ีมีกิจกรรม
ของ extracellular urease สูงสุด ไดแก Bacillus sp. DASA 02036 และ 
Bradyrhizobium sp. DASA 02065  

 
- เชื้อ 28 สายพันธุมีกิจกรรมของ protease มีตั้งแตไมสามารถตรวจพบ ถึง 74.21 ± 15.09  

unit/ml supernatant เชื้อท่ีมีกิจกรรมของ protease สูงสุด ไดแก Bacillus spp. PV 10 
และ DASA 02027  

 
8. สําหรับ Bacillus sp. PV 14 กิจกรรมของเอนไซม urease คอยๆ เพ่ิมข้ึนในชวง 2 วันแรกของ

การเจริญ และเพ่ิมมากท่ีสุดในวันท่ี 3 ของการเจริญ หลังจากนั้น กิจกรรมของเอนไซม urease คอยๆ 
ลดลงอยางชัดเจน โดยกิจกรรมของเอนไซม urease มีคาสูงสุด เม่ือเชื้ออยูในชวงการเจริญระยะ mid-log 
phase ถึง late-log phase ในขณะท่ี Bradyrhizobium spp. DASA 02010 และ DASA 02068 
กิจกรรมของเอนไซม urease ในชวงการเจริญ 2 วันแรกไมตางกันทางสถิติ หลังจากนั้น กิจกรรมของ
เอนไซม urease เพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่องจนถึงวันสุดทายของการเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงเชื้ออยูในชวงการเจริญระยะ 
stationary phase 

 
 9. ผลของปจจัยตอกิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bacillus sp. PV 14 และ 
Bradyrhizpbium spp., DASA 02010 และ DASA 02068 เปนดังนี้ 
 

- yeast extract ลดกิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bradyrhizobium spp. แตไมมีผลตอ
กิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bacillus sp.  
 

- peptone เพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bacillus sp. แตลดกิจกรรมของเอนไซม 
urease ของ Bradyrhizobium sp. DASA 02010 และไมมีผลแตกตางทางสถิติสําหรับ 
Bradyrhizobium sp. DASA 02068 

 
- NH4Cl ไมมีผลตอกิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bacillus sp. แตลดกิจกรรมของ

เอนไซม urease ของ Bradyrhizobium spp. DASA 02010 และ DASA 02068 
 
- NaNO3, Ni และ Co ลดกิจกรรมของเอนไซม urease ของ Bacillus sp. ในขณะท่ีไมมีผล

แตกตางทางสถิติสําหรับ Bradyrhizobium spp.  
 
10. Cu 0.2 mM ลดการสังเคราะหแอมโมเนียโดย 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 ลดการสังเคราะหแอมโมเนียโดย 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 ในขณะท่ีสารสกัดจากดินท่ีไมปลูกพืชไมมีผลตอการ
เจริญของเชื้อ และสารสกัดจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงมีผลเพ่ิมการเจริญของเชื้อท้ัง 2 สายพันธุ  

 
12. การใสเชื้อไรโซเบียมถ่ัวแดงหลวง Bacillus sp. PV 09, Bradyrhizobium sp. DASA 06003 

หรือ Rhizobium sp. DASA 06008 รวมกับเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus sp. PSP 011 ใหกับ
ตนถ่ัวแดงหลวงท่ีปลูกในสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสในรูปท่ีไมละลายน้ํา  สามารถเพ่ิมจํานวนปม, น้ําหนักแหง
ของปมและตนพืช, คา ARA และปริมาณฟอสฟอรัสในเนื้อเยื่อพืช ไดมากกวาการใสเชื้อใหกับตนถ่ัวแดง-
หลวงท่ีปลูกในสภาวะท่ีไมมีฟอสฟอรัส  

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



57 
 

บรรณานุกรม 
 
Abd-Alla M.H., Omar S.A. and Karanxha S. 2000. The impact of pesticide on arbuscular 

mycorrhizal and nitrogen fixing symbioses in legumes. Appl. Soil Ecol. 14: 191e200. 
 
Abd-Alla M.H., Morsy F.M., El-Enany A.W. and Ohyama T. 2012. Isolation and 

characterization of a heavy-metal-resistant isolate of Rhizobium leguminosarum 
bv. viciae potentially applicable for biosorption of Cd2+ and Co2+. Int. Biodeter. 
Biodegr. 67: 48-55. 

 
Ahmad I., Hayat S., Ahmad A., Inam A. and Samiullah. 2001. Metal and antibiotic 

resistance traits in Bradyrhizobium sp. (cajanus) isolated from soil receiving oil 
refinery wastewater. World J. Microbiol. Biotechnol. 17: 379-384. 

 
Alizadeh, H. 2011. An Investigation into bioactive proteins and their changes during 

imbibition, germination and development of red kidney bean seeds (Phaseolus 
vulgaris L.). Ph.D. Thesis. University of Canterbury, Christchurch, New Zealand.  

 
Angelini J., Castro S. and Fabra A. 2003. Alteration in root colonization and nodC gene 

induction in the peanut-rhizobia interaction under acidic conditions. Plant Physiol. 
Biochem. 41: 289-294. 

 
Arnow L.E. 1937. Colorimetric estimation of the components of 3, 4-dihydroxy phenylala-

nine tyrosine mixtures. J. Biol. Chem. 118: 531-535. 
 
Bar-Ness E.,  Chen Y.,  Hadar Y.,  Maarschner H.  and Römheld V.  1991.  Siderophores of 

Pseudomonas putida as an iron source for dicot and monocot plants. Plant Soil. 
130: 231-241. 

 
Bergersen F.J. 1961. The growth of Rhizobium on synthetic medium. Aust. J. Biol. Sci. 14: 

349-360. 
 
Cappucino J.C. and Sherman N. 1992. Microbiology: A Laboratory Manual. 

Benjamin/Cummings Publishing Co., New York. 
 
Cevheri C., Kucuk C. and Cetin E. 2011. Fungicide, antibiotic, heavy metal resistance and 

salt tolerance of root nodule isolates from Vicia palaestina. Afr. J. Biotechnol. 10: 
2423-2429. 



58 
 

Chen Y.P., Rekha P.D., Arun A.B., Shen F.T., Lai W.A. and Young C.C. 2006. Phosphate 
solubilizing bacteria from subtropical soil and their tricalcium phosphate 
solubilzing abilities. Appl. Soil Ecol. 34: 33-41. 

 
Christensen W.B. 1946. Urea decomposition as a means of differentiating Proteus and 

paracolon cultures from each other and from Salmonella and Shigella types. J. 
Bacteriol. 52: 461-466. 

 
Chung H., Park M., Madhaiyan M., Seshadri S., Song J., Cho H. and Sa T. 2005. Isolation and 

characterization of phosphate solubilizing bacteria from the rhizosphere of crop 
plants of Korea. Soil Biol. Biochem. 37: 1970-1974. 

 
Chuntanom S. and Pongsilp N. 2011. Environmental parameters affecting urease 

production and ammonification in Phaseolus vulgaris-nodulating rhizobia and 
Vigna radiata-nodulating rhizobia. Int. J. Microbiol. Res. 2: 222-232. 

 
Compant S., Clément C. and Sessitsch A. 2010. Plant growth-promoting bacteria in the 

rhizo- and endosphere of plants: Their role, colonization, mechanisms involved 
and prospects for utilization. Soil Biol. Biochem. 42: 669-678. 

 
Coutinho H.L.C., Oliveira V.M., Lovato A., Maia A.H.N. and Manfio G.P. 1999. Evaluation of 

the diversity of rhizobia in Brazilian agricultural soils cultivated with soybeans. 
Appl. Soil Ecol. 13: 159-167. 

 
Csaky T. 1984. On the estimation of bound hydroxylamine. Acta. Chem. Scand. 2: 450-

454. 
 

Cytryn E.J., Jitacksorn S., Giraud E. and Sadowsky M.J. 2008. Insights learned from pBTAi1, 
a 229-kb accessory plasmid from Bradyrhizobium sp. strain BTAi1 and prevalence 
of accessory plasmids in other Bradyrhizobium sp. strains. ISME J. 2: 158-170. 

 
Datta M., Banish S. and Dupta R.K. 1982. Studies on the efficacy of a phytohormone 

producing phosphate solubilizing Bacillus firmus in augmenting paddy yield in acid 
soils of Nagaland. Plant Soil 69: 365-373. 

 
Davies P.J. 1995. The plant hormone concept: concentration, sensitivity, and transport. In 

Plant hormones: Physiology, biochemistry and molecularbiology. Davies P.J. (Ed.). 
pp. 13-18. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht. 



59 
 

de Oliveira I.R., Vasconcellos M.J., Seldin L., Paiva E., Varga M.A.T. and Sa N.M.H. 2000. 
Random amplified polymorphic DNA analysis of effective Rhizobium sp. associated 
with beans cultivated in Brazil Cerrado soils. Braz. J. Microbiol. 31: 39-44. 

 
de Oliveira A.N., de Oliveira L.A. and Andrade J.S. 2010. Production and some properties 

of crude alkaline proteases of indigenous Central Amazonian rhizobia strains. Braz. 
Arch. Biol. Technol. 53: 1185-1195. 

 
Eisenschenk L., Diebold R., Perez-Lesher J., Peterson A.C., Peters N.K. and Noel K.D. 1994. 

Inhibition of Rhizobium etli polysaccharide mutants by Phaseolus vulgaris root 
compounds. Appl. Envir. Microbiol. 60: 3315-3322. 

 
Eivazi F. and Tabatabai M.A. 1977. Phosphatases in soils. Soil Biol. Biochem. 9: 167-172. 
 
El-Adawi H. 2012. Inhibitory effect of grape seed extract (GSE) on cariogenic bacteria. J. 

Med. Plant Res. 6: 4883-4891. 
 
El-Azouni I.M. 2008. Effect of phosphate solubilizing fungi on growth and nutrient uptake 

of soybean (Glycine max L.) plants. J. Appl. Sci. Res. 4: 592-598. 
 
Fletcher D.W. and Bollen W.B. 1954. The effects of aldrin on soil microorganisms and 

some of their activities related to soil fertility. Appl. Envir. Microbiol. 2: 349-354. 
 
Fuentes J.B., Abe M., Uchiumi T., Suzuki A. and Higashi S. 2002. Symbiotic root nodule 

bacteria isolated from yam bean (Pachyrhizus erosus). J. Gen. Appl. Microbiol. 48: 
181-191. 

 
Fuller M.E. and Scow K.M. 1997. Impact of trichloroethylene and toluene on nitrogen 

cycling in soil. Appl. Envir. Microbiol. 63: 4015-4019. 
 
Geremia R.A., Mergaert P., Geelen D., van Montagu M. and Holsters M. 1994. The NodC 

protein of Azorhizobium caulinodans is an N-acetylglucosaminyl transferase. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. 91: 2669-2673. 

 
Geweely N.S.I. 2006. Purification and characterization of intracellular urease enzyme 

isolated from Rhizopus oryzae. Biotechnol. 5: 358-364. 
 
 



60 
 

Goldstein A.H. 1986. Bacterial solubilization of mineral phosphates: Historical perspectives 
and future prospects. Amer. J. Altern. Agric. 1: 51-57. 
 

Goldstein A.H. 1994. Involvement of the quinoprotein glucose dehydrogenase in the 
solubilization of exogenous phosphates by gram-negative bacteria. In Phosphate in 
microorganisms: Cellular and molecular biology. Torriani-Gorini A., Yagil E., Silver S. 
(Eds.). pp. 197-203. ASM Press, Washington D.C. 

 
Gordon, S.A. and Weber R.P. 1951. Colorimetric estimation of indole-acetic acid. Plant 

Physiol. 26: 192-195. 
 

Grison C.M., Jackson S., Merlot S., Dobson A. and Grison C. 2015. Rhizobium metallidurans 
sp. nov., a symbiotic heavy metal resistant bacterium isolated from the Anthyllis 
vulneraria Zn-hyperaccumulator. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 65: 1525-1530.  

 

Hoffmann T., Frankenberg N., Marino M. and Jahn D. 1998. Ammonification in Bacillus 
subtilis utilizing dissimilatory nitrite reductase Is dependent on resDE. J. Bacteriol. 
180: 186-189. 

 
Hu X., Chen J. and Guo J. 2006. Two phosphate- and potassium-solubilizing bacteria 

isolated from Tianmu Mountain, Zhejiang, China. World J. Microbiol. Biotechnol. 
22: 983-990. 

 
Hussain M.I., Asghar H.N., Akhtar M.J. and Arshad M. 2013. Impact of phosphate solubilizing 

bacteria on growth and yield of maize. Soil Environ. 32: 71-78. 
 
Ibrahim, K.M., Naem R.K. and Abd-Sahib A.S. 2013. Antibacterial activity of nutmeg 

(Myristica fragrans) seed extracts against some pathogenic bacteria. J. Al-Nahrain 
Univ. 16: 188-192. 

 
Iyawe H.O.T., Osagie V.E., Esekheigbe A. and Azih M.C. 2007. Nutrient composition and 

effect of seed extracts of African black pear (Darcryodes edulis) on rats. Asian J. 
Plant Sci. 6: 878-880. 

 
 
 



61 
 

Johnson S.L., Minogue T.D., Teshima H., Davenport K.W., Shea A.A., Miner H.L., Wolcott 
M.J. and Chain P.S. 2015. Finished genome sequence of Bacillus cereus strain 
03BB87, a clinical isolate with B. anthracis virulence genes. Genome Announc. 
3(1). 

 
Jones D.L., Hodge A. and Kuzyakov Y. 2004. Plant and mycorrhizal regulation of 

rhizodeposition. New Phytol. 163: 459-480. 
 
Kapri A. and Tewari L. 2010. Phosphate solubilization potential and phosphatase activity 

of rhizospheric Trichoderma spp. Braz. J. Microbiol. 41: 787-795. 
 
Keele Jr B.B., Hamilton P.B. and Elkan G.H. 1969. Glucose catabolism in Rhizobium 

japonicum. J. Bacteriol. 97: 1184-1191. 
 
Kim K.Y., Jordan D. and Mc Donald G.A. 1998. Enterobacter agglomerans, phosphate 

solubilizing bacteria, and microbial activity in soil: Effect of carbon sources. Soil 
Biol. Biochem. 30: 995-1003. 

 
Kpomblekou A.K. and Tabatabai M.A. 1994. Effect of organic acids on release of 

phosphorus from phosphate rocks. Soil Sci. 158: 442-453. 
 
Laguerre G., Nour S.M., Macheret V., Sanjuan J., Drouin P. and Amarger N. 2001. 

Classification of rhizobia based on nodC and nifH gene analysis reveals a close 
phylogenetic relationship among Phaseolus vulgaris symbionts. Microbiol. 147: 
981-993. 

 
Lambrecht M., Okon Y., Broek A.V. and Vanderleyden J. 2000. Indole-3-acetic acid: A 

reciprocal signaling molecule in bacteria-plant interactions. Trends Microbiol. 8: 
298-300. 

 
Lane D.J. 1991. 16S/23S rRNA sequencing. In Nucleic acid techniques in bacterial 

systematic. Stackebrandt E. and Goodfellow M. (Eds). pp. 115-175. John Wiley & 
Sons, New York. 

 
Leelahawonge C. and Pongsilp N. 2009. Phosphatase activities of root-nodule bacteria and 

nutritional factors affecting production of phosphatases by representative bacteria 
from three different genera. KMITL Sci. Tech. J. 9: 65-83. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nour%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11283294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Macheret%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11283294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Drouin%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11283294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amarger%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11283294


62 
 

Leelahawonge C., Nuntagij A., Teaumroong N., Boonkerd N. and Pongsilp N. 2010. 
Characterization of root-nodule bacteria isolated from the medicinal legume 
Indigofera tinctoria. Ann. Microbiol. 60: 65-74.  

 
Lemanceau P., Corberand T., Garden L., Laguerre G., Latour X., Boeyufras J.M. and 

Alabouvette C. 1995. Effect of two plant species flax (Linum usitatissinum L.) and 
tomato (Lycopersion esculentum Mill.) on the diversity of soil population of 
fluorescent pseudomonads. Appl. Envir. Microbiol. 61: 1004-1012. 

 
Levican G., Ugalde J.A., Ehrenfeld N., Mass A. and Parada P. 2008. Comparative genomic 

analysis of carbon and nitrogen assimilation mechanisms in three indigenous 
bioleaching bacteria: predictions and validations. BMC Genomics. 9: 581. 

 
Li J.H., Wang E.T., Chen W.F. and Chen W.X. 2008. Genetic diversity and potential for 

promotion of plant growth detected in nodule endophytic bacteria of soybean 
grown in Heilongjiang province of China. Soil. Biol. Biochem. 40: 238-246. 

 
Lin D.X., Wang E.T., Tang H., Han, T.X., He Y.R., Guan S.H. and Chen W.X. 2008. Shinella 

kummerowiae sp. nov., a symbiotic bacterium isolated from root nodules of the 
herbal legume Kummerowia stipulacea. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58: 1409-1413. 

 
Liotenberg S., Campbell D., Rippka R., Houmard J. and de Marsac N.T. 1996. Effect of the 

nitrogen source on phycobiliprotein synthesis and cell reserves in a chromatically 
adapting filamentous cyanobacterium. Microbiol. 142: 611-622. 

 
Lunge V.R., Ikuta N., Fonseca A.S.K., Hirigoyan D., Stoll M., Bonatto S. and Ozaki L.S. 1994. 

Identification and inter relationship analysis of Bradyrhizobium japonicum strains 
by restriction fragment length polymorphism (RFLP) and random amplified 
polymorphic DNA (RAPD). World J. Microbiol. Biotechnol. 10: 648-52. 

 
Lynch D., O’Brien J., Welch T., Clarke P., O’Cuiv P., Crosa J.H. and O’Connell M. 2001. 

Genetic organization of the region encoding regulation, biosynthesis, and transport 
of rhizobactin 1021, a siderophore produced by Sinorhizobium meliloti. J. 
Bacteriol. 183: 2576-2585. 

 
Mackerras A.H. and Smith G.D. 1986. Urease activity of the cyanobacterium Anabaena 

cylindrica. J. Gen. Microbiol. 132: 2749-2752. 



63 
 

Marcus E.A. and Scott D.R. 2001. Cell lysis is responsible for the appearance of 
extracellular urease in Helicobacter pylori. Helicobacter 6: 93-99. 

 
Marino M., Hoffmann T., Schmid R., Mobitz H. and Jahn D. 2000. Changes in protein 

synthesis during the adaptation of Bacillus subtilis to anaerobic growth conditions. 
Microbiol. 146: 97-105. 

 
Mercado-Blanco J. and Toro N. 1996. Plasmids in rhizobia: The role of nonsymbiotic 

plasmids. MPMI 9: 535-545. 
 
Mirleau P., Wogelius R., Smith A. and Kertesz M.A. 2005. Importance of organosulfur 

utilization for survival of Pseudomonas putida in soil and rhizosphere. Appl. Envir. 
Microbiol. 71: 6571-6577. 

 
Mobley H.L., Cortesia M.J., Rosenthal L.E. and Jones B.D. 1988. Characterization of urease 

from Campylobacter pylori. J. Clin. Microbiol. 26: 831-836. 
 
Mobley H.L., Island M.D. and Hausinger R.P. 1995. Molecular biology of microbial ureases. 

Microbiol. Rev. 59: 451-480. 
 
Moreau M.C., Ducluzeau R. and Raibaud P. 1976. Hydrolysis of urea in the gastrointestinal 

tract of "monoxenic" rats: Effect of immunization with strains of ureolytic bacteria. 
Infect. Immun. 13: 9-15. 

 

Morou-Bermudez E. and Burne R.A. 1999. Genetic and physiologic characterization of 
urease of Actinomyces naeslundii. Infect. Immun. 67: 504-512. 

 
Nannipieri P., Pietramellara G., Renella G. and Valori F. 2008. Effects of root exudates in 

microbial diversity and activity in rhizosphere soils. Soil Biol. 15: 339-365. 
 
Nimnoi P. and Pongsilp N. 2009. Genetic diversity and plant-growth promoting ability of 

the indole-3-acetic acid (IAA) synthetic bacteria isolated from agricultural soil as 
well as rhizosphere, rhizoplane and root tissue of Ficus Religiosa L., Leucaena 
Leucocephala and Piper Sarmentosum Roxb. Res. J. Agric. Biol. Sci. 5: 29-41. 

 
Nimnoi P., Pongsilp N., Lumyong S. 2010. Endophytic actinomycetes isolated from 

Aquilaria crassna Pierre ex Lec and screening of plant growth promoters 
production. World J. Microbiol. Biotechnol. 26: 193-203. 



64 
 

Nishi C.Y.M., Boddey L.H., Vargas M.A.T. and Hungria M. 1996. Morphological, physiological 
and genetic characterization of two new Bradyrhizobium strains recently 
recommended as Brazilian commercial inoculants for soybean. Symbiosis 20: 147-
162. 

 
Nuntagij, A., Abe M., Uchiumi T., Seki Y., Boonkerd N. and Higashi S. 1997. Characterization 

of Bradyrhizobium strains isolated from soybean cultivation in Thailand. J. Gen. 
Appl. Microbiol. 43: 183-187. 

 
Paffetti D., Scotti C., Gnocchi S. Fancelli S. and Bazzicalupo M. 1996. Genetic diversity of 

an Italian Rhizobium meliloti population from different Medicago sativa varieties. 
Appl. Envir. Microbiol. 62: 2279-2285. 

 
Pantujit S. and Pongsilp N. 2010. Phosphatase activity and affects of phosphate-

solubilizing bacteria on yield and uptake of phosphorus in corn. World Appl. Sci. J. 
8: 429-435. 

 
Perrin C., Briandet R., Jubelin G., Lejeune P., Mandrand-Berthelot M., Rodrigue A. and 

Dorel C. 2009. Nickel promotes biofilm formation by Escherichia coli K-12 strains 
that produce curli. Appl. Envir. Microbiol. 75: 1723-1733. 

 
Pikovskaya R.I. 1948. Mobilization of phosphorus in soils in connection with vital activity of 

some microbial species. Microbiologia. 17: 362-370. 
 
Ponmurugan P. and Gopi C. 2006. In vitro production of growth regulators and phosphate 

activity by phosphate solubilizing bacteria. Afr. J. Biotechnol. 5: 348-350. 
 
Pongsilp N. 2012. Phenotypic and genotypic diversity of rhizobia. Bentham Science 

Publishers, Dubai, U.A.E. 
 
Pongsilp N. and Leelahawonge C. 2010. Root-nodule symbionts of Derris elliptica Benth. 

are members of three distinct genera Rhizobium, Sinorhizobium and 
Bradyrhizobium. Int. J. Integra. Biol. 9: 37-42. 

 
Pongsilp N. and Nuntagij A. 2007. Selection and characterization of mungbean root 

nodule bacteria based on their growth and symbiotic ability in alkaline conditions. 
Suranaree J. Sci. Technol. 14: 277-286. 

 



65 
 

Pongsilp N. and Nuntagij A. 2009. Genetic diversity and metabolites production of root-
nodule bacteria isolated from medicinal legumes Indigofera tinctoria, Pueraria 
mirifica and Derris elliptica Benth. grown in different geographic origins across 
Thailand. Am-Eur. J. Agric. Biol. Sci. 6: 26-34. 

 
Pongsilp N., Teaumroong N., Nuntagij A., Boonkerd N. and Sadowsky M.J. 2002. Genetic 

structure of indigenous non-nodulating and nodulating populations of Brady-
rhizobium in soils from Thailand. Symbiosis 33: 39-58. 

 
Pongsilp N., Leelahawonge C., Nuntagij A., Teaumroong N. and Boonkerd N. 2010. 

Characterization of Pueraria mirifica-nodulating rhizobia present in Thai soil. Afr. J. 
Microbiol. Res. 4: 1307-1313. 

 
Pongsilp N., Nimnoi P. and Lumyong S. 2012. Genotypic diversity among rhizospheric 

bacteria of three legumes assessed by cultivation-dependent and cultivation-
independent techniques. World J. Microbiol. Biotechnol. 28: 615-626. 

 
Ponmurugan  P.  and Gopi C. 2006.  In vitro  production  of  growth  regulators  and 

phosphate activity by phosphate solubilizing bacteria. Afr. J. Biotechnol. 5: 348-
350. 

 
Poore C.A. and Mobley H.L.T. 2003. Differential regulation of the Proteus mirabilis urease 

gene cluster by UreR and H-NS. Microbiol. 149: 3383-3394. 
 
Premi P.R. and Cornfield A.H. 1969. Effects of addition of copper, manganese and 

chromium compounds on ammonification and nitrification during incubation of 
soil. Plant Soil 31: 345-352. 

 
Ravindar K. and Chandra R. 2008. Influence of PGPR and PSB on Rhizobium 

leguminosarum bv. viciae strain competition and symbiotic performance in lentil. 
World J. Agric. Sci. 4: 297-230. 

 

Raymond Chia T.W. and Dykes G.A. 2010. Antimicrobial activity of crude epicarp and seed 
extracts from mature avocado fruit (Persea americana) of three cultivars. Pharm. 
Biol. 48: 753-756. 

 
 
  



66 
 

Relwani L., Krishna P. and Reddy M.S. 2008. Effect of carbon and nitrogen sources on 
phosphate solubilization by a wild-type strain and UV-induced mutants of 
Aspergillus tubingensis. Curr. Microbiol. 57: 401-406. 

 
Renshaw J.C., Halliday V., Robson G.D., Trinci A.P.J., Wiebe M.G., Livens F.R., Collison D. 

and Taylor R.J. 2003. Development and application of an assay for uranyl 
complexation by fungal metabolites, including siderophores. Appl. Envir. Microbiol. 
69: 3600-3606. 

 
Rivas, R., Velazquez E., Valverde A., Mateos P.F. and Martinez-Molina E. 2001. A two 

primers random amplified polymorphic DNA procedure to obtain polymerase 
chain reaction fingerprints of bacterial species. Electrophoresis 22: 1086-1089. 

 
Rivas R., Velazquez E., Palomo J.L., Mateos P.F., Garcia-Benavides P. and Martinez-Molina 

E. 2002. Rapid identification of Clavibacter michiganensis subspecies sepedonicus 
using two primers random amplified polymorphic DNA (TP-RAPD) fingerprints. Eur. 
J. Plant Pathol. 108: 179-184. 

 
Rivas, R., Abril A., Trujillo M.E. and Velazquez E. 2004. Sphingomonas phyllosphaerae sp. 

nov., from the phyllosphere of Acacia caven in Argentina. Int. J. Syst. Evol. 
Microbiol. 54: 2147-2150. 

 
Rivas R., Peix A., Mateos P.F., Trujillo M.E., Martinez-Molina and E. Velazquez E. 2006. 

Biodiversity of populations of phosphate solubilizing rhizobia that nodulates 
chickpea in different Spanish soils. Plant Soil 287: 23-33. 

 
Rodriguez H., Fraga R., Gonzalez T. and Bashan Y. 2006. Genetics of phosphate 

solubilization and its potential applications for improving plant growth-promoting 
bacteria. Plant Soil. 287: 15-21. 

 

Rungin S., Indananda C., Suttiviriya P., Kruasuwan W., Jaemsaeng R. and Thamchaiopenet 
A. 2012. Plant growth enhancing effects by a siderophore-producing endophytic 
streptomycete isolated from a Thai jasmine rice plant (Oryza sativa L. cv. 
KDML105). Antonie Van Leeuwenhoek. 102: 463-472.  

 
Ruvkun G.B. and Ausubel F.M. 1980. Interspecies homology of nitrogenase genes. Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA. 77: 191-195. 
 



67 
 

Sabannavar S.J. and Lakshman H.C. 2009. Effect of rock phosphate solubilization using 
mycorrhizal fungi and phosphobacteria on two high yielding varieties of Sesamum 
indicum L. World J. Agric. Sci. 5: 470-479. 

 
Schauer K., Muller C., Carrière M., Labigne A., Cavazza C. and de Reuse H. 2010. The 

Helicobacter pylori GroES cochaperonin HspA functions as a specialized nickel 
chaperone and sequestration protein through its unique C-terminal extension. J. 
Bacteriol. 192: 1231-1237. 

 
Schirawski J. and Unden G. 1995. Anaerobic respiration of Bacillus macerans with 

fumarate, TMAO, nitrate and nitrite and regulation of the pathways by oxygen and 
nitrate. Arch. Microbiol. 163: 148-154. 

 
Secades P. and Guijarro J.A. 1999. Purification and characterization of an extracellular 

protease from fish pathogen Yesinia ruckeri and effect of culture conditions on 
production. Appl. Envir. Microbiol. 65: 3969-3975. 

 
Singh S.K., Tripathi V.R., Jain R.K., Vikram S. and Garg S.K. 2010. An antibiotic, heavy metal 

resistant and halotolerant Bacillus cereus SIU1 and its thermoalkaline protease. 
Microb. Cell Fact. 9: 59. 

 
Somasegaran P. and Hoben H.J. 1994. Handbook for rhizobia: Methods in legume-

Rhizobium technology. NIFTAL Project, University of Hawaii, Paia. 
 
Stajkovic O., de Meyer S., Milicic B., Willems A. and Delic D. 2009. Isolation and 

characterization of endophytic non-rhizobial bacteria from root nodules of alfalfa 
(Medicago sativa L.). Bot. Serb. 33: 107-114. 

 
Starnes S.R., Spears J.W., Froetschel M.A. and Croom W.J., Jr. 1984. Influence of monensin 

and lasalocid on mineral metabolism and ruminal urease activity in steers. J. Nutr. 
114: 518-525. 

 
Streit W.R., Joseph C.M. and Phillips D.A. 1996. Biotin and other water-soluble vitamins are 

key growth factors for alfalfa root colonization by Rhizobium meliloti 1021. MPMI 
9: 330-338. 

 



68 
 

Sullivan, J.T., Brown S.D., Yocum R.R. and Ronson C.W. 2001. The bio operon on the 
acquired symbiosis island of Mesorhizobium sp. strain R7A includes a novel gene 
involved in pimeloyl-CoA synthesis. Microbiol. 147: 1315-1322. 

 
Tungao W., Nimnoi P. and Pongsilp N. 2012. Determination of bacterial diversity in bulk 

soil and rhizospheres using molecular fingerprintings and phenotypic features. 
World Appl. Sci. J. 19: 1613-1620. 

 
Tso S.C. and Chen Y.R. 1997. Isolation and characterization of a group III isozyme of acid 

phosphatase from rice plants. Bot. Bull. Acad. Sin. 38: 245-250. 
 
Valverde, A., Igual J.M., Peix A., Cervantes E. and Velazquez E. 2006. Rhizobium lusitanum 

sp. nov. a bacterium that nodulates Phaseolus vulgaris. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 
56: 2631-2637. 

 
Valverde A., Velazquez E., Cervantes E., Iqual J.M. and van Berkum P. 2011. Evidence of 

an American origin for symbiosis related genes in Rhizobium lusitanum. Appl. 
Envir. Microbiol. 77: 5665-5670. 
 

van Vliet A.H.M., Kuipers E.J., Waidner B., Davies B.J., de Vries N., Penn C.W., 
Vandenbroucke-Grauls C.M.J.E., Kist M., Bereswill S. and Kusters J.G. 2001. Nickel-
responsive induction of urease expression in Helicobacter pylori is mediated at 
the transcriptional level. Infect. Immun. 69: 4891-4897. 

 
Vosti K.L. 1979. Relationship of hemagglutination to other biological properties of 

serologically classified isolates of Escherichia coli. Infect. Immun. 25: 507-512. 
 
Watson R.J., Heys R., Martin T. and Savard M. 2001. Sinorhizobium meliloti cells require 

biotin and either cobalt or methionine for growth. Appl. Envir. Microbiol. 67: 3767-
3770. 

 
Xiao R. and Kisaalita WS. 1997. Iron acquisition from transferrin and lactoferrin by 

Pseudomonas aeruginosa pyoverdin. Microbiol. 143: 2509-2515. 
 
Xu Y., Wang G., Jin J., Liu J., Zhang Q. and Liu X. 2009. Bacterial communities in soybean 

rhizosphere in response to soil type, soybean genotype, and their growth stage. 
Soil Boil. Biochem. 41: 919-925. 

 



69 
 

Ye X.Y., Ng T.B., Tsang P.W. and Wang J. 2001. Isolation of a homodimeric lectin with 
antifungal and antiviral activities from red kidney bean (Phaseolus vulgaris) seeds. 
J. Protein Chem. 20: 367-375. 

 

Yismaw G., Tessema B., Mulu A. and Tiruneh M. 2008. The invitro assessment of 
antibacterial effect of papaya seed extract against bacterial pathogens isolated 
from urine, wound and stool. Ethiop. Med. J. 46: 71-77. 

 
You J.L., Cao L.X., Liu G.F., Zhou S.N., Tan H.M. and Lin Y.C. 2004. Isolation and 

characterization of actinomycetes antagonistic to pathogenic Vibrio spp. from 
nearshore marine sediments. World J. Microbiol. Biotechnol. 21: 679-682. 

 
Zhang X.X., Turner S.L., Guo X.W., Yang H.J., Debelle F., Yang G.P., Denarie J., Young J.P.W. 

and Li F.D. 2000. The common nodulation genes of Astragalus sinicus rhizobia are 
conserved despite chromosomal diversity. Appl. Envir. Microbiol. 66: 2988-2995. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



70 
 

ประวัติและผลงานวิจัยท่ีสําคัญของนักวิจัย 
 
1. รองศาสตราจารย ดร. นีลวรรณ พงศศิลป (Associate Professor Dr. Neelawan Pongsilp) 
 
หนวยงานและสถานท่ีติดตอ 
 
ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยศิลปากร 
โทรศัพท  034-245336-7, 034-245300 ตอ 28815 
โทรสาร 034-245336 
e-mail pongsilp_n@su.ac.th 
 
ประวัติการศึกษา 
 
วุฒิการศึกษา     สถาบัน    ป พ.ศ. ท่ีจบ 
วิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพ)  สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาฯ 2536 
      เจาคุณทหาร ลาดกระบัง 
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เทคโนโลยีชวีภาพ) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 2540 
วิทยาศาสตรดุษฎีบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพ) มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 2545 
 
ประวัติการทํางาน 
 
นักวิจัยหลังปริญญาเอก Department of Agronomy, College of Agricultural & Life Sciences 
University of Wisconsin-Madison, Madison, Wisconsin, USA. 
อาจารย ภาควิชาชีววิทยา มหาวิทยาลัยศิลปากร 
อาจารย ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยศิลปากร 
 
สาขาวิชาการท่ีมีความเชี่ยวชาญพิเศษ 
 
Biological Nitrogen Fixation, Plant-Microbe Interaction, Plant-Associated Microorganisms, 
Microbial Ecology, Microbial Diversity, Molecular Microbiology 
 
หนังสือ-ตํารา 
 
นีลวรรณ พงศศิลป. 2557. อณูพันธุศาสตรและพันธุวิศวกรรม. มหาวิทยาลัยศิลปากร. 159 น. 
 
Pongsilp, N. 2012. Phenotypic and Genotypic Diversity of Rhizobia. Bentham Science 

Publishers, U.A.E. 194 p. 
 



71 
 

นีลวรรณ พงศศิลป. 2548. จุลชีววิทยาทางการเกษตร. มหาวิทยาลัยศิลปากร. 220 น. 
 

ผลงานวิจัย 
 
Pongsilp, N., P. Nimnoi and S. Lumyong. 2016. Community structures of total bacterial 

DNA, cultivable bacteria and prototrophs in bulk soil and rhizospheres. Malaysian 
Journal of Microbiology. 12(1): 1-14. 

 
Nimnoi, P., N. Pongsilp and S. Lumyong. 2015. Utilization of agro-industrial products for 

increasing red pigment production of Monascus purpureus AHK12. Chiang Mai 
Journal of Science. 42(2): 331-338. 

 
Nimnoi P., N. Pongsilp and S. Lumyong. 2014. Co-inoculation of soybean (Glycine max) 

with Actinomycetes and Bradyrhizobium japonicum enhances plant growth, 
nitrogenase activity and plant nutrition. Journal of Plant Nutrition. 37(3): 432-446. 

 
Tungao W., P. Nimnoi, S. Lumyong and N. Pongsilp. 2012. Determination of bacterial 

diversity in bulk soil and rhizospheres using molecular fingerprintings and 
phenotypic features. World Applied Science Journal. 19(11): 1613-1620. 

 
Pongsilp N., P. Nimnoi and S. Lumyong. 2012. Genotypic diversity among rhizospheric 

bacteria of three legumes assessed by cultivation-dependent and cultivation-
independent techniques. World Journal of Microbiology & Biotechnology. 28(2): 
615-626. 

 
Pongsilp N. and N. Boonkerd. 2011. Transposon mutant of Vigna radiata-nodulating 

Bradyrhizobium sp. impaired in both resistance to stress conditions and symbiotic 
performance. African Journal of Microbiology Research. 5(25): 4303-4309. 

 
Nimnoi P., N. Pongsilp and S. Lumyong. 2011. Actinobacterial community and diversity in 

rhizosphere soils of Aquilaria crassna Pierre ex Lec assessed by RT-PCR and PCR 
DGGE. Biochemical Systematics & Ecology. 39(4-6): 509-519. 

 
Chuntanom S. and N. Pongsilp. 2011. Environmental parameters affecting urease 

production and ammonification in Phaselous vulgaris-nodulating rhizobia and 
Vigna radiata-nodulating rhizobia. International Journal of Microbiological 
Research. 2(3): 222-232. 

 



72 
 

Nimnoi P., S. Lumyong and N. Pongsilp. 2011. Impact of rhizobial inoculants on 
rhizosphere bacterial communities of three medicinal legumes assessed by 
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). Annals of Microbiology. 61(2): 237-
245.  

 
Noisangiam R., A. Nuntagij, N. Pongsilp, N. Boonkerd, J. Denduangboripant, C. Ronson and 

N. Teaumroong. 2010. Heavy metal tolerant Metalliresistens boonkerdii gen. nov., 
sp. nov., a new genus in the family Bradyrhizobiaceae isolated from soil in 
Thailand. Systematic & Applied Microbiology. 33(7): 374-382.  

 
Nimnoi P., N. Pongsilp and S. Lumyong. 2010. Genetic diversity and community of 

endophytic actinomycetes within the roots of Aquilaria crassna Pierre ex Lec 
assessed by Actinomycetes-specific PCR and PCR-DGGE of 16S rRNA gene. 
Biochemical Systematics & Ecology. 38(4): 595-601. 

 
Pongsilp N., C. Leelahawonge, A. Nuntagij, N. Teaumroong and N. Boonkerd. 2010. 

Characterization of Pueraria mirifica-nodulating rhizobia present in Thai soil. 
African Journal of Microbiology Research. 4(12): 1307-1313.  

 
Pantujit S. and N. Pongsilp. 2010. Phosphatase activity and affects of phosphate-

solubilizing bacteria on yield and uptake of phosphorus in corn. World Applied 
Science Journal. 8(4): 429-435. 

 
Leelahawonge C., A. Nuntagij, N. Teaumroong, N. Boonkerd and N. Pongsilp. 2010. 

Characterization of root-nodule bacteria isolated from the medicinal legume 
Indigofera tinctoria. Annals of Microbiology. 60(1): 65-74. 

 
Pongsilp N. and C. Leelahawonge. 2010. Root-nodule symbionts of Derris elliptica Benth. 

are members of three distinct genera Rhizobium, Sinorhizobium and 
Bradyrhizobium. International Journal of Integrative Biology. 9(1): 37-42.  

 
Nimnoi P., N. Pongsilp and S. Lumyong. 2010. Endophytic actinomycetes isolated from 

Aquilaria crassna Pierre ex Lec and screening of plant growth promoters 
production. World Journal of Microbiology & Biotechnology. 26(2): 193-203. 

 
 
 



73 
 

Leelahawonge C. and N. Pongsilp. 2009. Phosphatase activities of root-nodule bacteria 
and nutritional factors affecting production of phosphatases by representative 
bacteria from three different genera. KMITL Science & Technology Journal. 9(2): 
65-83.  

 
Pongsilp N. and A. Nuntagij. 2009. Genetic diversity and metabolites production of root-

nodule bacteria isolated from medicinal legumes Indigofera tinctoria, Pueraria 
mirifica and Derris elliptica Benth. grown in different geographic origins across 
Thailand. American-Eurasian Journal of Agricultural & Environmental Science. 6(1): 
26-34.  

 
Leelahawonge C., A. Nuntagij and N. Pongsilp. 2009. Factors influencing indole-3-acetic 

acid biosynthesis of root-nodule bacteria isolated from various leguminous plants. 
Thammasat International Journal of Science & Technology. 14(2): 1-12. 

 
Nimnoi P. and N. Pongsilp. 2009. Genetic diversity and plant-growth promoting ability of 

the indole-3-acetic acid (IAA) synthetic bacteria isolated from agricultural soils as 
well as rhizosphere, rhizoplane and root tissue of Ficus religiosa L., Leucaena 
leucocephala and Piper sarmentosum Roxb. Research Journal of Agriculture & 
Biological Sciences. 5(1): 29-41. 

 
Sudto A., Y. Punyathiti and N. Pongsilp. 2008. The use of agricultural wastes as substrates 

for cell growth and carboxymethyl cellulase (CMCase) production by Bacillus 
subtilis, Escherichia coli and Rhizobium sp. KMITL Science & Technology Journal. 
8(2): 84-92.  

 
Pongsilp N. and N. Boonkerd. 2007. Research techniques for estimating phenotypic and 

genotypic diversity of root- and stem-nodule bacteria. Suranaree Journal of 
Science & Technology. 14(3): 297-308.  

 
Pongsilp N. and A. Nuntagij. 2007. Selection and characterization of mungbean root 

nodule bacteria based on their growth and symbiotic ability in alkaline conditions. 
Suranaree Journal of Science & Technology. 14(3): 277-286. 

 
Pongsilp N., E.W. Triplett and M.J. Sadowsky. 2005. Detection of homoserine lactone-like 

quorum sensing molecules in Bradyrhizobium strains. Current Microbiology. 
51(4):250-254.  

 



74 
 

Pongsilp N., N. Teaumroong, A. Nuntagij, N. Boonkerd and M.J. Sadowsky. 2002. Genetic 
structure of indigenous non-nodulating and nodulating populations of 
Bradyrhizobium in soils from Thailand. Symbiosis 33: 39-58. 

 

 
2. ดร. อัจฉรา นันทกิจ (Dr. Achara Nuntagij) 
 
หนวยงานและสถานท่ีติดตอ 
 
สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
โทรศัพท  02-5790065 
โทรสาร 02-5614763 
e-mail waew_32@hotmail.com 
 
ประวัติการศึกษา 
 
วุฒิการศึกษา    สถาบัน     ป พ.ศ. ท่ีจบ 
วิทยาศาสตรบัณฑิต (ปฐพีวิทยา)  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   2519 
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (ปฐพีวิทยา) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  2522 
Doctorat in Soil Microbiology  Institute of Polytechnique of  2532 
     Agriculture (ประเทศฝรั่งเศส)  
ประวัติการทํางาน 
 
นักวิชาการเกษตร กรมพัฒนาท่ีดิน กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
นักวิชาการเกษตร ชํานาญการพิเศษ สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
 
ผลงานวิจัย 
 
Noisangiam R., A. Nuntagij, N. Pongsilp, N. Boonkerd, J. Denduangboripant, C. Ronson and 

N. Teaumroong. 2010. Heavy metal tolerant Metalliresistens boonkerdii gen. nov., 
sp. nov., a new genus in the family Bradyrhizobiaceae isolated from soil in 
Thailand. Systematic & Applied Microbiology. 33(7): 374-382.  

 
Pongsilp N., C. Leelahawonge, A. Nuntagij, N. Teaumroong and N. Boonkerd. 2010. 

Characterization of Pueraria mirifica-nodulating rhizobia present in Thai soil. 
African Journal of Microbiology Research. 4(12): 1307-1313.  

 



75 
 

Leelahawonge C., A. Nuntagij, N. Teaumroong, N. Boonkerd and N. Pongsilp. 2010. 
Characterization of root-nodule bacteria isolated from the medicinal legume 
Indigofera tinctoria. Annals of Microbiology. 60(1): 65-74. 

 
Pongsilp N. and A. Nuntagij. 2009. Genetic diversity and metabolites production of root-

nodule bacteria isolated from medicinal legumes Indigofera tinctoria, Pueraria 
mirifica and Derris elliptica Benth. grown in different geographic origins across 
Thailand. American-Eurasian Journal of Agricultural & Environmental Science. 6(1): 
26-34.  

 
Leelahawonge C., A. Nuntagij and N. Pongsilp. 2009. Factors influencing indole-3-acetic 

acid biosynthesis of root-nodule bacteria isolated from various leguminous plants. 
Thammasat International Journal of Science & Technology. 14(2): 1-12. 

 
Pongsilp N. and A. Nuntagij. 2007. Selection and characterization of mungbean root 

nodule bacteria based on their growth and symbiotic ability in alkaline conditions. 
Suranaree Journal of Science & Technology. 14(3): 277-286. 

 
Pongsilp N., N. Teaumroong, A. Nuntagij, N. Boonkerd and M.J. Sadowsky. 2002. Genetic 

structure of indigenous non-nodulating and nodulating populations of 
Bradyrhizobium in soils from Thailand. Symbiosis 33: 39-58. 

 
Nuntagij A., M. Abe, T. Uchiumi, Y. Seki, N. Boonkerd and S. Higashi. 1997. Characterization 

of Bradyrhizobium strains isolated from soybean cultivation in Thailand. Journal of 
General and Applied Microbiology 43: 183-187. 

 
Nuntagij A., M. Kaemmerer, J.R. Baily and L. Andre. 1990. Composes phenoliques  et 

fixation non symbiotique d’azote au cours de la biodegradation de composes 
lignocellulosiques. Agrochimica XXXIV N. 4: 311-320. 

 
Nuntagij A., C. de Lassus, D. Sayag and L. Andre. 1989. Aerobic nitrogen fixation during 

the biodegradation of lignocellulosic wastes. Biological Wastes 29: 43-61. 
 
 


	Cytryn E.J., Jitacksorn S., Giraud E. and Sadowsky M.J. 2008. Insights learned from pBTAi1, a 229-kb accessory plasmid from Bradyrhizobium sp. strain BTAi1 and prevalence of accessory plasmids in other Bradyrhizobium sp. strains. ISME J. 2: 158-170.
	Grison C.M., Jackson S., Merlot S., Dobson A. and Grison C. 2015. Rhizobium metallidurans sp. nov., a symbiotic heavy metal resistant bacterium isolated from the Anthyllis vulneraria Zn-hyperaccumulator. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 65: 1525-1530.
	Hoffmann T., Frankenberg N., Marino M. and Jahn D. 1998. Ammonification in Bacillus subtilis utilizing dissimilatory nitrite reductase Is dependent on resDE. J. Bacteriol. 180: 186-189.
	Raymond Chia T.W. and Dykes G.A. 2010. Antimicrobial activity of crude epicarp and seed extracts from mature avocado fruit (Persea americana) of three cultivars. Pharm. Biol. 48: 753-756.
	Rungin S., Indananda C., Suttiviriya P., Kruasuwan W., Jaemsaeng R. and Thamchaiopenet A. 2012. Plant growth enhancing effects by a siderophore-producing endophytic streptomycete isolated from a Thai jasmine rice plant (Oryza sativa L. cv. KDML105). A...
	Watson R.J., Heys R., Martin T. and Savard M. 2001. Sinorhizobium meliloti cells require biotin and either cobalt or methionine for growth. Appl. Envir. Microbiol. 67: 3767-3770.
	Ye X.Y., Ng T.B., Tsang P.W. and Wang J. 2001. Isolation of a homodimeric lectin with antifungal and antiviral activities from red kidney bean (Phaseolus vulgaris) seeds. J. Protein Chem. 20: 367-375.
	Yismaw G., Tessema B., Mulu A. and Tiruneh M. 2008. The invitro assessment of antibacterial effect of papaya seed extract against bacterial pathogens isolated from urine, wound and stool. Ethiop. Med. J. 46: 71-77.

