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เชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ  32   ไอโซเลท  ที่แยกไดจากดินในพื้นที่โครงการสรางปาตาม

แนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช  ในเขตอุทยานแหงชาติทับลาน จังหวัดนครราชสีมา  พบวาเชื้อ         
ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะเปนไรโซเบียมกลุมเจริญชาทั้งหมด และเมื่อทําการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม ไดแก 
การทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชวีนะของเชื้อไรโซเบียม พบวา เชื้อไรโซเบียมมีรูปแบบการตาน
ยาปฏิชีวนะที่แตกตางกัน  9  กลุม และการศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อไรโซเบียม  พบวา เชื้อไรโซเบียม
มีพลาสมิด จํานวน   1  อัน  ขนาดประมาณ  600  เมกะดาลตัน   ซ่ึงเปนพลาสมิดขนาดใหญ และการทดสอบ
ความสามารถในการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียม  พบวา เชื้อไรโซเบียมมีความสามารถในการอยูรอดลดลง
เมื่อระดับความเขมขนของเกลือ NaCl เพิ่มสูงขึ้น โดยที่ระดับ 150  mM NaCl จะไมพบการเจริญของเชื้อไร
โซเบียม แตพบการเจริญของเชื้อไรโซเบียม ที่ระดับ 100  mM NaCl ซ่ึงไอโซเลทที่เจริญไดสูงสุด  ไดแก  ไอ
โซเลท RC20  และการศึกษาประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมโดยพิจารณาจากผลที่ได
จากการวัดกิจกรรมของเอ็นไซมไนโตรจีเนส (คา ARA) พบวา ไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพสูงสุด  ไดแก  ไอ
โซเลท RC21   โดยขอมูลที่ไดจากการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะนี้สามารถ
นําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานในการจัดจําแนกและคัดเลือกรวมทั้งเก็บรวบรวมสายพันธุไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะที่
มีประสิทธิภาพ เพื่อนําไปใชในการปรับปรุงฟนฟูสภาพปาเสื่อมโทรมตอไป 

 
 

 
 
ภาควิชา                    พฤกษศาสตร                     ลายมือชื่อนิสิต                                           
สาขาวิชา                   พันธุศาสตร                      ลายมือชื่ออาจารยท่ีปรึกษา                                          
ปการศึกษา        2544         ลายมือชื่ออาจารยท่ีปรึกษารวม                                       



จ 
 
4172491523   : MAJOR   GENETICS 
KEY  WORD:  Rhizobium / Pigeon pea  / nitrogen fixation / plasmid profile / antibiotic 
                           SUJINNA  KHUNRAKSA : GENETIC  DIVERSITY OF Rhizobium sp. IN PIGEON  

PEA Cajanus cajan (L.) Mill sp. AT  THAB LAN NATIONAL PARK IN NAKHON 
RATCHASIMA  PROVINCE. THESIS  ADVISOR : ASSOC.  PROF.  WARAWUT 
CHULALAKSANANUKUL, Ph.D.,THESIS CO-ADVISOR : ORNTIPA  
SETHABUTR.  113  pp.  ISBN  974-03-0517-2 

                               
                    Thirty-two soil Bradyrhizobium isolates from the forest-reviving at the royal suggestions 
and plant germplasm forest project in Tablan National Park, Nakhon ratchasima province were shown to  
be of a slow-growing group. They also exhibited  9  patterns of antibiotic resistance when tested with 
seven different antibiotics. They possessed a single 600-megadalton plasmid. All Bradyrhizobium  growth 
decreased with increasing level of salt. Nine isolates survived at 100 mM NaCl, with RC20 grew best. 
RC21 isolate showed highest nitrogen fixation efficiency based on nitrogenase activity. The obtained 
genetic information will help characterize Bradyrhizobium host specificity for better and more efficient 
use in future reforestation projects. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

  
 ระบบนิเวศปาไมจัดวาเปนระบบนิเวศที่มีความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตมากมายและมี
ความสัมพันธซ่ึงกันและกันภายในสิ่งมีชีวิตเองและสิ่งมีชีวิตกับส่ิงแวดลอมในปา หากระบบนิเวศ
ขาดความสมดุลยอมนํามาซึ่งความเสื่อมโทรมของระบบนิเวศปาไมในที่สุด โดยสาเหตุที่สําคัญของ
ความเสื่อมโทรมของระบบนิเวศปาไม ก็คือ การกระทําของมนุษย เชน การตัดไมทําลายปา และการ
เปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอมทางธรรมชาติ เชน การเกิดไฟปา พบวา พื้นที่ประมาณรอยละ 40 
ของประเทศไทย จัดวาเปนพื้นที่ปาสงวน แตทวาเพียง 1 ใน 3 ของพื้นที่ดังกลาว เทานั้นที่คงสภาพ
ความเปนปาที่สมบรูณอยู  จึงชี้ใหเห็นวาประเทศไทยกําลังเผชิญหนากับวิกฤตการณการทําลายปา
ไม (มณฑี โพธ์ิทัย, 2536) ดังนั้นจึงควรที่จะมีการวางแผนฟนฟูสภาพปาที่เส่ือมโทรมลงใหกลับสู
สภาพที่สมดุลดังเดิม 
 

 โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชในพระราชดําริของสมเด็จพระเทพฯ รวมกับกรมปาไม มี
จุดประสงคหลักเพื่อเก็บรวบรวมพรรณไม และปรับปรุงดินเพื่อฟนฟูสภาพปาใหเหมาะสมกบัการ
ดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตตางๆและยังเปนการรักษาไวซ่ึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ส่ิงมีชีวิต โดยพื้นที่โครงการฯเปนสวนหนึ่งของอุทยานแหงชาติทับลาน ตั้งอยูที่ อําเภอ ครบุรี 
จังหวัดนครราชสีมา  แนวทางสําคัญสําหรับการฟนฟูสภาพปาที่กําลังดําเนินการอยู ไดแก การ
ปลูกปาทดแทนโดยการเลือกชนิดพรรณไมที่เหมาะสมกับพื้นที่ปา อาทิเชน  ประดู  มะคาโมง  
ราชพฤกษ  เปนตน และการเพิ่มความอุดมสมบูรณใหแกดินโดยการเพิ่มอินทรีวัตถุและธาตุ
อาหารตางๆที่พืชตองการโดยเฉพาะธาตุไนโตรเจนซึ่งมีอยูคอนขางนอยในพื้นที่แหงแลง โดย
อาศัยบทบาทของจุลินทรียกลุมตรึงไนโตรเจนรวมกับพืชตระกูลถ่ัว  (Zahran, 1999)  

 
ถ่ัวมะแฮะ (pigeon pea) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Cajanus cajan (L.) Millsp. เปนพืชตระกูลถ่ัว

ที่กําหนดใหปลูกในพื้นที่โครงการฯ  โดยดําเนินการปลูกไปแลว ตั้งแตป 2539 จนถึงปจจุบัน เปน
จํานวนทั้งสิ้น 618 ไร  เพื่อประโยชนในดานการอนุรักษดินและน้ํา  ปรับปรุงบํารุงดิน ในพื้นที่
โครงการฯ  เพราะถ่ัวมะแฮะมีลักษณะพิเศษที่สําคัญ คือ มีความทนตอสภาพแหงแลงและอุณหภูมิ
สูงไดดีกวาพืชชนิดอื่น ซ่ึงสามารถปรับตัวเขากับพื้นที่ปาเสื่อมโทรมในโครงการฯไดดี นอกจากนั้น
ถ่ัวมะแฮะยังมีระบบรากแกวและรากแขนงจํานวนมากที่หยั่งลึก จึงสามารถดูดธาตุฟอสฟอรสัในดนิ
ช้ันลางไดดี และบริเวณรากยังมีการสรางปมโดยกลุมจุลินทรียที่มีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจนอีกดวย (Banejec, 1989; Arwooth,1982) 
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เชื้อไรโซเบียม จัดอยูในวงศ  Rhizobiaceae เปนกลุมจุลินทรียที่อยูรวมกับพืชตระกูลถ่ัว

ในลักษณะไดประโยชนรวมกัน (symbiosis) โดยพืชตระกูลถ่ัวเปนแหลงใหพลังงาน และแหลง
คารบอนแกไรโซเบียม สวนไรโซเบียมจะใหสารประกอบอินทรียไนโตรเจนแกพืช (สมศักดิ์ วัง
ใน, 2541) พบวาเชื้อไรโซเบียมมีความจําเพาะกับชนิดของพืชตระกูลถ่ัว และพืชตระกูลถ่ัวชนิด
หนึ่งอาจเกิดปมไดโดยไรโซเบียมหลายสายพันธุ ทั้งนี้เนื่องมาจากความแปรผันทางพันธุกรรม
หรือการปรับตัวของไรโซเบียมในสภาพแวดลอมตางๆ ซ่ึงจะแสดงออกในดานประสิทธิภาพการ
ตรึงไนโตรเจนรวมกับพืชตระกูลถ่ัวไมเทากัน (Kuykendall และคณะ, 1996) โดยไรโซเบียมบาง
สายพันธุอาจมีประสิทธิภาพ (effective strain) บางสายพันธุอาจไมมีประสิทธิภาพ (ineffective 
strain) จากรายงานพบวาไรโซเบียมที่พบในถั่วมะแฮะมีทั้งกลุมที่เปน  Rhizobium sp. (pigeon 
pea) และ Bradyrhizobium sp. (pigeon pea) (Duhan et al,1998; Poi,1990) ซ่ึงจะพบมากกวา 
Rhizobium sp. (pigeon pea) (Anand and Dogradogra,1997)  

 
เชื้อไรโซเบียมมีความจําเพาะเจาะจงกับชนิดของพืชตระกูลถ่ัวแตกตางกัน ตามการจัด

จําแนกโดยใช cross- inoculation group  นอกจากนั้นขึ้นอยูกับลักษณะของดินดวยซ่ึงอาจจะทํา
ใหเกิดสายพันธุไรโซเบียมที่มีลักษณะทางพันธุกรรมตางกัน (Kishinevskyและคณะ, 1996; 
Mhamdi และคณะ, 1999)จึงควรที่จะศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมบางประการของเชื้อ เชน 
ความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ ความสามารถในการทนเค็ม พลาสมิดโพรไฟล และ
ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน โดยในการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมดังกลาวของเชื้อไร
โซเบียมที่จําเพาะกับถ่ัวมะแฮะ สําหรับประเทศไทยยังมีการศึกษาคอนขางนอย 

 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลักษณะทางกายภาพของดินที่มีตอปริมาณเชื้อ             

ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะและเปรียบเทียบลักษณะทางพันธุกรรมบางประการของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะ
แฮะที่แยกจากดินทั้ง 3 สภาพปา ไดแก ปาทุงหญา  ปาฟนสภาพ ปาดิบแลง ในพื้นที่โครงการสราง
ปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช ในเขตอุทยานแหงชาติทับลาน จังหวัดนครราชสีมา 
เพื่อนําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานืในการจัดจําแนกสายพันธุไรโซเบียม การคัดเลือกและเก็บรวบรวม
สายพันธุไรโซเบียมที่มีประสิทธิภาพ เพื่อนําไปใชปรับปรุงฟนฟูสภาพดินในพื้นที่เกษตรกรรมและ
พื้นที่ปาเสื่อมโทรมตอไป 
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วัตถุประสงคการวิจัย 
   
1. เพื่อการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมของถั่วมะแฮะในพื้นที่

โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช ในเขตอุทยานแหงชาติทับลาน 
จังหวัดนครราชสีมา 

 2.   การศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมของถั่วมะแฮะในพื้นที่โครงการฯ 
 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ขอมูลพื้นฐานในการจัดจําแนกสายพันธุไรโซเบียม การคัดเลือกและเก็บรวบรวมสายพันธุ
ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะที่มีประสิทธิภาพ เพื่อนําไปใชปรับปรุงฟนฟูสภาพดินในพื้นที่เกษตรกรรม
และพื้นที่ปาเสื่อมโทรมตอไป 
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บทที่ 2 
ตรวจเอกสาร 

 
ความสําคัญของเชื้อจุลินทรียในดิน 
 

กลุมจุลินทรียในดินนับไดวามีความสําคัญอยางยิ่งตอการพัฒนาดินในพื้นที่การเกษตรและ
พื้นที่ปาไม โดยมีผลในการเพิ่มธาตุอาหารในดินทําใหพืชนําไปใชประโยชนในการเจริญเติบโต
ได ดังนั้นจุลินทรียจึงชวยในการปรับปรุงบํารุงดินได ปจจุบันมีการจําแนกจุลินทรียในดิน
ออกเปน  3  กลุม ไดแก กลุมจุลินทรียยอยสลายหรือเพิ่มประสิทธิภาพในการใชฟอสเฟต 
(phosphate solubilizing microorganisms)  กลุมจุลินทรียยอยสลายเซลลูโลส (cellulolytic 
microorganisms)  และกลุมจุลินทรียตรึงไนโตรเจน (nitrogen-fixing  microorganisms หรือ 
diazotrophs) (สุมิตรา ภูวโรดม. 2532) ซ่ึงจุลินทรียกลุมนี้มีความสําคัญอยางยิ่งในการเพิ่มธาตุ
ไนโตรเจนใหแกดินโดยแบงเปน  2  กลุม  ไดแก พวกที่ตรึงไนโตรเจนอยางอิสระ (free-living 
diazotrophs)  เชน  azotobacter   และพวกที่ตรึงไนโตรเจนไดเมื่ออาศัยรวมกับพืช (symbiotic 
diazotrophs)  เชน ไรโซเบียมกับพืชตระกลูถ่ัว  (Alexander,1977; Subba Rao,1977) 

 
สมบัติของไรโซเบียม  
 

ไรโซเบียมเปนแบคทีเรียที่จัดอยูใน family Rhizobiaceae และ genus Rhizobium  เปน
แบคทีเรียกลุมที่ตองการอากาศ (aerobic bacteria) (ดวงพร  คันธโชติ. 2537) ลักษณะของไร
โซเบียมจะมีรูปรางเปนทอน (rod shape) ในขณะที่ไรโซเบียมจะทําการตรึงไนโตรเจน พบวาจะมี
การเปลี่ยนแปลงรูปรางจากรูปทอนมาเปน แบคทีรอยด (bacteroid) ซ่ึงมีหลายรูปแบบ เชน  x -
shape , y-shape, pear shape (ทรงกลม) ไรโซเบียมมีขนาดประมาณ 0.5 - 0.9  x  1.2 - 3.0  
ไมครอน ยอมติดสีแกรมลบ (gram  negative)  เคล่ือนที่โดยใช flagellum  ทั้งแบบ  monotricus  
หรือ  peritrichous  (หลายแส) และไรโซเบียมไมมีการสราง endospore (Helt และ Kuieg, 1994)  

 
 เชื้อไรโซเบียมเขาไปอาศัยในพืชโดยการสรางปมที่รากพืช family leguminosae หรือพืช

ตระกูลถ่ัวแบบไดประโยชนรวมกัน (symbiosis) โดยไรโซเบียมสามารถตรึงไนโตรเจนจาก
อากาศใหมาอยูในรูปของสารประกอบอินทรียไนโตรเจนที่ตนถ่ัวและไรโซเบียมสามารถนาํไปใช
ประโยชนได ในขณะเดียวกันไรโซเบียมก็ไดรับพลังงานและแหลงคารบอนจากพืช (สมศักดิ์  วัง
ใน. 2528) 
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การจําแนกเชื้อไรโซเบียม 
 
   ในปจจุบันไดมีการจําแนกไรโซเบียมโดยวิธีตางๆดังนี้ (สมศักดิ์ วังใน, 2541; สุมิตรา ภู
วโรดม, 2532) 

1. จําแนกตามอัตราการเจริญเติบโตในสารอาหารที่กําหนดไว แบงเปน 2 กลุม ไดแก  
กลุมเจริญเติบโตเร็ว (fast growers หรือ acid  producers)  ซ่ึงจะผลิตกรดและมี generation time 2-4  
ช่ัวโมง ชน  Rhizobium  tritolii  และ R.meliloti   และกลุมเจริญเติบโตชา (slow  growers หรือ non-
acid  producers) ซ่ึงจะผลิตเบส (Irisarri และคณะ, 1996) เชน  R . japonicum และ R . sp. (cowpea 
group) 

2. จําแนกโดยอาศัยวิธีการซีรัมวิทยา (Serological method)  โดยอาศัยปฎิกิริยาทางอิมมู
โนโลยี (immunological reaction) นั่นคือ เมื่อนํา antigen ชนิดใดชนิดหนึ่งมาผสมเขากับ antiserum 
ชนิดหนึ่งหรือหลายๆชนิด ถา antigen หรือเซลลชนิดใดสามารถรวมตัวเปนกอน (agglutination) 
หรือเกิดเปนตะกอน (precipitation) กับ antibody หรือ antiserum ชนิดดังกลาวก็หมายความวา 
antigen หรือเซลลชนิดนั้นมีความสัมพันธหรือคลายคลึงกับเซลลที่ใชผลิต antiserum นั้น 

3. จําแนกโดยอาศัย DNA base ratios และDNA  hybridization ใชหลักการคือ จุลินทรีย
ชนิดเดียวกันหรือคลายกันจะมี DNA base ratios เชน เปอรเซ็น G+C (guanine+cytosine) อยูใน
ระดับใกลเคียงกันและ DNA ของจุลินทรียดังกลาวจะสามารถรวมตัว (hybridization) กันไดดวย
การศึกษา DNA basae ratios  พบวาควรจะจําแนกไรโซเบียมออกเปน 2 กลุม คือ ไรโซเบียมพวกที่
เจริญเต็บโตเร็วซ่ึงมีเปอรเซ็นต G+C ต่ํา คือระหวาง 58.6 - 63.1 เชน  R. leguminosarum และ R. 
meliloti และพวกที่เจริญเติบโตชาและมีเปอรเซ็นต G+C สูง ระหวาง 62.8 - 65.5 ใหจัดอยูใน R. 
japonicum อยางไรก็ตามปจจุบันการจัดจําแนกโดยวิธีการนี้ยังมีการศึกษาไมมากนัก  

4. การจําแนกโดยอาศัยความสามารถในการสรางปมในพืชตระกูลถ่ัวเฉพาะกลุม กลาวคือ
เมื่อนําไรโซเบียมจากปมของถั่วชนิดหนึ่งไปปลูกเชื้อ (inoculate) ในถ่ัวอีกชนดิหนึ่ง ซ่ึงเปนสมาชกิ
ในถ่ัวกลุมเดียวกันก็จะทําใหเกิดปมในถั่วชนิดหลังได เรียกกลุมพืชดังกลาวนีว้า  cross-inoculation 
group   (ตารางที่ 1) ตอมาเมื่อมีการศึกษาเชื้อไรโซเบียมและพืชตระกลูถ่ัวมากขึ้นทําใหพบวามีพืช
ตระกูลถ่ัวและไรโซเบียมอีกจํานวนมากที่ไมสามารถจัดเขาใน cross-inoculation group ที่มีอยูเดมิ
ได แตไดมกีารแกปญหาโดยการใสชื่อถ่ัวกํากับไว เชน ไรโซเบียมโสน ไรโซเบียมกระถิน เปนตน 
และยังพบอีกวา   ไรโซเบียมจากถัว่บางกลุมสามารถเกิดปมกับถ่ัวกลุมอื่นเรียกปรากฏการณเชนนี้
วา symbiotic promiscuity   ดังนั้นการแบงเชื้อไรโซเบียม แบบ cross-inoculation group นี้อาจยงั
ไมใชวิธีที่ดีทีสุ่ด แตเนื่องจากเปนวิธีที่คอนขางสะดวกและมีประโยชนในดานการเกษตร จึงยังนยิม
ใชกันทัว่ไปในปจจุบัน 
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ตารางที่ 1     การจําแแนกเชื้อไรโซเบียม โดยใชวิธี cross-inoculation group (นันทกร บุญเกิด, 2529; 
FAO, 1984 ) 
 

ชนิดของไรโซเบียม พืชตระกูลถ่ัวที่เขาอยูอาศัย 
R. meliloti Alfalfa  group 

Medicago  sativa 
 M. orbicularis  
Melilotus  alba  
Trigonella  foenumgraceum 

R. trifolii Clover  group 
 Trifolium  hybridum 
 T.repens 
 T.arvense  
T.reflexrum 

R.leguminosarum Pea  and  Vetch  group 
 Pisum  arvense  
Pisum  sativum (ถ่ัวลันเตา) 
 Vicia  sativa 
 V. faba 
 Lathyrus  odoratus 
 Len  culinaris 

R.phaseoli Bean  group 
Phaseolus  vulgaric (ถ่ัวแดงหลวง) 
P. coccinenus 

R.japonicum Soybean  group 
Glycine  max (ถ่ัวเหลือง) 

R.spp Cowpea  group 
Vigna  radiata (ถ่ัวเขียว)  
V. sinensis (ถ่ัวฝกยาว) 
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V. sesquipededalis 
Lespedez  striata 
Crotalaria  junceae 
Desinodium  lorluosum  
Pueraria  thunbergiana 
 

 
ถั่วมะแฮะและชนิดของไรโซเบียมในถั่วมะแฮะ   
 

ถ่ัวมะแฮะ Cajanus cajan (L.) Millsp.  เปนพืชพ้ืนเมืองเขตรอนหรือกึ่งรอนซึ่งมีชื่อ
เรียกแตกตางกัน ไดแก  ถ่ัวมะแฮะ(ภาคเหนือ)  ถ่ัวแระ(ภาคกลาง)  ถ่ัวแรด(ภาคใต)  ถ่ัวแฮะ
(ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) ถ่ัวมะแฮะนอกจากนํามาใชเปนอาหารของมนุษยและใชเล้ียงสัตว
แลว ถ่ัวมะแฮะยังเปนประโยชนในดานการอนุรักษดินและน้ําและการปรับปรุงบํารุงดินไดเปน
อยางดีทั้งนี้เพราะถ่ัวมะแฮะมีลักษณะพิเศษที่สําคัญ คือมีความทนตอสภาพแหงแลงและ
อุณหภูมิสูงไดดีกวาพืชชนิดอื่นซึ่งสามารถปรับตัวเขากับพื้นที่ปาเสื่อมโทรมไดดี และถ่ัวมะแฮะ
มีความสามารถในการดูดธาตุฟอสฟอรัสในดินชั้นลางไดดีทั้งนี้เพราะมีระบบรากแกวและราก
แขนงที่ยาวและมีจํานวนมากและบริเวณรากของถั่วมะแฮะยังมีการสรางปมโดยจุลินทรียไร
โซเบียมอยางจําเพาะเจาะจงอีกดวย (วิมลรัตน  ศุกรินทร และมณเฑียร โสปภีร, 2536)    

 
จากการจําแนกโดยวิธี cross-inoculation group  จึงจัดเชื้อไรโซเบียมที่พบในถั่วมะแฮะ

ไวในกลุมที่เขาไปอาศัยในพืชตระกูลถ่ัวกลุม  Cowpea group  ซ่ึงไรโซเบียมดังกลาวยังไมอาจ
ระบุชนิดหรือสปช่ีได โดยอาจจะเปนเชื้อไรโซเบียม 1 ชนิดหรือมากกวา 1 ชนิด ก็ได ที่จะเขา
ไปอาศัยอยูในถ่ัวมะแฮะได ซ่ึงก็ตองมีการศึกษาในดานพันธุกรรมตอไป ดังนั้นจึงระบุแตเพียง 
จีนัส (genus)แลวตามดวยช่ือถ่ัวที่เชื้อไรโซเบียมเขาไปอาศัยอยู   ดังนั้น เชื้อไรโซเบียมที่เขาไป
อาศัยในถั่วมะแฮะ จึงเรียกวา ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ (Rhizobium sp.(pigeon pea)) 

 
การจําแนกตามอัตราการเจริญเติบโตในสารอาหาร โดยจากรายงานพบทั้งกลุมที่เจริญ

เร็ว เรียกวา Rhizobium sp.(pigeon pea) และกลุมที่เจริญชา เรียกวา Bradyrhizobium sp.(pigeon 
pea) (Duhanและคณะ, 1998) และพบวาเชื้อไรโซเบียมที่เขาอาศัยในถ่ัวมะแฮะโดยสวนใหญ
เปน  Bradyrhizobium sp.(pigeon pea) มากกวา Rhizobium sp.(pigeon pea) (Anand and 
Dogradogra, 1997)  
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 กระบวนการเขาสูรากและการสรางปม  
 

กระบวนการเขาสูรากของพืชของเชื้อไรโซเบียมเปนกระบวนการที่คอนขางซับซอน ซ่ึง
นักวิทยาศาสตรยังไมเขาใจอยางแนชัด จากขอมูลที่มีอยูสามารถสรุปไดดังนี้  (สุมิตรา ภูวโรดม 
2532; Boonkerd และคณะ, 1975) 

 
1. การปลดปลอยสารออกจากรากตนถ่ัว (Root exudation) 
จะขับสาร root exudate ซ่ึงเปนสารพวก growth factor ออกมากระตุนการเจริญเติบโตของ

เชื้อไรโซเบียม ทําใหไดปริมาณไรโซเบียมในดินเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็ว และ สารพวกlectin  ซ่ึง
เปนสารประกอบระหวางโปรตีนและ  polysaccharide ซ่ึงการกระตุนเปนไปอยางเฉพาะเจาะจง เชน 
ถ่ัวพวก lucerne (Medicago sativa)  จะกระตุนการเจริญเติบโตของ  R. meliliti  
  2. การเปลี่ยนรูปรางของรากขนออน (Deformation) 

เชื้อไรโซเบียมจะเขาสูรากที่บริเวณขนออน   (root  hair) อาจมีบางที่เขาแทรกที่รากแขนง 
เชนถ่ัวลิสง   ในขณะที่มีการเกาะตัวกันระหวางรากพืชกับเชื้อไรโซเบียม  รากขนออน จะเกิดการ
มวนงอ (curling)  หรือเกิดการผิดปกติบางประการ (deformation) ขึ้น ซ่ึงมีสาเหตุมาจากสารพวก 
indole acetic acid (IAA)  ซ่ึงไรโซเบียมขับออกมา โดยเปนการกระตุนแบบไมจําเพาะเจาะจง เพราะ
รากพืชชนิดอื่นก็เกิดอาการเชนนี้ได นอกจากนั้นยังพบสารบางชนิดดวย เชน gibberellins, 
polysaccharide, ribonuclic acid (RNA)  ซ่ึง เชื่อกันวา RNA เปนตัวควบคุมเซลลพืชใหผลิตเอ็นไซม
บางชนิด จาก polysaccharide เชน cellulase, pectinase, pectin methyl esterase (PME) เปนตน ซ่ึง
ยอยสลายโครงสรางของผนังเซลลของรากขนออนซึ่งประกอบดวย cellulase และ pectin ดังนั้นเชื้อ
ไรโซเบียมจึงเขาสูรากได  

3.  การเขาสูราก    (Infection)  
หลังจากเกิด deformation แลวไรโซเบียมจะ penetrate รากทําใหผนังของรากขนออน เกดิ

เปนรอยเวา (invagination) และกลายเปนทอเล็ก ๆ เรียก  infection thread ภายใน infection thread นี้
ไรโซเบียมจะถูกหอหุมดวยผนังเซลลูโลส ซ่ึงพืชสังเคราะหขึ้น หลังจากนั้น  infection thread จะ
แตกแขนงออกไปยังสวนกลางของปมที่กําลังเจริญเติบโต ไรโซเบียมจะถูกปลดปลอยออกไปยัง  
cytoplasm ของเซลลพืชและเพิ่มจํานวนเซลลขึ้น  แลวไรโซเบียมจะผลิตสารกระตุนพวก kinetin 
และสารอื่นๆ มากระตุนใหเซลลรากพืชแบงตัวเกิดเปนปมรากถั่วซ่ึงมีโครโมโซมเปนสองเทาของ
ตนถ่ัวซ่ึงอาจพบไดทั้งแบบ diploid และ polyploid  หลังจากที่เขาไปอยูใน cytoplasm  ของเซลลพืช
แลวแบคทีเรียจะแบงตัวอยางรวดเร็ว ประมาณ 4-6 เซลล   แบคทีเรียจะอยูรวมกัน และถูกหอหุม
ดวยเนื้อเยื่อมีลักษณะเปนถุง (pocket)  ลักษณะของเซลลจะเปลี่ยนแปลงไปจากที่เคยเปนเรียกวา 
bacteroid  ซ่ึงมีขนาดใหญกวาเดิมประมาณ   40  เทา และอาจมีรูปราง เปนรูปดาว รูปแฉก หรือ 
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คลายกระบอง  นอกจากนั้นยังมีคุณสมบัติภายในเซลลเปล่ียนไป มีการสังเคราะหเอนไซม 
nitrogenase และสารประกอบที่เกี่ยวของกับการตรึงไนโตรเจน เชน leghaemoglobin เปนตน  

 
รูปรางของปมรากถั่วที่เกิดจะแตกตางกันไปตามชนิดของถั่วและสายพันธุของไรโซเบียม 

ฉะนั้น รูปรางของปมจึงเปนลักษณะเฉพาะของถั่วแตละชนิด สําหรับขนาดของปมนั้นจะมีขนาด
แตกตางกัน ถึงแมจะเปนถ่ัวตนเดียวกัน ขนาดของปมอาจจะแตกตางกันได  ( Poi, 1990) 

 
ลักษณะทั่วไปของพื้นท่ี 
 
 พื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช  เปนพื้นที่ที่ตั้งอยูในเขต
อุทยานแหงชาติทับลาน  อําเภอครบุรี  จังหวัดนครราชสีมา  พื้นที่โดยรวมมีรูปรางคลายปลาวาฬ ซ่ึง
ประกอบไปดวยพื้นที่ปา 3 ลักษณะ ไดแก  ปาทุงหญา  ปาฟนสภาพ  และปาดิบแลง (ภาพที่ 2) พื้นที่
โครงการทั้งหมดจะถูกแบงออกตามแนวเสนแวง รวมทั้งส้ิน  16 แนว และถูกแบงตามแนวเสนรุง 
รวมทั้งสิ้น  6 แนว  (ภาพที่ 1 ) 
 
 

 
 

ภาพที่ 1  แผนที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช ในเขตอุทยาน
แหงชาติทับลาน  อําเภอครบุรี  จังหวัดนครราชสีมา 

 
ลักษณะของพื้นที่ศึกษาทั้งหมด  8 แปลง  ในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริ

และปาพันธุกรรมพืช ในเขตอุทยานแหงชาติทับลาน  โดยกําหนดตามแนวเสนแวง  มีรายละเอียด
ดังนี้ 
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1.  ระหวางแนวที่ 1 และ 2  เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาดิบแลงที่มีแหลงน้ําธรรมชาติ 
(Dry ever green forest with natural water supply; DEGW)  ลักษณะทั่วไปมีความอุดมสมบูรณตาม
ธรรมชาติ  ในพื้นที่มีตนไมขนาดสูงใหญจํานวนมากมายจึงทําใหแสงสวางสองลงสูพื้นดินไดไม
มากนัก ลักษณะเนื้อดินประกอบไปดวยดินทรายเปนสวนใหญ บริเวณพื้นที่นี้มีลําหวยขนาดเล็ก
ไหลผานซึ่งในชวงแหงแลงจะมีปริมาณน้ําคอนขางนอย ( ภาพที่ 4 ) 

2.  ระหวางแนวที่ 1 และ 2  เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาดิบแลงที่ไมมีแหลงน้ํา
ธรรมชาติ (Dry ever green forest; DEG) ลักษณะทั่วไปของพื้นที่มีพันธุไมหลากหลายชนดิจํานวน
มากและลักษณะประกอบไปดวยดินทรายเปนสวนใหญ บริเวณพื้นที่นี้ไมมีลําหวยขนาดเล็กไหล
ผาน    ( ภาพที่ 5 ) 

3.  แนวที่  3  เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนคันดินกั้นน้ําขนาดใหญ (checkdam 3; CD3) 
ลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนพื้นที่ที่มีการปลูกกลาไมกระจายอยูทั่วไปขอบคันดินกั้นน้ํามีการปลูก
หญาแฝกเพื่อปองกันคันดินพังและลักษณะของดินเปนดินทรายเม็ดใหญมีสีคอนขางจาง ชวงฝนตก
มีการกักเก็บน้ําไดมากจึงมีการวางไขของพวกสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกระจายทั่วพื้นผิวน้าํ ( ภาพที ่
10 ) 

4.  แนวที่  10  เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนทางที่ใชในการสัญจร ซ่ึงเปนเสนทางที่ใชใน
การเดินเขาสู checkdam 18   (Way) ลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนปาทุงหญาทั้งสองขางทาง ลักษณะ
ดินเปนดินเหนียวเนื้อแนนสีแดง ชวงแหงแลงดินจะมีสภาพแข็งมาก  (ภาพที่ 11 ) 

5.  แนวที่  10  เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่มีการขุดคันดินกั้นน้ํา (Glassland 
with checkdam 18; GLCD18) ลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนปาทุงหญา  มีหญาแหงทับถมกระจาย
ทั่วพื้นที่ จึงชวยในการดูดซับความชื้นในชวงฝนตก สวนคันดินกั้นน้ํานี้มีความสามารถในการเก็บ
กักน้ําไดพอสมควรแตชวงแหงแลงมีน้ําปริมาณนอยมาก ลักษณะดินเปนดินเหนียวเนื้อแนนสีแดง 
(ภาพที่ 6 ) 

6.  แนวที่ 10 เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา (Glassland; GL) 
ลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนปาทุงหญาซ่ึงสวนใหญจะเปนหญาคา  ลักษณะดินเปนดินเหนียวเนื้อ
แนนสีแดง ในพื้นที่ไมมีการขุดคันดินกั้นน้ํา ดังนั้นในชวงแหงแลงจึงขาดความชุมชื้นอยางมาก     
( ภาพที่  7 ) 

          7. แนวที่11 เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาฟนสภาพที่มีการขุดคันดินกัน้น้ํา  (Regrown 
forest with checkdam 21; RFCD21) ลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนปาที่มีความอุดมสมบูรณตาม
ธรรมชาติในพื้นที่ประกอบไปดวยไมพุมและไมเล้ือยเต็มพื้นที่ มีเศษกิ่งไมใบไมกระจายทัว่ทับถม
กันเปนจํานวนมาก ลักษณะดนิเปนดินคอนขางรวนเปนสีดํา เม็ดดินเล็กละเอยีด ชวงแหงแลงมี
ปริมาณน้ําไมมากนัก แตในชวงฝนตกมปีริมาณน้ํามาก และความชุมชื้นสูงทําใหมีการวางไขของ
พวกสัตวสะเทนิน้ําสะเทินบกกระจายทัว่พืน้ผิวน้ํา ( ภาพที่ 8 ) 
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การศึกษาสมบัติทางชีวภาพและทางกายภาพของดิน 
 

การศึกษาสมบัติทางชีวภาพ คือการประเมินหาปริมาณหรือจํานวนไรโซเบียมในดิน ซ่ึง
สามารถทําไดหลายวิธี แตละวิธีมีขอดีและขอเสียแตกตางกันออกไป โดยทั่วไปแลว การประเมิน
โดยใชวิธี total plate count เพื่อหาปริมาณไรโซเบียมทั้งหมดทําไดยากและใหผลไมคอยแนนอน 
เพราะในดินมีจุลินทรียเปนจํานวนมากที่เจริญเติบโตไดดีในอาหารที่ใชเล้ียงเชื้อไรโซเบียม สวนวิธี
ซีรัมวิทยา  (serological method)  ซ่ึงใช  fluorescent antibody นั้นใชไดผลดีในการแยก strain ของ 
ไรโซเบียม แตไมเหมาะกับการประเมินหาปริมาณไรโซเบียมในดิน วิธีการประเมินที่ไดรับความ
นิยมในปจจุบันไดแกวิธีการ  plant infection count ซ่ึงเปนการนําดินมาทําใหเจือจาง  (serial 
dilution) นําไป  inoculate กับพืชตระกูลถ่ัว แลวประเมินจํานวนไรโซเบียมจากจํานวนปมที่เกิดขึ้น
โดยอาศัยสมมุติฐานที่วา ปมที่เกิดขึ้นหนึ่งปมจะเกิดจากการที่มีไรโซเบียมเขาสูรากอยางนอยหนึ่ง
เซล คาที่ไดจากการประเมินโดยวิธี  plant  infection count ไมใชคาที่แทจริงของปริมาณไรโซเบียม
ในดิน แตจะเปนคามากที่สุดที่เปนไปได  (most probable number: MPN)  โดยวิธี  plant infection 
count  นี้เหมาะสําหรับถ่ัวที่มีขนาดเล็ก (Somasegaran et al., 1985) 

 
การศึกษาสมบัติทางกายภาพของดิน ก็คือการศึกษาอิทธิพลทางกายภาพบางประการของ

ดินที่มีผลตอการเจริญเติบโตและปริมาณไรโซเบียมในดิน  ดงันี้ 
 
1. ความเปนกรด-ดางของดิน   ไรโซเบียมบางสายพันธุอาจจะชอบดินที่มีสภาพเปนกรด

หรือดางก็ได  ซ่ึงโดยทั่วไปไรโซเบียมจะเจริญไดดีในคาความเปนกรดออนถึงเปนกลาง               
(pH 6.5-7.5) เพราะการยอยสลายอินทรียวัตถุจะเกิดไดดี โดยพบวาดินที่มีสภาพเปนกรดจัดมาก 
(pH 4.5-5.0) หรือ กรดจัด (pH 5.1-5.5) (เอิบ เขียวร่ืนรมณ, 2542) จุลินทรียมีกิจกรรมชาลงในการ
ยอยสลายอินทรียวัตถุทําใหเกิดธาตุอาหารนอยลงและจุลินทรียกลุมตรึงไนโตรเจนยอมทํางานชาลง
ดวย (ปฐพีชล  วายุอัคคี, 2541) 

2. ความชื้นของดิน   ดินที่มีความแหงแลงสูงหรือมีอุณหภูมิสูงจะมีผลทําใหความชื้นในดิน
ต่ําซ่ึงไมเหมาะตอการเจริญเติบโตของไรโซเบียมทําใหพบปริมาณไรโซเบียมคอนขางต่ําซ่ึงจุลินท
รียและพืชจะดูดซับน้ําไปใชประโยชน เพราะน้ําเปนตัวทําละลายแรธาตุตางๆที่อยูในดิน โดยระดับ
น้ําในดินที่เหมาะกับการเจริญของแบคทีเรีย ประมาณ 50-70%  WHC (water holding capacity) 
(ประกิตตสิน       สีหนนท, 2540)  

3. ปริมาณธาตุไนโตรเจนในดิน เปนสิ่งที่บงบอกไดถึงประสิทธิภาพหรือปริมาณของ      
ไรโซเบียมในดิน ซ่ึงโดยปกติไรโซเบียมจะตรึงไนโตรเจนในอากาศใหอยูในรูปแอมโมเนียในดิน 
ดังนั้นดินบริเวณที่มีปริมาณไนโตรเจนสูงก็อาจจะมีไรโซเบียมที่มีประสิทธภาพการตรึงไนโตรเจน
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หรือมีปริมาณไรโซเบียมในดินสูง (ปทมา วิตยากร , 2533) ในการวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนใน
ดินนิยมหา total nitrogen และไนโตรเจนในรูปที่เปนประโยชนตอพืช (available nitrogen)  เชน 
NH4+ และ NO3- ซ่ึงมีอยูนอยมาก และมีการเปลี่ยนแปลงอยูเสมอ การวิเคราะห NH4+ และ NO3- จึง
บอกเพียงวา สภาพของดินในขณะเก็บตัวอยางนั้นมีระดับ NH4+ และ NO3- ปริมาณเทาใด แตจะไม
สามารถใชวัดระดับไนโตรเจนของดินสําหรับระยะเวลายาวนานได (Bremner,1965) 
 
การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ 

 
1. ความสามารถในการทนเค็ม 
 ดินเค็ม คือดินที่มีปริมาณเกลือ NaCl, CaSO4, MgSO4, KCl ในปริมาณที่สูงในดินจนมีผล
ตอการเจริญเติบโตของพืชและจุลินทรีย โดยปจจุบันประเทศไทยกําลังประสบปญหาดินเค็ม
โดยเฉพาะดินในพื้นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือซ่ึงเปนที่ตั้งของพื้นที่โครงการฯในเขตอุทยาน
แหงชาติทับลานดวย โดยความเค็มจะกระจายเปนหยอมๆ เนื่องจากพื้นที่สวนใหญเปนดินทราย
ความเค็มจึงมีการเปลี่ยนแปลงตามฤดูกาล พบวาดินในภาคตะวันออกเฉียงเหนือสวนใหญเปนดิน
เค็มที่มีสภาพเปนกรดจัด (เพิ่มพูน  กีรติกสิกร, 2527) 
 
 Rhizobium fredii  USDA 191 ที่เปนมิวแตนต และมีความสามารถในการทนเค็มพบวาจะ
เปนไรโซเบียมที่จะชักนําใหมีการสรางปมที่รากแขนงของตนถ่ัวเหลือง โดยพบวาเชื้อไรโซเบียม
ดังกลาวจะมีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนอยูในระดับต่ําและพบวา mutant ทําใหน้ําหนักของตน
และรากของพืชตระกูลถ่ัวที่เขาไปอาศัยมีน้ําหนักของตนและรากลดลงดวย (Ohwada และ
คณะ,1998)   
 

ในพื้นที่ที่มีสภาวะความเค็มคอนขางสูงและเปนพื้นที่ที่มีอุณหภูมิสูงหรืออยูในสภาวะแหง
แลง พบวาเชื้อไรโซเบียมจะถูกจํากัดความสามารถในการตรึงไนโตรเจนในสภาวะดังกลาว และ
การเขาสรางปมรากของเชื้อไรโซเบียมกับตนถ่ัวนอกจากนั้นยังพบวาเชื้อไรโซเบียมที่อยูในสภาวะ
ความเค็มคอนขางสูงและเปนพื้นที่ที่มีอุณหภูมิสูงหรืออยูในสภาวะแหงแลง สามารถจํากัดการ
เจริญเติบโตของ  Leucaena leucocephala  ได (Hashem และคณะ,1998) 

 
ตนถ่ัวหัวชาง Chickpea (Cicer arietinum L.) ที่ถูกสรางปมโดยเชื้อไรโซเบียมพบวาจะมี

ความไวตอความเค็มมากกวาพืชตระกูลถ่ัวที่เล้ียงดวยไนโตรเจนที่ไมไดเกิดจากการตรึงไนโตรเจน
โดยเชื้อไรโซเบียมเมื่อเปรียบเทียบกันระหวางสองกลุมการทดลอง และพบวาเชื้อไรโซเบียมที่เขา
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ไปอาศัยในตนพืชตระกูลถ่ัวที่มีความไวตอความเค็มมากกวาอาจจะมีการหยุดยั้งกระบวนการตรึง
ไนโตรเจนจากอากาศของเชื้อไรโซเบียมได (Zurayk และคณะ,1998)  

 
เชื้อไรโซเบียมในบางสายพันธุสามารถตรึงไนโตรเจนไดดีรวมกับพืชตระกูลถ่ัว legume 

เมื่อไรโซเบียมและพืชตระกูลถ่ัวอยูภายใตสภาวะความเค็มในระดับตางๆ และการไดรับความรอน
หรือสภาวะแหงแลง รวมทั้งสภาวะความเปนกรดที่คอนขางสูง พบวาเชื้อไรโซเบียมที่อยูในสภาวะ
เชนนี้จะไมสามารถตรึงไนโตรเจนไดอยางมีประสิทธิภาพเมื่อไดรับสารโลหะหนัก (Zahran ,1999) 

 
การศึกษาความเค็มของเชื้อไรโซเบียม พบวาระดับความเค็มที่เชื้อไรโซเบียมไดรับจะ

สามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม nitrogenase ของเชื้อไรโซเบียมที่เขาไปอาศัยในถั่ว Lentil (Lens 
culinaris)โดยเอนไซม nitrogenase จะถูกใชในการตรึงไนโตรเจนจากอากาศใหอยูในรูปแอมโมเนยี 
(Rai และ Singh,1999) 

 
การศึกษาในถั่วยาง  Vicia faba  L. และถ่ัวลันเตา  Pisum Sativum L.  พบวาถ่ัวที่มีไรโซ    

เบียมชวยในการตรึง ไนโตรเจนไมไดมีความไวตอเกลือมากกวาพืชที่ไดรับไนโตรเจนสังเคราะห
เสมอไป โดยไนเตรทที่เติมเขาไปไมไดลดกิจกรรมของเอ็นไซม nitrogenase ในถั่ว Pisum Sativum 
L. แตจะลดกิจกรรมของ nitrogenase ในถั่ว Vicia faba  L. อยางไรก็ตามการสรางปม จะถูกยับยั้งใน
ถ่ัวทั้งสองชนิดและกิจกรรมของ nitrogenase ในพืชทั้งสองชนิดจะถูกรบกวนโดยเกลือได และ GS, 
NADH GOGAT จะถูกยับยั้งโดยเกลือในพืชทั้งสองชนิดทั้งกลุมที่ตรึงไนโตรเจนไดเองและกลุมที่
เติมไนโตรเจนสังเคราะห (Cordovilla และคณะ ,1999) 

 
เมื่อใสเชื้อ Rhizobium sp. NBRI330 ที่รากของพืช Prosopis  juliflora  พบวา เชื้อที่ใสทําให

พืชมีความสามารถทนดินเค็มไดมากกวาพืชที่ไมไดรับการใสเชื้อ โดยสังเกตจากน้ําหนักของตนพืช
แหงที่มากกวาในพืชที่ไดรับเชื้อไรโซเบียม (Rulkarni and Nautiyal, 2000) 
 
 2. การศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียม  

 
การตรึงไนโตรเจนจากอากาศเกิดขึ้นที่บริเวณรากของถั่วซ่ึงมีไรโซเบียม อาศัยอยูในรูป

ของ bacteroid  ตองอาศัยเอนไซม nitrogenase   (N2 ase)  ซ่ึงจะทําหนาที่แปรสภาพกาซไนโตรเจน  
(N2)  ไปเปนแอมโมเนีย (NH3)  bacteriod จะทําหนาที่สังเคราะหเอนไซม  ซ่ึงเอนไซมนี้ประกอบ
ไปดวย Mo-Fe protein โดยรวมตัวกันเปนโครงสรางที่สลับซับซอน สําหรับโปรตีน ของเอนไซม
ชนิดนี้เปนแบบที่เรียกวา iron-sulfur type คือมีกํามะถันเปนตัวเชื่อมระหวางโปรตีนกับโมลิบดีนัม
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และเหล็ก เนื่องจากการตรึงไนโตรเจนเปนขบวนการที่ถูกทําลายโดยออกซิเจน แตรากพืชตองการ
ออกซิเจนสําหรับใชในการหายใจ ดังนั้น จึงจําเปนที่จะตองมีกลไกในการปองกันออกซิเจนไมให
เขาไปในบริเวณที่มีการตรึงไนโตรเจน ในปมรากถั่ว leghaemoglobin  จะทําหนาที่ปองกันไมให
เอนไซมถูกทําลายหรือทําใหเกิดสภาพ low-oxygen ใหกับ bacteroid ทําให nitrogenase ไมถูก
ทําลาย ในขณะเดียวกัน leghamoglobin จะเปนตัวนําออกซิเจนไปยังบริเวณที่มีการสราง ATP 
(adenosine -5 triphosphate) มีรายงานวาปริมาณ leghaemoglobin ที่พบในปมถั่วจะ สัมพันธกับ
ปริมาณไนโตรเจนที่ถ่ัวสามารถตรึงไดในขบวนการตรึงไนโตรเจนซึ่งเปนปฏิกิริยาการลดออกซิเจน
ของกาซไนโตรเจน (N2)  โดยเอนไซมนั้นจะตองอาศัย  ตัวใหอิเลคตรอน (electron donor)     
ตัวรับอิเลคตรอน (electron acceptor)    แหลงของพลังงานไดแก  ATP และ Divalent  Metal Ion  
เชน Mg++  ,  Mn++  , CO++   และ   Ni++  ซ่ึงชวยให ATP  ทําหนาที่ไดตามปกติ ทั้งอิเลคตรอน และ 
ATP  จะไดมาจากกระบวนการสังเคราะหแสงของพืชและจะถูกลําเลียงมายังปม ในการตรึง
ไนโตรเจน  1 โมเลกุล จะตองใช ATP จํานวน 12 mole จึงจะได แอมโมเนียม 2 โมเลกุล ดังสมการ  

 
N2   +    6e-    +    12ATP +   8H         →       2NH4   +      12ADP      +   12P1 

 
พบวา Fe-nitrogenase จะทําหนาที่จับ  N2  สวน Mo-Fe nitrogenase จะทําหนาที่ลดแรงยึด

เหนี่ยวระหวาง bond ของไนโตรเจน  ทําใหเกิดการลดออกซิเจนขึ้น ATP จะถูกนําไปใชและเปลี่ยน
รูปเปน ADP อิเลคตรอนจากตัวใหอิเลคตรอน (ในรูป ferredoxin หรือ flavodoxin )  จะถูกนําไป 
reduce N2  ใหเปน NH3  ซ่ึงเปน stable intermediate ตัวแรกในกระบวนการตรึงไนโตรเจน พบวา 
ระหวาง    N2  และ NH3  อาจจะมีสารประกอบ intermediate  อ่ืน ๆ เชน hydrazine,  diimide,  
hydroxlamine  และ carbamyl phosplate  แตยังไมสามารถพิสูจนใหแนชัดลงไปได  

 
แอมโมเนียที่เกิดจากกระบวนการตรึงไนโตรเจนจะถูกเปลี่ยนใหเปนแอมโมเนียม (NH4

+)  
และถูกพืชนําไปใชโดย  GS-GOGAT  pathway  (Glutamine-synthateglutamate synthate)   ดังที่
กลาวมาแลววา การตรึงไนโตรเจน เปนกระบวนการที่ตองการพลังงานจํานวนมากในรูปของ ATP  
ซ่ึงไดมาจากการสังเคราะหแสงของพืช ดังนั้น ปจจัยที่จํากัดการตรึงไนโตรเจนของปมอาจเกิดจาก
พืชเอง นอกจากนั้นการตรึงไนโตรเจน ยังอาจถูกกระทบจากปจจัยตาง ๆ ที่เก่ียวของกับการ
เจริญเติบโตของพืช เชนความเปนกรดเปนดาง ปริมาณธาตุอาหาร ปริมาณเกลือ ความชื้น และ
สารประกอบที่สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช (growth substance) เปนตน (Zahran, 1999)  
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3. การศึกษาความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ 
 

จุลินทรียจะมีความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะได เพราะมียีนตานทานยาปฏิชีวนะ 
(resistant  gene)  ในการทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ ตาม  Microbiology  
Essentials  and  Applications  International  edition  มีการทดสอบ 3 วิธี  ไดแก  minimum  
inhibitory  concentration (MIC), automate  method และ disk  diffusion  method  ซ่ึงวิธีหลังนี้เปน
วิธีที่งาย  ราคาถูก  และสามารถทดสอบยาปฏิชวีนะไดพรอมกันหลายชนิดในจานเพาะเชื้อเดียวกัน 
(Brockman และคณะ1989) 

 
Rhizobium galegae สายพันธุ NBIMTC2250 ซ่ึงมีพลาสมิด 2 ชนิด คือ ขนาดใหญและ

ขนาดเล็ก ซ่ึงพลาสมิดขนาดใหญเปนพลาสมิดที่เกี่ยวกับชีวสัมพันธ (symbiotic plasmid)  เมื่อ
พิจารณาเกี่ยวกับหนาที่ภายในเซลลและการอยูรวมกันกับพืชของพลาสมิดขนาดเล็ก  เมื่อ
เปรียบเทียบสายพันธุไรโซเบียมนี้กับสายพันธุที่เปน wild type พบวาไมมีความแตกตางกันในดาน
คุณสมบัติภายในเซลล ไดแก รูปแบบการตานยาปฏิชีวนะ การใชสารคารโบไฮเดรตและกรด
อินทรีย  ดูอัตราการเจริญเติบโต  ลักษณะของโคโลนี และรูปแบบ lipopolysaccharide (LPS) 
profile  การเคลื่อนที่  การทนตออุณหภูมิ  ซ่ึงชี้ใหเห็นวาหนาที่เหลานี้ไมไดถูกควบคุมโดยยีนบนพ
ลาสมิด และจากการศึกษาโดยวิธี hybridization แสดงใหเห็นวาพลาสมิดขนาดเล็กหายไปในสาย
พันธุไรโซเบียมนี้ซ่ึงชี้ใหเห็นวาพลาสมิดขนาดเล็กอาจจะไมมีหนาที่สําคัญในสายพันธุไรโซเบียมนี้ 
(Gigova และคณะ, 1997) 

 
ลักษณะชีวภาพและทางกายภาพของสายพนัธุ Bradyrhizobium ที่ทนเค็ม (ระดับ  88 mM 

264 mM 440 mM NaCl) ถูกประเมินคาตามความสามารถในการใชแหลงคารบอนที่แตกตางกัน  ดู
อัตราการเจริญเติบโต  ความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ รูปแบบพลาสมิดโพรไฟล และการ
ผลิต exopolysaccharide   สายพันธุที่ทนเค็มจะเพิ่มความสามารถในการออกซิไดซแหลงคารบอน 
โดยการเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต และการผลิต  exopolysaccharide  ผลของความสามารถในการ
ปรับตัวเพื่อที่จะสรางโคโลนีในสภาวะที่เค็ม  อยางไรก็ตามเกลือสามารถทําหนาที่เสมือนเปนสารที่
ชวยในการรักษา ใหยีนที่อยูในสภาวะคงที่ซ่ึงจะกลายเปนอันตรายสําหรับยีนที่เกั่ยวกับการตรึง
ไนโตรเจนซึ่งอยูบนพลาสมิดของไรโซเบียม (Barboza และคณะ, 2000) 
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4. การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของไรโซเบียม 
 
                 พลาสมิดเปนสารพันธุกรรมซึ่งเปนชิ้นสวนดีเอ็นเออิสระและเปนโครโมโซมขนาดเล็ก 
(minichromosome) แบบวงแหวน เชนเดียวกับโครโมโซมหลักของแบคทีเรียซ่ึงมีลักษณะเปนวง
แหวนเชนกันแตมีขนาดใหญและขดมวนตัวภายในเซลลแบคทีเรีย จึงเรียกวานิวคลีออยด  
(nucleoid) โดยไมมเียื่อหุมนิวเคลียส พบวาพลาสมิดมีขนาดแตกตางกันตั้งแตขนาดเล็กมากเพียงแค 
2- 3 ยีน จนถึงขนาดใหญประกอบดวยยีนหลายยีน โดยเชื้อไรโซเบียมบางสายพันธุอาจจะมีพ
ลาสมิดที่เกี่ยวของกับ   resistance transfer function (RTF) ซ่ึงเปนยีนที่มีสมบัติการตานยาปฏิชีวนะ 
(วิสุทธิ์  ใบไม, 2538)  และพลาสมดิของไรโซเบียมบางสายพันธุจะมียีนที่เกี่ยวของกับ  symbiotic  
function (sym)(Rana และ Krishnan,1995) ไดแก  ยีนที่เกี่ยวของกับการตรึงไนโตรเจน เรียกวา  nif 
and fix gene  และยีนที่เกี่ยวของกับการจดจําและทําใหเกิดปมที่รากพืชซ่ึงเปน host เรียกวา nod 
gene (Zhang และคณะ, 2001; Zou และคณะ, 1998)  โดยพลาสมิดโพรไฟล (plasmid  profile) เปน
การศึกษาหาขนาดและจํานวนของพลาสมิดในเชื้อไรโซเบียมแตละไอโซเลต  พบวาพลาสมิดใน
เชื้อไรโซเบียมอาจจะมีจํานวนมากกวา 1 อัน  และอาจมีขนาดของพลาสมิด มากกวา 1000 เมกกะ
ดาลตัน (Hashemและคณะ, 1996; Long,1984) โดยไรโซเบียมบางสายพันธุอาจจะพบทั้งพลาสมิด
ขนาดเล็ก และขนาดใหญ (Gigovaและคณะ, 1997)  ซ่ึงอาจจะมีการแยกหักเปน  linear  fragment  
หลายๆอัน  ซ่ึงทําใหยากในการแยกขนาดของพลาสมิดใน gel electrophoresis  ดังนั้นวิธีที่เหมาะสม
กบัการสกัดพลาสมิดขนาดใหญ   คือ  in situ lysis cell  เพื่อใหไดขนาดของพลาสมิดที่ถูกตอง
แมนยํา โดยอัตราเร็วของการเคลื่อนที่ของพลาสมิดขึ้นอยูกับ กระแสไฟฟาที่ใชตองใชความดัน
ไฟฟาต่ํา และความเขมขนของวุนถาสูงจะทําใหขนาดรูพรุนของแผนวุนเล็ก  และขนาดและรูปราง
ของพลาสมิดเอง ถามีขนาดใหญจะเคลื่อนที่ไดชากวาขนาดเล็กเมื่อเปรียบเทียบที่มีรูปรางแบบ
เดียวกัน ถารูปรางตางกันจะมีผลทําใหการเคลื่อนที่ตางกันเมื่อเปรียบเทียบขนาดโมเลกุลเทากัน 
ตัวอยางเชน พลาสมิดมีรูปรางตาง ๆกันได 3 แบบ คือ  ซุปเปอรคอยด (supercoiled)  เคล่ือนที่ไดเร็ว
ที่สุด    รีแลกซ (relaxed) เคล่ือนที่ไดเร็วปานกลาง  และ รูปปลายเปด (open form)  เคล่ือนที่ไดชา
ที่สุด (Echkhardt  และ1978) 
 
 เชื้อไรโซเบียมจํานวน 160 ไอโซเลทที่แยกจากปมรากของถั่ว Phaseolus vulgaris L. ที่
เพาะปลูกโดยใชดินที่มาจาก 3 สภาพภูมิประเทศของประเทศตูนีเซีย โดยพลาสมิดโพรไฟลถูก
นํามาใชเปนวิธีขั้นตนเพื่อที่จะแยกความแตกตางอยางรวดเร็ว ซ่ึงพบโดยพลาสมิดโพรไฟล 38 
รูปแบบ (Mhamdi และคณะ, 1999) 
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 Rhizobium sp. S25 เปนสายพันธุที่แยกจากปมของ Tephrosia candida ในจังหวัดไหนาน 
ของจีน โดยเปนสายพันธุที่มีความทนทานสูง พบวา มีพลาสมิดจํานวน 1 ช้ิน ซ่ึงมีขนาดประมาณ 
150 kb  และเมื่อตรวจสอบโดยวิธี hybridization ดวย nodABC และ nifHDK probe  พบวา มี nod 
และ nif gene  อยูบนพลาสมิด นอกจากนั้นยังพบอีกวาการหายไปของพลาสมิดจะลดความสามารถ
ในการทนกรดและความสามารถในการตานยาหลายชนิดของเชื้อ (Zou และคณะ, 1998) 
 
 Sinorhizobium meliloti (เมื่อกอนเรียก Rhizobium meliloti) ซ่ึงแยกจากปมของถั่ว alfalfa  
(Medicago sativa cv Europe) จํานวน 128 ไอโซเลท เมื่อวิเคราะหพลาสมิดโพรไฟล พบวา มี 23 
แบบ และเชื้อที่มีความแตกตางของรูปแบบพลาสมิดก็แยกไดมาจากปมที่ตางกันและดินที่ตางกัน 
(Hartmannและคณะ, 1998)  
 
 Rhizobium leguminosarum (biovar viciae)  ซ่ึงแยกจากปมรากถั่ว legume ซ่ึงปลูกโดยใช
ดินที่ทํา dilution โดยแยกความแตกตางของเชื้อโดยใชเทคนิค RAPD-PCR รวมกับการวิเคราะห
โดยใชพลาสมิดโพรไฟลเปนเวลา 3 ป (Handley และคณะ, 1998) 
 
 การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อไรโซเบียม 23 ไอโซเลท ที่แยกไดจากพืช Hedysarum 
หลายชนิด จากประเทศโปรตุเกต สเปน ตูนีเซีย อิสราเอล และรัฐอราสกา พบสายพันธุที่แยกจาก H. 
alpinum H. mackenzli และ H.pallens  เปนไรโซเบยีมกลุมเจริญชาเมื่อเล้ียงบนอาหาร YMA และ
ไมมีรูปแบบของพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อ 23 ไอโซเลท ที่จะแสดงความเกี่ยวของกับสายพันธุพืช
อาศัยและแหลงของดิน (Kishinevsky และคณะ, 1996) 
 
 Sinorhizobium fredii พบพลาสมิดขนาดใหญ โดยแบงตามรูปของพลาสมิดโพรไฟลได 10 
กลุม พบพลาสมิดตั้งแต 1-6 ช้ิน และบางชิ้นมีขนาดใหญกวา 1000 Mda  โดยพบวารูปแบบพ
ลาสมิดที่มีขนาดต่ํากวา 1000 kb จะมีความเกี่ยวของกับความลึกของดินและจีนัสของพืชอาศัย 
(symbiont) (Hashem และคณะ, 1996) 
 
 Rhizobium leguminosarum  350 ไอโซเลท ที่แยกจากพื้นที่ทุงหญา 4 แหง ทางตะวันออก
ของเท็กซัส พบวาพลาสมิดโพรไฟลสามารถนํามาใชในการจัดจําแนกเชื้อได โดยพบรูปแบบของพ
ลาสมิด 66 รูปแบบ (Moenneloccoz และคณะ, 1994) 
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 ลําดับนิวคลีโอไทด ของ fragment DNA ขนาด 4.15 kb จาก พลาสมิดขนาดใหญของ 
Rhizobium meliloti  2011 ซ่ึงพบตําแหนงของยีน exoH  exoK และ exoL ซ่ึงเปนยีนที่เกี่ยวกับการ
สรางโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 41 30 และ 44 kDa  ตามลําดับ (Becker และคณะ, 1993) 
 
 สายพันธุ Rhizobium sp. BR816  ซ่ึงพบวาเปนเชื้อท่ีทนรอน และจากการตรวจสอบพบวา
สายพันธุ Rhizobium sp. BR816 เปนเชื้อไรโซเบียมที่มียีน nodPQ  ซ่ึงมี 2 สําเนา (copy)  โดย  copy   
หนึ่งอยูบน  symbiotic plasmid หรือ พลาสมิดที่เกี่ยวกับชีวสัมพันธ ซ่ึงเปนพลาสมิดที่เกี่ยวกับการ
สรางปมรากของพืชตระกูลถ่ัวโดยเชื้อไรโซเบียมที่จําเพาะเจาะจง และอีกcopy หนึ่งอยูบนพลาสมิด
ขนาดใหญ (large plasmid) (Laeremans และคณะ, 1997) 
 
 ไรโซเบียม  50 สายพันธุที่แยกจากปมของตนพืช leguminous  2 ชนิดไดแก Acacia และ
Prosopis  โดยทําการวิเคราะหพลาสมิดโพรไฟลซ่ึงใหผลที่ตรงกันขามกับผลการวิเคราะหลักษณะ
ของฟโนไทปและlipopolysaccharide(LPS) profile (Zahran, 1997) 
 
 เชื้อไรโซเบียม 522 ไอโซเลท ที่แยกไดจากถ่ัวพวก Xanthomonas campestris pv  
vesicatoria  เมื่อทําการศึกษาความหลากหลายของเชื้อไรโซเบียมโดยการตรวจสอบรูปแบบของ 
พลาสมิดโพรไฟลจึงทําใหพบวามีขนาดของพลาสมิดมีขนาดตั้งแต 3-300 kb และพบวามีเชื้อไร
โซเบียมจํานวน 10 สายพันธุที่ไมสามารถตรวจพบพลาสมิดโพรไฟลได (Canteros และคณะ, 1995)  
 
 สายพันธุ  Rhizobium sp. SIN-1 ซ่ึงแยกไดจากปมรากของถั่ว Sesbania aculeata ซ่ึง
ประกอบดวยหลายสายพันธุโดยถ่ัวดังกลาวเปนถ่ัวเขตรอน นอกจากนั้นยังพบวาสายพันธุ  
Rhizobium sp. SIN-1 มี nodulation (nod) gene ซ่ึงอยูบน symbiosis (sym) plasmid หรือ พลาสมิดที่
เกี่ยวกับชีวสัมพันธ โดยพบวาพลาสมิดของสายพันธุ  Rhizobium sp. SIN-1 มีขนาดประมาณ 300 
Mda (Ranaและ Krishnan, 1995)  
 
 ลักษณะทางพันธุกรรมของ Rhizobium mesquite  14  สายพันธุและBradyrhizobium 
mesquite  9  สายพันธุ จากปมรากที่ผิวหนาดิน (0-0.5 m) และระดับลึก (4-6 m) ซ่ึงไรโซเบียมจะมี
การปรับตัวตางกัน โดยทําการรวิเคราะหโดยพลาสมิดโพรไฟล (Thomasและคณะ, 1994) 
 
 เชื้อไรโซเบียมของถั่ว alfalfa ที่แยกไดจากดินที่มีสภาวะเปนกรด โดยมีคาความเปนกรด 
อยูระหวาง 5.52 - 6.2 ซ่ึงดินดังกลาวเปนดินที่ไดมาจากประเทศอารเจนตินา เมื่อทําการศึกษาพ
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ลาสมิดโพรไฟล พบวาเชื้อไรโซเบียมจะใหรูปแบบพลาสมิดโพรไฟลที่เหมือนกันและเหมือนกับ
ผลการวิเคราะหโดยวิธี  ERIC-fingerprint (Drets และ Niehaus, 2001) 
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บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
วัสดุอุปกรณ  
 
1.วัสดุอุปกรณ      

1.1    วัสดุอุปกรณสําหรับการเก็บตัวอยางดิน  ไดแก  ถุงพลาสติก  เสียมขุดดิน  ไมบรรทัด  
ปากกา 

1.2   วัสดุอุปกรณสําหรับการทดลองสมบัติของดินและพันธุกรรมของเชื้อ ไดแก   ครูซิเบิล 
(crucibles)  กระปุกอบดิน kjeldahl  flask   volumetric flask (100 ml)  erlenmeyer flask  (50 ml) 
หลอดพลาสติกยาว  ถุงพลาสติก (5.5x9 นิ้ว)  กระดาษ (5x8 นิ้ว)  eppendorf tubes   magnetic stirrer  
กระถางปลูกถ่ัว หลอดฉีดยา (syringe)  หลอดเก็บกาซ   

1.3  วัสดุอุปกรณสําหรับการทดลองทางจุลชีววิทยา  ไดแก กระบอกตวง ปเปต ขวดรูป
ชมพู ตะเกียง  จานเพาะเชื้อ   เข็มเขี่ยเชื้อ  ปากคีบ  กระจกสไลด 

 
2. เครื่องมือ 

เครื่องวัดคากรด-ดาง (pH meter) 
เครื่องชั่งน้ําหนัก 
เครื่องเขยา (shaker) 
เครื่องนับจํานวนปม 
หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) 
ตูบมเชื้อแบบเขยา (incubator shaker) 
ตูถายเชื้อ (laminar flow) 
เครื่องกําเนิดแสงยูวี (UV-transilluminator) 
เครื่อง electrophoresis รุน BIO-RAD 
เครื่องจายไฟฟากระแสตรง (power supply) 
เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) 
เครื่องโครมาโตกราฟฟ (gas chromatography) 
 

3. สารเคมี            
3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ  
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Yeast-manitol agar (YMA)   
   Yeast-manitol broth (YMB) 
              อาหารสูตรปราศจากไนโตรเจน  

3.2 การแยกเชื้อไรโซเบียม 
 น้ํากลั่นปลอดเชื้อ 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2 O2 ) 
50 % คลอรอกซ (clorox)  
สีคองโกเรด (congo red)   
สารละลายไอโอดีน (iodine) 
สียอม ซาฟรานิน (safranin) 
สียอม คริสตอลไวโอเลต 
95 % อัลกอฮอล 

3.3  การทดลองสมบัติของดิน  
กรดซัลฟูริก (H2SO4 ) 
กรดโบริก (H3BO3 ) 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 

3.4  การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ 
ยาปฏิชีวนะ ampicilin 
ยาปฏิชีวนะ  carbenicilin 
ยาปฏิชีวนะ erythromycin 
ยาปฏิชีวนะ kanamycin 
ยาปฏิชีวนะ penicilin 
ยาปฏิชีวนะ streptomycin 
ยาปฏิชีวนะ tetracyclin 
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
อะกาโรสเจล (agarose gel) 
ทริสไฮโดรคลอริก (Tris HCl) 
ซูโครส (Sucrose) 
ไลโซไซม (lysozyme) 
เอสดีเอส (SDS) 
EDTA 
สีติดตาม (Tracking dye) 
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เอทิเดียมโบรไมด 
 

4.  เมล็ดพันธุพืช     ถ่ัวมะแฮะสายพันธุ ICPL 151 อายุส้ัน 130-150 กรมวิชาการเกษตร  
จังหวัดขอนแกน 

 
  วิธีการทดลอง 
 
1. การกําหนดแปลงศึกษาและเก็บตัวอยางดิน        

เก็บตัวอยางดินจาก  3 สภาพปาไดแก ปาทุงหญา  ปาฟนสภาพ  และปาดิบแลง โดยเก็บ
ตัวอยางดิน สภาพปาละ 2  จุด  คือ จุดที่มีแหลงน้ํา  และไมมีแหลงน้ํา จึงรวมทั้งสิ้น  6 จุด  และเก็บ
จุดพิเศษเพิ่มอีก 2 จุด คือ จุดที่ checkdam 3 (CD3)  และ บริเวณทางเขา CD18  (way)  รวมจุดเก็บ
ทั้งหมด 8 แปลง   

 
พื้นที่ทั้งหมด  8   แปลง  กําหนดแปลงศึกษาขนาด  40x40  ตารางเมตร  แบงเปนแปลงยอย

ขนาด  1x1 ตารางเมตร  สุมเก็บตัวอยางจาก  3  แปลงยอยในแนวทะแยงมุม  (ภาพที่ 3 )   โดยเก็บ
ดนิที่ความลึก 6  เซนติเมตร เก็บตัวอยางดินจํานวน 4  คร้ัง  แตละครั้งหางกัน  2   เดือน  ดังนี้ 
  คร้ังที่1   เดือนพฤษภาคม     2543 
  คร้ังที่2   เดือนกรกฎาคม      2543 
  คร้ังที่3   เดือนกันยายน        2543 
  คร้ังที่4   เดือนพฤศจิกายน    2543 
 

 

                                                   
          จุดเก็บตวัอยาง ขนาด 1  ตารางเมตร 

 
     ภาพที่  11      การเก็บตวัอยางดินจากแปลงศึกษาในแนวทะแยง  
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2.   วิเคราะหคุณสมบัติของดิน 
 2.1   วิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพ   

 2.1.1 หาความเปนกรด-ดางของดิน ตามวิธีของ Kim (1996 ) 
               นําดนิ 25 กรัม ผสมกับน้ํากลั่น  25  มิลลิลิตร นําไปเขยาใหเขากัน ดวยเครื่อง shaker เปน
เวลา 15 นาที  จากนั้นนํามาหาความเปนกรด-ดางดวยเครื่อง pH meter 

 2.1.2  หาเปอรเซ็นตความชืน้ของดิน ตามวิธีของ Kim (1996 ) 
               ชั่งน้ําหนักของถวยอลูมิเนียมที่แหงสนิทบันทึกน้ําหนักไว จากนั้นใสดินเปยกลงไปใน
ถวยอลูมิเนียมโดยช่ังใหมีน้ําหนักรวมกันใหไดประมาณ  50 กรัม บันทึกผล นําไปอบที่อุณหภูมิ  
105  องศาเซลเซียส   เปนเวลา 24  ช่ัวโมง  นําออกมาจากตูอบทิ้งไวใหเย็นและแหงใน desicator  
จากนั้นนํามาชั่งน้ําหนัก บันทึกผลและนําคาที่บันทึกไวมาคํานวณตามสูตร ดังนี้ 
  กําหนด           A   =  น้ําหนักถวยอลูมิเนียมที่แหงสนิท 
             B   =  น้ําหนักถวยอลูมิเนียมที่แหงสนิทและดินเปยก 
             C   =  น้ําหนักถวยอลูมิเนียมที่แหงสนิทและดินแหง 
   
          เปอรเซ็นตความชื้น     =     {(B - C)/(C – A)} x100 
 

2.1.3  หาเปอรเซ็นตไนโตรเจนในดิน ตามวิธีของ  Bremner (1965) 
                2.1.3.1   การยอยดิน: ชั่งตัวอยางดินซึ่งผานตะแกรงรอนขนาด 0.2-0.5 มม.  หนัก  1  กรัม  
ใสใน kjeldahl  flask  ขนาด 100  มิลลิลิตร  การเทตัวอยางดินลงใน flask อยาใหดินติดที่คอขวด  
เติม catalyst  (ประมาณ 1 กรัม)  แลวเติม conc. H2SO4  จํานวน 10  มิลลิลิตร  และเขยา flask เบาๆ
เพื่อใหดินและกรดผสมเขาดวยกัน  นําไปวางบนเตา  digest  ตมดวยไฟออนๆในระยะแรก แลวเพิ่ม
ไฟใหแรงขึ้นขณะ digest  หมุน flask ไปรอบๆเปนครั้งคราวเพื่อชวยใหมีการคลุกเคลากันดีขึ้น เมื่อ
สีของเหลวใน flask  เร่ิมใสเคี่ยวตอไปอีกประมาณ 20-30  นาที จึงยก flask ออกจากเตา digest 
ปลอย flask ไวใหเย็นคอยๆ รินน้ํากล่ัน10-20   มิลลิลิตร ลงไปรอบๆคอ flask ของเหลวจะรอนขึ้น 
ปลอยของเหลวใหเย็น แลวถายใส  volumetric flask  100 มิลลิลิตร เมื่อของเหลวเย็นเทา
อุณหภูมิหอง  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ  100  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน ทิ้งไวจนดิน
ตกตะกอนนําของเหลวใสขางบนไปกลั่น  ในการวิเคราะหทุกครั้งจะตองทํา blank  ซ่ึงไมมีตัวอยาง
ดิน รวมดวย 
          2.1.3.2    การกลั่น:  ริน H3BO3   ประมาณ  5  มิลลิลิตร  ใส erlenmeyer flask ขนาด  50  
มิลลิลิตร  แลวนําไปวางที่ใตกาน  condenser  ของเครื่องกลั่นแลวใช volumetric pipet ดูด
สารละลายที่ยอยได  จํานวน 10-20   มิลลิลิตร  ใส  distillation flask  เติมน้ํายา  NaOH  จํานวน 10 
มิลลิลิตร  ลงไปกลั่น  จนไดของเหลวซึ่งมีสีเขียวประมาณ  35  มิลลิลิตร 
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         2.1.3.3    การไทเทรต:   ไทเทรตของเหลวที่กล่ันไดดวย  standard  H2SO4   สีของของเหลวจะ
เปล่ียนจากสีเขียวเปนสีมวงแดง ที่จุดเริ่มสีมวงแดงนี้จะเปน  end point   บันทึกปริมาณของกรดที่ใช
ไทเทรต  นําคาที่ไดมาคํานวณตามสูตร  ดังนี้ 

                               กําหนด                    T     =  ปริมาณกรดที่ใชไทเทรตตัวอยาง 
                                                               B     =   ปริมาณกรดที่ใชไทเทรต blank 
            N     =   normality ของกรด  
           140   =   equivalent  weight  ของไนโตรเจน 
             V    =    ปริมาณตัวอยาง 

               S    =     น้ําหนกัของดิน 
 

เปอรเซ็นตไนโตรเจน           =    {140  x N  x (T-B) }/ (V x S)     
 
  2.2  วิเคราะหคุณสมบัติทางชีวภาพของดิน 

  การหาปริมาณของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ ในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริ
และปาพันธุกรรมพืช ในเขตอุทยานแหงชาติทับลาน ใชวิธี Plant infection count-MPN แบบ 
Fourfold  dilution  series (Somasegaran และคณะ, 1985) 

2.2.1  นําคาเปอรเซ็นความชื้นของดินที่ได จากขอ 2.1.2   มาคํานวณหาน้ําหนักของดิน
เปยกที่จะใชในการหาปริมาณเชื้อไรโซเบียม โดยใชสูตร ดังนี้ 
  กําหนด                            น้ําหนักดินเปยก   =  100  กรัม 
                             น้ําหนักดินแหง    =   50    กรัม  
                                        A   =   100  -   เปอรเซ็นความชื้นของดิน   
                                              
                          น้ําหนักดินเปยกที่ใช        =    (น้ําหนักดินเปยก   x  น้ําหนักดินแหง) / A  
 

2.2.2  ช่ังตัวอยางดินเปยกที่จะใช แลวใสดินในน้ํากลั่นฆาเชื้อแลว  150  มิลลิลิตร จะได
สารละลายดินที่มีสัดสวน 1:4  จากนั้น  ดูดสารละลายดิน 10  มิลลิลิตร ละลายตอไปในน้ํากล่ัน  30  
มิลลิลิตร เพื่อใหไดดินที่มีสัดสวน 1:16   แลวทําเชนนี้ตอไปเรื่อย ๆ จนกระทั้งสารละลายมีสัดสวน
ความเขมขนเทากับ  1:48  รวมความเขมขนของดินทั้งหมด เทากับ  8  ระดับความเขมขน  ไดแก  
1:41  1:42  1:43  1:44  1:45  1:46  1:47  1:48  ระดับความเขมขนละ  4  ซํ้า โดยมี ชุดควบคุมที่ไมไดใส
สารละลายดิน (control) อีก  4  ซํ้า 

2.2.3  เพาะถั่วมะแฮะ ใหรากยาวประมาณ  1  เซนติเมตร แลวปลูกถ่ัวลงในถุงปลูกถ่ัว 
(pouch) ซ่ึงใสอาหารสูตรปราศจากไนโตรเจน (Vincent, 1970)    
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2.2.4  inoculate สารละลายดินที่ระดับความเขมขนทั้ง   8  ระดับ  ที่รากถ่ัว แลวนําไปไวที่
หองอบพืช ที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เปนเวลา  1  เดือน   

2.2.5  วิเคราะหผลการทดลอง โดยถุงที่เกิดปมราก เปน positive และถุงที่ไมเกิดปมราก 
เปนnegative  นับจํานวนถุงที่ใหผลเฉพาะ  positive ในแตละระดับความเขมขนเทานั้น  แลวนําคาที่
ไดมาเปดตาราง MPN (Four-fold  dilution) 

 
3. การคัดแยกและการจัดจําแนกเชื้อไรโซเบียม 
   3.1   การแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากถั่วมะแฮะ (Paffetti et al.,1996) 
    3.1.1   นําปมรากของถั่วมะแฮะที่ไดจากขอ  2.2.5  มาทําการแยกเชื้อไรโซเบียม  โดยนํา
ปมมาลางดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อแลวแชในอัลกอฮอล  95%   10 วินาที แลวเททิ้ง จากนั้นลางดวยน้ํา
กล่ันปลอดเชื้อ  5  ครั้ง  แลวแชใน 50%  clorox   5  นาที  จากนั้นลางดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้ออีก  5  
ครั้ง  เทน้ําทิ้ง  นําปมมาบี้ใหแตกออกแลวใชที่เขี่ยเชื้อแตะเชื้อแลว  streak บน สูตรอาหาร YMA ที่
ผสม congo red  บมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  5-7  วัน  แลวนําโคโลนีเดียวมาทําการ
ถายเชื้อจนกระทั่งไดเชื้อบริสุทธิ์  โดยลักษณะของโคโลนีของไรโซเบียมจะมีสีขาวขุน  กลมนูน  
ขอบเรียบ ไมดูดสี congo red   
                3.1.2  ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อโดยการยอมแกรม (Krieg  et al.,1984)   โดยทํากา
รสเมียรเชื้อและตรึงเซลลดวยความรอนแลวยอมดวยสีคริสตอลไวโอเลต  ทิ้งไว  1  นาที  แลวลางสี
ดวยสารละลายไอโอดีน  วางไว  1  นาที  เททิ้ง แลวลางตอดวย อัลกอฮอล  95 %   30  วินาที  
จากนั้นลางผานน้ําเบาๆ  แลวยอมทับดวยสีซาฟรานิน  เปนเวลา 1  นาที  แลวนํามาลางดวยน้ํา  ซับ
น้ําใหแหงจากนั้นนําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน โดยไรโซเบียมจะยอมติดสีแกรมลบ 
  3.2 จําแนกตามอัตราการเจริญเติบโตในสารอาหาร (สุมิตรา  ภูวโรดม, 2532; Kishinevsky และ
คณะ,1996)   

เชื้อไรโซเบียมแตละไอโซเลตที่ไดนํามา streak บนอาหารเลี้ยงสูตร  Yeast- Mannitol  agar  
(YMA)    ซ่ึงประกอบดวย  0.1%  bromthymol  blue บมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  5-
7 วันโดยไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วจะสรางกรดทําใหเกิดสีเหลืองบนอาหารในขณะที่ไรโซเบียมกลุม 
เจริญชาจะสรางเบสทําใหเกิดสีน้ําเงินบนอาหาร    
           
4. การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียม 
4.1  การทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ (Bauer และคณะ , 1966) 
  4.1.1   เล้ียงเชื้อเร่ิมตนในอาหารเหลว  YMB  บมที่อุณหภูมิ  28  องศาเซลเซียส เปนเวลา 3  
วัน  แลวนํามาวัดคา  absorbance  ที่  600 nm ใหไดคา เทากับ  0.45  ซ่ึงจะมีจํานวน 109เซลลตอ
มิลลิลิตร   (Somasegaran และ Hoben,1994) 



 31

4.1.2  นําอาหารแข็งที่ใสในหลอดทดลองจํานวน  10  มิลลิลิตร  มาหลอมเหลว  รอจน
อาหารเย็นลงแตยังไมแข็งตัวแลวเทลงจานเพาะเชื้อ จากนั้นใสเชื้อเร่ิมตนที่เตรียมในขอ 1  จํานวน  
0.2   มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชื้อแลวกระจายเชื้อใหทั่วจานเพาะเชื้อ  รอจนอาหารแข็ง  วาง  
antibiotic  disc ลงบนอาหาร  แลวบมที่  28  องศาเซลเซียส  7  วัน  วัดความกวางของ  clear  zone   
ทําการทดลอง 3 ซํ้า  คํานวนคาเฉลี่ย  นําคาที่ไดไปแปลผลตามตารางของ National  Committee  for  
Clinical  Laboratory  Standards (1990)   (ตารางภาคผนวก) 

 
4.2 การทดสอบความสามารถในการทนเคม็ (พัชรี   เจยีรนัยกูร, 2528 ; Steinborn and Roughley, 
1975) 

4.2.1  เล้ียงเชื้อเร่ิมตนในอาหารเหลว  YMB  บมที่อุณหภูมิ  28  องศาเซลเซียส เปนเวลา 3  
วัน  แลวนํามาวัดคา  absorbance  ที่  600 nm ใหไดคา เทากับ  0.45  ซ่ึงจะมีจํานวน 109เซลลตอ
มิลลิลิตร   (Somasegaran และ Hoben,1994) 

4.2.2  เตรียมอาหารเหลว YMB ที่มีความเขมขนของ NaCl   เปน  1.7 mM , 50 mM , 100 
mM และ 150 mM   ใสในหลอดทดลอง  5  มิลลิลิตร  แลวใสเชื้อเร่ิมตนที่เตรียมในขอ 1  หลอดละ 
0.5  มิลลิลิตร   นําไปบมบนเครื่องเขยา  เปนเวลา  7  วัน แลวนับจํานวนเชื้อไรโซเบียมที่มีชีวิต โดย
วิธี Total plate count 

4.2.3 นําเชื้อที่สามารถทนไดในระดับความเขมขนสูงสุด ( 150 mM NaCl ) มาทําการเลี้ยง
เชื้อและทดสอบความเค็มที่ 150 mM NaCl  เปนจํานวน 3 generation ทําการนับจํานวนเชื้อท่ีมีชีวิต
โดยวิธี Total plate count  

 
4.3  ศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ (Boonkerd  et al., 1987) 

4.3.1  เพาะถั่วมะแฮะ เปนเวลา  1 วัน แลวนํามาปลูกใน Leonard jar ที่นึ่งฆาเชื้อและมทีราย
ปลอดเชื้อบรรจุอยุ จากนั้นใสกลาเชื้อ (inoculant) ของ ไอโซเลทตางๆ ในระยะ late  log  phase  1  
มิลลิลิตร  (108 - 109เซลลตอมิลลิลิตร) และอาหารเหลวปราศจากไนโตรเจนโดยวางแผนการทดลอง
การปลูกแบบ  Completely  Randomized  Design (CRD)  ทําการทดลอง  3  ซํ้า (replicates)  
เปรียบเทียบกับผลการทดลองที่ไมไดใสเชื้อ (uninoculated  control) ปลูกในเรือนทดลอง  เปนเวลา
ประมาณ  6  สัปดาห แลวนํามาประเมินประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน  โดยนับจํานวนปมและหา
น้ําหนักแหงของตนพืช โดยเก็บตัวอยางพืชตัดเฉพาะสวนตนและใบมาอบ  ที่อุณหภูมิ  60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  แลวนํามาชั่งน้ําหนักเพื่อหาน้ําหนักแหงของตนพืช 

4.3.2 หาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนโดย วิธี  อะเซทิลีน  รีดักชั่น   มีขั้นตอนดังนี้    
นําสวนรากที่มีปมติดอยูในขอ 4.3.1  ใสใน flask ขนาด  250  มิลลิลิตร  ปดดวยจุกยาง 

(double  stopper)  ใหแนน  หลังจากนั้นใชหลอดฉีดยา (syringe) ขนาด  50   มิลลิลิตร  ดูดอากาศ
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ภายใน flask ออก  25  มิลลิลิตร  (ซ่ึงเทากับ  10   เปอรเซนตของปริมาณอากาศใน flask )   แลวจึง
ฉีดกาซอะเซทิลีน  25    มิลลิลิตร  ลงไปใน flask แลวจับเวลา  1   ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลาจึงดูด  
reduced  gas  ออกมา ( ซ่ึงมีทั้งกาซอะเซทีลีนและเอทิลีน รวมกัน)  10 มิลลิลิตร  ใสในหลอด
สูญญากาศ  แลวกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส  โดยวัดอะเซทีลีนรีดักชั่น  หาพื้นที่ใตกราฟของ
กาซเอทิลีนมาตรฐาน (standard  ethylene)  โดยฉีดกาซเอทิลีนบริสุทธิ์  1  มิลลิลิตรที่เก็บอยูใน 
flask ขนาด  2200  มิลลิลิตร  แลวจึงฉีดกาซตัวอยาง  1  มิลลิลิตร  เขาเครื่องกาซโครมาโตรกราฟ  
(Gas chromatograph : GC) ใชเครื่อง GC  ของ  Perkin  Elmer  Model  F17  ซ่ึงมี  Detector  เปน
แบบ  Hydrogen  Flame  Ionization  Detector (FID)  คอลัมนบรรจุสาร  Porapak N  ขนาดของ
คอลัมน  0.6 x 4.5  เซนติเมตร  และใชกาซไนโตรเจนเปนกาซนําพา (Carrier  gas)  ดวยความเร็ว  
55  มิลลิเมตรตอนาที  อุณหภูมิของคอลัมน  55  องศาเซลเซียส     อุณหภูมิของ injector  100  องศา
เซลเซียส  และอุณหภูมิของ Detector   100  องศาเซลเซียส กาซที่ตองการวิเคราะหเปนกาซเอทลีินที่
เกิดจากการรีดิวสอะเซทิลีน  ซ่ึงเกิดขึ้นจากผลของปฏิกิริยาของเอนไซมไนโตรจีเนส  คํานวณหา
ปริมาณเอทิลีนไดโดยเปรียบเทียบกับพื้นที่ใตกราฟของเอทิลีนมาตรฐาน จากสูตร  
                    กําหนด                    B   =     พื้นที่ใตกราฟของพีคตัวอยาง 
             V    =    ปริมาตรของฟลาสกที่ใชเก็บตัวอยาง (มิลลิเมตร)    
             Std  =     พื้นที่ใตกราฟเฉลี่ยของกาซเอทิลีนมาตรฐาน 
                          A    =     เวลาที่ใชในการรีดิวสกาซอะเซทิลีน (ชั่วโมง) 
 
                 อัตราการตรึงไนโตรเจน   =   ( 103  x  B  x  V ) / ( 2200 std.  x A x  22.4 ) 
 

4.3.3 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
    โดยใชแผนการทดลองแบบ  completely  Randomized  Design (CRD) วิเคราะหความ
แตกตางของขอมูลทางสถิติดังนี้  น้ําหนักแหงของพืช (มิลลิกรัม)  และคา Acetylene  Reduction  
Activity หรือ ARA (ไมโครโมล/ตนพืช/ ชั่วโมง)โดยเปรียบเทียบความแตกตางระหวางถ่ัวมะแฮะที่
ใสเชื้อไรโซเบียมไอโซเลทตางๆและถั่วมะแฮะที่ไมใสเชื้อไรโซเบียม 
 
4.4  การศึกษาพลาสมิดโดยวิธี lysis cell ( Harrison และคณะ, 1989; Pandya และ Desai, 1998) 

4.4.1 เล้ียงเชื้อไรโซเบียมในอาหาร LB  3 วัน  แลวนํามาปนเหวี่ยงที่ 10000 รอบ  10 นาที 
4.4.2 นําตะกอนมาเติมสารละลายไลโซไซม  150  ไมโครลิตร (ความเขมขน  10  มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร)  บมที่ 37  องศาเซลเซียส  1 ชั่วโมง  แลวนํามาปนเหวี่ยงที่ 10000 รอบ  10 นาที 
4.4.3 นําตะกอนมาเติม TEN buffer  200  ไมโครลิตร บมที่ 37  องศาเซลเซียส  1 ช่ัวโมง  

แลวนาํมาปนเหวี่ยงที่ 10000 รอบ  10 นาที 
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4.4.4 นําสวนใสดานบนมา  20  ไมโครลิตร  ผสมกับสีติดตาม (tracking  dye) แลวหยอดลง
บนชองหวีของอะกาโรสเจล 0.8%  ซ่ึงแชอยูในแชมเบอรที่บรรจุ  Tris-Borate buffer (TBE) ใช
ความตางศักย  55 โวลต  26  ชั่วโมง แลวยอมดวย เอทิเดียมโบรไมด  0.5  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
เปนเวลา  10-15  ช่ัวโมง แลวแชน้ํากล่ัน  15  นาที  ตรวจแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต  
แลวบันทึกภาพ 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางชวีภาพของดินและการศึกษาลักษณะทาง
พันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมและการศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมของ
ถ่ัวมะแฮะ ในพื้นที่โครงการฯในพืน้ที่ปาดิบแลง  ปาฟนสภาพและปาทุงหญา ในพื้นที่โครงการ
สรางปาและปาพันธุกรรมพชื  อ.ครบุรี  จ. นครราชสีมา  โดยการศกึษาแบงออกเปน  3  ขั้นตอน  
ดังนี ้

 
ตอนที่ 1    ผลการศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางชีวภาพของดิน 

1.1  ผลการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพของดิน 
1.2  ผลการวิเคราะหลักษณะทางชีวภาพของดิน 

ตอนที่ 2    ผลการแยกเชื้อไรโซเบียมและการจําแนกเชื้อไรโซเบียมตามอัตราการเจริญเติบโตใน 
        อาหารเลี้ยงเชื้อไรโซเบียม 

ตอนที่ 3    ผลการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียม 
3.1  ผลการทดสอบความสามารถในการตานยาของเชื้อ 
3.2  ผลการทดสอบความสามารถในการทนเค็มของเชื้อ 
3.3  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อ 
3.4  ผลการศึกษาพลาสมิดโพลไฟลของเชื้อ 

 
                    กําหนดสัญลักษณจุดที่เก็บดินในพื้นที่โครงการฯ  ดังนี้ 

DEGW        แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาดิบแลงที่มีแหลงน้ําธรรมชาติ 
DEG           แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาดิบแลงที่ไมมีแหลงน้ําธรรมชาติ 
RFCD 21    แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาฟนสภาพที่มีคันดินกั้นน้ํา 
RF              แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาฟนสภาพที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา 
GLCD 18   แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่มีคันดินกั้นน้ํา 
GL              แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา 
WAY          แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนทางที่ใชในการสัญจร 
CD3            แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนคันดินกั้นน้ําขนาดใหญ  
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ตอนที่ 1  ผลการศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางชีวภาพของดิน 
1.1 ผลการวิเคราะหสมบัติทางกายภาพของดิน 
             1.1.1 เปอรเซ็นตความชื้น 

การหาเปอรเซ็นตความชื้นของดินในพื้นที่โครงการ  พบวาแปลงศึกษาที่เปนปาฟนสภาพที่
ไมมีคันดินกั้นน้ํา (RF) มีเปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยสูงสุด  คือ  รอยละ 25.63    โดยแปลงศึกษาที่มี
ลักษณะเปนปาดิบแลงที่มีแหลงน้ําธรรมชาติ (DEGW) มีเปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยต่ําสุด  คือ      
รอยละ 12.941 (ดังตารางที่ 2  และ ภาพที่ 12 )   สวนการเปลี่ยนแปลงของคาเฉลี่ยเปอรเซ็นต
ความชื้นในแตละชวงเวลามีคาสูงสุดในชวงเดือนพฤศจิกายน  (ดังภาพที่ 13)   สําหรับการ
เปรียบเทียบเปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยของดินในปาแตละชนิด  พบวา ปาดิบแลงมีแนวโนม
เปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยต่ํากวาปาทุงหญาและปาฟนสภาพ (ดังภาพที่  14 ) 

 
1.1.2  คาความเปนกรด-ดาง                            
การหาคาความเปนกรด-ดางของดินในพื้นที่โครงการ พบวาแปลงศึกษาที่เปนทางเดินเขา

ปาทุงหญา (WAY) มีคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยสูงสุด  คือ  5.556    โดยแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปน
ปาดิบแลงที่มีแหลงน้ําธรรมชาติ (DEGW) มีคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยต่ําสุด คือ  4.396 (ดังตารางที ่
3  และ ภาพที่ 15  )   สวนการเปลี่ยนแปลงของคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ย  ในแตละชวงเวลามี
คาสูงสุดในชวงเดือนกันยายน  (ดังภาพที่ 16 )   สําหรับการเปรียบเทียบคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ย
ของดินในปาแตละชนิด  พบวา ปาดิบแลง  ปาทุงหญาและปาฟนสภาพมีแนวโนมคาความเปนกรด-
ดางเฉลี่ย ใกลเคียงกัน (ดังภาพที่ 17 ) 

 
                1.1.3  เปอรเซ็นตไนโตรเจน   

การหาเปอรเซ็นตไนโตรเจนของดินในพื้นที่โครงการ พบวาแปลงศึกษาที่เปนปาฟนสภาพ
ไมมีคันดินกั้นน้ํา (RF) มีเปอรเซ็นตอินทรียไนโตรเจนเฉลี่ยสูงสุด คือ  รอยละ 0.229    โดยแปลง
ศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญามีคันดินกั้นน้ํา  (GLCD18) มีเปอรเซ็นตไนโตรเจนเฉลี่ยต่ําสุด คือ 
0.127 (ดังตารางที่ 4  และ ภาพที่  18)   สวนการเปลี่ยนแปลงของเปอรเซ็นตไนโตรเจนเฉลี่ย ในแต
ละชวงเวลามีคาสูงสุดในชวงเดือนกรกฎาคม  (ดังภาพที่ 19)   สําหรับการเปรียบเทียบเปอรเซ็นต
ไนโตรเจนเฉลี่ยของดินในปาแตละชนิด  พบวา ปาทุงหญา ปาดิบแลงและปาฟนสภาพมีแนวโนม
เปอรเซ็นตไนโตรเจนเฉลี่ยใกลเคียงกัน  (ดังภาพที่  20) 
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ตารางที่ 2    เปอรเซ็นตความชื้นของดินในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริ 
และปาพันธุกรรมพืช  อ.ครบุรี  จ.นครราชสีมา 

 

 
 

 
ภาพที่ 12  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตความชื้นในแตละแปลงที่ศึกษา 
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พฤษภาคม กรกฎาคม กนัยายน พฤศจกิายน เฉลีย่
1 DEGW 8.206 13.714 20.363 9.481 12.941

2 DEG 8.961 10.870 24.797 9.532 13.540

3 RFCD21 20.750 27.375 32.060 17.292 24.369

4 RF 25.718 27.503 33.631 15.667 25.630

5 GLCD18 17.567 17.174 25.426 21.128 20.324

6 GL 23.226 23.503 29.626 16.552 23.227

7 WAY 14.455 20.427 20.164 14.221 17.317

8 CD3 17.595 12.373 20.284 13.363 15.904

17.060 19.117 25.794 14.655เฉลีย่

เปอรเซ็นตความช้ืน
แปลงทดลอง
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ภาพที่ 13  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตความชื้นในแตละชวงเวลา 
 

 
 

ภาพที่ 14   เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตความชื้นในแตละสภาพปา 
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ตารางที่ 3   คาความเปนกรด-ดางของดินในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนว 
พระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช  อ.ครบุรี  จ.นครราชสีมา 

 
 

ภาพที่ 15    เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความเปนกรด-ดาง ในแตละแปลงที่ศึกษา 
 
 

พฤษภาคม กรกฎาคม กันยายน พฤศจิกายน เฉล่ีย
1 DEGW 4.350 4.235 4.520 4.480 4.396

2 DEG 4.320 4.315 5.080 4.910 4.656

3 RFCD21 4.965 4.910 6.280 5.340 5.374

4 RF 5.460 4.900 6.000 5.580 5.485

5 GLCD18 4.685 4.565 5.870 4.530 4.913

6 GL 5.410 4.295 5.900 5.740 5.336

7 WAY 5.320 5.315 5.950 5.640 5.556

8 CD3 4.755 4.880 4.910 5.310 4.964

4.908 4.677 5.564 5.191

แปลงทดลอง
คาความเปนกรด-ดาง
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ภาพที่ 16    เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความเปนกรด-ดาง ในแตละชวงเวลา 

 
 

ภาพที่ 17  เปรียบเทียบความเปนกรด-ดางในแตละสภาพปา 
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ตารางที่ 4    เปอรเซ็นตไนโตรเจนของดินในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนว 
พระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช  อ.ครบุรี  จ.นครราชสีมา 

 

 
 

ภาพที่ 18  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตไนโตรเจนในแตละแปลงที่ศึกษา 
 

 
 

พฤษภาคม กรกฎาคม กนัยายน พฤศจกิายน เฉล่ีย
1 DEGW 0.146 0.280 0.140 0.105 0.168

2 DEG 0.158 0.350 0.210 0.105 0.206

3 RFCD21 0.193 0.175 0.105 0.175 0.162

4 RF 0.286 0.315 0.140 0.175 0.229

5 GLCD18 0.158 0.105 0.105 0.140 0.127

6 GL 0.263 0.175 0.175 0.210 0.206

7 WAY 0.216 0.210 0.140 0.105 0.168

8 CD3 0.158 0.245 0.070 0.105 0.145

0.197 0.232 0.136 0.140

แปลงทดลอง
เปอรเซน็ตไนโตรเจน
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ภาพที่ 19    เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตไนโตรเจนในแตละชวงเวลา 

 
ภาพที่ 20    เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตไนโตรเจนในแตละสภาพปา 
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1.2  ผลการวิเคราะหสมบัติทางชีวภาพของดิน ไดแก  การหาจํานวนไรโซเบียมของถั่วมะแฮะในดนิ 
ผลการนับจํานวนของไรโซเบียมของถั่วมะแฮะในแตละแปลงศึกษาโดยใชวิธี   MPN-Plant 

infection count (ดังตารางที่ 5) พบวาแปลงศึกษาที่เปนปาดิบแลงไมมีคันดินกั้นน้ําขนาดใหญ 
(DEG) มีจํานวนไรโซเบียมของถั่วมะแฮะเฉลี่ยสูงสุด คือ  205.84  เซลลตอกรัมดินแหง   โดยแปลง
ศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่มีคันดินกั้นน้ํา (GLCD 18) มีจํานวนไรโซเบียมของถั่วมะแฮะ
เฉลี่ยต่ําสุด คือ 40.84  เซลลตอกรัมดินแหง (ดังภาพที่ 21) สวนการเปลี่ยนแปลงของจํานวนไร
โซเบียมของถั่วมะแฮะเฉลี่ย  ในแตละชวงเวลามีจํานวนสูงสุดในชวงเดือนกันยายน  (ดังภาพท่ี 22 )   
สําหรับการเปรียบเทียบจํานวนไรโซเบียมของถั่วมะแฮะเฉลี่ยของดินในปาแตละชนิด พบวา ปาดิบ
แลง ปาทุงหญาและปาฟนสภาพมีแนวโนมจํานวนไรโซเบียมของถั่วมะแฮะเฉลี่ยใกลเคียงกัน (ดัง
ภาพที่ 23 )  
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ตารางที่ 5   ปริมาณไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะของดินในพื้นทีโ่ครงการสรางปาตามแนว 

พระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช  อ.ครบุรี  จ.นครราชสีมา 

 
 

ภาพที่ 21   เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะในแตละแปลงที่ศึกษา 
 

พฤษภาคม กรกฎาคม กนัยายน พฤศจกิายน เฉลีย่
1 DEGW 8.80 18.00 140.00 35.60 50.60

2 DEG 1.76 12.80 800.00 8.80 205.84

3 RFCD21 284.00 8.80 12.80 8.80 78.60

4 RF 140.00 18.00 25.20 200.00 95.80

5 GLCD18 8.80 12.80 140.00 1.76 40.84

6 GL 35.60 100.00 200.00 18.00 88.40

7 WAY 72.00 252.00 18.00 8.80 87.70

8 CD3 200.00 4.40 140.00 140.00 121.10

93.87 53.35 184.50 52.72

แปลงทดลอง
ปรมิาณ Rhizobium ของถัว่มะแฮะ  (เซลล ตอ กรัมดนิแหง )
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ภาพที่ 22   เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะในแตละชวงเวลา 

 

 
ภาพที่ 23   เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะในแตละสภาพปา 
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104.400

22.200
56.400

170.000

9.8800.000
50.000

100.000
150.000
200.000
250.000
300.000
350.000
400.000
450.000
500.000

พฤษภาคม กรกฎาคม กันยายน พฤศจิกายน

ระยะเวลา

ปริม
าณ

ไรโ
ซเบี

ยม
ขอ
งถั่ว

มะ
แฮ
ะ (
เซล

ลต
อก
รัมดิ

นแ
หง)

1  ปาดิบแลง
2. ปาฟนสภาพ
3.  ปาทุงหญา
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ตอนที่2 ผลการแยกเชื้อไรโซเบียมใและการจําแนกเชื้อไรโซเบียมตามอัตราการเจริญเติบโตใน
อาหารเลี้ยงเชื้อไรโซเบียม 
 

การแยกเชื้อบริสุทธของไรโซเบียมจากปมรากถั่วมะแฮะ  โดยเลือกปมที่มีขนาดใหญ เมื่อ
ผาออกจะมีสีแดง โดยเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดมีจํานวนทั้งส้ิน  32  ไอโซเลท  พบวามีการเจริญเปน
ระยะเวลา  5-7  วัน  ซ่ึงโคโลนีมีลักษณะกลมนูนใสและมีเมือกปกคลุมปริมาณมากและไมดูดกลืนสี
แดงของ congo  red  (ดังภาพที่  24) 

 
เชื้อไรโซเบียมแตละไอโซเลทที่นํามา streak บนอาหารเลี้ยงสูตร  Yeast- manitol  agar  

(YMA)    ซ่ึงประกอบดวย  0.1%  bromthymol  blue แลวบมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  5-7  วัน พบวาไรโซเบียมของถั่วมะแฮะเปนไรโซเบียมกลุม เจริญชาซึ่งจะสรางเบสทําใหเกิด
สีน้ําเงินบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  (ดังภาพที่  25)  
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ตอนที่ 3  ผลการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมของถั่วมะแฮะ 
3.1  ผลการทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ 

การทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียม  32 ไอโซเลท  ที่
แยกไดจากดินในพื้นที่โครงการฯ  โดยทดสอบกับยาปฏิชีวนะ  7  ชนิด  ไดแก  ampicillin (A) , 
tetracycline (Te), streptomycin (S), penicillin (P), kanamycin (K), carbenicilin (CB) และ
erythromycin (E)  แลวตรวจวัดความกวางของ inhibition  zone   จากนั้นแปลผลเทียบกับตาราง 
National  Committee  for  Clinical  Laboratory  Standards (1990)  (ตารางภาคผนวก ค)  โดย
แสดงผลเปน  resistant (R)  intermediate (I)  และ susceptible (S)  จากผลการทดสอบสามารถ
จําแนกเชื้อไรโซเบียมทั้ง 32  ไอโซเลทตามรูปแบบการตานยาปฏิชีวนะที่แตกตางกัน  ได  9  กลุม 
(ตารางที่  7  ภาพที่  26  )    

 
ผลการตานยาปฏิชีวนะทั้ง  32  ไอโซเลทใหผลการตาน  erythromycin  tetracycline 

และpenicillin เหมือนกันหมด (ตารางที่ 6 และ ภาคผนวก ง และจ)  และพบวา กลุมที่ 1  ใหผลการ
ตานยาปฏิชีวนะทั้ง  7  ชนิด  ไดแก  ไอโซเลท RC02  RC03       แยกไดจากปาดิบแลงมีลําหวย     
ไอโซเลท RC07  RC08  แยกไดจากปาดิบแลงไมมีลําหวย ไอโซเลท    RC09  RC12 แยกไดจากปา
ฟนสภาพที่มีคันดินกั้นน้ํา   ไอโซเลท  RC19  แยกไดจากปาฟนสภาพที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา ไอโซเลท   
RC25 RC27  แยกไดจากทางเดินเขาปาทุงหญา  และไอโซเลท   RC30  RC31   แยกไดจากคันดนิ
กั้นน้ําขนาดใหญ     กลุมที่  2  ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ kanamycin  ไดแก   
ไอโซเลท  RC01  RC04  แยกไดจากปาดิบแลงที่มีลําหวย ไอโซเลท RC05 RC06 แยกไดจากปาดิบ
แลงที่ไมมีลําหวย   ไอโซเลท RC13  RC14  แยกไดจากปาฟนสภาพที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา ไอโซเลท 
RC17   แยกไดจากปาทุงหญาที่มคีันดินกั้นน้ํา ไอโซเลท RC21  RC24  แยกไดจากปาทุงหญาที่ไมมี
คันดินกั้นน้ํา ไอโซเลท  RC26 RC28 แยกไดจากทางเดินเขาปาทุงหญา   และ ไอโซเลท RC29  
RC32 แยกไดจากคันดินกั้นน้ําขนาดใหญ    กลุมที่  3  ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่ง
ตอบสนองกับ kanamycin และ carbenicilin  ไดแก   ไอโซเลท RC10  แยกไดจากปาฟนสภาพที่มี
คันดินกั้นน้ํา    กลุมที่  4  ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ ampicillin และ 
carbenicilin ไดแก   ไอโซเลท RC11  แยกไดจากปาฟนสภาพที่มีคันดินกั้นน้ํา  กลุมที่  5 ใหผลการ
ตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ  kanamycin และ ampicillin ไดแก   ไอโซเลท RC18  ปา
ทุงหญาที่มีคันดินกั้นน้ํา    กลุมที่  6 ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ kanamycin  
ampicillin และ carbenicilin ไดแก   ไอโซเลท  RC22 แยกจากปาทุงหญาที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา กลุมที่  
7 ใหผลการตอบสนองตอ ampicillin และใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ 
cabenicilin ไดแก   ไอโซเลท  RC23  แยกไดจากปาทุงหญาไมมคีันดินกั้นน้ํา    กลุมที่ 8 ใหผลการ
ตอบสนองตอ  kanamycin และ ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ streptomycin 
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ไดแก   ไอโซเลท RC15  แยกไดจากปาฟนสภาพที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา  และไอโซเลท RC20 แยกได
จากปาทุงหญามีคันดินกั้นน้ํา    กลุมที่ 9 ใหผลการตอบสนองตอ kanamycin ไดแก  ไอโซเลท 
RC16  แยกไดจากปาฟนสภาพที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา 
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ตารางที่ 6   ความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะของเชือ้ไรโซเบียม 32 ไอโซเลท 
 

Isolate ความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ 
 K S Am Cb Te E P 

RC01 I R R R R R R 
RC02 R R R R R R R 
RC03 R R R R R R R 
RC04 I R R R R R R 
RC05 I R R R R R R 
RC06 I R R R R R R 
RC07 R R R R R R R 
RC08 R R R R R R R 
RC09 R R R R R R R 
RC10 I R R I R R R 
RC11 R R I I R R R 
RC12 R R R R R R R 
RC13 I R R R R R R 
RC14 I R R R R R R 
RC15 S I R R R R R 
RC16 S R R R R R R 
RC17 I R R R R R R 
RC18 I R I R R R R 
RC19 R R R R R R R 
RC20 S I R R R R R 
RC21 I R R R R R R 
RC22 I R I I R R R 
RC23 R R S I R R R 
RC24 I R R R R R R 
RC25 R R R R R R R 
RC26 I R R R R R R 
RC27 R R R R R R R 
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RC28 I R R R R R R 
RC29 I R R R R R R 
RC30 R R R R R R R 
RC31 R R R R R R R 
RC32 I R R R R R R 

 
 

หมายเหต ุ R=Resistant 
  I=Intermediate 
  S=Susceptible 

 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 







 53

3.2  ผลการทดสอบความสามารถในการทนเค็ม 
การทดสอบความสามารถในการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลท  ที่แยกไดจาก

ดินในพื้นที่โครงการฯ  ที่ความเขมขนของ NaCl   1.7 mM   50mM  100 mM   และ  150 mM    โดย
กําหนดใหทุกไอโซเลทมีเซลลเร่ิมตนจํานวน 109  เซลลตอมิลลิลิตร   (คํานวณไดจากคา  absorbance  
ที่  600 เทากับ  0.45  มีจํานวน 109 เซลลตอมิลลิลิตร)   จากผลการทดสอบพบวา (ตารางที่ 8 ) 
อาหารที่มีความเขมขนของ NaCl   1.7 mM  พบไอโซเลทที่มีปริมาณเชื้อไรโซเบียม มากที่สุด คือ  
RC23 มีปริมาณ 8.5 x106  เซลลตอมิลลิลิตร  และไอโซเลทที่มีปริมาณเชื้อไรโซเบียม นอยที่สุด 
คือ RC08   มีปริมาณ 4.5x106 เซลลตอมิลลิลิตร  อาหารที่มีความเขมขนของ NaCl   50 mM         
พบไอโซเลทที่มีปริมาณเชื้อไรโซเบียม มากที่สุด คือ   RC20  มีปริมาณ 5.2x106  เซลลตอมิลลิลิตร  
และไอโซเลทที่ไมสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีความเขมขนของ NaCl   50 mM   ไดแก  RC08  
RC10  RC12  RC17  RC19  RC21  RC23  และRC25   อาหารที่มีความเขมขนของ NaCl  100 mM  
พบไอโซเลทที่มีปริมาณเชื้อไรโซเบียม มากที่สุด คือ RC20  มีปริมาณ 2.1x106  เซลลตอมิลลิลิตร 
และไอโซเลทที่ไมสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีความเขมขนของ NaCl   100  mM  ไดแก  
RC01  RC02  RC03  RC04  RC05  RC06   RC07   RC08   RC10   RC11   RC12   RC15   RC17  
RC18  RC19  RC21  RC22  RC23   RC25   RC27  RC28   RC30  และRC31  อาหารที่มีความ
เขมขนของ NaCl   150 mM  เชื้อไรโซเบียม 32 ไอโซเลท ไมสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มี
ความเขมขนของ NaCl   150 mM  ได 
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ตารางที่  8   ผลการทดสอบความสามารถในการการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลท 
 

จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร   (x 10^6) Isolate 0.17mM NaCl 50 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 
1 RC01 7.9 3 0 0 
2 RC02 5.1 2.8 0 0 
3 RC03 8.1 3.5 0 0 
4 RC04 5.5 2.3 0 0 
5 RC05 7.1 3.2 0 0 
6 RC06 6.4 3 0 0 
7 RC07 7.6 2.9 0 0 
8 RC08 4.5 0 0 0 
9 RC09 7.8 2.4 1.5 0 
10 RC10 7.5 0 0 0 
11 RC11 6 4.8 0 0 
12 RC12 5.5 0 0 0 
13 RC13 7.3 3.9 1 0 
14 RC14 6.4 3.1 0.9 0 
15 RC15 7.9 2.1 0 0 
16 RC16 7 2.7 1.6 0 
17 RC17 7.2 0 0 0 
18 RC18 6.3 3.5 0 0 
19 RC19 6.9 0 0 0 
20 RC20 6.3 5.2 2.1 0 
21 RC21 8.1 0 0 0 
22 RC22 7.5 2 0 0 
23 RC23 8.5 0 0 0 
24 RC24 7.6 2.8 1.6 0 
25 RC25 8 0 0 0 
26 RC26 8.4 3.4 0.5 0 
27 RC27 7 4.5 0 0 
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28 RC28 5.4 4.7 0 0 
29 RC29 7 2.4 1.2 0 
30 RC30 6.1 3.6 0 0 
31 RC31 6.9 1.6 0 0 
32 RC32 5.3 2.8 0.8 0 
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ภาพที่ 27    ปริมาณเชื้อไรโซเบียมที่เจริญในอาหารที่ระดับความเขมขนตางๆ  
(ก) 1.7 mM NaCl   (ข) 50 mM NaCl  (ค) 100 mM NaCl (ง) 150  mM NaCl 
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3.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ                            
การทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมสายพันธุตางๆ โดยทํา

การหาน้ําหนกัตนพืชแหง  น้ําหนกัปมแหง  จํานวนปม  และการวดัแอคติวิตี้ของเอนไซมไนโตร    
จีเนสจากปมรากของถั่วมะแฮะ แลวนําขอมูลดังกลาวมาวิเคราะหทางสถิติ พบวาไรโซเบียมทั้ง  32 
ไอโซเลท ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (ดังตารางที่ 9 และตารางภาคผนวก ฉ)  และจากการ
ทดลอง พบวาไมมีการสรางปมรากในตนถ่ัวที่ไมไดรับการใสเชื้อ(control) (ดังภาพที่ 33 ง )   โดย
ขอมูลที่ไดจากการทดสอบจะทําใหทราบวาไรโซเบียมสายพันธุใดที่มปีระสิทธิภาพการตรึง
ไนโตรเจนสูงสุด 

 
จากขอมูล พบวา  ไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนพืชแหงมากที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC04  มี

น้ําหนกั 2.06  กรัมตอตน  และไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนพืชแหงต่ําที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC02  มี
น้ําหนกั 0.34 กรัมตอตน  ไอโซเลทที่ใหน้ําหนักปมแหงมากที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC04  มี
น้ําหนกั 89.8  มิลลิกรัมตอตน  และไอโซเลทที่ใหน้ําหนกัปมแหงต่ําทีสุ่ด  ไดแก ไอโซเลท RC16  
มีน้ําหนกั 20.20  มิลลิกรัมตอตน    ไอโซเลทที่ใหจํานวนปมมากที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC32  มี
จํานวน  51 ปม  และไอโซเลทที่ใหจํานวนปมต่ําที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC14  มีจํานวน  3 ปม    ไอ
โซเลทที่ใหคา ARA มากทีสุ่ด  ไดแก ไอโซเลท RC21  มีคา  2.32  ไมโครโมลตอตนตอช่ัวโมง  
และไอโซเลทที่ใหคา ARA ต่ําที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC02  มีคา  0.233  ไมโครโมลตอตนตอ
ชั่วโมง  

 
ความสัมพันธของน้ําหนักตนแหงกับน้ําหนักปมแหง (ดังภาพที่ 32 ก-ค )  พบวา              

ไอโซเลทที่มีน้ําหนกัตนแหงสูงกับน้ําหนกัปมแหงสูงดวย ไดแก ไอโซเลท  RC01 และ RC12  และ
ความสัมพันธของน้ําหนักตนแหงกับจํานวนปม  พบวา ไอโซเลทที่มีน้ําหนกัตนแหงสูงกับจํานวน
ปมสูงดวย  ไดแก ไอโซเลท RC04  RC12 และ RC21 

 
คาที่แสดงประสิทธิภาพของเอ็นไซมไนโตรจีเนส (nitrogenase activity) (ดังภาพที่ 32 ง )    

ไดแก คา ARA ซ่ึงผลการวิเคราะหทางสถิติ พบวา ไรโซเบียมทั้ง 32ไอโซเลท ไมมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ โดยพบวา คาARA มีความสัมพันธกับน้ําหนกัตนแหงและน้ําหนกัปมแหง 
จะเห็นวาไอโซเลทสวนใหญที่มีน้ําหนักตนแหงและน้าํหนักปมแหงสูงจะมีแนวโนมใหคาARA สูง   
แตอยางไรก็ตามอาจพบวามบีางไอโซเลท  ไดแก    ไอโซเลท RC21 ซ่ึงใหคา ARA สูงสุดและสูง
กวา ไอโซเลท RC04  แตเมื่อดูน้ําหนกัตนแหง พบวามีคานอยกวาไอโซเลท RC04ซ่ึงมีน้ําหนกัตน
พืชแหงสูงสุด 
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จากการศึกษาตําแหนงการเกิดปมของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลท (ภาคผนวก ช) พบ

ลักษณะการเกดิปม  3  รูปแบบ (ดังภาพที ่33 ก-ค )   ดังนี้  แบบที่ 1 ปมรากอยูที่สวนของรากแกว 
ไดแก ไอโซเลท RC01   RC06  และ RC16     แบบที่ 2 ปมรากอยูที่สวนของรากแขนง ไดแก ไอ
โซเลท RC02   RC03  RC09 RC14   RC24  RC27 RC28   RC29  แบบที่ 3 ปมรากอยูทั้งที่สวนของ
รากแกวและรากแขนง ไดแก ไอโซเลท RC04   RC05  RC07 RC08  RC10  RC11  RC12   RC13 
RC15  RC17  RC18  RC19   RC20 RC21  RC22 RC23  RC25  RC26  RC30   RC31 RC32     และ
พบวา ไอโซเลทที่มีปมรากอยูทั้งที่สวนของรากแกวและรากแขนงจะมีแนวโนมใหคา ARA 
คอนขางสูงกวาไอโซเลทที่มีปมเกิดที่รากแกว 
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ตารางที่  9   การทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลท 

หมายเหตุ ARA = nitrogenase activity (µmol / plant /hr) 
Plant dry weight (g/plant) =น้ําหนักแหงตนพืช (กรัม/ตน) 
Nodule dry weight (mg/plant) = น้ําหนักปมแหง  (มิลลิกรัม/ตน) 
Nodule no. = จํานวนปมตอตน 
*ตัวอักษร แสดงการจัดกลุมโดยใชสถิติ   DMRT  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

NO. Isolate ตําแหนงทีติดปม

1 RC01 รากแกว 0.6 ef 25.3 b 14 cf 0.333 cde 
2 RC02 รากแขนง 0.34 f 34.7 b 7 ef 0.233 de 
3 RC03 รากแขนง 0.87 cf 30.1 b 32 ae 0.838 be 
4 RC04 รากแกว/แขนง 2.06 a 89.8 a 39 ab 0.649 be 
5 RC05 รากแกว/แขนง 1.6 ad 33.8 b 29 af 0.497 be 
6 RC06 รากแกว 1.41 ae 31.43 b 43 ab 0.294 cde 
7 RC07 รากแกว/แขนง 1.3 ae 47.8 ab 34 ae 0.287 cde 
8 RC08 รากแกว/แขนง 1.74 abc 28.7 b 18 bf 0.767 be 
9 RC09 รากแขนง 1.33 ae 38.43 b 26 af 0.564 be 
10 RC10 รากแกว/แขนง 1.58 ad 45.57 ab 22 bf 1.032 be 
11 RC11 รากแกว/แขนง 1.98 ab 43.03 b 34 ad 1.46 ab 
12 RC12 รากแกว/แขนง 1.77 abc 57.7 ab 39 ab 1.001 be 
13 RC13 รากแกว/แขนง 1.1 bf 39.27 b 24 bf 0.977 be 
14 RC14 รากแขนง 1.06 bf 20.6 b 3 f 0.451 be 
15 RC15 รากแกว/แขนง 1.51 ae 46.93 ab 25 af 0.361 cde 
16 RC16 รากแกว 0.95 cf 20.2 b 15 cf 0.771 be 
17 RC17 รากแกว/แขนง 1.65 abc 47.23 ab 18 bf 1.29 bc 
18 RC18 รากแกว/แขนง 0.94 cf 54.87 ab 23 bf 0.577 be 
19 RC19 รากแกว/แขนง 1.13 af 38.63 b 19 bf 0.826 be 
20 RC20 รากแกว/แขนง 1.65 abc 63.67 ab 29 af 0.611 be 
21 RC21 รากแกว/แขนง 1.6 ad 57.73 ab 32 ae 2.32 a 
22 RC22 รากแกว/แขนง 1.14 af 42.8 b 28 af 0.873 be 
23 RC23 รากแกว/แขนง 0.97 cf 42.7 b 40 ab 0.827 be 
24 RC24 รากแขนง 1.22 af 51.03 ab 31 ae 0.652 be 
25 RC25 รากแกว/แขนง 1.33 ae 55.07 ab 32 ae 0.465 be 
26 RC26 รากแกว/แขนง 1.18 af 47.87 ab 36 ad 1.107 be 
27 RC27 รากแขนง 0.86 cf 28.93 b 19 bf 0.484 be 
28 RC28 รากแขนง 1.46 ae 47.47 ab 27 af 0.573 be 
29 RC29 รากแขนง 1.11 bf 36.1 b 24 bf 1.259 bcd
30 RC30 รากแกว/แขนง 0.68 def 25.4 b 10 def 0.408 cde 
31 RC31 รากแกว/แขนง 0.96 cf 23.37 b 18 bf 0.795 be 
32 RC32 รากแกว/แขนง 1.5 ae 57.97 ab 51 a 1.475 ab 
33 Control - 0.36 f 0.188 e

นําหนักตนพชื
(กรัมตอตน)

นําหนักปมแหง
(มลิลิกรัมตอตน)

ARA
umol/plant/hr

จํานวนปม

- -
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ภาพที่  32  ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม 32 ไอโซเลท 
ก) น้ําหนักตนพืช        ข) น้ําหนักปมแหง       ค) จํานวนปม         ง) คา  ARA 
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3.4  ผลการศึกษาพลาสมิดโพลไฟลของเชื้อไรโซเบียม 32 ไอโซเลท  

จากการตรวจหาพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียมโดยวิธี   cell  lysis  ตามวิธีของ Pandya 
และ Desai (1998) และ  Harrisonและคณะ (1989) โดยเปรียบเทียบกับพลาสมิดขนาดใหญของ     
Bradyrhizobium  japonicum  USDA 193 (Masterson และคณะ, 1985) ซ่ึงพบวา มีพลาสมิดขนาด  
600  เมกะดาลตัน และ  E.coli  NO.2   ซ่ึงพบวา มีพลาสมิดขนาด 140  เมกะดาลตัน ซ่ึงสกัดตาม
วิธีการของ Birnboim and Doly (1979)  โดยผลการสกัดแยกพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียม  32 ไอ
โซเลท  พบวามีทั้งไรโซเบียมที่ตรวจพบพลาสมิดและไรโซเบียมที่ตรวจไมพบพลาสมิด (ดังภาพที่ 
34-39 )   

                     
เชื้อไรโซเบียมที่ตรวจพบพลาสมิด มีจํานวน  14 ไอโซเลท  ไดแก  RC02 RC03 RC04 

RC06  RC13  RC14 RC17 RC19  RC20  RC21 RC22  RC23  RC24  และ   RC27  โดยพลาสมิ
ดเพียง  1 ชิ้น ซ่ึงมีขนาดประมาณ   600   เมกะดาลตัน  ดังนี้        

    
เชื้อไรโซเบียมที่ตรวจไมพบพลาสมิด มีจํานวน  18  ไอโซเลท  ไดแก  RC01  RC05  

RC07 RC08  RC09  RC10  RC11  RC12 RC15  RC16  RC18  RC25  RC26  RC28  RC29 RC30  
RC31 และRC32   
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ภาพที่ 34   พลาสมิดของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ ที่แยกจากดินในพื้นที่โครงการฯ 
 

lane1      ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 1 
lane2 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 2 
lane3 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 3 
lane4 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 4 
lane5 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 5 
lane6 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 6 
lane7      พลาสมิดของ B.  japonicum  USDA 193 
lane8      พลาสมิดของ  E.coli  NO.2 

 
 
 

    1 2 3 4 5  6 B E 

-600 Md 
-140 Md 



 66

 
 

 
 
 

ภาพที่ 35  พลาสมิดของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ ที่แยกจากดินในพื้นที่โครงการฯ 
 

lane1 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 7 
lane2 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 8 
lane3 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 9 
lane4 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 10 
lane5 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 11 
lane6 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 12 
lane7      พลาสมิดของ  B. japonicum  USDA 193 
lane8      พลาสมิดของ  E.coli  NO.2 

 
 
 

  1  2 3 4  5  6 B E 

-600 Md 
-140 Md 
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ภาพที่  36  พลาสมิดของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ ที่แยกจากดินในพื้นที่โครงการฯ 
 

lane1 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 13 
lane2 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 14 
lane3 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 15 
lane4 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 16 
lane5 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 17 
lane6 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 18 
lane7      พลาสมิดของ  B. japonicum  USDA 193      
lane8      พลาสมิดของ  E.coli  NO.2 

 
 
 

1 2  3 4  5  6 B 
E 

-600 Md 
-140 Md 
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ภาพที่ 37   พลาสมิดของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ ที่แยกจากดินในพื้นที่โครงการฯ 

 
lane1 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 19 
lane2 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 20 
lane3 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 21 
lane4 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 22 
lane5 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 23 
lane6 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 24 
lane7      พลาสมิดของ  B. japonicum  USDA 193      
lane8      พลาสมิดของ  E.coli  NO.2 

 
 
 

1 2  3  4  5 6 B  E 

-600 Md -140 Md 
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ภาพที่  38  พลาสมิดของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ ที่แยกจากดินในพื้นที่โครงการฯ 
 

lane1 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 25 
lane2 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 26 
lane3 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 27 
lane4 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 28 
lane5 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 29 
lane6 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 30 
lane7      พลาสมิดของ  B. japonicum  USDA 193      
lane8      พลาสมิดของ  E.coli  NO.2 

 
 
 
 

1  2  3  4  5  6  B E 

-140 Md -600 Md 
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ภาพที่  39  แสดงพลาสมิดของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ ที่แยกจากดินในพื้นที่โครงการฯ 
 

lane1 พลาสมิดของ  E.coli  NO.2 
lane2 พลาสมิดของ  B. japonicum  USDA 193 
lane3 ไมไดใสเชื้อ 
lane4 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 31  
lane5 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 32 
lane6 ไมไดใสเชื้อ 
lane7      พลาสมิดของ  B. japonicum  USDA 193      
lane8      พลาสมิดของ  E.coli  NO.2 

 
 

E B 3 4  5  6 B E 

-600 Md 
-140 Md 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง 
 
ตอนที่ 1  การศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางชีวภาพของดิน 
1.1 การศึกษาสมบัติทางกายภาพของดนิ 

จากผลการวัดเปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยในพื้นที่โครงการฯ ทั้ง 3 สภาพปา ไดแก ปาทุงหญา 
ปาฟนสภาพ และปาดิบแลง  พบวา ปาฟนสภาพจะมีแนวโนมของเปอรเซ็นความชื้นสูงที่สุด ทั้ง
บริเวณที่มีคันดินกั้นน้ําและไมมคีันดินกั้นน้ําอาจเปนเพราะลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนปาที่มีความ
อุดมสมบูรณตามธรรมชาติซ่ึงในพื้นที่ประกอบดวยไมพุมและไมเล้ือยกระจายเต็มบริเวณพื้นที่
รวมทั้งมีเศษกิ่งไมทับถมกันเปนจํานวนมากสงผลใหปริมาณแสงอาทิตยสูพื้นดินมีปานกลางรวมทั้ง
ลักษณะของพื้นดินเปนดินคอนขางรวนเม็ดดินเล็กละเอียดจึงสงผลใหปาพื้นสภาพมีความชื้น
คอนขางสูงเมื่อเทียบกับปาทุงหญา และปาดิบแลง (มณฑี  โพธทัย, 2536; เพิ่มพูน  กีรติกสิกร, 
2527) เมื่อพิจารณาถึงชวงเวลาที่เก็บตัวอยางดินพบวา เดือนกันยายน  จะมีความชื้นคอนขางสูงที่สุด 
ซึ่งอาจมีสาเหตุจากเปนชวงฤดูฝนและมีปริมาณน้ําฝนคอนขางสูง    

 
คาความเปนกรดดางของดินในพื้นที่โครงการฯ ทั้ง 3 สภาพปา พบวา สภาพดินคอนขาง

เปนกรด ซ่ึงอยูในชวงประมาณ  4.39-5.56   โดยคาความเปนกรด-ดางของดิน จะเกี่ยวของกับระดับ
ของธาตุอาหารพืชในดินและเกี่ยวของกับกิจกรรมของจุลินทรียดินดวย โดยเฉพาะแบคทีเรียจะมี
กิจกรรมสูงที่สุดหรือทํางานเต็มประสิทธิภาพเมื่อคาความเปนกรด-ดางของดินใกลๆเปนกลางหรือ
เปนกรดออน (เอิบ เขียวร่ืนรมณ,2542) พบวา เมื่อดินเปนกรดจุลินทรียดินจะทํางานไดชาลง
ตามลําดับ สวนเชื้อราจะทํางานไดดีกวาแบคทีเรียไมวาจะเปนกรดหรือดางก็ตาม (Batzli และคณะ, 
1992) แตทั้งนี้ก็ขึ้นอยูกับปจจัยอ่ืนดวยท่ีจะสงผลตอปริมาณของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ โดยจะ
สังเกตจากการที่ปริมาณเชื้อไรโซเบียมในแปลงศึกษาที่เปน ปาดิบแลงไมมีคันดนิกั้นน้ํา (DEG) ซ่ึง
มีจํานวนสูงสุดแตคาความเปนกรด-ดาง ในพื้นที่ศึกษานี้กลับเปนกรดแกจัด แตเมื่อสังเกตเดือน
กันยายนซึ่งมีคาความเปนกรด-ดาง ของดินคอนขางสูงที่สุดหรือเปนกรดปานกลาง  พบวามีปริมาณ
ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะมากที่สุดแตถึงอยางไรก็ไมอาจกลาวไดวาการที่ปริมาณไรโซเบียมมีปริมาณสงู
นี้มีสาเหตุมาจากคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมแตเพียงอยางเดียวทั้งนี้อาจมีปจจัยอ่ืนมาเกี่ยวของ
กับปริมาณไรโซเบียมดวย 
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  เปอรเซ็นตไนโตรเจนของดินในพื้นที่โครงการฯทั้ง  3 สภาพปา  อยูในชวงประมาณ 
0.127-0.229 เปอรเซ็นต โดยกิจกรรมของจุลินทรียดินจะควบคุมระดับไนโตรเจนที่พืชจะนําไปใช
ประโยชน เมื่อกิจกรรมของจุลินทรียดินดําเนินไปไดดวยดี ปริมาณไนโตรเจนที่เปนประโยชนตอ
พืชก็จะสูงตามไปดวย (ปทมา วิตยากร,2533) ทั้งนี้เพราะจุลินทรียดินโดยเฉพาะแบคทีเรียมีความ
เกี่ ยวของกับกระบวนการปลดปลอยธาตุไนโตรเจนและธาตุ อ่ืนๆออกจากอินทรียวัตถุ 
(mineralization) (Martin, 1993)  โดยจากผลการทดลองจะเห็นวาแปลงศึกษาที่เปนปาทุงหญาที่มี
คันดินกั้นน้ํา (GLCD18) มีไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะต่ําสุด  ในขณะเดียวกันก็พบวามีเปอรเซ็นต
ไนโตรเจนต่ําสุดดวยเชนเดียวกัน 
 
 จากการศึกษาความสัมพันธของปจจัยทางกายภาพของดิน ไดแก  เปอรเซ็นตความชื้นของ
ดิน   ความเปนกรดดางของดินและเปอรเซ็นตไนโตรเจนของดิน  ที่มีตอปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัว
มะแฮะ โดยใช correlation test ( r) พบวาไมมีความสัมพันธทางสถิติ (ภาคผนวก ซ) โดยปจจัย
เหลานี้ยังไมใชปจจัยทั้งหมดที่จะมีผลตอปริมาณเชื้อไรโซเบียม ทั้งนี้อาจมีปจจัยอ่ืนๆอีกที่มีอิทธิพล
ตอปริมาณหรือกิจกรรมของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ  เชน ปริมาณอินทรียวัตถุ  ปริมาณธาตุอาหาร
อ่ืนๆ  อุณหภูมิของดิน  เปนตน (ถวิล ครุฑกุล, 2529) 
 
1.2  การศึกษาสมบัติทางชีวภาพของดนิ 

การตรวจนับปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะในดินจากพื้นที่โครงการฯทั้ง  3 สภาพปา  
โดยอาศัยหลักการที่เชื้อไรโซเบียมจะมีความจําเพาะเจาะจงกับชนิดของพืชทดสอบซึ่งก็คือถ่ัวมะ
แฮะ  โดยเชื้อไรโซเบียมจะสรางปมรากที่รากของถั่วมะแฮะ แลวทําการวิเคราะหออกมาเปนจํานวน
เช้ือไรโซเบียมสูงสุดที่อาจเปนไปได  (most  probable  number : MPN)  โดยวิธีการที่ใชหลักการ
ดังกลาว เรียกวา  plant- infection  technique  ซ่ึงเปนวิธีที่นิยมในปจจุบัน โดยจากการทดลองพบวา
แปลงศึกษาที่เปนปาดิบแลงไมมีแหลงน้ํา (DEG) มีปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะมากที่สุด ทั้งนี้
อาจเนื่องมาจากพื้นที่ดังกลาวมีลักษณะโดยทั่วไปเปนพื้นที่ที่มีพันธุไมหลากหลายชนิดจํานวนมาก
และประกอบไปดวยดินทรายเปนสวนใหญซ่ึงอากาศและน้ําถายเทไดดีและเปนบริเวณที่มีปริมาณ
ธาตุไนโตรเจนในดินคอนขางสูง จึงอาจมีสวนชวยสงเสริมกิจกรรมของเชื้อไรโซเบียม (Buttery, 
1992 ;Hardy และคณะ, 1973 )  เปรียบเทียบกับแปลงศึกษาที่เปนปาทุงหญาที่มีการขุดคันดินกั้นน้ํา 
(GLCD18) ซ่ึงลักษณะทั่วไปเปนปาทุงหญาไมพบความหลากหลายของพันธุไมมากนัก เพราะพื้นที่
สวนใหญเปนหญาคาเต็มพื้นที่และมีหญาแหงทับถมกระจายทั่วพื้นที่จึงดูดซับความชื้นในชวงฝน
ตกไวคอนขางมากและลักษณะของดินเปนดินเหนียวเนื้อละเอียดและเนื้อแนน สีแดง  ซ่ึงไมเหมาะ
ตอการดําเนินกิจกรรมของเชื้อไรโซเบียม จึงมีสวนทําใหไรโซเบียมมีปริมาณนอย (ปฐพีชล วายุ
อัคคี, 2541) 
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ตอนที่ 2  การคัดแยกเชื้อไรโซเบียม และจําแนกเชื้อไรโซเบียมตามอตัราการเจริญในอาหาร 
 เมื่อทําการแยกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะออกจากปมรากถั่วมะแฮะโดยเลี้ยงเชื้อไรโซเบียม
ในอาหาร YMA ที่ผสม congo red ปรากฏลักษณะของโคโลนีไมดูดสีของ congo red  ลักษณะ
โคโลนีคอนขางกลม (circular) มีลักษณะโปรงแสงเล็กนอย สีขาวขุน  เซลลติดสีแกรมลบ มี
ลักษณะ rod shape  ซ่ึงตรงตาม Bergey ‘s  manual  of  determinative  bacteriology (ดวงพร คันธ
โชติ,2537; Helt และKuieg, 1994) โดยพบวาไรโซเบียมที่พบในถั่วมะแฮะมีทั้งกลุมที่เปน 
Rhizobium sp.(pigeon pea) และ Bradyrhizobium sp.(pigeon pea) ซ่ึงเปนไรโซเบียมกลุมเจริญชา 
เมื่อทดสอบการเจริญในอาหาร YMA ที่ผสม bromthymol blue (Duhan และคณะ, 1998)  โดย 
Rhizobium sp.(pigeon pea) เปนไรโซเบียมกลุมเจริญเร็ว ซ่ึงสามารถผลิตสารที่เปนกรดจึงเรียกวา
เปน acid-producer  โดยปกติจะใชเวลาในการเจรญิเติบโตประมาณ 3-5 วัน  มี generation time 
ประมาณ 2-4  ชั่วโมง  และลักษณะโคโลนีจะมีเสนผานศูนยกลางมากกวา  1  มิลลิเมตร   และ 
Bradyrhizobium sp.(pigeon pea) เปนไรโซเบียมกลุมเจริญชาซ่ึงสามารถผลิตสารที่เปนเบสจึง
เรียกวาเปน alkaline-producer  โดยปรกติจะใชเวลาในการเจริญเติบโตประมาณ 5-10 วัน  มี 
generation time ประมาณ 6-8  ชั่วโมง  และลักษณะโคโลนีจะมีเสนผานศูนยกลางไมเกิน  1  
มิลลิเมตร  (Pandya และ Desai, 1998)  โดยจากการทดลองพบวาไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะที่แยกไดจาก
ดินในพื้นที่โครงการฯ เปนไรโซเบียมกลุม Bradyhizobium sp.(pigeon pea) ซ่ึงเปนไรโซเบียมกลุม
เจริญชา ซ่ึงก็เปนไปตามที่ Anand และDogradogra (1997) ที่พบวา Bradyrhizobium sp.(pigeon 
pea) จะพบมากกวา Rhizobium sp.(pigeon pea) 
 
ตอนที่ 3   การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ 
3.1 การทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ 

จากการตรวจสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลท  
กับยาปฏิชีวนะทั้ง  7  ชนิด  ไดแก  ampicillin  tetracyclin  streptomycin  penicillin  kanamycin  
cabenicillin  และerythromycin  แลวทําการวัด  inhibition  zone ที่ได  จากนั้นแปลผล เปน  3  แบบ   
ไดแก  เชื้อที่ตานตอยาปฏิชีวนะ(Resistant : R)  เชื้อที่ตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนอง 
(Intermediate : I) และเชื้อไมตานตอยาปฏิชีวนะ (Susceptible : S) หลังจากแปรผลแลวทําการจัด
กลุมไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ  32  ไอโซเลท  ตามรูปแบบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ  ทั้ง  7  
ชนิด  พบความแตกตางของรูปแบบ  9  รูปแบบ ซ่ึงจากการทดลองจะเห็นวา  เชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะ
แฮะทั้ง  32  ไอโซเลท  มีความสามารถตานยา  erythromycin   tetracycline และ  penicillin  ได
เหมือนกนั  หรือ แปรผลออกมาเปน R  ทั้งหมด    ซ่ึงเปนสิ่งที่แสดงวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะมียีน
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ที่เกี่ยวของตอการตานยา  ทั้ง  3  ชนิดดังกลาว นอกจากนั้นเมื่อพิจารณาความสามารถของเชื้อ  32  
ไอโซเลทตอการตานยา ampicillin  มี 28 ไอโซเลท (87.5 %) ตอการตานยา streptomycin มี 30 ไอ
โซเลท (93.75 %) ตอการตานยา  kanamycin มี 17 ไอโซเลท (53.13 %)  ตอการตานยา   
cabenicillin  มี  28 ไอโซเลท (87.5 %)   โดยจากความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะที่ตางกันตาม
รูปแบบการตานยาปฏชิีวนะสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุไรโซเบียมไดเชนเดียวกับ
จําแนกความแตกตางของ Rhizobium japonicum เพื่อศึกษาความหลากหลายของประชากร (Meyer 
และ Pueppke,1980 ; Cezary และคณะ, 1995)  

 
3.2 การทดสอบความสามารถในการทนเค็ม 

จากการทดสอบความสามารถในการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะทั้ง  32  ไอโซเลท 
ในอาหาร YM ที่มีระดับความเค็มตางกัน  ไดแก  1.7  mM    50 mM   100  mM และ 150 mM NaCl  
พบวาเชื้อไรโซเบียมมีความสามารถในการทนเค็มแตกตางกัน โดยเชื้อไรโซเบียมทนไดในระดับ
ความเค็มท่ีสูงที่สุด คือ 100  mM (ระดับความเค็มที่ 150  mM ไมพบการเจริญของเชื้อไรโซเบียม)  
สามารถทนไดเพียง  9  ไอโซเลท เทานั้น  แสดงวาเชื้อท้ัง  9  ไอโซเลท นี้มีวิวัฒนาการทางดาน
กลไกการปรับตัวใหเขากับความเค็ม เชน ความสามารถในการสะสมสารอินทรียและสารอนินทรีย
ได ซ่ึงถาเซลลของเชื้อไรโซเบียมสามารถปรับตัวไดก็จะสามารถมีชีวิตอยูรอดไดในสภาพที่มีความ
เค็มสูง โดยเฉพาะไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วจะมีความสามารถในการปรับตัวไดดีในสภาวะเค็ม 
(Danial และTherophile, 1986; Zahran, 1997) เนื่องจากความสามารถในการทนเค็มเปนลักษณะที่
ถายทอดไดจากรุนหนึ่งไปสูอีกรุนหนึ่ง ดังนั้นจากการทดลองจึงทําการเลี้ยงเช้ือในสภาพทนเค็ม
ตอเนื่อง 3 รุนเพื่อใหแนใจวาลักษณะทนเค็มที่ไดเปนลักษณะที่เสถียรซึ่งก็เปนเชนเดียวกับการ
ทดสอบในเชื้อไรโซเบียมของถั่วเหลืองดวยซ่ึงสามารถทนสภาพที่เค็มไดในทุกรุน (Singleton และ
Bohlool, 1984)   โดยความเค็มมีผลตอการรักษาสภาพสมดุลของน้ําระหวางภายนอกและภายใน
เซลลของเชื้อไรโซเบียมดวย ซ่ึงจะมีผลตอการสูญเสียน้ําออกจากเซลลไรโซเบียม สงผลใหไร
โซเบียมไมสามารถดํารงชีพอยูได (Steinborn และRoughley, 1975)  และพบวาในธรรมชาติพืช
ตระกูลถ่ัวที่กําลังเจริญเติบโตจะมีการปลอยสารประกอบอินทรียที่บริเวณรอบๆราก เชน เอ็นไซม
บางชนิด  (Egeraat, 1972) ซ่ึงมีสวนชวยในการอยูรอดของเชื้อไรโซเบียมได  ดังน้ันจึงควรที่จะมี
การทดสอบความสามารถในการสรางปมรากของเชื้อไรโซเบียมในสภาพดินที่ เค็มตอไป  
นอกจากนั้นในบางกรณีสายพันธุที่มีความสามารถในการทนเค็มสวนมากก็มักจะพบวามี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนดวย (Rai, 1983 ; Surange และคณะ, 1997) ซ่ึงจากการทดลอง
จะสังเกตไดจากบางไอโซเลท ไดแก RC29 และ RC32  ซ่ึงมีความสามารถในการทนเค็มที่ระดับ  
100  mM และก็พบวามีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนท่ีสูงดวยโดยพิจารณาจากคา ARA จะ
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คอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทอื่นแตถึงกระนั้นก็ยังมิอาจกลาวไดอยางแนชัดถึงสาเหตุที่
ทําใหเกิดผลดังกลาวได 
 
3.3 การศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม 

การแสดงออกในดานประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะนั้นไม
เทากัน ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะบางสายพันธอาจมีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน แตบางสายพันธุ
อาจไมมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน ซ่ึงในการประเมินประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน
ของเชื้อไรโซเบียมจะพิจารณาจาก น้ําหนักตนพืช  น้ําหนักปม  จํานวนปม และการวัดกิจกรรมของ
เอ็นไซมไนโตรจีเนสในปมรากถั่ว (acetylene reduction assay: ARA) ซ่ึงใชบงบอกความสามารถ
ในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม ซ่ึงจะรีดิวซไนโตรเจนจากอากาศใหเปนแอมโมเนีย ซ่ึง
เปนสารประกอบไนโตรเจนที่ถ่ัวมะแฮะนําไปใชประโยชนในดานการเจริญเติบโตได (Lennox 
และคณะ, 1984)  โดยท่ัวไปการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมจะเพิ่มสูงขึ้นในชวงเริ่มออกดอก
จนถึงระยะสิ้นสุดการออกดอกหรือถ่ัวเร่ิมติดฝกออนเพราะพืชตองการนําอินทรียวัตถุไนโตรเจนไป
ใชในการสรางฝกและดอกของตนถ่ัวจึงตองเพิ่มการตรึงไนโตรเจนจากอากาศใหอยูในรูปของ
อินทรียไนโตรเจน (Herridge, 1982) 

 
 จากการทดลองจะเห็นวา ปมที่เกิดกระจายทั้งที่รากแกวและรากแขนงจะมีน้ําหนักของตน
พืชแหงและน้ําหนักปมแหงคอนขางสูงและปมรากที่มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนก็ไม
จําเปนที่จะตองอยูที่รากแกวเสมอไปทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของสายพันธุพืชและชนิดของสายพันธุไร
โซเบียมที่เขาสรางปม (Chandler และคณะ, 1982) ซ่ึงจะสังเกตไดจากไอโซเลท RC01 ที่มีปมเกิดที่
รากแกวแตมีคา ARA คอนขางต่ํา 
 
 บางกรณีปมที่มีจํานวนมากแตก็อาจจะไมใชปมที่มีไรโซเบียมที่มีประสิทธิภาพก็ได ดังนั้น
ในการตัดสินความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม เราจึงไมอาจพิจารณาแตเพียง
จํานวนปมอยางเดียวได (ศุภมาศ  พนิชศักดิ์, 2529; Buttery, 1992) ซ่ึงจะสังเกตจากไอโซเลทที่ 
RC06  ซ่ึงมีจํานวนปมถึง 43  ปม แตเมื่อวัดกิจกรรมของเอ็นไซมไนโตรจีเนสในปมรากถั่วหรือคา
ARA พบวามีเพียง 0.294   ไมโครโมลตอตนตอช่ัวโมง  และหากพิจารณาบางกรณีถึงน้ําหนักปม
แหงและคา ARA ก็จะพบในลักษณะเดียวกัน นั่นคือ เมื่อน้ําหนักปมมากขึ้นแตคา ARA อยูในระดับ
ที่ไมสูงมากนัก ซ่ึงจะสังเกตไดจากไอโซเลทที่ RC18  ซ่ึงมีน้ําหนักปม 54.87  มิลลิกรัม แตกลับมีคา 
ARA  เพียง  0.577  ไมโครโมลตอตนตอชั่วโมง  ในบางกรณีหากพิจารณาถึงน้ําหนักตนพืชแหง
และคา ARA ก็จะพบในลักษณะเดียวกัน นั่นคือ เมื่อนํ้าหนักตนพืชแหงมากขึ้นแตคา ARA อยูใน
ระดับที่ไมสูงมากนัก ซ่ึงจะสังเกตไดจากไอโซเลทที่ RC04  ซ่ึงมีน้ําหนักตนพืชแหง 2.06  กรัมตอ
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ตน แตกลับมีคา ARA  เพียง  0.649  ไมโครโมลตอตนตอช่ัวโมง   โดยจากผลการทดลองเมื่อ
พิจารณาความสัมพันธระหวางน้ําหนักของตนพืช  น้ําหนักปม จํานวนปม  กับ คาARA  พบวา เมื่อ
สังเกตจากไอโซเลททั้ง 32 ไอโซเลท  จะเห็นวา ไอโซเลทสวนใหญจะมีน้ําหนักของตนสัมพันธกับ
คา ARA มากกวาน้ําหนักปม และจํานวนปม  
 
3.4 การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อไรโซเบียม 

การศึกษาลักษณะพื้นฐานทางพันธุกรรมเปนแนวทางหนึ่งที่เปนพื้นฐานในการจัดจําแนก
ไรโซเบียมสายพันธตางๆโดยเฉพาะการศึกษาพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียม เพราะพลาสมิดเปน
พันธุกรรมนอกโครโมโซม (extrachromosomal  DNA) ซ่ึงมีการแสดงออกทางพันธุกรรม  เชน  
คุณสมบัติในการตานยาปฏิชีวนะบางชนิด   และคุณสมบัติในการจําลองตัวเองอยางอิสระ 
(Autonomous replication) ภายในเซลลแบคทีเรียและสามารถถายโอนไปยังเซลลแบคทีเรียอ่ืนๆได  
(Beynon  และคณะ, 1980 ;Eckhardt, 1978) ไรโซเบียมตางสายพันธุกันในประชากรเดียวกันอาจจะ
มีจํานวนและขนาดของพลาสมิดไมเทากันจึงตองมีการศึกษาพลาสมิดโพรไฟลเพื่อเปรียบเทียบ
ขนาดและจํานวนของพลาสมิดเชนเดียวกับการศึกษารูปแบบพลาสมิดโพรไฟล Rhizobium  
leguminosarum (Gisele และคณะ 1992) 

 
ในการนําพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะออกจากเซลลนั้นตองอาศัยวิธีการทําให

เซลลแตกโดยวิธี lysis cell  เพื่อเปนการปองกันการแตกหักของพลาสมิดขนาดใหญ  (large  
plasmid) ของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ (Pandya และ Desai, 1998; Udupa และคณะ, 1991)   โดยจาก
การทดลองผลที่ไดทําใหทราบวาพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะเปนพลาสมิดขนาดใหญ
เชนกันแตพบพลาสมิดขนาดใหญนี้เพียงชิ้นเดียวและบางไอโซเลทก็ตรวจไมพบพลาสมิด ซ่ึง
อาจจะมีสาเหตุมาจากการที่พลาสมิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะนั้นมีการสูญหาย (loss of 
plasmid)และจากการศึกษา Rhizobium sp. S25 ซ่ึงเปนสายพันธุที่แยกจากปมของ Tephrosia 
candida ในจังหวัดไหนาน ของจีน โดยเปนสายพันธุที่มีความทนทานสูง พบวา มีพลาสมิดจํานวน 
1 ช้ิน ซ่ึงมีขนาดประมาณ 150 kb  และเมื่อตรวจสอบโดยวิธี hybridization ดวย nodABC และ 
nifHDK probe  พบวา มี nod และ nif gene  อยูบนพลาสมิดดวย นอกจากนั้นยังพบอีกวาการหายไป
ของพลาสมิดจะลดความสามารถในการทนกรดและความสามารถในการตานยาหลายชนิดของเชื้อ 
(Zou และคณะ 1998) และการที่เชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะเปนพลาสมิดที่มีขนาดใหญจึงอาจเกิดการ
แตกหักหรืออาจจะมาจากการที่เช้ือไรโซเบียมอยูในสภาวะที่ไมมีความจําเปนที่จะตองใชพลาสมิด
เหมือนเชนที่อยูในปมธรรมชาติจึงอาจมีการกําจัดพลาสมิดออกจากเซลลหรืออาจจะมีการกําจัด
สวนของ nod-nif ใน symbiotic plasmid ดังเชนที่พบใน Rhizobium  phaseoli  และRhizobium 
leguminosarum (David และคณะ, 1991; Hombrecher และคณะ, 1981)  และอีกสาเหตุหนึ่งอาจจะ
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มาจาก พลาสมิดของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะบางไอโซเลทที่แยกไดมีปริมาณนอยมากซึ่งอาจจะมาจาก
บางขั้นตอนในการสกัด  โดยเมื่อทําการเปรียบเทียบผลของพลาสมิดกับผลของความสามารถในการ
ตานยาปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียมก็เปนสิ่งยืนยันไดวาความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะของ
เช้ือไรโซเบียมอาจจะควบคุมโดยยีนที่อยูบนพลาสมิดแตถึงอยางไรก็ตามควรที่จะมีการตรวจสอบ
ยืนยันผลใหแนชัดมากยิ่งขึ้น ดังนั้นในการแยกสกัดพลาสมิดเพื่อใหไดจํานวนและขนาดของพ
ลาสมิดที่ชัดเจนยิ่งขึ้นควรที่จะทําการแยกพลาสมิดจากเชื้อที่อยูในปมรากธรรมชาติ ดังเชนการ
สกัดพลาสมิดของ Rhizobium frifolii (Brewin และคณะ, 1982; Djordjevic และคณะ,1982) หรือ
จากปมรากที่เล้ียงในอาหารสูตรปราศจากไนโตรเจน ตามวิธีของ  Somasegaran และ Hoben, 1994)  
หรือ อาจจะมีการเติมสารปฏิชีวนะบางประเภทซึ่งอาจจะเปนการกระตุนใหเกิดการสรางพลาสมิด
ในเซลลไรโซเบียม เพื่อเปนการยืนยันผลการทดลองที่ไดใหชัดเจนมากยิ่งขึ้น 
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บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง 
 
 การศึกษาสมบัติทางกายภาพของดินในพื้นที่ปา  3 สภาพ ไดแก ปาทุงหญา ปาฟนสภาพ ปา
ดิบแลง  ในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช โดยพื้นที่ปาฟนสภาพ
จะมีคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตความชื้นและความคาเปนกรด-ดาง สูงที่สุด  สําหรับคาเฉลี่ย
เปอรเซ็นตไนโตรเจนจะมคีาใกลเคียงกันในแตละสภาพปา 
 
 การศึกษาปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ ในพื้นที่โครงการฯ พบวา มีปริมาณเชื้อ          
ไรโซเบียมใกลเคียงกันในทั้ง 3 สภาพปา เมื่อพิจารณาแตละชวงเวลาพบวาจะมีความแตกตางกัน
โดยเฉพาะเดือนกันยายน ซ่ึงมีปริมาณเชื้อไรโซเบียมสูงที่สุด โดยมีหลายปจจัยที่เกี่ยวของกับความ
สมบูรณของดินและมีผลตอปริมาณเชื้อไรโซเบียม ซ่ึงไมเพียงสมบัติของดินในดานความชื้น   คา
ความเปนกรด-ดาง  และเปอรเซ็นตไนโตรเจนในดิน 
 
 การคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากถั่วมะแฮะได ทั้งสิ้น 32  ไอโซเลท ซ่ึงเปนไรโซเบียม  
กลุมเจริญชา (slow grower) ซ่ึงสรางเบสบนอาหารที่ผสม 0.1 % bromthymol blue และใช
ระยะเวลาในการเจริญเติบโต   5-10 วัน 
 
 การศึกษาความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ   32 ไอโซเลท 
ตอยาปฏิชีวนะ 7 ชนิด พบรูปแบบของการตานยาปฏิชีวนะที่แตกตางกัน 9 กลุม  โดยเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวมะแฮะทั้ง 32  ไอโซเลท มีความสามารถในการตานยา  erythromycin  tetracycline และ 
penicillin  ไดเหมือนกัน 
 
 การศึกษาความสามารถในการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ 32  ไอโซเลท   พบวา 
เมื่อระดบัความเค็มเพิ่มสูงขึ้นความสามารถในการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียมจะลดต่ําลงและเชื้อแต
ละไอโซเลทก็มีความสามารถในการทนเค็มตางกันดวย โดยที่ระดับ  1.7 mM NaCl เชื้อไรโซเบียม
สามารถทนไดทั้ง  32 ไอโซเลท   ที่ระดับ  50 mM NaCl เชื้อไรโซเบียมสามารถทนไดทั้ง  24  ไอ
โซเลท   ที่ระดับ  100 mM NaCl เชื้อไรโซเบียมสามารถทนไดทั้ง  9  ไอโซเลท   ที่ระดับ 150 mM 
NaCl เชื้อไรโซเบยีมทั้ง 32 ไอโซเลท  ไมสามารถทนได  ดังนั้นเมื่อพิจารณาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะ
แฮะที่สามารถเจริญไดมากที่สุดในระดับความเค็มสูงสุด (100 mM NaCl)  ไดแก ไอโซเลท RC20 
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 การศึกษาประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ 32  ไอโซเลท 
โดยพิจารณาจากน้ําหนักตนพืช  น้ําหนักปม  จํานวนปม และการวัดกิจกรรมของเอ็นไซมไนโตร
จีเนส (คา ARA)  พบวา ตําแหนงการเกิดปมของเชื้อไรโซเบียมอาจเกิดไดทั้งบริเวณที่เปนรากแกว
และรากแขนง และน้ําหนักตนพืชจะมคีวามสัมพันธกับคา ARA มากกวาน้ําหนักปม  จํานวนปม 
โดยเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะที่มีคา ARA สูงสุด ไดแก ไอโซเลท RC21 
 
 การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ  32  ไอโซเลท พบวา ไรโซเบียม
มีพลาสมิด จํานวน 1 อัน มีขนาดประมาณ 600  เมกะดาลตัน และมีไรโซเบียมของถั่วมะแฮะบางไอ
โซเลทที่ตรวจไมพบพลาสมิด  
 
ขอเสนอแนะ 

1. ในการเก็บตัวอยางดินควรเพิ่มระยะเวลาในการศึกษาใหมากขึ้นเพราะดินในธรรมชาติ
มีความแปรปรวนอยูตลอดเวลา 

2. การทดสอบความสามารถในการทนเค็มเปนการทดสอบในอาหารเลีย้งเชื้อ เพื่อใหได
ขอมูลที่ชัดเจนมากขึ้นสําหรับการนําไปใชประโยชนจึงควรทําการทดสอบจริงใน
สภาพดินเค็มธรรมชาติตอไป 

3. การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อควรทําการเลี้ยงเชื้อในสภาพที่มียาปฏิชีวนะกอนที่
จะนําเชื้อไปสกัดพลาสมิด เพื่อกระตุนในเกิดการสรางพลาสมิด เพื่อเปนการยืนยันผล
ของความสัมพันธระหวางยนีตานยาปฏิชวีนะและผลของความสามารถในการตานยา
ปฏิชีวนะของเชื้อ 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อจลิุนทรียและตนพืช 
1.1 Yeast extract Manitol (YMA) 

Manitol       10  g 
K2HPO4       0.5 g 
MgSO4 7H2O       0.2 g  
NaCl       0.1 g 
Yeast extract         1 g 
น้ํากลั่น                 1000 ml  
Agar          15 g 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส ความดัน  15 ปอนด/ตารางนิ้ว  นาน 15 นาที 
            ปรับ  pH  ใหอยุในชวง 6.8-7.0 
 

1.2  YMA-Congo red  
  Manitol        10 g 
  K2HPO4       0.5 g 

MgSO4 7H2O       0.2 g  
NaCl       0.1 g 
CaCO3          3 g 
Yeast extract         1 g 
น้ํากลั่น                           1000 ml  
Agar                      15 g 
1 % congo red                  2.5 ml  

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส ความดัน  15 ปอนด/ตารางนิ้ว  นาน 15 นาที 
 

1.3 LB-broth 
Peptone       5 g 
Beef  extract                 3 g 
Lactose       5 g 
Bromthymal  blue  indicator                        1 ml 
น้ํากลั่น           1000 ml 
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2. Plant nutrient solution (Vincent,1970)  

 
N-free nutrient solution  

 
 การเตรียม  N-free nutrient solution ผสม  stock solution  1 ถึง  4 อยางละ 5 มิลลิลิตร ใน
น้ํา กล่ัน 5 ลิตร แลวเจือจางใหมีปริมาณ 10 ลิตร  
 สําหรับ treatment ที่ใสไนโตรเจน  70 สวนในลาน เตรียมโดยการละลายแอมโมเนยีมไนเต
รทใน N-free nutrient solution  ใหมีความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต  
 
 
 
 
 
 
 
 

Stock Element uM Form M
Solution 

1 Ca 1000 CaCl2H2O 2
2 P 500 KH2PO4 1
3 Fe 10 Fe  citrate 0.02

Mg 250 MgSO4 7H2O 0.5
K 250 K2SO4 0.5

Mn 1
4 B 2 MnSO4 H2O 0.002

Zn 0.5 H3BO3 0.004
Cu 0.2 ZnSO4 7H2O 0.001
Cp 0.1 CuSO4 7H2O 0.0004
Mo 0.1 CoSO4 5H2O 0.0002

Na2MOO 2H2O 0.0002
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ภาคผนวก ข 

 
ตารางประมาณจํานวน Rhizobium  โดยเทคนิค MPN  (plant infection method) สําหรับ Four-fold 
dilution (A=4)(Somasegaran et.al.,1985) 

 
Positive tubes Dilution step (s)   

n=4 n=2 s=10    
40 20     
39  >2.0 x 105    
38 19 2.0 x 105    
37  1.2    
36 18 8.1 x 104    
35  5.5    
34 17 3.8    
33  2.6    
32 16 1.8 S=8  
31  1.3 >1.3 x 104  
30 15 9.1 x 103 1.3 x 104  
29  6.3 7.9 x103  
28 14 4.5 5.1  
27  3.5 3.5  
26 13 2.2 2.4  
25  1.6 1.7 S=6 
24 12 1.1 1.1 >7.9 x 102 
23  8.0 x 102 8.0 x 102  
22 11 5.6 5.6 7.9 x 102 
21  4 4 5 
20 10 2.8 2.8 3.2 
19  2 2 2.2 
18 9 1.4 1.4 1.5 
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17  1 1 1 S=4
16 8 7.1 x 101 7.1 x 101 7.2 x 101 >5.0 x 101

15  5 5 5.1
14 7 3.5 3.5 3.5 5.0 x 101

13  2.5 2.5 2.5 3.2
12 6 1.8 1.8 1.8 2
11  1.3 1.3 1.3 1.4
10 5 8.9 x 100 8.9 x 100 8.9 x 100 9.6 x 100

9  6.3 6.3 6.3 6.6
8 4 4.5 4.5 4.5 4.6
7  3.2 3.2 3.2 3.2
6 3 2.2 2.2 2.2 2.2
5  1.6 1.6 1.6 1.6
4 2 1.1 1.1 1.1 1.1
3  7.2 x 10-1 7.2 x 10-1 7.2 x 10-1 7.2 x 10-1

2 1 4.4 4.4 4.4 4.4
1  <4.4 <4.4 <4.4 <4.4
0 0       

Approx range  5 x 105 3 x104 2 x 103 1 x 102

Factor 95 %      
Fiducial limits n=2  4  
(x, / )  n=4  2.7  
 Calculated from Table VIII2  of Fisher and Yates (1963)  
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ภาคผนวก ค 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Resistance Intermediate Susceptible 
(R) (I) (S)

1 Kanamycin   (30mcg) 0-13 14-17 มากกวา 18
2 Streptomycin (10mcg) 0-11 12-14 มากกวา 15
3 Ampicillin (10mcg 0-13 14-16 มากกวา 17
4 Cabenicillin (100 mcg) 0-14 15-21 มากกวา 22
5 Tetracycline (30 mcg) 0-14 15-18 มากกวา 19
6 Erythromycin (15 mcg) 0-13 14-22 มากกวา 23
7 Pennicillin (10 IU) 0-19 20-27 มากกวา 28

ตาราง National committee for clinical laboratory standard (1992)

เสนผานศูนยกลาง (มิลลิเมตร)  
Antibiotic
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ภาคผนวก ฉ 
 

      การวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรมคอมพวิเตอร IRRISTAT หาคา ANALYSIS OF 
VARIANCE และเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยโดยวิธี  DUNCAN’S MULTIPLE RANGE TEST (DMRT) 
 
ตารางผนวกที่1  วิเคราะหคาความแปรปรวนของน้ําหนกัตนพืชของถั่วมะแฮะ 
 

Source of 
variation  

SS DF MS Observed F 

Treatment   32.00 17.11 0.53 2.49** 
Error 66.00 14.17 0.21  
Total 98.00    

 
ตารางผนวกที่ 2  วิเคราะหคาความแปรปรวนของน้ําหนกัปมของถั่วมะแฮะ 
 

Source of 
variation 

SS DF MS Observed F 

Treatment   31.00 20115.23 648.88 1.22* 
Error 64.00 34160.30 533.75  
Total 95.00    

 
ตารางผนวกที่ 3  วิเคราะหคาความแปรปรวนของจํานวนปมของถั่วมะแฮะ 
 

Source of 
variation  

SS DF MS Observed F 

Treatment   31.00 10608.24 342.20 1.92* 
Error 64.00 11400.00 178.13  
Total 95.00 22008.24   
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ตารางผนวกที่ 4  วิเคราะหคาความแปรปรวนของกจิกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส (คา ARA) 
 

Source of 
variation  

SS DF MS Observed F 

Treatment   18.85 32.00 0.59 2.16** 
Error 17.98 66.00 0.27  
Total 36.83 98.00   
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ภาคผนวก ซ 
 
  คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ  (correlation coefficients : r)  ระหวางปจจัยทางกายภาพของ
ดินกับปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ  
 
 
           MOIS      NITRO         PH      Rhizobium 
 
MOIS        1.0000      .3467      .8087*    -.3266 
NITRO        .3467     1.0000      .4969      .4592 
PH           .8087*     .4969     1.0000     -.1164 
Rhizobium   -.3266      .4592     -.1164     1.0000 
 
* - Signif. LE .05     ** - Signif. LE .01     (2-tailed) 
 
 
ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตความชื้นกับปริมาณเชือ้ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ      r=   -0.3266 
ความสัมพันธระหวางคาความเปนกรด-เบสกับปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ  r=    -0.1164 
ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตไนโตรเจนกับปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ    r=    0.4592 
 
 หมายเหต ุ การหาความสัมพันธระหวางขอมูลโดยใช  correlation coefficients (r)  ทําใหทราบ
ความสัมพันธ 2  รูปแบบ โดยพิจารณาจากคา  r  ดังนี ้
            ความสัมพันธแบบแปรผกผันกัน  คา  r จะเทากบั -1 หรือเกือบเทา –1 
            ความสัมพันธแบบแปรผันตามกัน  คา  r จะเทากบั +1 หรือเกือบเทา +1 
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ประวัติผูเขียน 
 

นางสาวสุจิณณา  คุณรักษา  เกิดวนัที่  30 กรกฎาคม  พ.ศ. 2519  ที่อําเภอปากชอง  จงัหวัด
นครราชสีมา  สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา  คณะ
วิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ วิทยาเขตประสานมิตร  ในป พ.ศ.2541 และเขาศึกษา
ในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต ที่จฬุาลงกรณมหาวทิยาลัยในป พ.ศ. 2541 
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