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                    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 

  
 ระบบนิเวศปาไมจัดวาเปนระบบนิเวศที่มีความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตมากมายและมี
ความสัมพันธซ่ึงกันและกันภายในสิ่งมีชีวิตเองและสิ่งมีชีวิตกับส่ิงแวดลอมในปา หากระบบนิเวศ
ขาดความสมดุลยอมนํามาซึ่งความเสื่อมโทรมของระบบนิเวศปาไมในที่สุด โดยสาเหตุที่สําคัญของ
ความเสื่อมโทรมของระบบนิเวศปาไม ก็คือ การกระทําของมนุษย เชน การตัดไมทําลายปา และการ
เปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอมทางธรรมชาติ เชน การเกิดไฟปา พบวา พื้นที่ประมาณรอยละ 40 
ของประเทศไทย จัดวาเปนพื้นที่ปาสงวน แตทวาเพียง 1 ใน 3 ของพื้นที่ดังกลาว เทานั้นที่คงสภาพ
ความเปนปาที่สมบรูณอยู  จึงชี้ใหเห็นวาประเทศไทยกําลังเผชิญหนากับวิกฤตการณการทําลายปา
ไม (มณฑี โพธ์ิทัย, 2536) ดังนั้นจึงควรที่จะมีการวางแผนฟนฟูสภาพปาที่เส่ือมโทรมลงใหกลับสู
สภาพที่สมดุลดังเดิม 
 

 โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชในพระราชดําริของสมเด็จพระเทพฯ รวมกับกรมปาไม มี
จุดประสงคหลักเพื่อเก็บรวบรวมพรรณไม และปรับปรุงดินเพื่อฟนฟูสภาพปาใหเหมาะสมกบัการ
ดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตตางๆและยังเปนการรักษาไวซ่ึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ส่ิงมีชีวิต โดยพื้นที่โครงการฯเปนสวนหนึ่งของอุทยานแหงชาติทับลาน ตั้งอยูที่ อําเภอ ครบุรี 
จังหวัดนครราชสีมา  แนวทางสําคัญสําหรับการฟนฟูสภาพปาที่กําลังดําเนินการอยู ไดแก การ
ปลูกปาทดแทนโดยการเลือกชนิดพรรณไมที่เหมาะสมกับพื้นที่ปา อาทิเชน  ประดู  มะคาโมง  
ราชพฤกษ  เปนตน และการเพิ่มความอุดมสมบูรณใหแกดินโดยการเพิ่มอินทรีวัตถุและธาตุ
อาหารตางๆที่พืชตองการโดยเฉพาะธาตุไนโตรเจนซึ่งมีอยูคอนขางนอยในพื้นที่แหงแลง โดย
อาศัยบทบาทของจุลินทรียกลุมตรึงไนโตรเจนรวมกับพืชตระกูลถ่ัว  (Zahran, 1999)  

 
ถ่ัวมะแฮะ (pigeon pea) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Cajanus cajan (L.) Millsp. เปนพืชตระกูลถ่ัว

ที่กําหนดใหปลูกในพื้นที่โครงการฯ  โดยดําเนินการปลูกไปแลว ตั้งแตป 2539 จนถึงปจจุบัน เปน
จํานวนทั้งสิ้น 618 ไร  เพื่อประโยชนในดานการอนุรักษดินและน้ํา  ปรับปรุงบํารุงดิน ในพื้นที่
โครงการฯ  เพราะถ่ัวมะแฮะมีลักษณะพิเศษที่สําคัญ คือ มีความทนตอสภาพแหงแลงและอุณหภูมิ
สูงไดดีกวาพืชชนิดอื่น ซ่ึงสามารถปรับตัวเขากับพื้นที่ปาเสื่อมโทรมในโครงการฯไดดี นอกจากนั้น
ถ่ัวมะแฮะยังมีระบบรากแกวและรากแขนงจํานวนมากที่หยั่งลึก จึงสามารถดูดธาตุฟอสฟอรสัในดนิ
ช้ันลางไดดี และบริเวณรากยังมีการสรางปมโดยกลุมจุลินทรียที่มีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจนอีกดวย (Banejec, 1989; Arwooth,1982) 
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เชื้อไรโซเบียม จัดอยูในวงศ  Rhizobiaceae เปนกลุมจุลินทรียที่อยูรวมกับพืชตระกูลถ่ัว

ในลักษณะไดประโยชนรวมกัน (symbiosis) โดยพืชตระกูลถ่ัวเปนแหลงใหพลังงาน และแหลง
คารบอนแกไรโซเบียม สวนไรโซเบียมจะใหสารประกอบอินทรียไนโตรเจนแกพืช (สมศักดิ์ วัง
ใน, 2541) พบวาเชื้อไรโซเบียมมีความจําเพาะกับชนิดของพืชตระกูลถ่ัว และพืชตระกูลถ่ัวชนิด
หนึ่งอาจเกิดปมไดโดยไรโซเบียมหลายสายพันธุ ทั้งนี้เนื่องมาจากความแปรผันทางพันธุกรรม
หรือการปรับตัวของไรโซเบียมในสภาพแวดลอมตางๆ ซ่ึงจะแสดงออกในดานประสิทธิภาพการ
ตรึงไนโตรเจนรวมกับพืชตระกูลถ่ัวไมเทากัน (Kuykendall และคณะ, 1996) โดยไรโซเบียมบาง
สายพันธุอาจมีประสิทธิภาพ (effective strain) บางสายพันธุอาจไมมีประสิทธิภาพ (ineffective 
strain) จากรายงานพบวาไรโซเบียมที่พบในถั่วมะแฮะมีทั้งกลุมที่เปน  Rhizobium sp. (pigeon 
pea) และ Bradyrhizobium sp. (pigeon pea) (Duhan et al,1998; Poi,1990) ซ่ึงจะพบมากกวา 
Rhizobium sp. (pigeon pea) (Anand and Dogradogra,1997)  

 
เชื้อไรโซเบียมมีความจําเพาะเจาะจงกับชนิดของพืชตระกูลถ่ัวแตกตางกัน ตามการจัด

จําแนกโดยใช cross- inoculation group  นอกจากนั้นขึ้นอยูกับลักษณะของดินดวยซ่ึงอาจจะทํา
ใหเกิดสายพันธุไรโซเบียมที่มีลักษณะทางพันธุกรรมตางกัน (Kishinevskyและคณะ, 1996; 
Mhamdi และคณะ, 1999)จึงควรที่จะศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมบางประการของเชื้อ เชน 
ความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ ความสามารถในการทนเค็ม พลาสมิดโพรไฟล และ
ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน โดยในการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมดังกลาวของเชื้อไร
โซเบียมที่จําเพาะกับถ่ัวมะแฮะ สําหรับประเทศไทยยังมีการศึกษาคอนขางนอย 

 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลักษณะทางกายภาพของดินที่มีตอปริมาณเชื้อ             

ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะและเปรียบเทียบลักษณะทางพันธุกรรมบางประการของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะ
แฮะที่แยกจากดินทั้ง 3 สภาพปา ไดแก ปาทุงหญา  ปาฟนสภาพ ปาดิบแลง ในพื้นที่โครงการสราง
ปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช ในเขตอุทยานแหงชาติทับลาน จังหวัดนครราชสีมา 
เพื่อนําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานืในการจัดจําแนกสายพันธุไรโซเบียม การคัดเลือกและเก็บรวบรวม
สายพันธุไรโซเบียมที่มีประสิทธิภาพ เพื่อนําไปใชปรับปรุงฟนฟูสภาพดินในพื้นที่เกษตรกรรมและ
พื้นที่ปาเสื่อมโทรมตอไป 
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วัตถุประสงคการวิจัย 
   
1. เพื่อการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมของถั่วมะแฮะในพื้นที่

โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช ในเขตอุทยานแหงชาติทับลาน 
จังหวัดนครราชสีมา 

 2.   การศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมของถั่วมะแฮะในพื้นที่โครงการฯ 
 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ขอมูลพื้นฐานในการจัดจําแนกสายพันธุไรโซเบียม การคัดเลือกและเก็บรวบรวมสายพันธุ
ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะที่มีประสิทธิภาพ เพื่อนําไปใชปรับปรุงฟนฟูสภาพดินในพื้นที่เกษตรกรรม
และพื้นที่ปาเสื่อมโทรมตอไป 
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บทที่ 2 
ตรวจเอกสาร 

 
ความสําคัญของเชื้อจุลินทรียในดิน 
 

กลุมจุลินทรียในดินนับไดวามีความสําคัญอยางยิ่งตอการพัฒนาดินในพื้นที่การเกษตรและ
พื้นที่ปาไม โดยมีผลในการเพิ่มธาตุอาหารในดินทําใหพืชนําไปใชประโยชนในการเจริญเติบโต
ได ดังนั้นจุลินทรียจึงชวยในการปรับปรุงบํารุงดินได ปจจุบันมีการจําแนกจุลินทรียในดิน
ออกเปน  3  กลุม ไดแก กลุมจุลินทรียยอยสลายหรือเพิ่มประสิทธิภาพในการใชฟอสเฟต 
(phosphate solubilizing microorganisms)  กลุมจุลินทรียยอยสลายเซลลูโลส (cellulolytic 
microorganisms)  และกลุมจุลินทรียตรึงไนโตรเจน (nitrogen-fixing  microorganisms หรือ 
diazotrophs) (สุมิตรา ภูวโรดม. 2532) ซ่ึงจุลินทรียกลุมนี้มีความสําคัญอยางยิ่งในการเพิ่มธาตุ
ไนโตรเจนใหแกดินโดยแบงเปน  2  กลุม  ไดแก พวกที่ตรึงไนโตรเจนอยางอิสระ (free-living 
diazotrophs)  เชน  azotobacter   และพวกที่ตรึงไนโตรเจนไดเมื่ออาศัยรวมกับพืช (symbiotic 
diazotrophs)  เชน ไรโซเบียมกับพืชตระกลูถ่ัว  (Alexander,1977; Subba Rao,1977) 

 
สมบัติของไรโซเบียม  
 

ไรโซเบียมเปนแบคทีเรียที่จัดอยูใน family Rhizobiaceae และ genus Rhizobium  เปน
แบคทีเรียกลุมที่ตองการอากาศ (aerobic bacteria) (ดวงพร  คันธโชติ. 2537) ลักษณะของไร
โซเบียมจะมีรูปรางเปนทอน (rod shape) ในขณะที่ไรโซเบียมจะทําการตรึงไนโตรเจน พบวาจะมี
การเปลี่ยนแปลงรูปรางจากรูปทอนมาเปน แบคทีรอยด (bacteroid) ซ่ึงมีหลายรูปแบบ เชน  x -
shape , y-shape, pear shape (ทรงกลม) ไรโซเบียมมีขนาดประมาณ 0.5 - 0.9  x  1.2 - 3.0  
ไมครอน ยอมติดสีแกรมลบ (gram  negative)  เคล่ือนที่โดยใช flagellum  ทั้งแบบ  monotricus  
หรือ  peritrichous  (หลายแส) และไรโซเบียมไมมีการสราง endospore (Helt และ Kuieg, 1994)  

 
 เชื้อไรโซเบียมเขาไปอาศัยในพืชโดยการสรางปมที่รากพืช family leguminosae หรือพืช

ตระกูลถ่ัวแบบไดประโยชนรวมกัน (symbiosis) โดยไรโซเบียมสามารถตรึงไนโตรเจนจาก
อากาศใหมาอยูในรูปของสารประกอบอินทรียไนโตรเจนที่ตนถ่ัวและไรโซเบียมสามารถนาํไปใช
ประโยชนได ในขณะเดียวกันไรโซเบียมก็ไดรับพลังงานและแหลงคารบอนจากพืช (สมศักดิ์  วัง
ใน. 2528) 
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การจําแนกเชื้อไรโซเบียม 
 
   ในปจจุบันไดมีการจําแนกไรโซเบียมโดยวิธีตางๆดังนี้ (สมศักดิ์ วังใน, 2541; สุมิตรา ภู
วโรดม, 2532) 

1. จําแนกตามอัตราการเจริญเติบโตในสารอาหารที่กําหนดไว แบงเปน 2 กลุม ไดแก  
กลุมเจริญเติบโตเร็ว (fast growers หรือ acid  producers)  ซ่ึงจะผลิตกรดและมี generation time 2-4  
ช่ัวโมง ชน  Rhizobium  tritolii  และ R.meliloti   และกลุมเจริญเติบโตชา (slow  growers หรือ non-
acid  producers) ซ่ึงจะผลิตเบส (Irisarri และคณะ, 1996) เชน  R . japonicum และ R . sp. (cowpea 
group) 

2. จําแนกโดยอาศัยวิธีการซีรัมวิทยา (Serological method)  โดยอาศัยปฎิกิริยาทางอิมมู
โนโลยี (immunological reaction) นั่นคือ เมื่อนํา antigen ชนิดใดชนิดหนึ่งมาผสมเขากับ antiserum 
ชนิดหนึ่งหรือหลายๆชนิด ถา antigen หรือเซลลชนิดใดสามารถรวมตัวเปนกอน (agglutination) 
หรือเกิดเปนตะกอน (precipitation) กับ antibody หรือ antiserum ชนิดดังกลาวก็หมายความวา 
antigen หรือเซลลชนิดนั้นมีความสัมพันธหรือคลายคลึงกับเซลลที่ใชผลิต antiserum นั้น 

3. จําแนกโดยอาศัย DNA base ratios และDNA  hybridization ใชหลักการคือ จุลินทรีย
ชนิดเดียวกันหรือคลายกันจะมี DNA base ratios เชน เปอรเซ็น G+C (guanine+cytosine) อยูใน
ระดับใกลเคียงกันและ DNA ของจุลินทรียดังกลาวจะสามารถรวมตัว (hybridization) กันไดดวย
การศึกษา DNA basae ratios  พบวาควรจะจําแนกไรโซเบียมออกเปน 2 กลุม คือ ไรโซเบียมพวกที่
เจริญเต็บโตเร็วซ่ึงมีเปอรเซ็นต G+C ต่ํา คือระหวาง 58.6 - 63.1 เชน  R. leguminosarum และ R. 
meliloti และพวกที่เจริญเติบโตชาและมีเปอรเซ็นต G+C สูง ระหวาง 62.8 - 65.5 ใหจัดอยูใน R. 
japonicum อยางไรก็ตามปจจุบันการจัดจําแนกโดยวิธีการนี้ยังมีการศึกษาไมมากนัก  

4. การจําแนกโดยอาศัยความสามารถในการสรางปมในพืชตระกูลถ่ัวเฉพาะกลุม กลาวคือ
เมื่อนําไรโซเบียมจากปมของถั่วชนิดหนึ่งไปปลูกเชื้อ (inoculate) ในถ่ัวอีกชนดิหนึ่ง ซ่ึงเปนสมาชกิ
ในถ่ัวกลุมเดียวกันก็จะทําใหเกิดปมในถั่วชนิดหลังได เรียกกลุมพืชดังกลาวนีว้า  cross-inoculation 
group   (ตารางที่ 1) ตอมาเมื่อมีการศึกษาเชื้อไรโซเบียมและพืชตระกลูถ่ัวมากขึ้นทําใหพบวามีพืช
ตระกูลถ่ัวและไรโซเบียมอีกจํานวนมากที่ไมสามารถจัดเขาใน cross-inoculation group ที่มีอยูเดมิ
ได แตไดมกีารแกปญหาโดยการใสชื่อถ่ัวกํากับไว เชน ไรโซเบียมโสน ไรโซเบียมกระถิน เปนตน 
และยังพบอีกวา   ไรโซเบียมจากถัว่บางกลุมสามารถเกิดปมกับถ่ัวกลุมอื่นเรียกปรากฏการณเชนนี้
วา symbiotic promiscuity   ดังนั้นการแบงเชื้อไรโซเบียม แบบ cross-inoculation group นี้อาจยงั
ไมใชวิธีที่ดีทีสุ่ด แตเนื่องจากเปนวิธีที่คอนขางสะดวกและมีประโยชนในดานการเกษตร จึงยังนยิม
ใชกันทัว่ไปในปจจุบัน 
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ตารางที่ 1     การจําแแนกเชื้อไรโซเบียม โดยใชวิธี cross-inoculation group (นันทกร บุญเกิด, 2529; 
FAO, 1984 ) 
 

ชนิดของไรโซเบียม พืชตระกูลถ่ัวที่เขาอยูอาศัย 
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 (ถ่ัวฝกยาว) 
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V. sesquipededalis 
Lespedez  striata 
Crotalaria  junceae 
Desinodium  lorluosum  
Pueraria  thunbergiana 
 

 
ถั่วมะแฮะและชนิดของไรโซเบียมในถั่วมะแฮะ   
 

ถ่ัวมะแฮะ Cajanus cajan (L.) Millsp.  เปนพืชพ้ืนเมืองเขตรอนหรือกึ่งรอนซึ่งมีชื่อ
เรียกแตกตางกัน ไดแก  ถ่ัวมะแฮะ(ภาคเหนือ)  ถ่ัวแระ(ภาคกลาง)  ถ่ัวแรด(ภาคใต)  ถ่ัวแฮะ
(ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) ถ่ัวมะแฮะนอกจากนํามาใชเปนอาหารของมนุษยและใชเล้ียงสัตว
แลว ถ่ัวมะแฮะยังเปนประโยชนในดานการอนุรักษดินและน้ําและการปรับปรุงบํารุงดินไดเปน
อยางดีทั้งนี้เพราะถ่ัวมะแฮะมีลักษณะพิเศษที่สําคัญ คือมีความทนตอสภาพแหงแลงและ
อุณหภูมิสูงไดดีกวาพืชชนิดอื่นซึ่งสามารถปรับตัวเขากับพื้นที่ปาเสื่อมโทรมไดดี และถ่ัวมะแฮะ
มีความสามารถในการดูดธาตุฟอสฟอรัสในดินชั้นลางไดดีทั้งนี้เพราะมีระบบรากแกวและราก
แขนงที่ยาวและมีจํานวนมากและบริเวณรากของถั่วมะแฮะยังมีการสรางปมโดยจุลินทรียไร
โซเบียมอยางจําเพาะเจาะจงอีกดวย (วิมลรัตน  ศุกรินทร และมณเฑียร โสปภีร, 2536)    

 
จากการจําแนกโดยวิธี cross-inoculation group  จึงจัดเชื้อไรโซเบียมที่พบในถั่วมะแฮะ

ไวในกลุมที่เขาไปอาศัยในพืชตระกูลถ่ัวกลุม  Cowpea group  ซ่ึงไรโซเบียมดังกลาวยังไมอาจ
ระบุชนิดหรือสปช่ีได โดยอาจจะเปนเชื้อไรโซเบียม 1 ชนิดหรือมากกวา 1 ชนิด ก็ได ที่จะเขา
ไปอาศัยอยูในถ่ัวมะแฮะได ซ่ึงก็ตองมีการศึกษาในดานพันธุกรรมตอไป ดังนั้นจึงระบุแตเพียง 
จีนัส (genus)แลวตามดวยช่ือถ่ัวที่เชื้อไรโซเบียมเขาไปอาศัยอยู   ดังนั้น เชื้อไรโซเบียมที่เขาไป
อาศัยในถั่วมะแฮะ จึงเรียกวา ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ (Rhizobium sp.(pigeon pea)) 

 
การจําแนกตามอัตราการเจริญเติบโตในสารอาหาร โดยจากรายงานพบทั้งกลุมที่เจริญ

เร็ว เรียกวา Rhizobium sp.(pigeon pea) และกลุมที่เจริญชา เรียกวา Bradyrhizobium sp.(pigeon 
pea) (Duhanและคณะ, 1998) และพบวาเชื้อไรโซเบียมที่เขาอาศัยในถ่ัวมะแฮะโดยสวนใหญ
เปน  Bradyrhizobium sp.(pigeon pea) มากกวา Rhizobium sp.(pigeon pea) (Anand and 
Dogradogra, 1997)  
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 กระบวนการเขาสูรากและการสรางปม  
 

กระบวนการเขาสูรากของพืชของเชื้อไรโซเบียมเปนกระบวนการที่คอนขางซับซอน ซ่ึง
นักวิทยาศาสตรยังไมเขาใจอยางแนชัด จากขอมูลที่มีอยูสามารถสรุปไดดังนี้  (สุมิตรา ภูวโรดม 
2532; Boonkerd และคณะ, 1975) 

 
1. การปลดปลอยสารออกจากรากตนถ่ัว (Root exudation) 
จะขับสาร root exudate ซ่ึงเปนสารพวก growth factor ออกมากระตุนการเจริญเติบโตของ

เชื้อไรโซเบียม ทําใหไดปริมาณไรโซเบียมในดินเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็ว และ สารพวกlectin  ซ่ึง
เปนสารประกอบระหวางโปรตีนและ  polysaccharide ซ่ึงการกระตุนเปนไปอยางเฉพาะเจาะจง เชน 
ถ่ัวพวก lucerne (Medicago sativa)  จะกระตุนการเจริญเติบโตของ  R. meliliti  
  2. การเปลี่ยนรูปรางของรากขนออน (Deformation) 

เชื้อไรโซเบียมจะเขาสูรากที่บริเวณขนออน   (root  hair) อาจมีบางที่เขาแทรกที่รากแขนง 
เชนถ่ัวลิสง   ในขณะที่มีการเกาะตัวกันระหวางรากพืชกับเชื้อไรโซเบียม  รากขนออน จะเกิดการ
มวนงอ (curling)  หรือเกิดการผิดปกติบางประการ (deformation) ขึ้น ซ่ึงมีสาเหตุมาจากสารพวก 
indole acetic acid (IAA)  ซ่ึงไรโซเบียมขับออกมา โดยเปนการกระตุนแบบไมจําเพาะเจาะจง เพราะ
รากพืชชนิดอื่นก็เกิดอาการเชนนี้ได นอกจากนั้นยังพบสารบางชนิดดวย เชน gibberellins, 
polysaccharide, ribonuclic acid (RNA)  ซ่ึง เชื่อกันวา RNA เปนตัวควบคุมเซลลพืชใหผลิตเอ็นไซม
บางชนิด จาก polysaccharide เชน cellulase, pectinase, pectin methyl esterase (PME) เปนตน ซ่ึง
ยอยสลายโครงสรางของผนังเซลลของรากขนออนซึ่งประกอบดวย cellulase และ pectin ดังนั้นเชื้อ
ไรโซเบียมจึงเขาสูรากได  

3.  การเขาสูราก    (Infection)  
หลังจากเกิด deformation แลวไรโซเบียมจะ penetrate รากทําใหผนังของรากขนออน เกดิ

เปนรอยเวา (invagination) และกลายเปนทอเล็ก ๆ เรียก  infection thread ภายใน infection thread นี้
ไรโซเบียมจะถูกหอหุมดวยผนังเซลลูโลส ซ่ึงพืชสังเคราะหขึ้น หลังจากนั้น  infection thread จะ
แตกแขนงออกไปยังสวนกลางของปมที่กําลังเจริญเติบโต ไรโซเบียมจะถูกปลดปลอยออกไปยัง  
cytoplasm ของเซลลพืชและเพิ่มจํานวนเซลลขึ้น  แลวไรโซเบียมจะผลิตสารกระตุนพวก kinetin 
และสารอื่นๆ มากระตุนใหเซลลรากพืชแบงตัวเกิดเปนปมรากถั่วซ่ึงมีโครโมโซมเปนสองเทาของ
ตนถ่ัวซ่ึงอาจพบไดทั้งแบบ diploid และ polyploid  หลังจากที่เขาไปอยูใน cytoplasm  ของเซลลพืช
แลวแบคทีเรียจะแบงตัวอยางรวดเร็ว ประมาณ 4-6 เซลล   แบคทีเรียจะอยูรวมกัน และถูกหอหุม
ดวยเนื้อเยื่อมีลักษณะเปนถุง (pocket)  ลักษณะของเซลลจะเปลี่ยนแปลงไปจากที่เคยเปนเรียกวา 
bacteroid  ซ่ึงมีขนาดใหญกวาเดิมประมาณ   40  เทา และอาจมีรูปราง เปนรูปดาว รูปแฉก หรือ 



 9

คลายกระบอง  นอกจากนั้นยังมีคุณสมบัติภายในเซลลเปล่ียนไป มีการสังเคราะหเอนไซม 
nitrogenase และสารประกอบที่เกี่ยวของกับการตรึงไนโตรเจน เชน leghaemoglobin เปนตน  

 
รูปรางของปมรากถั่วที่เกิดจะแตกตางกันไปตามชนิดของถั่วและสายพันธุของไรโซเบียม 

ฉะนั้น รูปรางของปมจึงเปนลักษณะเฉพาะของถั่วแตละชนิด สําหรับขนาดของปมนั้นจะมีขนาด
แตกตางกัน ถึงแมจะเปนถ่ัวตนเดียวกัน ขนาดของปมอาจจะแตกตางกันได  ( Poi, 1990) 

 
ลักษณะทั่วไปของพื้นท่ี 
 
 พื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช  เปนพื้นที่ที่ตั้งอยูในเขต
อุทยานแหงชาติทับลาน  อําเภอครบุรี  จังหวัดนครราชสีมา  พื้นที่โดยรวมมีรูปรางคลายปลาวาฬ ซ่ึง
ประกอบไปดวยพื้นที่ปา 3 ลักษณะ ไดแก  ปาทุงหญา  ปาฟนสภาพ  และปาดิบแลง (ภาพที่ 2) พื้นที่
โครงการทั้งหมดจะถูกแบงออกตามแนวเสนแวง รวมทั้งส้ิน  16 แนว และถูกแบงตามแนวเสนรุง 
รวมทั้งสิ้น  6 แนว  (ภาพที่ 1 ) 
 
 

 
 

ภาพที่ 1  แผนที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช ในเขตอุทยาน
แหงชาติทับลาน  อําเภอครบุรี  จังหวัดนครราชสีมา 

 
ลักษณะของพื้นที่ศึกษาทั้งหมด  8 แปลง  ในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริ

และปาพันธุกรรมพืช ในเขตอุทยานแหงชาติทับลาน  โดยกําหนดตามแนวเสนแวง  มีรายละเอียด
ดังนี้ 
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1.  ระหวางแนวที่ 1 และ 2  เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาดิบแลงที่มีแหลงน้ําธรรมชาติ 
(Dry ever green forest with natural water supply; DEGW)  ลักษณะทั่วไปมีความอุดมสมบูรณตาม
ธรรมชาติ  ในพื้นที่มีตนไมขนาดสูงใหญจํานวนมากมายจึงทําใหแสงสวางสองลงสูพื้นดินไดไม
มากนัก ลักษณะเนื้อดินประกอบไปดวยดินทรายเปนสวนใหญ บริเวณพื้นที่นี้มีลําหวยขนาดเล็ก
ไหลผานซึ่งในชวงแหงแลงจะมีปริมาณน้ําคอนขางนอย ( ภาพที่ 4 ) 

2.  ระหวางแนวที่ 1 และ 2  เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาดิบแลงที่ไมมีแหลงน้ํา
ธรรมชาติ (Dry ever green forest; DEG) ลักษณะทั่วไปของพื้นที่มีพันธุไมหลากหลายชนดิจํานวน
มากและลักษณะประกอบไปดวยดินทรายเปนสวนใหญ บริเวณพื้นที่นี้ไมมีลําหวยขนาดเล็กไหล
ผาน    ( ภาพที่ 5 ) 

3.  แนวที่  3  เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนคันดินกั้นน้ําขนาดใหญ (checkdam 3; CD3) 
ลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนพื้นที่ที่มีการปลูกกลาไมกระจายอยูทั่วไปขอบคันดินกั้นน้ํามีการปลูก
หญาแฝกเพื่อปองกันคันดินพังและลักษณะของดินเปนดินทรายเม็ดใหญมีสีคอนขางจาง ชวงฝนตก
มีการกักเก็บน้ําไดมากจึงมีการวางไขของพวกสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกระจายทั่วพื้นผิวน้าํ ( ภาพที ่
10 ) 

4.  แนวที่  10  เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนทางที่ใชในการสัญจร ซ่ึงเปนเสนทางที่ใชใน
การเดินเขาสู checkdam 18   (Way) ลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนปาทุงหญาทั้งสองขางทาง ลักษณะ
ดินเปนดินเหนียวเนื้อแนนสีแดง ชวงแหงแลงดินจะมีสภาพแข็งมาก  (ภาพที่ 11 ) 

5.  แนวที่  10  เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่มีการขุดคันดินกั้นน้ํา (Glassland 
with checkdam 18; GLCD18) ลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนปาทุงหญา  มีหญาแหงทับถมกระจาย
ทั่วพื้นที่ จึงชวยในการดูดซับความชื้นในชวงฝนตก สวนคันดินกั้นน้ํานี้มีความสามารถในการเก็บ
กักน้ําไดพอสมควรแตชวงแหงแลงมีน้ําปริมาณนอยมาก ลักษณะดินเปนดินเหนียวเนื้อแนนสีแดง 
(ภาพที่ 6 ) 

6.  แนวที่ 10 เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา (Glassland; GL) 
ลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนปาทุงหญาซ่ึงสวนใหญจะเปนหญาคา  ลักษณะดินเปนดินเหนียวเนื้อ
แนนสีแดง ในพื้นที่ไมมีการขุดคันดินกั้นน้ํา ดังนั้นในชวงแหงแลงจึงขาดความชุมชื้นอยางมาก     
( ภาพที่  7 ) 

          7. แนวที่11 เปนแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาฟนสภาพที่มีการขุดคันดินกัน้น้ํา  (Regrown 
forest with checkdam 21; RFCD21) ลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนปาที่มีความอุดมสมบูรณตาม
ธรรมชาติในพื้นที่ประกอบไปดวยไมพุมและไมเล้ือยเต็มพื้นที่ มีเศษกิ่งไมใบไมกระจายทัว่ทับถม
กันเปนจํานวนมาก ลักษณะดนิเปนดินคอนขางรวนเปนสีดํา เม็ดดินเล็กละเอยีด ชวงแหงแลงมี
ปริมาณน้ําไมมากนัก แตในชวงฝนตกมปีริมาณน้ํามาก และความชุมชื้นสูงทําใหมีการวางไขของ
พวกสัตวสะเทนิน้ําสะเทินบกกระจายทัว่พืน้ผิวน้ํา ( ภาพที่ 8 ) 
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การศึกษาสมบัติทางชีวภาพและทางกายภาพของดิน 
 

การศึกษาสมบัติทางชีวภาพ คือการประเมินหาปริมาณหรือจํานวนไรโซเบียมในดิน ซ่ึง
สามารถทําไดหลายวิธี แตละวิธีมีขอดีและขอเสียแตกตางกันออกไป โดยทั่วไปแลว การประเมิน
โดยใชวิธี total plate count เพื่อหาปริมาณไรโซเบียมทั้งหมดทําไดยากและใหผลไมคอยแนนอน 
เพราะในดินมีจุลินทรียเปนจํานวนมากที่เจริญเติบโตไดดีในอาหารที่ใชเล้ียงเชื้อไรโซเบียม สวนวิธี
ซีรัมวิทยา  (serological method)  ซ่ึงใช  fluorescent antibody นั้นใชไดผลดีในการแยก strain ของ 
ไรโซเบียม แตไมเหมาะกับการประเมินหาปริมาณไรโซเบียมในดิน วิธีการประเมินที่ไดรับความ
นิยมในปจจุบันไดแกวิธีการ  plant infection count ซ่ึงเปนการนําดินมาทําใหเจือจาง  (serial 
dilution) นําไป  inoculate กับพืชตระกูลถ่ัว แลวประเมินจํานวนไรโซเบียมจากจํานวนปมที่เกิดขึ้น
โดยอาศัยสมมุติฐานที่วา ปมที่เกิดขึ้นหนึ่งปมจะเกิดจากการที่มีไรโซเบียมเขาสูรากอยางนอยหนึ่ง
เซล คาที่ไดจากการประเมินโดยวิธี  plant  infection count ไมใชคาที่แทจริงของปริมาณไรโซเบียม
ในดิน แตจะเปนคามากที่สุดที่เปนไปได  (most probable number: MPN)  โดยวิธี  plant infection 
count  นี้เหมาะสําหรับถ่ัวที่มีขนาดเล็ก (Somasegaran et al., 1985) 

 
การศึกษาสมบัติทางกายภาพของดิน ก็คือการศึกษาอิทธิพลทางกายภาพบางประการของ

ดินที่มีผลตอการเจริญเติบโตและปริมาณไรโซเบียมในดิน  ดงันี้ 
 
1. ความเปนกรด-ดางของดิน   ไรโซเบียมบางสายพันธุอาจจะชอบดินที่มีสภาพเปนกรด

หรือดางก็ได  ซ่ึงโดยทั่วไปไรโซเบียมจะเจริญไดดีในคาความเปนกรดออนถึงเปนกลาง               
(pH 6.5-7.5) เพราะการยอยสลายอินทรียวัตถุจะเกิดไดดี โดยพบวาดินที่มีสภาพเปนกรดจัดมาก 
(pH 4.5-5.0) หรือ กรดจัด (pH 5.1-5.5) (เอิบ เขียวร่ืนรมณ, 2542) จุลินทรียมีกิจกรรมชาลงในการ
ยอยสลายอินทรียวัตถุทําใหเกิดธาตุอาหารนอยลงและจุลินทรียกลุมตรึงไนโตรเจนยอมทํางานชาลง
ดวย (ปฐพีชล  วายุอัคคี, 2541) 

2. ความชื้นของดิน   ดินที่มีความแหงแลงสูงหรือมีอุณหภูมิสูงจะมีผลทําใหความชื้นในดิน
ต่ําซ่ึงไมเหมาะตอการเจริญเติบโตของไรโซเบียมทําใหพบปริมาณไรโซเบียมคอนขางต่ําซ่ึงจุลินท
รียและพืชจะดูดซับน้ําไปใชประโยชน เพราะน้ําเปนตัวทําละลายแรธาตุตางๆที่อยูในดิน โดยระดับ
น้ําในดินที่เหมาะกับการเจริญของแบคทีเรีย ประมาณ 50-70%  WHC (water holding capacity) 
(ประกิตตสิน       สีหนนท, 2540)  

3. ปริมาณธาตุไนโตรเจนในดิน เปนสิ่งที่บงบอกไดถึงประสิทธิภาพหรือปริมาณของ      
ไรโซเบียมในดิน ซ่ึงโดยปกติไรโซเบียมจะตรึงไนโตรเจนในอากาศใหอยูในรูปแอมโมเนียในดิน 
ดังนั้นดินบริเวณที่มีปริมาณไนโตรเจนสูงก็อาจจะมีไรโซเบียมที่มีประสิทธภาพการตรึงไนโตรเจน



 17

หรือมีปริมาณไรโซเบียมในดินสูง (ปทมา วิตยากร , 2533) ในการวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนใน
ดินนิยมหา total nitrogen และไนโตรเจนในรูปที่เปนประโยชนตอพืช (available nitrogen)  เชน 
NH4+ และ NO3- ซ่ึงมีอยูนอยมาก และมีการเปลี่ยนแปลงอยูเสมอ การวิเคราะห NH4+ และ NO3- จึง
บอกเพียงวา สภาพของดินในขณะเก็บตัวอยางนั้นมีระดับ NH4+ และ NO3- ปริมาณเทาใด แตจะไม
สามารถใชวัดระดับไนโตรเจนของดินสําหรับระยะเวลายาวนานได (Bremner,1965) 
 
การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ 

 
1. ความสามารถในการทนเค็ม 
 ดินเค็ม คือดินที่มีปริมาณเกลือ NaCl, CaSO4, MgSO4, KCl ในปริมาณที่สูงในดินจนมีผล
ตอการเจริญเติบโตของพืชและจุลินทรีย โดยปจจุบันประเทศไทยกําลังประสบปญหาดินเค็ม
โดยเฉพาะดินในพื้นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือซ่ึงเปนที่ตั้งของพื้นที่โครงการฯในเขตอุทยาน
แหงชาติทับลานดวย โดยความเค็มจะกระจายเปนหยอมๆ เนื่องจากพื้นที่สวนใหญเปนดินทราย
ความเค็มจึงมีการเปลี่ยนแปลงตามฤดูกาล พบวาดินในภาคตะวันออกเฉียงเหนือสวนใหญเปนดิน
เค็มที่มีสภาพเปนกรดจัด (เพิ่มพูน  กีรติกสิกร, 2527) 
 
 Rhizobium fredii  USDA 191 ที่เปนมิวแตนต และมีความสามารถในการทนเค็มพบวาจะ
เปนไรโซเบียมที่จะชักนําใหมีการสรางปมที่รากแขนงของตนถ่ัวเหลือง โดยพบวาเชื้อไรโซเบียม
ดังกลาวจะมีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนอยูในระดับต่ําและพบวา mutant ทําใหน้ําหนักของตน
และรากของพืชตระกูลถ่ัวที่เขาไปอาศัยมีน้ําหนักของตนและรากลดลงดวย (Ohwada และ
คณะ,1998)   
 

ในพื้นที่ที่มีสภาวะความเค็มคอนขางสูงและเปนพื้นที่ที่มีอุณหภูมิสูงหรืออยูในสภาวะแหง
แลง พบวาเชื้อไรโซเบียมจะถูกจํากัดความสามารถในการตรึงไนโตรเจนในสภาวะดังกลาว และ
การเขาสรางปมรากของเชื้อไรโซเบียมกับตนถ่ัวนอกจากนั้นยังพบวาเชื้อไรโซเบียมที่อยูในสภาวะ
ความเค็มคอนขางสูงและเปนพื้นที่ที่มีอุณหภูมิสูงหรืออยูในสภาวะแหงแลง สามารถจํากัดการ
เจริญเติบโตของ  Leucaena leucocephala  ได (Hashem และคณะ,1998) 

 
ตนถ่ัวหัวชาง Chickpea (Cicer arietinum L.) ที่ถูกสรางปมโดยเชื้อไรโซเบียมพบวาจะมี

ความไวตอความเค็มมากกวาพืชตระกูลถ่ัวที่เล้ียงดวยไนโตรเจนที่ไมไดเกิดจากการตรึงไนโตรเจน
โดยเชื้อไรโซเบียมเมื่อเปรียบเทียบกันระหวางสองกลุมการทดลอง และพบวาเชื้อไรโซเบียมที่เขา
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ไปอาศัยในตนพืชตระกูลถ่ัวที่มีความไวตอความเค็มมากกวาอาจจะมีการหยุดยั้งกระบวนการตรึง
ไนโตรเจนจากอากาศของเชื้อไรโซเบียมได (Zurayk และคณะ,1998)  

 
เชื้อไรโซเบียมในบางสายพันธุสามารถตรึงไนโตรเจนไดดีรวมกับพืชตระกูลถ่ัว legume 

เมื่อไรโซเบียมและพืชตระกูลถ่ัวอยูภายใตสภาวะความเค็มในระดับตางๆ และการไดรับความรอน
หรือสภาวะแหงแลง รวมทั้งสภาวะความเปนกรดที่คอนขางสูง พบวาเชื้อไรโซเบียมที่อยูในสภาวะ
เชนนี้จะไมสามารถตรึงไนโตรเจนไดอยางมีประสิทธิภาพเมื่อไดรับสารโลหะหนัก (Zahran ,1999) 

 
การศึกษาความเค็มของเชื้อไรโซเบียม พบวาระดับความเค็มที่เชื้อไรโซเบียมไดรับจะ

สามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม nitrogenase ของเชื้อไรโซเบียมที่เขาไปอาศัยในถั่ว Lentil (Lens 
culinaris)โดยเอนไซม nitrogenase จะถูกใชในการตรึงไนโตรเจนจากอากาศใหอยูในรูปแอมโมเนยี 
(Rai และ Singh,1999) 

 
การศึกษาในถั่วยาง  Vicia faba  L. และถ่ัวลันเตา  Pisum Sativum L.  พบวาถ่ัวที่มีไรโซ    

เบียมชวยในการตรึง ไนโตรเจนไมไดมีความไวตอเกลือมากกวาพืชที่ไดรับไนโตรเจนสังเคราะห
เสมอไป โดยไนเตรทที่เติมเขาไปไมไดลดกิจกรรมของเอ็นไซม nitrogenase ในถั่ว Pisum Sativum 
L. แตจะลดกิจกรรมของ nitrogenase ในถั่ว Vicia faba  L. อยางไรก็ตามการสรางปม จะถูกยับยั้งใน
ถ่ัวทั้งสองชนิดและกิจกรรมของ nitrogenase ในพืชทั้งสองชนิดจะถูกรบกวนโดยเกลือได และ GS, 
NADH GOGAT จะถูกยับยั้งโดยเกลือในพืชทั้งสองชนิดทั้งกลุมที่ตรึงไนโตรเจนไดเองและกลุมที่
เติมไนโตรเจนสังเคราะห (Cordovilla และคณะ ,1999) 

 
เมื่อใสเชื้อ Rhizobium sp. NBRI330 ที่รากของพืช Prosopis  juliflora  พบวา เชื้อที่ใสทําให

พืชมีความสามารถทนดินเค็มไดมากกวาพืชที่ไมไดรับการใสเชื้อ โดยสังเกตจากน้ําหนักของตนพืช
แหงที่มากกวาในพืชที่ไดรับเชื้อไรโซเบียม (Rulkarni and Nautiyal, 2000) 
 
 2. การศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียม  

 
การตรึงไนโตรเจนจากอากาศเกิดขึ้นที่บริเวณรากของถั่วซ่ึงมีไรโซเบียม อาศัยอยูในรูป

ของ bacteroid  ตองอาศัยเอนไซม nitrogenase   (N2 ase)  ซ่ึงจะทําหนาที่แปรสภาพกาซไนโตรเจน  
(N2)  ไปเปนแอมโมเนีย (NH3)  bacteriod จะทําหนาที่สังเคราะหเอนไซม  ซ่ึงเอนไซมนี้ประกอบ
ไปดวย Mo-Fe protein โดยรวมตัวกันเปนโครงสรางที่สลับซับซอน สําหรับโปรตีน ของเอนไซม
ชนิดนี้เปนแบบที่เรียกวา iron-sulfur type คือมีกํามะถันเปนตัวเชื่อมระหวางโปรตีนกับโมลิบดีนัม
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และเหล็ก เนื่องจากการตรึงไนโตรเจนเปนขบวนการที่ถูกทําลายโดยออกซิเจน แตรากพืชตองการ
ออกซิเจนสําหรับใชในการหายใจ ดังนั้น จึงจําเปนที่จะตองมีกลไกในการปองกันออกซิเจนไมให
เขาไปในบริเวณที่มีการตรึงไนโตรเจน ในปมรากถั่ว leghaemoglobin  จะทําหนาที่ปองกันไมให
เอนไซมถูกทําลายหรือทําใหเกิดสภาพ low-oxygen ใหกับ bacteroid ทําให nitrogenase ไมถูก
ทําลาย ในขณะเดียวกัน leghamoglobin จะเปนตัวนําออกซิเจนไปยังบริเวณที่มีการสราง ATP 
(adenosine -5 triphosphate) มีรายงานวาปริมาณ leghaemoglobin ที่พบในปมถั่วจะ สัมพันธกับ
ปริมาณไนโตรเจนที่ถ่ัวสามารถตรึงไดในขบวนการตรึงไนโตรเจนซึ่งเปนปฏิกิริยาการลดออกซิเจน
ของกาซไนโตรเจน (N2)  โดยเอนไซมนั้นจะตองอาศัย  ตัวใหอิเลคตรอน (electron donor)     
ตัวรับอิเลคตรอน (electron acceptor)    แหลงของพลังงานไดแก  ATP และ Divalent  Metal Ion  
เชน Mg++  ,  Mn++  , CO++   และ   Ni++  ซ่ึงชวยให ATP  ทําหนาที่ไดตามปกติ ทั้งอิเลคตรอน และ 
ATP  จะไดมาจากกระบวนการสังเคราะหแสงของพืชและจะถูกลําเลียงมายังปม ในการตรึง
ไนโตรเจน  1 โมเลกุล จะตองใช ATP จํานวน 12 mole จึงจะได แอมโมเนียม 2 โมเลกุล ดังสมการ  

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

 
พบวา Fe-nitrogenase จะทําหนาที่จับ  N2  สวน Mo-Fe nitrogenase จะทําหนาที่ลดแรงยึด

เหนี่ยวระหวาง bond ของไนโตรเจน  ทําใหเกิดการลดออกซิเจนขึ้น ATP จะถูกนําไปใชและเปลี่ยน
รูปเปน ADP อิเลคตรอนจากตัวใหอิเลคตรอน (ในรูป ferredoxin หรือ flavodoxin )  จะถูกนําไป 
reduce N2  ใหเปน NH3  ซ่ึงเปน stable intermediate ตัวแรกในกระบวนการตรึงไนโตรเจน พบวา 
ระหวาง    N2  และ NH3  อาจจะมีสารประกอบ intermediate  อ่ืน ๆ เชน hydrazine,  diimide,  
hydroxlamine  และ carbamyl phosplate  แตยังไมสามารถพิสูจนใหแนชัดลงไปได  

 
แอมโมเนียที่เกิดจากกระบวนการตรึงไนโตรเจนจะถูกเปลี่ยนใหเปนแอมโมเนียม (NH4

+)  
และถูกพืชนําไปใชโดย  GS-GOGAT  pathway  (Glutamine-synthateglutamate synthate)   ดังที่
กลาวมาแลววา การตรึงไนโตรเจน เปนกระบวนการที่ตองการพลังงานจํานวนมากในรูปของ ATP  
ซ่ึงไดมาจากการสังเคราะหแสงของพืช ดังนั้น ปจจัยที่จํากัดการตรึงไนโตรเจนของปมอาจเกิดจาก
พืชเอง นอกจากนั้นการตรึงไนโตรเจน ยังอาจถูกกระทบจากปจจัยตาง ๆ ที่เก่ียวของกับการ
เจริญเติบโตของพืช เชนความเปนกรดเปนดาง ปริมาณธาตุอาหาร ปริมาณเกลือ ความชื้น และ
สารประกอบที่สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช (growth substance) เปนตน (Zahran, 1999)  
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3. การศึกษาความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ 
 

จุลินทรียจะมีความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะได เพราะมียีนตานทานยาปฏิชีวนะ 
(resistant  gene)  ในการทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ ตาม  Microbiology  
Essentials  and  Applications  International  edition  มีการทดสอบ 3 วิธี  ไดแก  minimum  
inhibitory  concentration (MIC), automate  method และ disk  diffusion  method  ซ่ึงวิธีหลังนี้เปน
วิธีที่งาย  ราคาถูก  และสามารถทดสอบยาปฏิชวีนะไดพรอมกันหลายชนิดในจานเพาะเชื้อเดียวกัน 
(Brockman และคณะ1989) 

 
Rhizobium galegae สายพันธุ NBIMTC2250 ซ่ึงมีพลาสมิด 2 ชนิด คือ ขนาดใหญและ

ขนาดเล็ก ซ่ึงพลาสมิดขนาดใหญเปนพลาสมิดที่เกี่ยวกับชีวสัมพันธ (symbiotic plasmid)  เมื่อ
พิจารณาเกี่ยวกับหนาที่ภายในเซลลและการอยูรวมกันกับพืชของพลาสมิดขนาดเล็ก  เมื่อ
เปรียบเทียบสายพันธุไรโซเบียมนี้กับสายพันธุที่เปน wild type พบวาไมมีความแตกตางกันในดาน
คุณสมบัติภายในเซลล ไดแก รูปแบบการตานยาปฏิชีวนะ การใชสารคารโบไฮเดรตและกรด
อินทรีย  ดูอัตราการเจริญเติบโต  ลักษณะของโคโลนี และรูปแบบ lipopolysaccharide (LPS) 
profile  การเคลื่อนที่  การทนตออุณหภูมิ  ซ่ึงชี้ใหเห็นวาหนาที่เหลานี้ไมไดถูกควบคุมโดยยีนบนพ
ลาสมิด และจากการศึกษาโดยวิธี hybridization แสดงใหเห็นวาพลาสมิดขนาดเล็กหายไปในสาย
พันธุไรโซเบียมนี้ซ่ึงชี้ใหเห็นวาพลาสมิดขนาดเล็กอาจจะไมมีหนาที่สําคัญในสายพันธุไรโซเบียมนี้ 
(Gigova และคณะ, 1997) 

 
ลักษณะชีวภาพและทางกายภาพของสายพนัธุ Bradyrhizobium ที่ทนเค็ม (ระดับ  88 mM 

264 mM 440 mM NaCl) ถูกประเมินคาตามความสามารถในการใชแหลงคารบอนที่แตกตางกัน  ดู
อัตราการเจริญเติบโต  ความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ รูปแบบพลาสมิดโพรไฟล และการ
ผลิต exopolysaccharide   สายพันธุที่ทนเค็มจะเพิ่มความสามารถในการออกซิไดซแหลงคารบอน 
โดยการเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต และการผลิต  exopolysaccharide  ผลของความสามารถในการ
ปรับตัวเพื่อที่จะสรางโคโลนีในสภาวะที่เค็ม  อยางไรก็ตามเกลือสามารถทําหนาที่เสมือนเปนสารที่
ชวยในการรักษา ใหยีนที่อยูในสภาวะคงที่ซ่ึงจะกลายเปนอันตรายสําหรับยีนที่เกั่ยวกับการตรึง
ไนโตรเจนซึ่งอยูบนพลาสมิดของไรโซเบียม (Barboza และคณะ, 2000) 
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4. การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของไรโซเบียม 
 
                 พลาสมิดเปนสารพันธุกรรมซึ่งเปนชิ้นสวนดีเอ็นเออิสระและเปนโครโมโซมขนาดเล็ก 
(minichromosome) แบบวงแหวน เชนเดียวกับโครโมโซมหลักของแบคทีเรียซ่ึงมีลักษณะเปนวง
แหวนเชนกันแตมีขนาดใหญและขดมวนตัวภายในเซลลแบคทีเรีย จึงเรียกวานิวคลีออยด  
(nucleoid) โดยไมมเียื่อหุมนิวเคลียส พบวาพลาสมิดมีขนาดแตกตางกันตั้งแตขนาดเล็กมากเพียงแค 
2- 3 ยีน จนถึงขนาดใหญประกอบดวยยีนหลายยีน โดยเชื้อไรโซเบียมบางสายพันธุอาจจะมีพ
ลาสมิดที่เกี่ยวของกับ   resistance transfer function (RTF) ซ่ึงเปนยีนที่มีสมบัติการตานยาปฏิชีวนะ 
(วิสุทธิ์  ใบไม, 2538)  และพลาสมดิของไรโซเบียมบางสายพันธุจะมียีนที่เกี่ยวของกับ  symbiotic  
function (sym)(Rana และ Krishnan,1995) ไดแก  ยีนที่เกี่ยวของกับการตรึงไนโตรเจน เรียกวา  nif 
and fix gene  และยีนที่เกี่ยวของกับการจดจําและทําใหเกิดปมที่รากพืชซ่ึงเปน host เรียกวา nod 
gene (Zhang และคณะ, 2001; Zou และคณะ, 1998)  โดยพลาสมิดโพรไฟล (plasmid  profile) เปน
การศึกษาหาขนาดและจํานวนของพลาสมิดในเชื้อไรโซเบียมแตละไอโซเลต  พบวาพลาสมิดใน
เชื้อไรโซเบียมอาจจะมีจํานวนมากกวา 1 อัน  และอาจมีขนาดของพลาสมิด มากกวา 1000 เมกกะ
ดาลตัน (Hashemและคณะ, 1996; Long,1984) โดยไรโซเบียมบางสายพันธุอาจจะพบทั้งพลาสมิด
ขนาดเล็ก และขนาดใหญ (Gigovaและคณะ, 1997)  ซ่ึงอาจจะมีการแยกหักเปน  linear  fragment  
หลายๆอัน  ซ่ึงทําใหยากในการแยกขนาดของพลาสมิดใน gel electrophoresis  ดังนั้นวิธีที่เหมาะสม
กบัการสกัดพลาสมิดขนาดใหญ   คือ  in situ lysis cell  เพื่อใหไดขนาดของพลาสมิดที่ถูกตอง
แมนยํา โดยอัตราเร็วของการเคลื่อนที่ของพลาสมิดขึ้นอยูกับ กระแสไฟฟาที่ใชตองใชความดัน
ไฟฟาต่ํา และความเขมขนของวุนถาสูงจะทําใหขนาดรูพรุนของแผนวุนเล็ก  และขนาดและรูปราง
ของพลาสมิดเอง ถามีขนาดใหญจะเคลื่อนที่ไดชากวาขนาดเล็กเมื่อเปรียบเทียบที่มีรูปรางแบบ
เดียวกัน ถารูปรางตางกันจะมีผลทําใหการเคลื่อนที่ตางกันเมื่อเปรียบเทียบขนาดโมเลกุลเทากัน 
ตัวอยางเชน พลาสมิดมีรูปรางตาง ๆกันได 3 แบบ คือ  ซุปเปอรคอยด (supercoiled)  เคล่ือนที่ไดเร็ว
ที่สุด    รีแลกซ (relaxed) เคล่ือนที่ไดเร็วปานกลาง  และ รูปปลายเปด (open form)  เคล่ือนที่ไดชา
ที่สุด (Echkhardt  และ1978) 
 
 เชื้อไรโซเบียมจํานวน 160 ไอโซเลทที่แยกจากปมรากของถั่ว Phaseolus vulgaris L. ที่
เพาะปลูกโดยใชดินที่มาจาก 3 สภาพภูมิประเทศของประเทศตูนีเซีย โดยพลาสมิดโพรไฟลถูก
นํามาใชเปนวิธีขั้นตนเพื่อที่จะแยกความแตกตางอยางรวดเร็ว ซ่ึงพบโดยพลาสมิดโพรไฟล 38 
รูปแบบ (Mhamdi และคณะ, 1999) 
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 Rhizobium sp. S25 เปนสายพันธุที่แยกจากปมของ Tephrosia candida ในจังหวัดไหนาน 
ของจีน โดยเปนสายพันธุที่มีความทนทานสูง พบวา มีพลาสมิดจํานวน 1 ช้ิน ซ่ึงมีขนาดประมาณ 
150 kb  และเมื่อตรวจสอบโดยวิธี hybridization ดวย nodABC และ nifHDK probe  พบวา มี nod 
และ nif gene  อยูบนพลาสมิด นอกจากนั้นยังพบอีกวาการหายไปของพลาสมิดจะลดความสามารถ
ในการทนกรดและความสามารถในการตานยาหลายชนิดของเชื้อ (Zou และคณะ, 1998) 
 
 Sinorhizobium meliloti (เมื่อกอนเรียก Rhizobium meliloti) ซ่ึงแยกจากปมของถั่ว alfalfa  
(Medicago sativa cv Europe) จํานวน 128 ไอโซเลท เมื่อวิเคราะหพลาสมิดโพรไฟล พบวา มี 23 
แบบ และเชื้อที่มีความแตกตางของรูปแบบพลาสมิดก็แยกไดมาจากปมที่ตางกันและดินที่ตางกัน 
(Hartmannและคณะ, 1998)  
 
 Rhizobium leguminosarum (biovar viciae)  ซ่ึงแยกจากปมรากถั่ว legume ซ่ึงปลูกโดยใช
ดินที่ทํา dilution โดยแยกความแตกตางของเชื้อโดยใชเทคนิค RAPD-PCR รวมกับการวิเคราะห
โดยใชพลาสมิดโพรไฟลเปนเวลา 3 ป (Handley และคณะ, 1998) 
 
 การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อไรโซเบียม 23 ไอโซเลท ที่แยกไดจากพืช Hedysarum 
หลายชนิด จากประเทศโปรตุเกต สเปน ตูนีเซีย อิสราเอล และรัฐอราสกา พบสายพันธุที่แยกจาก H. 
alpinum H. mackenzli และ H.pallens  เปนไรโซเบยีมกลุมเจริญชาเมื่อเล้ียงบนอาหาร YMA และ
ไมมีรูปแบบของพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อ 23 ไอโซเลท ที่จะแสดงความเกี่ยวของกับสายพันธุพืช
อาศัยและแหลงของดิน (Kishinevsky และคณะ, 1996) 
 
 Sinorhizobium fredii พบพลาสมิดขนาดใหญ โดยแบงตามรูปของพลาสมิดโพรไฟลได 10 
กลุม พบพลาสมิดตั้งแต 1-6 ช้ิน และบางชิ้นมีขนาดใหญกวา 1000 Mda  โดยพบวารูปแบบพ
ลาสมิดที่มีขนาดต่ํากวา 1000 kb จะมีความเกี่ยวของกับความลึกของดินและจีนัสของพืชอาศัย 
(symbiont) (Hashem และคณะ, 1996) 
 
 Rhizobium leguminosarum  350 ไอโซเลท ที่แยกจากพื้นที่ทุงหญา 4 แหง ทางตะวันออก
ของเท็กซัส พบวาพลาสมิดโพรไฟลสามารถนํามาใชในการจัดจําแนกเชื้อได โดยพบรูปแบบของพ
ลาสมิด 66 รูปแบบ (Moenneloccoz และคณะ, 1994) 
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 ลําดับนิวคลีโอไทด ของ fragment DNA ขนาด 4.15 kb จาก พลาสมิดขนาดใหญของ 
Rhizobium meliloti  2011 ซ่ึงพบตําแหนงของยีน exoH  exoK และ exoL ซ่ึงเปนยีนที่เกี่ยวกับการ
สรางโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 41 30 และ 44 kDa  ตามลําดับ (Becker และคณะ, 1993) 
 
 สายพันธุ Rhizobium sp. BR816  ซ่ึงพบวาเปนเชื้อท่ีทนรอน และจากการตรวจสอบพบวา
สายพันธุ Rhizobium sp. BR816 เปนเชื้อไรโซเบียมที่มียีน nodPQ  ซ่ึงมี 2 สําเนา (copy)  โดย  copy   
หนึ่งอยูบน  symbiotic plasmid หรือ พลาสมิดที่เกี่ยวกับชีวสัมพันธ ซ่ึงเปนพลาสมิดที่เกี่ยวกับการ
สรางปมรากของพืชตระกูลถ่ัวโดยเชื้อไรโซเบียมที่จําเพาะเจาะจง และอีกcopy หนึ่งอยูบนพลาสมิด
ขนาดใหญ (large plasmid) (Laeremans และคณะ, 1997) 
 
 ไรโซเบียม  50 สายพันธุที่แยกจากปมของตนพืช leguminous  2 ชนิดไดแก Acacia และ
Prosopis  โดยทําการวิเคราะหพลาสมิดโพรไฟลซ่ึงใหผลที่ตรงกันขามกับผลการวิเคราะหลักษณะ
ของฟโนไทปและlipopolysaccharide(LPS) profile (Zahran, 1997) 
 
 เชื้อไรโซเบียม 522 ไอโซเลท ที่แยกไดจากถ่ัวพวก Xanthomonas campestris pv  
vesicatoria  เมื่อทําการศึกษาความหลากหลายของเชื้อไรโซเบียมโดยการตรวจสอบรูปแบบของ 
พลาสมิดโพรไฟลจึงทําใหพบวามีขนาดของพลาสมิดมีขนาดตั้งแต 3-300 kb และพบวามีเชื้อไร
โซเบียมจํานวน 10 สายพันธุที่ไมสามารถตรวจพบพลาสมิดโพรไฟลได (Canteros และคณะ, 1995)  
 
 สายพันธุ  Rhizobium sp. SIN-1 ซ่ึงแยกไดจากปมรากของถั่ว Sesbania aculeata ซ่ึง
ประกอบดวยหลายสายพันธุโดยถ่ัวดังกลาวเปนถ่ัวเขตรอน นอกจากนั้นยังพบวาสายพันธุ  
Rhizobium sp. SIN-1 มี nodulation (nod) gene ซ่ึงอยูบน symbiosis (sym) plasmid หรือ พลาสมิดที่
เกี่ยวกับชีวสัมพันธ โดยพบวาพลาสมิดของสายพันธุ  Rhizobium sp. SIN-1 มีขนาดประมาณ 300 
Mda (Ranaและ Krishnan, 1995)  
 
 ลักษณะทางพันธุกรรมของ Rhizobium mesquite  14  สายพันธุและBradyrhizobium 
mesquite  9  สายพันธุ จากปมรากที่ผิวหนาดิน (0-0.5 m) และระดับลึก (4-6 m) ซ่ึงไรโซเบียมจะมี
การปรับตัวตางกัน โดยทําการรวิเคราะหโดยพลาสมิดโพรไฟล (Thomasและคณะ, 1994) 
 
 เชื้อไรโซเบียมของถั่ว alfalfa ที่แยกไดจากดินที่มีสภาวะเปนกรด โดยมีคาความเปนกรด 
อยูระหวาง 5.52 - 6.2 ซ่ึงดินดังกลาวเปนดินที่ไดมาจากประเทศอารเจนตินา เมื่อทําการศึกษาพ
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ลาสมิดโพรไฟล พบวาเชื้อไรโซเบียมจะใหรูปแบบพลาสมิดโพรไฟลที่เหมือนกันและเหมือนกับ
ผลการวิเคราะหโดยวิธี  ERIC-fingerprint (Drets และ Niehaus, 2001) 
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บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
วัสดุอุปกรณ  
 
1.วัสดุอุปกรณ      

1.1    วัสดุอุปกรณสําหรับการเก็บตัวอยางดิน  ไดแก  ถุงพลาสติก  เสียมขุดดิน  ไมบรรทัด  
ปากกา 

1.2   วัสดุอุปกรณสําหรับการทดลองสมบัติของดินและพันธุกรรมของเชื้อ ไดแก   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)  หลอดเก็บกาซ   

1.3  วัสดุอุปกรณสําหรับการทดลองทางจุลชีววิทยา  ไดแก กระบอกตวง ปเปต ขวดรูป
ชมพู ตะเกียง  จานเพาะเชื้อ   เข็มเขี่ยเชื้อ  ปากคีบ  กระจกสไลด 

 
2. เครื่องมือ 

เครื่องวัดคากรด-ดาง (pH meter) 
เครื่องชั่งน้ําหนัก 
เครื่องเขยา (shaker) 
เครื่องนับจํานวนปม 
หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) 
ตูบมเชื้อแบบเขยา (incubator shaker) 
ตูถายเชื้อ (laminar flow) 
เครื่องกําเนิดแสงยูวี (UV-transilluminator) 
เครื่อง electrophoresis รุน BIO-RAD 
เครื่องจายไฟฟากระแสตรง (power supply) 
เครื่องปนเหวี่ยง (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 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2 O2 ) 
50 % คลอรอกซ (clorox)  
สีคองโกเรด (congo red)   
สารละลายไอโอดีน (iodine) 
สียอม ซาฟรานิน (safranin) 
สียอม 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.  เมล็ดพันธุพืช     ถ่ัวมะแฮะสายพันธุ ICPL 151 อายุส้ัน 130-150 กรมวิชาการเกษตร  
จังหวัดขอนแกน 

 
  วิธีการทดลอง 
 
1. การกําหนดแปลงศึกษาและเก็บตัวอยางดิน        

เก็บตัวอยางดินจาก  3 สภาพปาไดแก ปาทุงหญา  ปาฟนสภาพ  และปาดิบแลง โดยเก็บ
ตัวอยางดิน สภาพปาละ 2  จุด  คือ จุดที่มีแหลงน้ํา  และไมมีแหลงน้ํา จึงรวมทั้งสิ้น  6 จุด  และเก็บ
จุดพิเศษเพิ่มอีก 2 จุด คือ จุดที่ checkdam 3 (CD3)  และ บริเวณทางเขา CD18  (way)  รวมจุดเก็บ
ทั้งหมด 8 แปลง   

 
พื้นที่ทั้งหมด  8   แปลง  กําหนดแปลงศึกษาขนาด  40x40  ตารางเมตร  แบงเปนแปลงยอย

ขนาด  1x1 ตารางเมตร  สุมเก็บตัวอยางจาก  3  แปลงยอยในแนวทะแยงมุม  (ภาพที่ 3 )   โดยเก็บ
ดนิที่ความลึก 6  เซนติเมตร เก็บตัวอยางดินจํานวน 4  คร้ัง  แตละครั้งหางกัน  2   เดือน  ดังนี้ 
  คร้ังที่1   เดือนพฤษภาคม     2543 
  คร้ังที่2   เดือนกรกฎาคม      2543 
  คร้ังที่3   เดือนกันยายน        2543 
  คร้ังที่4   เดือนพฤศจิกายน    2543 
 

 

                                                   
          จุดเก็บตวัอยาง ขนาด 1  ตารางเมตร 

 
     ภาพที่  11      การเก็บตวัอยางดินจากแปลงศึกษาในแนวทะแยง  
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2.   วิเคราะหคุณสมบัติของดิน 
 2.1   วิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพ   

 2.1.1 หาความเปนกรด-ดางของดิน ตามวิธีของ Kim (1996 ) 
               นําดนิ 25 กรัม ผสมกับน้ํากลั่น  25  มิลลิลิตร นําไปเขยาใหเขากัน ดวยเครื่อง shaker เปน
เวลา 15 นาที  จากนั้นนํามาหาความเปนกรด-ดางดวยเครื่อง pH meter 

 2.1.2  หาเปอรเซ็นตความชืน้ของดิน ตามวิธีของ Kim (1996 ) 
               ชั่งน้ําหนักของถวยอลูมิเนียมที่แหงสนิทบันทึกน้ําหนักไว จากนั้นใสดินเปยกลงไปใน
ถวยอลูมิเนียมโดยช่ังใหมีน้ําหนักรวมกันใหไดประมาณ  50 กรัม บันทึกผล นําไปอบที่อุณหภูมิ  
105  องศาเซลเซียส   เปนเวลา 24  ช่ัวโมง  นําออกมาจากตูอบทิ้งไวใหเย็นและแหงใน desicator  
จากนั้นนํามาชั่งน้ําหนัก บันทึกผลและนําคาที่บันทึกไวมาคํานวณตามสูตร ดังนี้ 
  กําหนด           A   =  น้ําหนักถวยอลูมิเนียมที่แหงสนิท 
             B   =  น้ําหนักถวยอลูมิเนียมที่แหงสนิทและดินเปยก 
             C   =  น้ําหนักถวยอลูมิเนียมที่แหงสนิทและดินแหง 
   
          เปอรเซ็นตความชื้น     =     {(B - C)/(C – A)} x100 
 

2.1.3  หาเปอรเซ็นตไนโตรเจนในดิน ตามวิธีของ  Bremner (1965) 
                2.1.3.1   การยอยดิน: ชั่งตัวอยางดินซึ่งผานตะแกรงรอนขนาด 0.2-0.5 มม.  หนัก  1  กรัม  
ใสใน kjeldahl  flask  ขนาด 100  มิลลิลิตร  การเทตัวอยางดินลงใน flask อยาใหดินติดที่คอขวด  
เติม catalyst  (ประมาณ 1 กรัม)  แลวเติม conc. H2SO4  จํานวน 10  มิลลิลิตร  และเขยา flask เบาๆ
เพื่อใหดินและกรดผสมเขาดวยกัน  นําไปวางบนเตา  digest  ตมดวยไฟออนๆในระยะแรก แลวเพิ่ม
ไฟใหแรงขึ้นขณะ digest  หมุน flask ไปรอบๆเปนครั้งคราวเพื่อชวยใหมีการคลุกเคลากันดีขึ้น เมื่อ
สีของเหลวใน flask  เร่ิมใสเคี่ยวตอไปอีกประมาณ 20-30  นาที จึงยก flask ออกจากเตา digest 
ปลอย flask ไวใหเย็นคอยๆ รินน้ํากล่ัน10-20   มิลลิลิตร ลงไปรอบๆคอ flask ของเหลวจะรอนขึ้น 
ปลอยของเหลวใหเย็น แลวถายใส  volumetric flask  100 มิลลิลิตร เมื่อของเหลวเย็นเทา
อุณหภูมิหอง  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ  100  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน ทิ้งไวจนดิน
ตกตะกอนนําของเหลวใสขางบนไปกลั่น  ในการวิเคราะหทุกครั้งจะตองทํา blank  ซ่ึงไมมีตัวอยาง
ดิน รวมดวย 
          2.1.3.2    การกลั่น:  ริน H3BO3   ประมาณ  5  มิลลิลิตร  ใส erlenmeyer flask ขนาด  50  
มิลลิลิตร  แลวนําไปวางที่ใตกาน  condenser  ของเครื่องกลั่นแลวใช volumetric pipet ดูด
สารละลายที่ยอยได  จํานวน 10-20   มิลลิลิตร  ใส  distillation flask  เติมน้ํายา  NaOH  จํานวน 10 
มิลลิลิตร  ลงไปกลั่น  จนไดของเหลวซึ่งมีสีเขียวประมาณ  35  มิลลิลิตร 
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         2.1.3.3    การไทเทรต:   ไทเทรตของเหลวที่กล่ันไดดวย  standard  H2SO4   สีของของเหลวจะ
เปล่ียนจากสีเขียวเปนสีมวงแดง ที่จุดเริ่มสีมวงแดงนี้จะเปน  end point   บันทึกปริมาณของกรดที่ใช
ไทเทรต  นําคาที่ไดมาคํานวณตามสูตร  ดังนี้ 

                               กําหนด                    T     =  ปริมาณกรดที่ใชไทเทรตตัวอยาง 
                                                               B     =   ปริมาณกรดที่ใชไทเทรต blank 
            N     =   normality ของกรด  
           140   =   equivalent  weight  ของไนโตรเจน 
             V    =    ปริมาณตัวอยาง 

               S    =     น้ําหนกัของดิน 
 

เปอรเซ็นตไนโตรเจน           =    {140  x N  x (T-B) }/ (V x S)     
 
  2.2  วิเคราะหคุณสมบัติทางชีวภาพของดิน 

  การหาปริมาณของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ ในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริ
และปาพันธุกรรมพืช ในเขตอุทยานแหงชาติทับลาน ใชวิธี Plant infection count-MPN แบบ 
Fourfold  dilution  series (Somasegaran และคณะ, 1985) 

2.2.1  นําคาเปอรเซ็นความชื้นของดินที่ได จากขอ 2.1.2   มาคํานวณหาน้ําหนักของดิน
เปยกที่จะใชในการหาปริมาณเชื้อไรโซเบียม โดยใชสูตร ดังนี้ 
  กําหนด                            น้ําหนักดินเปยก   =  100  กรัม 
                             น้ําหนักดินแหง    =   50    กรัม  
                                        A   =   100  -   เปอรเซ็นความชื้นของดิน   
                                              
                          น้ําหนักดินเปยกที่ใช        =    (น้ําหนักดินเปยก   x  น้ําหนักดินแหง) / A  
 

2.2.2  ช่ังตัวอยางดินเปยกที่จะใช แลวใสดินในน้ํากลั่นฆาเชื้อแลว  150  มิลลิลิตร จะได
สารละลายดินที่มีสัดสวน 1:4  จากนั้น  ดูดสารละลายดิน 10  มิลลิลิตร ละลายตอไปในน้ํากล่ัน  30  
มิลลิลิตร เพื่อใหไดดินที่มีสัดสวน 1:16   แลวทําเชนนี้ตอไปเรื่อย ๆ จนกระทั้งสารละลายมีสัดสวน
ความเขมขนเทากับ  1:48  รวมความเขมขนของดินทั้งหมด เทากับ  8  ระดับความเขมขน  ไดแก  
1:41  1:42  1:43  1:44  1:45  1:46  1:47  1:48  ระดับความเขมขนละ  4  ซํ้า โดยมี ชุดควบคุมที่ไมไดใส
สารละลายดิน (control) อีก  4  ซํ้า 

2.2.3  เพาะถั่วมะแฮะ ใหรากยาวประมาณ  1  เซนติเมตร แลวปลูกถ่ัวลงในถุงปลูกถ่ัว 
(pouch) ซ่ึงใสอาหารสูตรปราศจากไนโตรเจน (Vincent, 1970)    
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2.2.4  inoculate สารละลายดินที่ระดับความเขมขนทั้ง   8  ระดับ  ที่รากถ่ัว แลวนําไปไวที่
หองอบพืช ที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เปนเวลา  1  เดือน   

2.2.5  วิเคราะหผลการทดลอง โดยถุงที่เกิดปมราก เปน positive และถุงที่ไมเกิดปมราก 
เปนnegative  นับจํานวนถุงที่ใหผลเฉพาะ  positive ในแตละระดับความเขมขนเทานั้น  แลวนําคาที่
ไดมาเปดตาราง MPN (Four-fold  dilution) 

 
3. การคัดแยกและการจัดจําแนกเชื้อไรโซเบียม 
   3.1   การแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากถั่วมะแฮะ (Paffetti et al.,1996) 
    3.1.1   นําปมรากของถั่วมะแฮะที่ไดจากขอ  2.2.5  มาทําการแยกเชื้อไรโซเบียม  โดยนํา
ปมมาลางดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อแลวแชในอัลกอฮอล  95%   10 วินาที แลวเททิ้ง จากนั้นลางดวยน้ํา
กล่ันปลอดเชื้อ  5  ครั้ง  แลวแชใน 50%  clorox   5  นาที  จากนั้นลางดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้ออีก  5  
ครั้ง  เทน้ําทิ้ง  นําปมมาบี้ใหแตกออกแลวใชที่เขี่ยเชื้อแตะเชื้อแลว  streak บน สูตรอาหาร YMA ที่
ผสม congo red  บมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  5-7  วัน  แลวนําโคโลนีเดียวมาทําการ
ถายเชื้อจนกระทั่งไดเชื้อบริสุทธิ์  โดยลักษณะของโคโลนีของไรโซเบียมจะมีสีขาวขุน  กลมนูน  
ขอบเรียบ ไมดูดสี congo red   
                3.1.2  ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อโดยการยอมแกรม (Krieg  et al.,1984)   โดยทํากา
รสเมียรเชื้อและตรึงเซลลดวยความรอนแลวยอมดวยสีคริสตอลไวโอเลต  ทิ้งไว  1  นาที  แลวลางสี
ดวยสารละลายไอโอดีน  วางไว  1  นาที  เททิ้ง แลวลางตอดวย อัลกอฮอล  95 %   30  วินาที  
จากนั้นลางผานน้ําเบาๆ  แลวยอมทับดวยสีซาฟรานิน  เปนเวลา 1  นาที  แลวนํามาลางดวยน้ํา  ซับ
น้ําใหแหงจากนั้นนําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน โดยไรโซเบียมจะยอมติดสีแกรมลบ 
  3.2 จําแนกตามอัตราการเจริญเติบโตในสารอาหาร (สุมิตรา  ภูวโรดม, 2532; Kishinevsky และ
คณะ,1996)   

เชื้อไรโซเบียมแตละไอโซเลตที่ไดนํามา streak บนอาหารเลี้ยงสูตร  Yeast- Mannitol  agar  
(YMA)    ซ่ึงประกอบดวย  0.1%  bromthymol  blue บมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  5-
7 วันโดยไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วจะสรางกรดทําใหเกิดสีเหลืองบนอาหารในขณะที่ไรโซเบียมกลุม 
เจริญชาจะสรางเบสทําใหเกิดสีน้ําเงินบนอาหาร    
           
4. การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียม 
4.1  การทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ (Bauer และคณะ , 1966) 
  4.1.1   เล้ียงเชื้อเร่ิมตนในอาหารเหลว  YMB  บมที่อุณหภูมิ  28  องศาเซลเซียส เปนเวลา 3  
วัน  แลวนํามาวัดคา  absorbance  ที่  600 nm ใหไดคา เทากับ  0.45  ซ่ึงจะมีจํานวน 109เซลลตอ
มิลลิลิตร   (Somasegaran และ Hoben,1994) 
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4.1.2  นําอาหารแข็งที่ใสในหลอดทดลองจํานวน  10  มิลลิลิตร  มาหลอมเหลว  รอจน
อาหารเย็นลงแตยังไมแข็งตัวแลวเทลงจานเพาะเชื้อ จากนั้นใสเชื้อเร่ิมตนที่เตรียมในขอ 1  จํานวน  
0.2   มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชื้อแลวกระจายเชื้อใหทั่วจานเพาะเชื้อ  รอจนอาหารแข็ง  วาง  
antibiotic  disc ลงบนอาหาร  แลวบมที่  28  องศาเซลเซียส  7  วัน  วัดความกวางของ  clear  zone   
ทําการทดลอง 3 ซํ้า  คํานวนคาเฉลี่ย  นําคาที่ไดไปแปลผลตามตารางของ National  Committee  for  
Clinical  Laboratory  Standards (1990)   (ตารางภาคผนวก) 

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

4.2.1  เล้ียงเชื้อเร่ิมตนในอาหารเหลว  YMB  บมที่อุณหภูมิ  28  องศาเซลเซียส เปนเวลา 3  
วัน  แลวนํามาวัดคา  absorbance  ที่  600 nm ใหไดคา เทากับ  0.45  ซ่ึงจะมีจํานวน 109เซลลตอ
มิลลิลิตร   (Somasegaran และ Hoben,1994) 

4.2.2  เตรียมอาหารเหลว YMB ที่มีความเขมขนของ NaCl   เปน  1.7 mM , 50 mM , 100 
mM และ 150 mM   ใสในหลอดทดลอง  5  มิลลิลิตร  แลวใสเชื้อเร่ิมตนที่เตรียมในขอ 1  หลอดละ 
0.5  มิลลิลิตร   นําไปบมบนเครื่องเขยา  เปนเวลา  7  วัน แลวนับจํานวนเชื้อไรโซเบียมที่มีชีวิต โดย
วิธี Total plate count 

4.2.3 นําเชื้อที่สามารถทนไดในระดับความเขมขนสูงสุด ( 150 mM NaCl ) มาทําการเลี้ยง
เชื้อและทดสอบความเค็มที่ 150 mM NaCl  เปนจํานวน 3 generation ทําการนับจํานวนเชื้อท่ีมีชีวิต
โดยวิธี Total plate count  

 
4.3  ศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ (Boonkerd  et al., 1987) 

4.3.1  เพาะถั่วมะแฮะ เปนเวลา  1 วัน แลวนํามาปลูกใน Leonard jar ที่นึ่งฆาเชื้อและมทีราย
ปลอดเชื้อบรรจุอยุ จากนั้นใสกลาเชื้อ (inoculant) ของ ไอโซเลทตางๆ ในระยะ late  log  phase  1  
มิลลิลิตร  (108 - 109เซลลตอมิลลิลิตร) และอาหารเหลวปราศจากไนโตรเจนโดยวางแผนการทดลอง
การปลูกแบบ  Completely  Randomized  Design (CRD)  ทําการทดลอง  3  ซํ้า (replicates)  
เปรียบเทียบกับผลการทดลองที่ไมไดใสเชื้อ (uninoculated  control) ปลูกในเรือนทดลอง  เปนเวลา
ประมาณ  6  สัปดาห แลวนํามาประเมินประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน  โดยนับจํานวนปมและหา
น้ําหนักแหงของตนพืช โดยเก็บตัวอยางพืชตัดเฉพาะสวนตนและใบมาอบ  ที่อุณหภูมิ  60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  แลวนํามาชั่งน้ําหนักเพื่อหาน้ําหนักแหงของตนพืช 

4.3.2 หาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนโดย วิธี  อะเซทิลีน  รีดักชั่น   มีขั้นตอนดังนี้    
นําสวนรากที่มีปมติดอยูในขอ 4.3.1  ใสใน flask ขนาด  250  มิลลิลิตร  ปดดวยจุกยาง 

(double  stopper)  ใหแนน  หลังจากนั้นใชหลอดฉีดยา (syringe) ขนาด  50   มิลลิลิตร  ดูดอากาศ
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ภายใน flask ออก  25  มิลลิลิตร  (ซ่ึงเทากับ  10   เปอรเซนตของปริมาณอากาศใน flask )   แลวจึง
ฉีดกาซอะเซทิลีน  25    มิลลิลิตร  ลงไปใน flask แลวจับเวลา  1   ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลาจึงดูด  
reduced  gas  ออกมา ( ซ่ึงมีทั้งกาซอะเซทีลีนและเอทิลีน รวมกัน)  10 มิลลิลิตร  ใสในหลอด
สูญญากาศ  แลวกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส  โดยวัดอะเซทีลีนรีดักชั่น  หาพื้นที่ใตกราฟของ
กาซเอทิลีนมาตรฐาน (standard  ethylene)  โดยฉีดกาซเอทิลีนบริสุทธิ์  1  มิลลิลิตรที่เก็บอยูใน 
flask ขนาด  2200  มิลลิลิตร  แลวจึงฉีดกาซตัวอยาง  1  มิลลิลิตร  เขาเครื่องกาซโครมาโตรกราฟ  
(Gas chromatograph : GC) ใชเครื่อง GC  ของ  Perkin  Elmer  Model  F17  ซ่ึงมี  Detector  เปน
แบบ  Hydrogen  Flame  Ionization  Detector (FID)  คอลัมนบรรจุสาร  Porapak N  ขนาดของ
คอลัมน  0.6 x 4.5  เซนติเมตร  และใชกาซไนโตรเจนเปนกาซนําพา (Carrier  gas)  ดวยความเร็ว  
55  มิลลิเมตรตอนาที  อุณหภูมิของคอลัมน  55  องศาเซลเซียส     อุณหภูมิของ injector  100  องศา
เซลเซียส  และอุณหภูมิของ Detector   100  องศาเซลเซียส กาซที่ตองการวิเคราะหเปนกาซเอทลีินที่
เกิดจากการรีดิวสอะเซทิลีน  ซ่ึงเกิดขึ้นจากผลของปฏิกิริยาของเอนไซมไนโตรจีเนส  คํานวณหา
ปริมาณเอทิลีนไดโดยเปรียบเทียบกับพื้นที่ใตกราฟของเอทิลีนมาตรฐาน จากสูตร  
                    กําหนด                    B   =     พื้นที่ใตกราฟของพีคตัวอยาง 
             V    =    ปริมาตรของฟลาสกที่ใชเก็บตัวอยาง (มิลลิเมตร)    
             Std  =     พื้นที่ใตกราฟเฉลี่ยของกาซเอทิลีนมาตรฐาน 
                          A    =     เวลาที่ใชในการรีดิวสกาซอะเซทิลีน (ชั่วโมง) 
 
                 อัตราการตรึงไนโตรเจน   =   ( 103  x  B  x  V ) / ( 2200 std.  x A x  22.4 ) 
 

4.3.3 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
    โดยใชแผนการทดลองแบบ  completely  Randomized  Design (CRD) วิเคราะหความ
แตกตางของขอมูลทางสถิติดังนี้  น้ําหนักแหงของพืช (มิลลิกรัม)  และคา Acetylene  Reduction  
Activity หรือ ARA (ไมโครโมล/ตนพืช/ ชั่วโมง)โดยเปรียบเทียบความแตกตางระหวางถ่ัวมะแฮะที่
ใสเชื้อไรโซเบียมไอโซเลทตางๆและถั่วมะแฮะที่ไมใสเชื้อไรโซเบียม 
 
4.4  การศึกษาพลาสมิดโดยวิธี lysis cell ( Harrison และคณะ, 1989; Pandya และ Desai, 1998) 

4.4.1 เล้ียงเชื้อไรโซเบียมในอาหาร LB  3 วัน  แลวนํามาปนเหวี่ยงที่ 10000 รอบ  10 นาที 
4.4.2 นําตะกอนมาเติมสารละลายไลโซไซม  150  ไมโครลิตร (ความเขมขน  10  มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร)  บมที่ 37  องศาเซลเซียส  1 ชั่วโมง  แลวนํามาปนเหวี่ยงที่ 10000 รอบ  10 นาที 
4.4.3 นําตะกอนมาเติม TEN buffer  200  ไมโครลิตร บมที่ 37  องศาเซลเซียส  1 ช่ัวโมง  

แลวนาํมาปนเหวี่ยงที่ 10000 รอบ  10 นาที 
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4.4.4 นําสวนใสดานบนมา  20  ไมโครลิตร  ผสมกับสีติดตาม (tracking  dye) แลวหยอดลง
บนชองหวีของอะกาโรสเจล 0.8%  ซ่ึงแชอยูในแชมเบอรที่บรรจุ  Tris-Borate buffer (TBE) ใช
ความตางศักย  55 โวลต  26  ชั่วโมง แลวยอมดวย เอทิเดียมโบรไมด  0.5  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
เปนเวลา  10-15  ช่ัวโมง แลวแชน้ํากล่ัน  15  นาที  ตรวจแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต  
แลวบันทึกภาพ 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางชวีภาพของดินและการศึกษาลักษณะทาง
พันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมและการศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมของ
ถ่ัวมะแฮะ ในพื้นที่โครงการฯในพืน้ที่ปาดิบแลง  ปาฟนสภาพและปาทุงหญา ในพื้นที่โครงการ
สรางปาและปาพันธุกรรมพชื  อ.ครบุรี  จ. นครราชสีมา  โดยการศกึษาแบงออกเปน  3  ขั้นตอน  
ดังนี ้

 
ตอนที่ 1    ผลการศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางชีวภาพของดิน 

1.1  ผลการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพของดิน 
1.2  ผลการวิเคราะหลักษณะทางชีวภาพของดิน 

ตอนที่ 2    ผลการแยกเชื้อไรโซเบียมและการจําแนกเชื้อไรโซเบียมตามอัตราการเจริญเติบโตใน 
        อาหารเลี้ยงเชื้อไรโซเบียม 

ตอนที่ 3    ผลการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียม 
3.1  ผลการทดสอบความสามารถในการตานยาของเชื้อ 
3.2  ผลการทดสอบความสามารถในการทนเค็มของเชื้อ 
3.3  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อ 
3.4  ผลการศึกษาพลาสมิดโพลไฟลของเชื้อ 

 
                    กําหนดสัญลักษณจุดที่เก็บดินในพื้นที่โครงการฯ  ดังนี้ 

DEGW        แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาดิบแลงที่มีแหลงน้ําธรรมชาติ 
DEG           แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาดิบแลงที่ไมมีแหลงน้ําธรรมชาติ 
RFCD 21    แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาฟนสภาพที่มีคันดินกั้นน้ํา 
RF              แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาฟนสภาพที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา 
GLCD 18   แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่มีคันดินกั้นน้ํา 
GL              แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา 
WAY          แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนทางที่ใชในการสัญจร 
CD3            แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนคันดินกั้นน้ําขนาดใหญ  
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ตอนที่ 1  ผลการศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางชีวภาพของดิน 
1.1 ผลการวิเคราะหสมบัติทางกายภาพของดิน 
             1.1.1 เปอรเซ็นตความชื้น 

การหาเปอรเซ็นตความชื้นของดินในพื้นที่โครงการ  พบวาแปลงศึกษาที่เปนปาฟนสภาพที่
ไมมีคันดินกั้นน้ํา (RF) มีเปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยสูงสุด  คือ  รอยละ 25.63    โดยแปลงศึกษาที่มี
ลักษณะเปนปาดิบแลงที่มีแหลงน้ําธรรมชาติ (DEGW) มีเปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยต่ําสุด  คือ      
รอยละ 12.941 (ดังตารางที่ 2  และ ภาพที่ 12 )   สวนการเปลี่ยนแปลงของคาเฉลี่ยเปอรเซ็นต
ความชื้นในแตละชวงเวลามีคาสูงสุดในชวงเดือนพฤศจิกายน  (ดังภาพที่ 13)   สําหรับการ
เปรียบเทียบเปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยของดินในปาแตละชนิด  พบวา ปาดิบแลงมีแนวโนม
เปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยต่ํากวาปาทุงหญาและปาฟนสภาพ (ดังภาพที่  14 ) 

 
1.1.2  คาความเปนกรด-ดาง                            
การหาคาความเปนกรด-ดางของดินในพื้นที่โครงการ พบวาแปลงศึกษาที่เปนทางเดินเขา

ปาทุงหญา (WAY) มีคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยสูงสุด  คือ  5.556    โดยแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปน
ปาดิบแลงที่มีแหลงน้ําธรรมชาติ (DEGW) มีคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยต่ําสุด คือ  4.396 (ดังตารางที ่
3  และ ภาพที่ 15  )   สวนการเปลี่ยนแปลงของคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ย  ในแตละชวงเวลามี
คาสูงสุดในชวงเดือนกันยายน  (ดังภาพที่ 16 )   สําหรับการเปรียบเทียบคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ย
ของดินในปาแตละชนิด  พบวา ปาดิบแลง  ปาทุงหญาและปาฟนสภาพมีแนวโนมคาความเปนกรด-
ดางเฉลี่ย ใกลเคียงกัน (ดังภาพที่ 17 ) 

 
                1.1.3  เปอรเซ็นตไนโตรเจน   

การหาเปอรเซ็นตไนโตรเจนของดินในพื้นที่โครงการ พบวาแปลงศึกษาที่เปนปาฟนสภาพ
ไมมีคันดินกั้นน้ํา (RF) มีเปอรเซ็นตอินทรียไนโตรเจนเฉลี่ยสูงสุด คือ  รอยละ 0.229    โดยแปลง
ศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญามีคันดินกั้นน้ํา  (GLCD18) มีเปอรเซ็นตไนโตรเจนเฉลี่ยต่ําสุด คือ 
0.127 (ดังตารางที่ 4  และ ภาพที่  18)   สวนการเปลี่ยนแปลงของเปอรเซ็นตไนโตรเจนเฉลี่ย ในแต
ละชวงเวลามีคาสูงสุดในชวงเดือนกรกฎาคม  (ดังภาพที่ 19)   สําหรับการเปรียบเทียบเปอรเซ็นต
ไนโตรเจนเฉลี่ยของดินในปาแตละชนิด  พบวา ปาทุงหญา ปาดิบแลงและปาฟนสภาพมีแนวโนม
เปอรเซ็นตไนโตรเจนเฉลี่ยใกลเคียงกัน  (ดังภาพที่  20) 
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ตารางที่ 2    เปอรเซ็นตความชื้นของดินในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริ 
และปาพันธุกรรมพืช  อ.ครบุรี  จ.นครราชสีมา 

 

 
 

 
ภาพที่ 12  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตความชื้นในแตละแปลงที่ศึกษา 
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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

เปอรเซ็นตความช้ืน
แปลงทดลอง
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ภาพที่ 13  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตความชื้นในแตละชวงเวลา 
 

 
 

ภาพที่ 14   เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตความชื้นในแตละสภาพปา 
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ตารางที่ 3   คาความเปนกรด-ดางของดินในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนว 
พระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช  อ.ครบุรี  จ.นครราชสีมา 

 
 

ภาพที่ 15    เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความเปนกรด-ดาง ในแตละแปลงที่ศึกษา 
 
 

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
คาความเปนกรด-ดาง
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ภาพที่ 16    เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความเปนกรด-ดาง ในแตละชวงเวลา 

 
 

ภาพที่ 17  เปรียบเทียบความเปนกรด-ดางในแตละสภาพปา 
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ตารางที่ 4    เปอรเซ็นตไนโตรเจนของดินในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนว 
พระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช  อ.ครบุรี  จ.นครราชสีมา 

 

 
 

ภาพที่ 18  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตไนโตรเจนในแตละแปลงที่ศึกษา 
 

 
 

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
เปอรเซน็ตไนโตรเจน

เฉล่ีย

0.168

0.206

0.162

0.229

0.127

0.206

0.168
0.145

0.000

0.050

0.100

0.150

0.200

0.250

เป
อร

เซ็
นต

ไน
โต
รเจ

น

1

แปลงศึกษา

DEGW
DEG 
RFCD21
RF
GLCD18
GL 
WAY
CD3



 41

 
ภาพที่ 19    เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตไนโตรเจนในแตละชวงเวลา 

 
ภาพที่ 20    เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตไนโตรเจนในแตละสภาพปา 
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1.2  ผลการวิเคราะหสมบัติทางชีวภาพของดิน ไดแก  การหาจํานวนไรโซเบียมของถั่วมะแฮะในดนิ 
ผลการนับจํานวนของไรโซเบียมของถั่วมะแฮะในแตละแปลงศึกษาโดยใชวิธี   MPN-Plant 

infection count (ดังตารางที่ 5) พบวาแปลงศึกษาที่เปนปาดิบแลงไมมีคันดินกั้นน้ําขนาดใหญ 
(DEG) มีจํานวนไรโซเบียมของถั่วมะแฮะเฉลี่ยสูงสุด คือ  205.84  เซลลตอกรัมดินแหง   โดยแปลง
ศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่มีคันดินกั้นน้ํา (GLCD 18) มีจํานวนไรโซเบียมของถั่วมะแฮะ
เฉลี่ยต่ําสุด คือ 40.84  เซลลตอกรัมดินแหง (ดังภาพที่ 21) สวนการเปลี่ยนแปลงของจํานวนไร
โซเบียมของถั่วมะแฮะเฉลี่ย  ในแตละชวงเวลามีจํานวนสูงสุดในชวงเดือนกันยายน  (ดังภาพท่ี 22 )   
สําหรับการเปรียบเทียบจํานวนไรโซเบียมของถั่วมะแฮะเฉลี่ยของดินในปาแตละชนิด พบวา ปาดิบ
แลง ปาทุงหญาและปาฟนสภาพมีแนวโนมจํานวนไรโซเบียมของถั่วมะแฮะเฉลี่ยใกลเคียงกัน (ดัง
ภาพที่ 23 )  
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ตารางที่ 5   ปริมาณไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะของดินในพื้นทีโ่ครงการสรางปาตามแนว 

พระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช  อ.ครบุรี  จ.นครราชสีมา 

 
 

ภาพที่ 21   เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะในแตละแปลงที่ศึกษา 
 

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 ตอ กรัมดนิแหง )
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ภาพที่ 22   เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะในแตละชวงเวลา 

 

 
ภาพที่ 23   เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะในแตละสภาพปา 
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ตอนที่2 ผลการแยกเชื้อไรโซเบียมใและการจําแนกเชื้อไรโซเบียมตามอัตราการเจริญเติบโตใน
อาหารเลี้ยงเชื้อไรโซเบียม 
 

การแยกเชื้อบริสุทธของไรโซเบียมจากปมรากถั่วมะแฮะ  โดยเลือกปมที่มีขนาดใหญ เมื่อ
ผาออกจะมีสีแดง โดยเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดมีจํานวนทั้งส้ิน  32  ไอโซเลท  พบวามีการเจริญเปน
ระยะเวลา  5-7  วัน  ซ่ึงโคโลนีมีลักษณะกลมนูนใสและมีเมือกปกคลุมปริมาณมากและไมดูดกลืนสี
แดงของ congo  red  (ดังภาพที่  24) 

 
เชื้อไรโซเบียมแตละไอโซเลทที่นํามา streak บนอาหารเลี้ยงสูตร  Yeast- manitol  agar  

(YMA)    ซ่ึงประกอบดวย  0.1%  bromthymol  blue แลวบมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  5-7  วัน พบวาไรโซเบียมของถั่วมะแฮะเปนไรโซเบียมกลุม เจริญชาซึ่งจะสรางเบสทําใหเกิด
สีน้ําเงินบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  (ดังภาพที่  25)  
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ตอนที่ 3  ผลการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมของถั่วมะแฮะ 
3.1  ผลการทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ 

การทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียม  32 ไอโซเลท  ที่
แยกไดจากดินในพื้นที่โครงการฯ  โดยทดสอบกับยาปฏิชีวนะ  7  ชนิด  ไดแก  ampicillin (A) , 
tetracycline (Te), streptomycin (S), penicillin (P), kanamycin (K), carbenicilin (CB) และ
erythromycin (E)  แลวตรวจวัดความกวางของ inhibition  zone   จากนั้นแปลผลเทียบกับตาราง 
National  Committee  for  Clinical  Laboratory  Standards (1990)  (ตารางภาคผนวก ค)  โดย
แสดงผลเปน  resistant (R)  intermediate (I)  และ susceptible (S)  จากผลการทดสอบสามารถ
จําแนกเชื้อไรโซเบียมทั้ง 32  ไอโซเลทตามรูปแบบการตานยาปฏิชีวนะที่แตกตางกัน  ได  9  กลุม 
(ตารางที่  7  ภาพที่  26  )    

 
ผลการตานยาปฏิชีวนะทั้ง  32  ไอโซเลทใหผลการตาน  erythromycin  tetracycline 

และpenicillin เหมือนกันหมด (ตารางที่ 6 และ ภาคผนวก ง และจ)  และพบวา กลุมที่ 1  ใหผลการ
ตานยาปฏิชีวนะทั้ง  7  ชนิด  ไดแก  ไอโซเลท RC02  RC03       แยกไดจากปาดิบแลงมีลําหวย     
ไอโซเลท RC07  RC08  แยกไดจากปาดิบแลงไมมีลําหวย ไอโซเลท    RC09  RC12 แยกไดจากปา
ฟนสภาพที่มีคันดินกั้นน้ํา   ไอโซเลท  RC19  แยกไดจากปาฟนสภาพที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา ไอโซเลท   
RC25 RC27  แยกไดจากทางเดินเขาปาทุงหญา  และไอโซเลท   RC30  RC31   แยกไดจากคันดนิ
กั้นน้ําขนาดใหญ     กลุมที่  2  ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ kanamycin  ไดแก   
ไอโซเลท  RC01  RC04  แยกไดจากปาดิบแลงที่มีลําหวย ไอโซเลท RC05 RC06 แยกไดจากปาดิบ
แลงที่ไมมีลําหวย   ไอโซเลท RC13  RC14  แยกไดจากปาฟนสภาพที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา ไอโซเลท 
RC17   แยกไดจากปาทุงหญาที่มคีันดินกั้นน้ํา ไอโซเลท RC21  RC24  แยกไดจากปาทุงหญาที่ไมมี
คันดินกั้นน้ํา ไอโซเลท  RC26 RC28 แยกไดจากทางเดินเขาปาทุงหญา   และ ไอโซเลท RC29  
RC32 แยกไดจากคันดินกั้นน้ําขนาดใหญ    กลุมที่  3  ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่ง
ตอบสนองกับ kanamycin และ carbenicilin  ไดแก   ไอโซเลท RC10  แยกไดจากปาฟนสภาพที่มี
คันดินกั้นน้ํา    กลุมที่  4  ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ ampicillin และ 
carbenicilin ไดแก   ไอโซเลท RC11  แยกไดจากปาฟนสภาพที่มีคันดินกั้นน้ํา  กลุมที่  5 ใหผลการ
ตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ  kanamycin และ ampicillin ไดแก   ไอโซเลท RC18  ปา
ทุงหญาที่มีคันดินกั้นน้ํา    กลุมที่  6 ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ kanamycin  
ampicillin และ carbenicilin ไดแก   ไอโซเลท  RC22 แยกจากปาทุงหญาที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา กลุมที่  
7 ใหผลการตอบสนองตอ ampicillin และใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ 
cabenicilin ไดแก   ไอโซเลท  RC23  แยกไดจากปาทุงหญาไมมคีันดินกั้นน้ํา    กลุมที่ 8 ใหผลการ
ตอบสนองตอ  kanamycin และ ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ streptomycin 
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ไดแก   ไอโซเลท RC15  แยกไดจากปาฟนสภาพที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา  และไอโซเลท RC20 แยกได
จากปาทุงหญามีคันดินกั้นน้ํา    กลุมที่ 9 ใหผลการตอบสนองตอ kanamycin ไดแก  ไอโซเลท 
RC16  แยกไดจากปาฟนสภาพที่ไมมีคันดินกั้นน้ํา 
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ตารางที่ 6   ความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะของเชือ้ไรโซเบียม 32 ไอโซเลท 
 

Isolate ความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ 
 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 
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3.2  ผลการทดสอบความสามารถในการทนเค็ม 
การทดสอบความสามารถในการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลท  ที่แยกไดจาก

ดินในพื้นที่โครงการฯ  ที่ความเขมขนของ NaCl   1.7 mM   50mM  100 mM   และ  150 mM    โดย
กําหนดใหทุกไอโซเลทมีเซลลเร่ิมตนจํานวน 109  เซลลตอมิลลิลิตร   (คํานวณไดจากคา  absorbance  
ที่  600 เทากับ  0.45  มีจํานวน 109 เซลลตอมิลลิลิตร)   จากผลการทดสอบพบวา (ตารางที่ 8 ) 
อาหารที่มีความเขมขนของ NaCl   1.7 mM  พบไอโซเลทที่มีปริมาณเชื้อไรโซเบียม มากที่สุด คือ  
RC23 มีปริมาณ 8.5 x106  เซลลตอมิลลิลิตร  และไอโซเลทที่มีปริมาณเชื้อไรโซเบียม นอยที่สุด 
คือ RC08   มีปริมาณ 4.5x106 เซลลตอมิลลิลิตร  อาหารที่มีความเขมขนของ NaCl   50 mM         
พบไอโซเลทที่มีปริมาณเชื้อไรโซเบียม มากที่สุด คือ   RC20  มีปริมาณ 5.2x106  เซลลตอมิลลิลิตร  
และไอโซเลทที่ไมสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีความเขมขนของ NaCl   50 mM   ไดแก  RC08  
RC10  RC12  RC17  RC19  RC21  RC23  และRC25   อาหารที่มีความเขมขนของ NaCl  100 mM  
พบไอโซเลทที่มีปริมาณเชื้อไรโซเบียม มากที่สุด คือ RC20  มีปริมาณ 2.1x106  เซลลตอมิลลิลิตร 
และไอโซเลทที่ไมสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีความเขมขนของ NaCl   100  mM  ไดแก  
RC01  RC02  RC03  RC04  RC05  RC06   RC07   RC08   RC10   RC11   RC12   RC15   RC17  
RC18  RC19  RC21  RC22  RC23   RC25   RC27  RC28   RC30  และRC31  อาหารที่มีความ
เขมขนของ NaCl   150 mM  เชื้อไรโซเบียม 32 ไอโซเลท ไมสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มี
ความเขมขนของ NaCl   150 mM  ได 
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ตารางที่  8   ผลการทดสอบความสามารถในการการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลท 
 

จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร   (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    ปริมาณเชื้อไรโซเบียมที่เจริญในอาหารที่ระดับความเขมขนตางๆ  
(ก) 1.7 mM NaCl   (ข) 50 mM NaCl  (ค) 100 mM NaCl (ง) 150  mM NaCl 
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3.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ                            
การทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมสายพันธุตางๆ โดยทํา

การหาน้ําหนกัตนพืชแหง  น้ําหนกัปมแหง  จํานวนปม  และการวดัแอคติวิตี้ของเอนไซมไนโตร    
จีเนสจากปมรากของถั่วมะแฮะ แลวนําขอมูลดังกลาวมาวิเคราะหทางสถิติ พบวาไรโซเบียมทั้ง  32 
ไอโซเลท ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (ดังตารางที่ 9 และตารางภาคผนวก ฉ)  และจากการ
ทดลอง พบวาไมมีการสรางปมรากในตนถ่ัวที่ไมไดรับการใสเชื้อ(control) (ดังภาพที่ 33 ง )   โดย
ขอมูลที่ไดจากการทดสอบจะทําใหทราบวาไรโซเบียมสายพันธุใดที่มปีระสิทธิภาพการตรึง
ไนโตรเจนสูงสุด 

 
จากขอมูล พบวา  ไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนพืชแหงมากที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC04  มี

น้ําหนกั 2.06  กรัมตอตน  และไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนพืชแหงต่ําที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC02  มี
น้ําหนกั 0.34 กรัมตอตน  ไอโซเลทที่ใหน้ําหนักปมแหงมากที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC04  มี
น้ําหนกั 89.8  มิลลิกรัมตอตน  และไอโซเลทที่ใหน้ําหนกัปมแหงต่ําทีสุ่ด  ไดแก ไอโซเลท RC16  
มีน้ําหนกั 20.20  มิลลิกรัมตอตน    ไอโซเลทที่ใหจํานวนปมมากที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC32  มี
จํานวน  51 ปม  และไอโซเลทที่ใหจํานวนปมต่ําที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC14  มีจํานวน  3 ปม    ไอ
โซเลทที่ใหคา ARA มากทีสุ่ด  ไดแก ไอโซเลท RC21  มีคา  2.32  ไมโครโมลตอตนตอช่ัวโมง  
และไอโซเลทที่ใหคา ARA ต่ําที่สุด  ไดแก ไอโซเลท RC02  มีคา  0.233  ไมโครโมลตอตนตอ
ชั่วโมง  

 
ความสัมพันธของน้ําหนักตนแหงกับน้ําหนักปมแหง (ดังภาพที่ 32 ก-ค )  พบวา              

ไอโซเลทที่มีน้ําหนกัตนแหงสูงกับน้ําหนกัปมแหงสูงดวย ไดแก ไอโซเลท  RC01 และ RC12  และ
ความสัมพันธของน้ําหนักตนแหงกับจํานวนปม  พบวา ไอโซเลทที่มีน้ําหนกัตนแหงสูงกับจํานวน
ปมสูงดวย  ไดแก ไอโซเลท RC04  RC12 และ RC21 

 
คาที่แสดงประสิทธิภาพของเอ็นไซมไนโตรจีเนส (nitrogenase activity) (ดังภาพที่ 32 ง )    

ไดแก คา ARA ซ่ึงผลการวิเคราะหทางสถิติ พบวา ไรโซเบียมทั้ง 32ไอโซเลท ไมมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ โดยพบวา คาARA มีความสัมพันธกับน้ําหนกัตนแหงและน้ําหนกัปมแหง 
จะเห็นวาไอโซเลทสวนใหญที่มีน้ําหนักตนแหงและน้าํหนักปมแหงสูงจะมีแนวโนมใหคาARA สูง   
แตอยางไรก็ตามอาจพบวามบีางไอโซเลท  ไดแก    ไอโซเลท RC21 ซ่ึงใหคา ARA สูงสุดและสูง
กวา ไอโซเลท RC04  แตเมื่อดูน้ําหนกัตนแหง พบวามีคานอยกวาไอโซเลท RC04ซ่ึงมีน้ําหนกัตน
พืชแหงสูงสุด 
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จากการศึกษาตําแหนงการเกิดปมของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลท (ภาคผนวก ช) พบ

ลักษณะการเกดิปม  3  รูปแบบ (ดังภาพที ่33 ก-ค )   ดังนี้  แบบที่ 1 ปมรากอยูที่สวนของรากแกว 
ไดแก ไอโซเลท RC01   RC06  และ RC16     แบบที่ 2 ปมรากอยูที่สวนของรากแขนง ไดแก ไอ
โซเลท RC02   RC03  RC09 RC14   RC24  RC27 RC28   RC29  แบบที่ 3 ปมรากอยูทั้งที่สวนของ
รากแกวและรากแขนง ไดแก ไอโซเลท RC04   RC05  RC07 RC08  RC10  RC11  RC12   RC13 
RC15  RC17  RC18  RC19   RC20 RC21  RC22 RC23  RC25  RC26  RC30   RC31 RC32     และ
พบวา ไอโซเลทที่มีปมรากอยูทั้งที่สวนของรากแกวและรากแขนงจะมีแนวโนมใหคา ARA 
คอนขางสูงกวาไอโซเลทที่มีปมเกิดที่รากแกว 
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ตารางที่  9   การทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลท 

หมายเหตุ ARA = nitrogenase activity (µmol / plant /hr) 
Plant dry weight (g/plant) =น้ําหนักแหงตนพืช (กรัม/ตน) 
Nodule dry weight (mg/plant) = น้ําหนักปมแหง  (มิลลิกรัม/ตน) 
Nodule no. = จํานวนปมตอตน 
*ตัวอักษร แสดงการจัดกลุมโดยใชสถิติ   DMRT  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

NO. Isolate ตําแหนงทีติดปม

1 RC01 รากแกว 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 รากแกว/แขนง 2.06 a 89.8 a 39 ab 0.649 be 
5 RC05 รากแกว/แขนง 1.6 ad 33.8 b 29 af 0.497 be 
6 RC06 รากแกว 1.41 ae 31.43 b 43 ab 0.294 cde 
7 RC07 รากแกว/แขนง 1.3 ae 47.8 ab 34 ae 0.287 cde 
8 RC08 รากแกว/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 รากแกว/แขนง 1.58 ad 45.57 ab 22 bf 1.032 be 
11 RC11 รากแกว/แขนง 1.98 ab 43.03 b 34 ad 1.46 ab 
12 RC12 รากแกว/แขนง 1.77 abc 57.7 ab 39 ab 1.001 be 
13 RC13 รากแกว/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 รากแกว/แขนง 1.51 ae 46.93 ab 25 af 0.361 cde 
16 RC16 รากแกว 0.95 cf 20.2 b 15 cf 0.771 be 
17 RC17 รากแกว/แขนง 1.65 abc 47.23 ab 18 bf 1.29 bc 
18 RC18 รากแกว/แขนง 0.94 cf 54.87 ab 23 bf 0.577 be 
19 RC19 รากแกว/แขนง 1.13 af 38.63 b 19 bf 0.826 be 
20 RC20 รากแกว/แขนง 1.65 abc 63.67 ab 29 af 0.611 be 
21 RC21 รากแกว/แขนง 1.6 ad 57.73 ab 32 ae 2.32 a 
22 RC22 รากแกว/แขนง 1.14 af 42.8 b 28 af 0.873 be 
23 RC23 รากแกว/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 รากแกว/แขนง 1.33 ae 55.07 ab 32 ae 0.465 be 
26 RC26 รากแกว/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 รากแกว/แขนง 0.68 def 25.4 b 10 def 0.408 cde 
31 RC31 รากแกว/แขนง 0.96 cf 23.37 b 18 bf 0.795 be 
32 RC32 รากแกว/แขนง 1.5 ae 57.97 ab 51 a 1.475 ab 
33 Control - 0.36 f 0.188 e

นําหนักตนพชื
(กรัมตอตน)

นําหนักปมแหง
(มลิลิกรัมตอตน)

ARA
umol/plant/hr

จํานวนปม

- -
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ภาพที่  32  ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม 32 ไอโซเลท 
ก) น้ําหนักตนพืช        ข) น้ําหนักปมแหง       ค) จํานวนปม         ง) คา  ARA 
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3.4  ผลการศึกษาพลาสมิดโพลไฟลของเชื้อไรโซเบียม 32 ไอโซเลท  

จากการตรวจหาพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียมโดยวิธี   cell  lysis  ตามวิธีของ Pandya 
และ Desai (1998) และ  Harrisonและคณะ (1989) โดยเปรียบเทียบกับพลาสมิดขนาดใหญของ     
Bradyrhizobium  japonicum  USDA 193 (Masterson และคณะ, 1985) ซ่ึงพบวา มีพลาสมิดขนาด  
600  เมกะดาลตัน และ  E.coli  NO.2   ซ่ึงพบวา มีพลาสมิดขนาด 140  เมกะดาลตัน ซ่ึงสกัดตาม
วิธีการของ Birnboim and Doly (1979)  โดยผลการสกัดแยกพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียม  32 ไอ
โซเลท  พบวามีทั้งไรโซเบียมที่ตรวจพบพลาสมิดและไรโซเบียมที่ตรวจไมพบพลาสมิด (ดังภาพที่ 
34-39 )   

                     
เชื้อไรโซเบียมที่ตรวจพบพลาสมิด มีจํานวน  14 ไอโซเลท  ไดแก  RC02 RC03 RC04 

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

    
เชื้อไรโซเบียมที่ตรวจไมพบพลาสมิด มีจํานวน  18  ไอโซเลท  ไดแก  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 
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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 ไมไดใสเชื้อ 
lane4 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 31  
lane5 ไรโซเบียมไอโซเลทที่ 32 
lane6 ไมไดใสเชื้อ 
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 

จากผลการวัดเปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยในพื้นที่โครงการฯ ทั้ง 3 สภาพปา ไดแก ปาทุงหญา 
ปาฟนสภาพ และปาดิบแลง  พบวา ปาฟนสภาพจะมีแนวโนมของเปอรเซ็นความชื้นสูงที่สุด ทั้ง
บริเวณที่มีคันดินกั้นน้ําและไมมคีันดินกั้นน้ําอาจเปนเพราะลักษณะทั่วไปของพื้นที่เปนปาที่มีความ
อุดมสมบูรณตามธรรมชาติซ่ึงในพื้นที่ประกอบดวยไมพุมและไมเล้ือยกระจายเต็มบริเวณพื้นที่
รวมทั้งมีเศษกิ่งไมทับถมกันเปนจํานวนมากสงผลใหปริมาณแสงอาทิตยสูพื้นดินมีปานกลางรวมทั้ง
ลักษณะของพื้นดินเปนดินคอนขางรวนเม็ดดินเล็กละเอียดจึงสงผลใหปาพื้นสภาพมีความชื้น
คอนขางสูงเมื่อเทียบกับปาทุงหญา และปาดิบแลง (มณฑี  โพธทัย, 2536; เพิ่มพูน  กีรติกสิกร, 
2527) เมื่อพิจารณาถึงชวงเวลาที่เก็บตัวอยางดินพบวา เดือนกันยายน  จะมีความชื้นคอนขางสูงที่สุด 
ซึ่งอาจมีสาเหตุจากเปนชวงฤดูฝนและมีปริมาณน้ําฝนคอนขางสูง    

 
คาความเปนกรดดางของดินในพื้นที่โครงการฯ ทั้ง 3 สภาพปา พบวา สภาพดินคอนขาง

เปนกรด ซ่ึงอยูในชวงประมาณ  4.39-5.56   โดยคาความเปนกรด-ดางของดิน จะเกี่ยวของกับระดับ
ของธาตุอาหารพืชในดินและเกี่ยวของกับกิจกรรมของจุลินทรียดินดวย โดยเฉพาะแบคทีเรียจะมี
กิจกรรมสูงที่สุดหรือทํางานเต็มประสิทธิภาพเมื่อคาความเปนกรด-ดางของดินใกลๆเปนกลางหรือ
เปนกรดออน (เอิบ เขียวร่ืนรมณ,2542) พบวา เมื่อดินเปนกรดจุลินทรียดินจะทํางานไดชาลง
ตามลําดับ สวนเชื้อราจะทํางานไดดีกวาแบคทีเรียไมวาจะเปนกรดหรือดางก็ตาม (Batzli และคณะ, 
1992) แตทั้งนี้ก็ขึ้นอยูกับปจจัยอ่ืนดวยท่ีจะสงผลตอปริมาณของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ โดยจะ
สังเกตจากการที่ปริมาณเชื้อไรโซเบียมในแปลงศึกษาที่เปน ปาดิบแลงไมมีคันดนิกั้นน้ํา (DEG) ซ่ึง
มีจํานวนสูงสุดแตคาความเปนกรด-ดาง ในพื้นที่ศึกษานี้กลับเปนกรดแกจัด แตเมื่อสังเกตเดือน
กันยายนซึ่งมีคาความเปนกรด-ดาง ของดินคอนขางสูงที่สุดหรือเปนกรดปานกลาง  พบวามีปริมาณ
ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะมากที่สุดแตถึงอยางไรก็ไมอาจกลาวไดวาการที่ปริมาณไรโซเบียมมีปริมาณสงู
นี้มีสาเหตุมาจากคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมแตเพียงอยางเดียวทั้งนี้อาจมีปจจัยอ่ืนมาเกี่ยวของ
กับปริมาณไรโซเบียมดวย 
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  เปอรเซ็นตไนโตรเจนของดินในพื้นที่โครงการฯทั้ง  3 สภาพปา  อยูในชวงประมาณ 
0.127-0.229 เปอรเซ็นต โดยกิจกรรมของจุลินทรียดินจะควบคุมระดับไนโตรเจนที่พืชจะนําไปใช
ประโยชน เมื่อกิจกรรมของจุลินทรียดินดําเนินไปไดดวยดี ปริมาณไนโตรเจนที่เปนประโยชนตอ
พืชก็จะสูงตามไปดวย (ปทมา วิตยากร,2533) ทั้งนี้เพราะจุลินทรียดินโดยเฉพาะแบคทีเรียมีความ
เกี่ ยวของกับกระบวนการปลดปลอยธาตุไนโตรเจนและธาตุ อ่ืนๆออกจากอินทรียวัตถุ 
(mineralization) (Martin, 1993)  โดยจากผลการทดลองจะเห็นวาแปลงศึกษาที่เปนปาทุงหญาที่มี
คันดินกั้นน้ํา (GLCD18) มีไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะต่ําสุด  ในขณะเดียวกันก็พบวามีเปอรเซ็นต
ไนโตรเจนต่ําสุดดวยเชนเดียวกัน 
 
 จากการศึกษาความสัมพันธของปจจัยทางกายภาพของดิน ไดแก  เปอรเซ็นตความชื้นของ
ดิน   ความเปนกรดดางของดินและเปอรเซ็นตไนโตรเจนของดิน  ที่มีตอปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัว
มะแฮะ โดยใช correlation test ( r) พบวาไมมีความสัมพันธทางสถิติ (ภาคผนวก ซ) โดยปจจัย
เหลานี้ยังไมใชปจจัยทั้งหมดที่จะมีผลตอปริมาณเชื้อไรโซเบียม ทั้งนี้อาจมีปจจัยอ่ืนๆอีกที่มีอิทธิพล
ตอปริมาณหรือกิจกรรมของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ  เชน ปริมาณอินทรียวัตถุ  ปริมาณธาตุอาหาร
อ่ืนๆ  อุณหภูมิของดิน  เปนตน (ถวิล ครุฑกุล, 2529) 
 
1.2  การศึกษาสมบัติทางชีวภาพของดนิ 

การตรวจนับปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะในดินจากพื้นที่โครงการฯทั้ง  3 สภาพปา  
โดยอาศัยหลักการที่เชื้อไรโซเบียมจะมีความจําเพาะเจาะจงกับชนิดของพืชทดสอบซึ่งก็คือถ่ัวมะ
แฮะ  โดยเชื้อไรโซเบียมจะสรางปมรากที่รากของถั่วมะแฮะ แลวทําการวิเคราะหออกมาเปนจํานวน
เช้ือไรโซเบียมสูงสุดที่อาจเปนไปได  (most  probable  number : MPN)  โดยวิธีการที่ใชหลักการ
ดังกลาว เรียกวา  plant- infection  technique  ซ่ึงเปนวิธีที่นิยมในปจจุบัน โดยจากการทดลองพบวา
แปลงศึกษาที่เปนปาดิบแลงไมมีแหลงน้ํา (DEG) มีปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะมากที่สุด ทั้งนี้
อาจเนื่องมาจากพื้นที่ดังกลาวมีลักษณะโดยทั่วไปเปนพื้นที่ที่มีพันธุไมหลากหลายชนิดจํานวนมาก
และประกอบไปดวยดินทรายเปนสวนใหญซ่ึงอากาศและน้ําถายเทไดดีและเปนบริเวณที่มีปริมาณ
ธาตุไนโตรเจนในดินคอนขางสูง จึงอาจมีสวนชวยสงเสริมกิจกรรมของเชื้อไรโซเบียม (Buttery, 
1992 ;Hardy และคณะ, 1973 )  เปรียบเทียบกับแปลงศึกษาที่เปนปาทุงหญาที่มีการขุดคันดินกั้นน้ํา 
(GLCD18) ซ่ึงลักษณะทั่วไปเปนปาทุงหญาไมพบความหลากหลายของพันธุไมมากนัก เพราะพื้นที่
สวนใหญเปนหญาคาเต็มพื้นที่และมีหญาแหงทับถมกระจายทั่วพื้นที่จึงดูดซับความชื้นในชวงฝน
ตกไวคอนขางมากและลักษณะของดินเปนดินเหนียวเนื้อละเอียดและเนื้อแนน สีแดง  ซ่ึงไมเหมาะ
ตอการดําเนินกิจกรรมของเชื้อไรโซเบียม จึงมีสวนทําใหไรโซเบียมมีปริมาณนอย (ปฐพีชล วายุ
อัคคี, 2541) 
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ตอนที่ 2  การคัดแยกเชื้อไรโซเบียม และจําแนกเชื้อไรโซเบียมตามอตัราการเจริญในอาหาร 
 เมื่อทําการแยกเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะออกจากปมรากถั่วมะแฮะโดยเลี้ยงเชื้อไรโซเบียม
ในอาหาร YMA ที่ผสม congo red ปรากฏลักษณะของโคโลนีไมดูดสีของ congo red  ลักษณะ
โคโลนีคอนขางกลม (circular) มีลักษณะโปรงแสงเล็กนอย สีขาวขุน  เซลลติดสีแกรมลบ มี
ลักษณะ rod shape  ซ่ึงตรงตาม Bergey ‘s  manual  of  determinative  bacteriology (ดวงพร คันธ
โชติ,2537; Helt และKuieg, 1994) โดยพบวาไรโซเบียมที่พบในถั่วมะแฮะมีทั้งกลุมที่เปน 
Rhizobium sp.(pigeon pea) และ Bradyrhizobium sp.(pigeon pea) ซ่ึงเปนไรโซเบียมกลุมเจริญชา 
เมื่อทดสอบการเจริญในอาหาร YMA ที่ผสม bromthymol blue (Duhan และคณะ, 1998)  โดย 
Rhizobium sp.(pigeon pea) เปนไรโซเบียมกลุมเจริญเร็ว ซ่ึงสามารถผลิตสารที่เปนกรดจึงเรียกวา
เปน acid-producer  โดยปกติจะใชเวลาในการเจรญิเติบโตประมาณ 3-5 วัน  มี generation time 
ประมาณ 2-4  ชั่วโมง  และลักษณะโคโลนีจะมีเสนผานศูนยกลางมากกวา  1  มิลลิเมตร   และ 
Bradyrhizobium sp.(pigeon pea) เปนไรโซเบียมกลุมเจริญชาซ่ึงสามารถผลิตสารที่เปนเบสจึง
เรียกวาเปน alkaline-producer  โดยปรกติจะใชเวลาในการเจริญเติบโตประมาณ 5-10 วัน  มี 
generation time ประมาณ 6-8  ชั่วโมง  และลักษณะโคโลนีจะมีเสนผานศูนยกลางไมเกิน  1  
มิลลิเมตร  (Pandya และ Desai, 1998)  โดยจากการทดลองพบวาไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะที่แยกไดจาก
ดินในพื้นที่โครงการฯ เปนไรโซเบียมกลุม Bradyhizobium sp.(pigeon pea) ซ่ึงเปนไรโซเบียมกลุม
เจริญชา ซ่ึงก็เปนไปตามที่ Anand และDogradogra (1997) ที่พบวา Bradyrhizobium sp.(pigeon 
pea) จะพบมากกวา Rhizobium sp.(pigeon pea) 
 
ตอนที่ 3   การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ 
3.1 การทดสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ 

จากการตรวจสอบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลท  
กับยาปฏิชีวนะทั้ง  7  ชนิด  ไดแก  ampicillin  tetracyclin  streptomycin  penicillin  kanamycin  
cabenicillin  และerythromycin  แลวทําการวัด  inhibition  zone ที่ได  จากนั้นแปลผล เปน  3  แบบ   
ไดแก  เชื้อที่ตานตอยาปฏิชีวนะ(Resistant : R)  เชื้อที่ตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนอง 
(Intermediate : I) และเชื้อไมตานตอยาปฏิชีวนะ (Susceptible : S) หลังจากแปรผลแลวทําการจัด
กลุมไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ  32  ไอโซเลท  ตามรูปแบบความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ  ทั้ง  7  
ชนิด  พบความแตกตางของรูปแบบ  9  รูปแบบ ซ่ึงจากการทดลองจะเห็นวา  เชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะ
แฮะทั้ง  32  ไอโซเลท  มีความสามารถตานยา  erythromycin   tetracycline และ  penicillin  ได
เหมือนกนั  หรือ แปรผลออกมาเปน R  ทั้งหมด    ซ่ึงเปนสิ่งที่แสดงวาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะมียีน
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ที่เกี่ยวของตอการตานยา  ทั้ง  3  ชนิดดังกลาว นอกจากนั้นเมื่อพิจารณาความสามารถของเชื้อ  32  
ไอโซเลทตอการตานยา ampicillin  มี 28 ไอโซเลท (87.5 %) ตอการตานยา streptomycin มี 30 ไอ
โซเลท (93.75 %) ตอการตานยา  kanamycin มี 17 ไอโซเลท (53.13 %)  ตอการตานยา   
cabenicillin  มี  28 ไอโซเลท (87.5 %)   โดยจากความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะที่ตางกันตาม
รูปแบบการตานยาปฏชิีวนะสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุไรโซเบียมไดเชนเดียวกับ
จําแนกความแตกตางของ Rhizobium japonicum เพื่อศึกษาความหลากหลายของประชากร (Meyer 
และ Pueppke,1980 ; Cezary และคณะ, 1995)  

 
3.2 การทดสอบความสามารถในการทนเค็ม 

จากการทดสอบความสามารถในการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะทั้ง  32  ไอโซเลท 
ในอาหาร YM ที่มีระดับความเค็มตางกัน  ไดแก  1.7  mM    50 mM   100  mM และ 150 mM NaCl  
พบวาเชื้อไรโซเบียมมีความสามารถในการทนเค็มแตกตางกัน โดยเชื้อไรโซเบียมทนไดในระดับ
ความเค็มท่ีสูงที่สุด คือ 100  mM (ระดับความเค็มที่ 150  mM ไมพบการเจริญของเชื้อไรโซเบียม)  
สามารถทนไดเพียง  9  ไอโซเลท เทานั้น  แสดงวาเชื้อท้ัง  9  ไอโซเลท นี้มีวิวัฒนาการทางดาน
กลไกการปรับตัวใหเขากับความเค็ม เชน ความสามารถในการสะสมสารอินทรียและสารอนินทรีย
ได ซ่ึงถาเซลลของเชื้อไรโซเบียมสามารถปรับตัวไดก็จะสามารถมีชีวิตอยูรอดไดในสภาพที่มีความ
เค็มสูง โดยเฉพาะไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วจะมีความสามารถในการปรับตัวไดดีในสภาวะเค็ม 
(Danial และTherophile, 1986; Zahran, 1997) เนื่องจากความสามารถในการทนเค็มเปนลักษณะที่
ถายทอดไดจากรุนหนึ่งไปสูอีกรุนหนึ่ง ดังนั้นจากการทดลองจึงทําการเลี้ยงเช้ือในสภาพทนเค็ม
ตอเนื่อง 3 รุนเพื่อใหแนใจวาลักษณะทนเค็มที่ไดเปนลักษณะที่เสถียรซึ่งก็เปนเชนเดียวกับการ
ทดสอบในเชื้อไรโซเบียมของถั่วเหลืองดวยซ่ึงสามารถทนสภาพที่เค็มไดในทุกรุน (Singleton และ
Bohlool, 1984)   โดยความเค็มมีผลตอการรักษาสภาพสมดุลของน้ําระหวางภายนอกและภายใน
เซลลของเชื้อไรโซเบียมดวย ซ่ึงจะมีผลตอการสูญเสียน้ําออกจากเซลลไรโซเบียม สงผลใหไร
โซเบียมไมสามารถดํารงชีพอยูได (Steinborn และRoughley, 1975)  และพบวาในธรรมชาติพืช
ตระกูลถ่ัวที่กําลังเจริญเติบโตจะมีการปลอยสารประกอบอินทรียที่บริเวณรอบๆราก เชน เอ็นไซม
บางชนิด  (Egeraat, 1972) ซ่ึงมีสวนชวยในการอยูรอดของเชื้อไรโซเบียมได  ดังน้ันจึงควรที่จะมี
การทดสอบความสามารถในการสรางปมรากของเชื้อไรโซเบียมในสภาพดินที่ เค็มตอไป  
นอกจากนั้นในบางกรณีสายพันธุที่มีความสามารถในการทนเค็มสวนมากก็มักจะพบวามี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนดวย (Rai, 1983 ; Surange และคณะ, 1997) ซ่ึงจากการทดลอง
จะสังเกตไดจากบางไอโซเลท ไดแก RC29 และ RC32  ซ่ึงมีความสามารถในการทนเค็มที่ระดับ  
100  mM และก็พบวามีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนท่ีสูงดวยโดยพิจารณาจากคา ARA จะ
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คอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทอื่นแตถึงกระนั้นก็ยังมิอาจกลาวไดอยางแนชัดถึงสาเหตุที่
ทําใหเกิดผลดังกลาวได 
 
3.3 การศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม 

การแสดงออกในดานประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะนั้นไม
เทากัน ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะบางสายพันธอาจมีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน แตบางสายพันธุ
อาจไมมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน ซ่ึงในการประเมินประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน
ของเชื้อไรโซเบียมจะพิจารณาจาก น้ําหนักตนพืช  น้ําหนักปม  จํานวนปม และการวัดกิจกรรมของ
เอ็นไซมไนโตรจีเนสในปมรากถั่ว (acetylene reduction assay: ARA) ซ่ึงใชบงบอกความสามารถ
ในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม ซ่ึงจะรีดิวซไนโตรเจนจากอากาศใหเปนแอมโมเนีย ซ่ึง
เปนสารประกอบไนโตรเจนที่ถ่ัวมะแฮะนําไปใชประโยชนในดานการเจริญเติบโตได (Lennox 
และคณะ, 1984)  โดยท่ัวไปการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมจะเพิ่มสูงขึ้นในชวงเริ่มออกดอก
จนถึงระยะสิ้นสุดการออกดอกหรือถ่ัวเร่ิมติดฝกออนเพราะพืชตองการนําอินทรียวัตถุไนโตรเจนไป
ใชในการสรางฝกและดอกของตนถ่ัวจึงตองเพิ่มการตรึงไนโตรเจนจากอากาศใหอยูในรูปของ
อินทรียไนโตรเจน (Herridge, 1982) 

 
 จากการทดลองจะเห็นวา ปมที่เกิดกระจายทั้งที่รากแกวและรากแขนงจะมีน้ําหนักของตน
พืชแหงและน้ําหนักปมแหงคอนขางสูงและปมรากที่มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนก็ไม
จําเปนที่จะตองอยูที่รากแกวเสมอไปทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของสายพันธุพืชและชนิดของสายพันธุไร
โซเบียมที่เขาสรางปม (Chandler และคณะ, 1982) ซ่ึงจะสังเกตไดจากไอโซเลท RC01 ที่มีปมเกิดที่
รากแกวแตมีคา ARA คอนขางต่ํา 
 
 บางกรณีปมที่มีจํานวนมากแตก็อาจจะไมใชปมที่มีไรโซเบียมที่มีประสิทธิภาพก็ได ดังนั้น
ในการตัดสินความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม เราจึงไมอาจพิจารณาแตเพียง
จํานวนปมอยางเดียวได (ศุภมาศ  พนิชศักดิ์, 2529; Buttery, 1992) ซ่ึงจะสังเกตจากไอโซเลทที่ 
RC06  ซ่ึงมีจํานวนปมถึง 43  ปม แตเมื่อวัดกิจกรรมของเอ็นไซมไนโตรจีเนสในปมรากถั่วหรือคา
ARA พบวามีเพียง 0.294   ไมโครโมลตอตนตอช่ัวโมง  และหากพิจารณาบางกรณีถึงน้ําหนักปม
แหงและคา ARA ก็จะพบในลักษณะเดียวกัน นั่นคือ เมื่อน้ําหนักปมมากขึ้นแตคา ARA อยูในระดับ
ที่ไมสูงมากนัก ซ่ึงจะสังเกตไดจากไอโซเลทที่ RC18  ซ่ึงมีน้ําหนักปม 54.87  มิลลิกรัม แตกลับมีคา 
ARA  เพียง  0.577  ไมโครโมลตอตนตอชั่วโมง  ในบางกรณีหากพิจารณาถึงน้ําหนักตนพืชแหง
และคา ARA ก็จะพบในลักษณะเดียวกัน นั่นคือ เมื่อนํ้าหนักตนพืชแหงมากขึ้นแตคา ARA อยูใน
ระดับที่ไมสูงมากนัก ซ่ึงจะสังเกตไดจากไอโซเลทที่ RC04  ซ่ึงมีน้ําหนักตนพืชแหง 2.06  กรัมตอ
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ตน แตกลับมีคา ARA  เพียง  0.649  ไมโครโมลตอตนตอช่ัวโมง   โดยจากผลการทดลองเมื่อ
พิจารณาความสัมพันธระหวางน้ําหนักของตนพืช  น้ําหนักปม จํานวนปม  กับ คาARA  พบวา เมื่อ
สังเกตจากไอโซเลททั้ง 32 ไอโซเลท  จะเห็นวา ไอโซเลทสวนใหญจะมีน้ําหนักของตนสัมพันธกับ
คา ARA มากกวาน้ําหนักปม และจํานวนปม  
 
3.4 การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อไรโซเบียม 

การศึกษาลักษณะพื้นฐานทางพันธุกรรมเปนแนวทางหนึ่งที่เปนพื้นฐานในการจัดจําแนก
ไรโซเบียมสายพันธตางๆโดยเฉพาะการศึกษาพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียม เพราะพลาสมิดเปน
พันธุกรรมนอกโครโมโซม (extrachromosomal  DNA) ซ่ึงมีการแสดงออกทางพันธุกรรม  เชน  
คุณสมบัติในการตานยาปฏิชีวนะบางชนิด   และคุณสมบัติในการจําลองตัวเองอยางอิสระ 
(Autonomous replication) ภายในเซลลแบคทีเรียและสามารถถายโอนไปยังเซลลแบคทีเรียอ่ืนๆได  
(Beynon  และคณะ, 1980 ;Eckhardt, 1978) ไรโซเบียมตางสายพันธุกันในประชากรเดียวกันอาจจะ
มีจํานวนและขนาดของพลาสมิดไมเทากันจึงตองมีการศึกษาพลาสมิดโพรไฟลเพื่อเปรียบเทียบ
ขนาดและจํานวนของพลาสมิดเชนเดียวกับการศึกษารูปแบบพลาสมิดโพรไฟล Rhizobium  
leguminosarum (Gisele และคณะ 1992) 

 
ในการนําพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะออกจากเซลลนั้นตองอาศัยวิธีการทําให

เซลลแตกโดยวิธี lysis cell  เพื่อเปนการปองกันการแตกหักของพลาสมิดขนาดใหญ  (large  
plasmid) ของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ (Pandya และ Desai, 1998; Udupa และคณะ, 1991)   โดยจาก
การทดลองผลที่ไดทําใหทราบวาพลาสมิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะเปนพลาสมิดขนาดใหญ
เชนกันแตพบพลาสมิดขนาดใหญนี้เพียงชิ้นเดียวและบางไอโซเลทก็ตรวจไมพบพลาสมิด ซ่ึง
อาจจะมีสาเหตุมาจากการที่พลาสมิดของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะนั้นมีการสูญหาย (loss of 
plasmid)และจากการศึกษา Rhizobium sp. S25 ซ่ึงเปนสายพันธุที่แยกจากปมของ Tephrosia 
candida ในจังหวัดไหนาน ของจีน โดยเปนสายพันธุที่มีความทนทานสูง พบวา มีพลาสมิดจํานวน 
1 ช้ิน ซ่ึงมีขนาดประมาณ 150 kb  และเมื่อตรวจสอบโดยวิธี hybridization ดวย nodABC และ 
nifHDK probe  พบวา มี nod และ nif gene  อยูบนพลาสมิดดวย นอกจากนั้นยังพบอีกวาการหายไป
ของพลาสมิดจะลดความสามารถในการทนกรดและความสามารถในการตานยาหลายชนิดของเชื้อ 
(Zou และคณะ 1998) และการที่เชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะเปนพลาสมิดที่มีขนาดใหญจึงอาจเกิดการ
แตกหักหรืออาจจะมาจากการที่เช้ือไรโซเบียมอยูในสภาวะที่ไมมีความจําเปนที่จะตองใชพลาสมิด
เหมือนเชนที่อยูในปมธรรมชาติจึงอาจมีการกําจัดพลาสมิดออกจากเซลลหรืออาจจะมีการกําจัด
สวนของ nod-nif ใน symbiotic plasmid ดังเชนที่พบใน Rhizobium  phaseoli  และRhizobium 
leguminosarum (David และคณะ, 1991; Hombrecher และคณะ, 1981)  และอีกสาเหตุหนึ่งอาจจะ
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มาจาก พลาสมิดของไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะบางไอโซเลทที่แยกไดมีปริมาณนอยมากซึ่งอาจจะมาจาก
บางขั้นตอนในการสกัด  โดยเมื่อทําการเปรียบเทียบผลของพลาสมิดกับผลของความสามารถในการ
ตานยาปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียมก็เปนสิ่งยืนยันไดวาความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะของ
เช้ือไรโซเบียมอาจจะควบคุมโดยยีนที่อยูบนพลาสมิดแตถึงอยางไรก็ตามควรที่จะมีการตรวจสอบ
ยืนยันผลใหแนชัดมากยิ่งขึ้น ดังนั้นในการแยกสกัดพลาสมิดเพื่อใหไดจํานวนและขนาดของพ
ลาสมิดที่ชัดเจนยิ่งขึ้นควรที่จะทําการแยกพลาสมิดจากเชื้อที่อยูในปมรากธรรมชาติ ดังเชนการ
สกัดพลาสมิดของ Rhizobium frifolii (Brewin และคณะ, 1982; Djordjevic และคณะ,1982) หรือ
จากปมรากที่เล้ียงในอาหารสูตรปราศจากไนโตรเจน ตามวิธีของ  Somasegaran และ Hoben, 1994)  
หรือ อาจจะมีการเติมสารปฏิชีวนะบางประเภทซึ่งอาจจะเปนการกระตุนใหเกิดการสรางพลาสมิด
ในเซลลไรโซเบียม เพื่อเปนการยืนยันผลการทดลองที่ไดใหชัดเจนมากยิ่งขึ้น 
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บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง 
 
 การศึกษาสมบัติทางกายภาพของดินในพื้นที่ปา  3 สภาพ ไดแก ปาทุงหญา ปาฟนสภาพ ปา
ดิบแลง  ในพื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช โดยพื้นที่ปาฟนสภาพ
จะมีคาเฉลี่ยของปริมาณเปอรเซ็นตความชื้นและความคาเปนกรด-ดาง สูงที่สุด  สําหรับคาเฉลี่ย
เปอรเซ็นตไนโตรเจนจะมคีาใกลเคียงกันในแตละสภาพปา 
 
 การศึกษาปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ ในพื้นที่โครงการฯ พบวา มีปริมาณเชื้อ          
ไรโซเบียมใกลเคียงกันในทั้ง 3 สภาพปา เมื่อพิจารณาแตละชวงเวลาพบวาจะมีความแตกตางกัน
โดยเฉพาะเดือนกันยายน ซ่ึงมีปริมาณเชื้อไรโซเบียมสูงที่สุด โดยมีหลายปจจัยที่เกี่ยวของกับความ
สมบูรณของดินและมีผลตอปริมาณเชื้อไรโซเบียม ซ่ึงไมเพียงสมบัติของดินในดานความชื้น   คา
ความเปนกรด-ดาง  และเปอรเซ็นตไนโตรเจนในดิน 
 
 การคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากถั่วมะแฮะได ทั้งสิ้น 32  ไอโซเลท ซ่ึงเปนไรโซเบียม  
กลุมเจริญชา (slow grower) ซ่ึงสรางเบสบนอาหารที่ผสม 0.1 % bromthymol blue และใช
ระยะเวลาในการเจริญเติบโต   5-10 วัน 
 
 การศึกษาความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ   32 ไอโซเลท 
ตอยาปฏิชีวนะ 7 ชนิด พบรูปแบบของการตานยาปฏิชีวนะที่แตกตางกัน 9 กลุม  โดยเชื้อไรโซเบียม
ถ่ัวมะแฮะทั้ง 32  ไอโซเลท มีความสามารถในการตานยา  erythromycin  tetracycline และ 
penicillin  ไดเหมือนกัน 
 
 การศึกษาความสามารถในการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ 32  ไอโซเลท   พบวา 
เมื่อระดบัความเค็มเพิ่มสูงขึ้นความสามารถในการทนเค็มของเชื้อไรโซเบียมจะลดต่ําลงและเชื้อแต
ละไอโซเลทก็มีความสามารถในการทนเค็มตางกันดวย โดยที่ระดับ  1.7 mM NaCl เชื้อไรโซเบียม
สามารถทนไดทั้ง  32 ไอโซเลท   ที่ระดับ  50 mM NaCl เชื้อไรโซเบียมสามารถทนไดทั้ง  24  ไอ
โซเลท   ที่ระดับ  100 mM NaCl เชื้อไรโซเบียมสามารถทนไดทั้ง  9  ไอโซเลท   ที่ระดับ 150 mM 
NaCl เชื้อไรโซเบยีมทั้ง 32 ไอโซเลท  ไมสามารถทนได  ดังนั้นเมื่อพิจารณาเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะ
แฮะที่สามารถเจริญไดมากที่สุดในระดับความเค็มสูงสุด (100 mM NaCl)  ไดแก ไอโซเลท RC20 
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 การศึกษาประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ 32  ไอโซเลท 
โดยพิจารณาจากน้ําหนักตนพืช  น้ําหนักปม  จํานวนปม และการวัดกิจกรรมของเอ็นไซมไนโตร
จีเนส (คา ARA)  พบวา ตําแหนงการเกิดปมของเชื้อไรโซเบียมอาจเกิดไดทั้งบริเวณที่เปนรากแกว
และรากแขนง และน้ําหนักตนพืชจะมคีวามสัมพันธกับคา ARA มากกวาน้ําหนักปม  จํานวนปม 
โดยเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะที่มีคา ARA สูงสุด ไดแก ไอโซเลท RC21 
 
 การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ  32  ไอโซเลท พบวา ไรโซเบียม
มีพลาสมิด จํานวน 1 อัน มีขนาดประมาณ 600  เมกะดาลตัน และมีไรโซเบียมของถั่วมะแฮะบางไอ
โซเลทที่ตรวจไมพบพลาสมิด  
 
ขอเสนอแนะ 

1. ในการเก็บตัวอยางดินควรเพิ่มระยะเวลาในการศึกษาใหมากขึ้นเพราะดินในธรรมชาติ
มีความแปรปรวนอยูตลอดเวลา 

2. การทดสอบความสามารถในการทนเค็มเปนการทดสอบในอาหารเลีย้งเชื้อ เพื่อใหได
ขอมูลที่ชัดเจนมากขึ้นสําหรับการนําไปใชประโยชนจึงควรทําการทดสอบจริงใน
สภาพดินเค็มธรรมชาติตอไป 

3. การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อควรทําการเลี้ยงเชื้อในสภาพที่มียาปฏิชีวนะกอนที่
จะนําเชื้อไปสกัดพลาสมิด เพื่อกระตุนในเกิดการสรางพลาสมิด เพื่อเปนการยืนยันผล
ของความสัมพันธระหวางยนีตานยาปฏิชวีนะและผลของความสามารถในการตานยา
ปฏิชีวนะของเชื้อ 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อจลิุนทรียและตนพืช 
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 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส ความดัน  15 ปอนด/ตารางนิ้ว  นาน 15 นาที 
            ปรับ  pH  ใหอยุในชวง 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  

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  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 อยางละ 5 มิลลิลิตร ใน
น้ํา กล่ัน 5 ลิตร แลวเจือจางใหมีปริมาณ 10 ลิตร  
 สําหรับ treatment ที่ใสไนโตรเจน  70 สวนในลาน เตรียมโดยการละลายแอมโมเนยีมไนเต
รทใน N-free nutrient solution  ใหมีความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต  
 
 
 
 
 
 
 
 

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

ตาราง National committee for clinical laboratory standard (1992)

เสนผานศูนยกลาง (มิลลิเมตร)  
Antibiotic
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ภาคผนวก ฉ 
 

      การวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรมคอมพวิเตอร IRRISTAT หาคา ANALYSIS OF 
VARIANCE และเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยโดยวิธี  DUNCAN’S MULTIPLE RANGE TEST (DMRT) 
 
ตารางผนวกที่1  วิเคราะหคาความแปรปรวนของน้ําหนกัตนพืชของถั่วมะแฮะ 
 

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  วิเคราะหคาความแปรปรวนของน้ําหนกัปมของถั่วมะแฮะ 
 

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  วิเคราะหคาความแปรปรวนของจํานวนปมของถั่วมะแฮะ 
 

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   

 
 
 



 108

ตารางผนวกที่ 4  วิเคราะหคาความแปรปรวนของกจิกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส (คา 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 
 
  คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ  (correlation coefficients : r)  ระหวางปจจัยทางกายภาพของ
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) 
 
 
ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตความชื้นกับปริมาณเชือ้ไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ      r=   -0.3266 
ความสัมพันธระหวางคาความเปนกรด-เบสกับปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ  r=    -0.1164 
ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตไนโตรเจนกับปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวมะแฮะ    r=    0.4592 
 
 หมายเหต ุ การหาความสัมพันธระหวางขอมูลโดยใช  correlation coefficients (r)  ทําใหทราบ
ความสัมพันธ 2  รูปแบบ โดยพิจารณาจากคา  r  ดังนี ้
            ความสัมพันธแบบแปรผกผันกัน  คา  r จะเทากบั -1 หรือเกือบเทา –1 
            ความสัมพันธแบบแปรผันตามกัน  คา  r จะเทากบั +1 หรือเกือบเทา +1 
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ประวัติผูเขียน 
 

นางสาวสุจิณณา  คุณรักษา  เกิดวนัที่  30 กรกฎาคม  พ.ศ. 2519  ที่อําเภอปากชอง  จงัหวัด
นครราชสีมา  สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา  คณะ
วิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ วิทยาเขตประสานมิตร  ในป พ.ศ.2541 และเขาศึกษา
ในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต ที่จฬุาลงกรณมหาวทิยาลัยในป พ.ศ. 2541 
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