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การศึกษาประชากร  Rhizobium sp. (cowpea) ในดินของพื้นที่โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริ
และปาพันธุกรรมพืช จังหวัดนครราชสีมา ซึ่งประกอบดวยพ้ืนที่ปาทุงหญาอําเภอครบุรี และพื้นที่ปาเต็งรังผสม
เบญจพรรณ (NT1R2)  ตําบลหนองระเวียง  ดําเนินการเก็บตัวอยางดินทั้งสิ้น 4 ครั้ง ระหวางเดือนมิถุนายน  2541
ถึงเดือนมีนาคม  2542   ผลการศึกษาพบวาคาเฉลี่ยประชากรไรโซเบียมในดินมีความแตกตางกันทางสถิติ ในแต
ละพื้นที่ โดยคาเฉลี่ยพบมากในสองแปลงที่มีการปลูกกลาไม (GLDP และ GLP)  การศึกษานี้ไมพบความ
สัมพันธของคาเฉลี่ยประชากรไรโซเบียมกับคุณสมบัติทางกายภาพดินที่ศึกษา

การจัดจําแนกความแตกตาง และศึกษาความสัมพันธของไรโซเบียมกลุมเจริญเรว็ 32 ไอโซเลท ที่
แยกจากปมถั่วเขียว 2 สายพันธุ  จากดินในพื้นที่ปาทุงหญาที่มีการปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดินกั้นน้ํา (GLDP)
และ  พ้ืนที่ปาเบญจพรรณ (NT1R2) โดยใชคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะและพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อ
สามารถจําแนกความตางไดเปน 11 และ 9 กลุมที่มีขนาดพลาสมิดอยูในชวง 164-600 Mdal และเกือบรอยละ 70
ของ      ไอโซเลททั้งหมดมีกลุมของการจัดจําแนกที่เหมือนกันโดยพลาสมิดโพรไฟลและคุณสมบัติการตานสาร
ปฏิชีวนะ แตไมพบลักษณะเดนของการจัดจําแนกตามแบบแผนพลาสมิดที่สัมพันธกับสายพันธุพืชและแหลงที่
มาของเชื้อ สําหรับผลการจัดจําแนกตามคุณสมบัติทางจีโนไทปดวยเทคนิค RAPD รวมกับ 5 ไพรเมอร ใหผล
ผลิตดีเอ็นเอที่หลากหลายมีขนาดอยูในชวง 0.29 – 3.0 กิโลเบส  สามารถจําแนกประชากรไรโซเบียมออกเปน 5
กลุม  โดยชนิดดินที่ตางกันเปนปจจัยสําคัญทําใหเกิดความผันแปรทางพันธุกรรมไดมากกวาสายพันธุพืช ซึ่งการ
จัดจําแนกดวยเทคนิคพลาสมิดโพรไฟล พบวามีความสอดคลองกับเทคนิค RAPD แตในบางกรณีใหผลการจัด
จําแนกในระดับที่สูงมากเกินไป ซึ่งเปนขอเสียของเทคนิคนี้หากนํามาใชจัดจําแนกเพียงลําพังเทคนิคเดียว      
อยางไรก็ตามพลาสมิดโพรไฟลรวมกับเทคนิค RAPDนี้ นอกจากสามารถแยกความแตกตางของเชื้อที่มีจีโนไทป
ใกลชิดกันมากออกจากกันไดแลว ยังแสดงใหเห็นถึงความหลากหลายที่เกิดภายในพลาสมิดโพรไฟลกลุมเดียว
กันอีกดวย โดยขอมูลจาก 2 เทคนิค นํามายืนยันความสัมพันธไดรวมกับคุณสมบัติตานสารปฏิชีวนะ แสดงให
เห็นรายละเอียดของความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการภายในประชากร และประสิทธิภาพการจัดจําแนกที่เพิ่มมาก
ยิ่งขึ้น

ผลการทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน พบวาแอคทิวิต้ีของเอนไซมไนโตรจีเนสของเชื้อทั้ง
32 ไอโซเลท ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และพบวาไอโซเลทสวนใหญใหน้ําหนักของตน
แหงที่สัมพันธ กับคา ARA (Acetylene Reduction Assay) และน้ําหนักปมแหง  ลักษณะการเกิดปมที่พบ คือ เกิด
ปมการกระจายตามรากแกว  ลักษณะที่ 2 และ3 เกิดปมการกระจายตามรากแขนง และรากแขนงกับรากแกว
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Studies on cowpea Rhizobium population in soil of revived forests at the Royal suggestions and plant
germplasm forest project in Nakhon Ratchasima province, that included grassland regrown forest at Kornburi
district and, decidous mix with dipterocarp forest at Nongrawieng subdistrict were carried out. Soil sampling was
conducted 4 times between June 1998 to Mar 1999.  Results showing the averages of Rhizobium population were
significantly different among all area.  There are a lot of Rhizobium population  in two grassland plots, which were
grassland checkdam planting (GLDP) and grassland planting (GLP). No correlation were found between the mean
of Rhizobium population and physical properties of soil.

 Antibiotic resistance and plasmid profiles were determined for 32 fast – growing Rhizobia isolates
recovered from nodules of two varieties of Vigna radiata (L.) Wilczek grown on soil of grassland checkdam
planting (GLPD) and Decidous mix with dipterocarp forest (NT1R2).  A total of 11 antibiotic profile groups and 9
plasmid profile groups were identified, with  a plasmid size in range 164-600 Mdal. Nearly 70% of all isolates
were grouped similarly by the plasmid profiles and antibiotic profiles. No correlation were found between
plasmid profiles and origin of them.  Genotypic properties of all isolates were identified by RAPD analysis of 5
primers which provided the varies profile of RAPD in range 0.29 – 3.0 kilobase. A dendrogram based on
similarity of RAPD profiles obtained by neighbour-joining method were divided into 5 clusters. The result
indicated that the different of soil types were the principle factor causing genetic variation rather than variety of
plant. It was found that results of RAPD correlated with plasmid profiles except in some case of plasmid profiles
showing high power of discrimination which was disadvantage of this technique, when used discrimination alone.
However, RAPD analysis in combination with plasmid profiles was not only discriminate to enable grouping of
closely related isolates but also provided more detailed picture of diversity within same plasmid groups. These
techniques could be confirmed with antibiotic profiles, increased the details relationship and efficiency of isolate
discrimination.

Nitrogen fixation efficiency were tested on mungbean kampeangsan 2. It was found that enzyme
nitrogenase activities from nodules as measured by acetylene of 32 isolates were not significantly different. Most
isolates showed relationship between plant dry weight, ARA and  nodule dry weight. The characteristics of
nodulation were found, nodulation were scattered along tap roots. second and third, nodulations were formed
along lateral roots and tap roots  include lateral roots, respectively.
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บทที่ 1

บทนํา

ปาธรรมชาติ เปนแหลงอุดมดวยส่ิงมีชีวิต และความหลากหลายทางพันธุกรรมรูปแบบใหม
ที่มีประโยชนตอการนํามาพัฒนาปรับปรุงสายพันธุ เพื่อเพิ่มศักยภาพในการประยุกตใช (วิสุทธิ์
ใบไม, 2532) ปจจุบันปาไมในหลายพื้นที่ถูกทําลายเปนเหตุใหระบบนิเวศปาเปลี่ยนแปลงไป
แหลงอาหารเสื่อมโทรมลง เกิดการสูญเสียความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงเปนผล
เสียตอมนุษยในระยะยาว (กรรณิการ วองวุฒิญาณ, 2536)  การวางแผนจัดการเพื่อปรับปรุงพื้นที่ปา
ใหคืนสภาพ อาจทําไดโดยการปลูกปาทดแทนรวมกับการปรับปรุงคุณภาพดิน โดยเพิ่มธาตุอาหาร
ที่จําเปนใหกับดิน   ธาตุอาหารหลักที่มีปริมาณนอยในดิน แตมีความจําเปนตอการเจริญของพืช
มากที่สุด คือธาตุไนโตรเจน ดังนั้น วิธีการหนึ่งที่อาจทําไดในการปรับปรุงคุณภาพดินในพื้นที่ปา
คือ การเพิ่มธาตุไนโตรเจนใหกับดินดวยการปลูกพืชตระกูลถ่ัว เสมือนทดแทนการใชปุยที่มีราคา
แพง  เพราะพืชตระกูลถ่ัวมีกระบวนการตรึงไนโตรเจนแบบชีวสัมพันธ (symbiosis) ที่เกิดขึ้นรวม
กับจุลินทรียไรโซเบียม (Rhizobium) กลุม Symbiotic nitrogen fixation    ซ่ึงเปนกระบวนการหนึ่ง
ที่เกิดขึ้นเพื่อการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตที่สัมพันธกับผลผลิตพืช และความอุดมสมบรูณของดิน
เนื่องจากไดไนโตรเจนปริมาณมากจากกระบวนการนี้เมื่อเทียบกับการตรึงไนโตรเจนแบบอิสระ
การตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมจะเกิดขึ้นบริเวณปม และการเกิดปมขึ้นอยูกับความสามารถใน
การเขาสูรากของพืชที่เกิดขึ้นอยางจําเพาะเจาะจง  ดังนั้น ขอมูลการศึกษาประชากรไรโซเบียม
ในดินที่จําเพาะตอพืชจากแตละสภาพปาตางกัน สามารถนํามาใชเปนแนวทางการจัดการปรับปรุง
ฟนฟูสภาพปา และเปนสิ่งจําเปนที่จะกอใหเกิดความเขาใจถึงการเปลี่ยนแปลงของระบบนิเวศ
โดยใชปริมาณจุลินทรียที่ผันแปรไป เปนดัชนีบงชี้ความอุดมสมบูรณ และประสิทธิภาพการพื้นฟู
ปา  เพื่อหาแนวทางแกไขและปรับปรุงคุณภาพดิน

          ถ่ัวเขียว (Vigna radiata (L.) Wilczek ) เปนพืชตระกูลถ่ัวในกลุม cowpea  ที่ทํารายไดใหกับ
ประเทศ   เชื้อไรโซเบียมที่แยกจากถั่วเขียวจัดอยูใน cowpea group และชนิดของไรโซเบียมกลุม
เจริญเร็วที่เเยกจากถั่วเขียว คือ Rhizobium sp. (Vigna radiata (L.) Wilczek )  ซ่ึงประกอบดวยหลาย
สายพันธุ (strain) ที่ตางกัน (สมศักดิ์ วังใน, 2525)     ซ่ึงการศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรม
การจัดจําแนกสายพันธุ และศึกษาสายวิวัฒนาการทางพันธุกรรมของเชื้อ   สามารถศึกษาไดจาก รูป
แบบดีเอ็นเอ (Laguerre et al., 1994; Nuswantara et al., 1996)  รายงานการศึกษาสวนใหญ พบ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมเกิดขึ้นภายในประชากรจุลินทรียในระดับความถี่สูง    โดยที่ระดับ
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ความหลากหลายที่ตรวจพบไดภายในประชากรขึ้นอยูกับเทคนิคที่เลือกใช ซ่ึงความผันแปรทาง
พันธุกรรมอาจเกิดจากกระบวนการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม ในลักษณะการมีส่ิงกีดขวางการแลก
เปล่ียนยีน การแยกกันทางภูมิศาสตร ชนิดของดิน หรือชนิดของพืชอาศัย (Paffett et al., 1996)  
นอกจากนี้แลวส่ิงสําคัญอีกอยางหนึ่ง คือ การมีพลาสมิดขนาดใหญที่บรรจุยีนที่เกี่ยวของกับ
Symbiotic function (Sym) ซ่ึงมีบทบาทสําคัญตอวิวัฒนาการของโครงสรางประชากรไรโซเบียม
ในกลุมพวกเจริญเร็ว โดยพลาสมิดนี้มีความถี่สูงในการเกิด transformation และ rearrangement
ระหวางตางสายพันธุ หรือตางชนิดได ซ่ึงจะเพิ่มระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมใหมีมากขึ้น
การศึกษาความสัมพันธและจัดจําแนกสายพันธุของเชื้อ  สามารถศึกษาไดจากแบบแผนพลาสมิด
โพรไฟล และคุณสมบัติทางจีโนไทปของเชื้อ รวมกับคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่สามารถ
นํามาใชเปนเครื่องหมายในการจัดจําแนก และศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกันกับการ
วิเคราะหบนพื้นฐานทางดีเอ็นเอ

             งานวิจัยนี้ศึกษาปริมาณไรโซเบียม (Rhizobium sp. (cowpea)) ในดินจากพื้นที่โครงการ
สรางปา และปาพันธุกรรมพืช จังหวัดนครราชสีมา      เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานเเละแนวทางในการ
จัดการปรับปรุงพื้นที่ปา พรอมทั้งเปรียบเทียบขอมูลการจัดจําแนกสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมกลุม
เจริญเร็วจากถั่วเขียว 2 สายพันธุ โดยใชดินในพื้นที่โครงการศึกษา ตามแบบแผนพลาสมิดโพรไฟล
คุณสมบัติทางฟโนไทปของเชื้อ  รวมกับการจัดจําแนกโดยเทคนิค PCR โดยศึกษาความสัมพันธ
และปจจัยที่มีอิทธิพลทําใหเกิดวิวัฒนาการที่แตกตางทางพันธุกรรมจากการวิเคราะหรูปแบบ
RAPD รวมทั้งศึกษาความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อ เพื่อเปนเเนวทางในการคัดเลือก
สายพันธุที่ดีมาประยุกตใชใหเกิดประโยชนตอไป

วัตถุประสงคของการศึกษา

1.  ศึกษาเปรียบเทียบปริมาณไรโซเบียม (Rhizobium sp. (cowpea)) ในดินจากพื้นที่โครงการ
สรางปา และปาพันธุกรรมพืช  จังหวัดนครราชสีมา

2.  เก็บรวบรวมและจัดจําแนกความแตกตางของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวเขียว ตามแบบแผนพลาสมิด
โพรไฟล คุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อ รวมกับการจัดจําแนกสายพันธุของเชื้อ
โดยเทคนคิ RAPD

3.  ศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมถ่ัวเขียว ที่แยกจากดินในพื้นที่ใน
โครงการ ฯ



3

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ

1. ขอมูลแสดงความสัมพันธของปริมาณไรโซเบียมที่เปล่ียนแปลงไปในระยะเวลา 1 ป สําหรับ
ใชเปนแนวทางการปรับปรุงและฟนฟูสภาพปา

2. ขอมูลความสัมพันธของการจัดจําแนกทางพันธุกรรมของเชื้อจากเทคนิค RAPD ที่เชื่อมโยง
กับคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ และแบบแผนพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อ รวมกับตัดสินบาง
ปจจัยที่มีอิทธิพลตอวิวัฒนาการโครงสรางพันธุกรรมภายในประชากร จากการวิเคราะหดวย
เทคนิค RAPD

3. ขอมูลการศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน เพื่อเปนเเนวทางในการคัดเลือกสายพันธุที่
ดีมาใชประโยชนตอไป

สถานที่ทําการทดลอง

1.  หองปฏิบัติการพันธุศาสตร  ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย

2.  หองปฏิบัติการสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรทางการแพทยทหารบก กรมแพทยทหารบก
3.  หองปฏิบัติการวิจัยจุลินทรียดิน  กองปฐพีวิทยา กรมวิชาการเกษตร
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บทที่ 2
การตรวจเอกสาร

ความสําคัญของทรัพยากรปากับบทบาทจุลินทรียตรึงไนโตรเจนในดิน

       ปาไม เปนศูนยรวมแหลงทรัพยากรทางธรรมชาติและความหลากหลายทางชีวภาพที่สําคัญ 
โดยเฉพาะปาชื้นเขตรอน เปนแหลงอุดมดวยปจจัยส่ี  ปจจุบันปาไมในหลายพื้นที่ของประเทศไทย
ถูกทําลายจากการตัดไมทําลายปา และการใชทรัพยากรทางธรรมชาติอยางไมถูกตองของมนุษย 
การลดลงของพื้นที่ปาอยางรวดเร็ว ยอมมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตหลายชนิดโดยเฉพาะสิ่งมีชีวิตที่
นับวันจะหาไดยากและใกลจะสูญพันธุเขาไปทุกที ทําใหขาดโอกาสที่จะศึกษาและเรียนรูการใช
ประโยชนจากธรรมชาติอยางถูกตอง และไมสามารถอนุรักษทรัพยากรอันมีคายิ่งเหลานี้เอาไวได 
การฟนฟูสภาพปาใหกลับคืนมาเหมือนเดิมจึงมีความจําเปน ทั้งนี้เพื่อคงไวซ่ึงความอุดมสมบูรณ
ของแหลงอาหาร และรักษาไวซ่ึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศปา
(วิสุทธิ ใบไม, 2538)

โครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริและปาพันธุกรรมพืช อําเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา
ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืช ในสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาสยามบรมราช
กุมารี เปนโครงการศึกษาคนควา และทดลองเพื่อเก็บรวบรวมขอมูลในการนําไปประยุกตใชแก
ปญหาการใชทรัพยากรที่เกิดขึ้นในปจจุบัน      ทางโครงการไดดําเนินการเก็บรวบรวมสายพันธุพืช
ปรับปรุงคุณภาพดิน โดยการปลูกกลาไมทดแทน และขุดคันดินกั้นน้ําเพื่อชะลอการพังทลายของ
หนาดิน และรักษาความชุมชื้นภายในดินเอาไว (วิทูร ชินพันธุ, 2537) ส่ิงเหลานี้จะชวยใหปา
สามารถเพิ่มความอุดมสมบรูณ และสามารถกลับคืนสูสภาพปาที่มีความอุดมสมบรูณเหมือนเดิม
ไดอยางรวดเร็วกวาที่จะปลอยใหฟนสภาพเองตามธรรมชาติ (secondary succession) ในการ
ปรับปรุงฟนฟูสภาพปา อาจเปนการยากที่จะตัดสินวาปาที่ไดรับการปรับปรุงเเละฟนฟูสภาพนั้น  มี
ความอุดมสมบรูณหรือไมเพียงใด เพราะปาสวนใหญในประเทศไทย ยังขาดการสํารวจและศึกษา
วิจัยอยางละเอียด    การศึกษาชนิดพันธุของพืชที่ขึ้นในปาเปนสิ่งที่ทําไดงาย  แตอาจจะไมเพียงพอ
ที่จะยืนยันถึงสภาพที่แทจริงของปา   จึงตองมีการศึกษากลุมสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ ที่อาศัยอยูรวมดวย     
จึงจะเพียงพอที่จะประเมินไดวาสภาพปานั้นมีความอุดมสมบรูณอยางไร

จุลินทรียในดิน เปนสิ่งมีชีวิตกลุมหนึ่งที่มีบทบาทสําคัญมากในระบบนิเวศปา โดยเฉพาะ
อยางยิ่งแบคทีเรีย ซ่ึงเปนสิ่งมีชีวิตที่พบเปนปริมาณมากที่สุด เมื่อเทียบกับจุลินทรียในดินกลุมอื่นๆ
แบคทีเรียในดินกลุมที่มีบทบาทสําคัญตอการฟนฟูระบบนิเวศ คือ เเบคทีเรียในกลุมยอยสลาย และ
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กลุมตรึงไนโตรเจน การปรับปรุงดินเพื่อฟนฟูสภาพปา จึงอาจทําไดโดยอาศัยกิจกรรมของ             
จุลินทรียที่ชวยเพิ่มธาตุอาหารในดิน (สมศักดิ์ วังใน, 2528)  เปนที่ทราบกันดีวาธาตุไนโตรเจนเปน
ธาตุอาหารหลักที่มีในปริมาณนอย แตมีความจําเปนตอการเจริญของพืชมากที่สุด และแหลงกําเนิด
ของธาตุไนโตรเจนก็มีอยูมากมายในอากาศเเตมีปริมาณนอยมากในดิน ประกอบกับธาตุไนโตรเจน
สามารถถูกชะลาง และสูญเสียไปจากดินไดโดยงาย จึงทําใหกระบวนการตรึงไนโตรเจนที่เกิดขึ้น
โดยธรรมชาติเปนกระบวนการหนึ่งที่สําคัญตอการดํารงชีพของสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศ กระบวน
การตรึงไนโตรเจนสวนใหญจะเกิดขึ้นได จําเปนตองอาศัยกิจกรรมของกลุม จุลินทรียตรึง
ไนโตรเจน  ซ่ึงมีทั้งพวกดํารงชีวิตเเบบอิสระ (non symbiotic bacteria)  และดํารงชีวิตเเบบพึ่งพา 
(symbiotic bacteria)  กระบวนการตรึงไนโตรเจนที่เกิดจากการทํางานรวมกันระหวางพืชตระกูล
ถ่ัวกับจุลินทรียไรโซเบียม มีบทบาทเพิ่มธาตุไนโตรเจนในดินไดในปริมาณมากๆ เสมือนทดแทน
การใชปุยที่มีราคาแพง

ไรโซเบียม (Rhizobium) ถูกจัดไวในกลุม symbiotic nitrogen fixation ที่มีบทบาทสําคัญ
ในการทําใหวัฏจักรการตรึงไนโตรเจนเกิดขึ้นไดอยางสมบรูณ โดยสามารถเปลี่ยนไนโตรเจนที่มี
อยูมากมายในอากาศใหกลับคืนสูดิน หรือเปล่ียนใหอยูในรูปอนุมูลของสารประกอบที่พืชสามารถ
นําไปใชประโยชนได และเนื่องจากการดํารงชีวิตของจุลินทรียไรโซเบียมนี้ มีความเกี่ยวพันโดย
ตรงกับพืช ดังนั้น การศึกษาปริมาณจุลินทรียไรโซเบียมที่จําเพาะกับพืชกลุม cowpea ที่มีมากใน 
พื้นที่ปารวมกับการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของดินรวมไปถึงชนิดของพืชที่ปลูก อาจทําใหเขา
ใจและสามารถอธิบายกระบวนการเปลี่ยนแปลงของระบบนิเวศในปา โดยใชปริมาณจุลินทรียที่
เปล่ียนไปในเเตละพื้นที่ปา เปนดัชนีบงชี้ในการตัดสินความอุดมสมบรูณของดินในปาที่กําลังได
รับการฟนฟูวาจะมีแนวโนมที่จะเปลี่ยนแปลงและพัฒนาไปในทางดีขึ้นไดหรือไม  การเปรียบ
เทียบการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรียกลุมนี้ในพื้นที่ที่ตางกัน จะเปนประโยชนในการตัดสิน       
ประสิทธิภาพการฟนฟูสภาพปา  เพื่อเปนแนวทางการปรับปรุงแกไขและพัฒนาพื้นที่ปาตอไป (สม
ศักดิ์ วังใน, 2528)

คุณสมบัติท่ัวไปของไรโซเบียม

ตาม Burgey ’s Manual of  Systematic Bacteriology (Jordan, 1984) ไรโซเบียมเปน
แบคทีเรียที่จัดอยูในวงศ (Family) Rhizobiaceae, สกุล (genus) ไรโซเบียม ไมสรางสปอร          
โดยทั่วไปมีรูปรางเปนทอน (rod shape) ยอมติดสีแกรมลบ (gram negative) ตองการอากาศ 
(aerobic bacteria)      บางครั้งในที่มีออกซิเจนนอยประมาณ 0.01 บรรยากาศก็สามารถอาศัยอยูได
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มีขนาดประมาณ 0.5-0.9x1.2-3.0 ไมครอน อาจจะอยูเปนเซลลเดี่ยวหรืออยูเปนคู เคลื่อนไหวได
เมื่ออายุนอยโดยใชแส (flagellum) มีทั้งแบบ monotrichous หรือ peritrichous ไมมี   endospore              
คุณสมบัติที่สําคัญของไรโซเบียม คือ สามารถทําใหรากของพืชในวงศ Leguminosae หรือ พืช
ตระกูลถ่ัวเกิดปมได  โดยเขาไปอาศัยในรากพืชตระกูลถ่ัวแบบพึ่งพาซึ่งจะไดประโยชนรวมกัน 
โดยไรโซเบียมสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศใหมาอยูในรูปของสารประกอบไนโตรเจนที่พืช 
สามารถนําไปใชประโยชนได  ขณะเดียวกันไรโซเบียมก็ไดรับอาหารจากตนพืช

เมื่อไรโซเบียมเขาไปอยูในเซลลรากพืช จะเกิดการเปลี่ยนแปลงในรูปราง (differentiate) 
กลายเปนแบคทีรอยด (bacteroid)  ภายในเซลลแบคทีรอยดสรางเอนไซมไนโตรจีเนส 
(Nitrogenase enzyme ; N2ase) ซ่ึงเปนเอนไซมที่มีความสําคัญยิ่งในกระบวนการตรึงไนโตรเจน 
เอนไซมนี้จะเสื่อมสภาพในสภาวะที่มีออกซิเจน  ดังนั้น จุลินทรียที่มีความสามารถในการ          
ตรึงไนโตรเจน จึงตองมีกลไกการปองกันเอนไซมไนโตรจีเนสจากออกซิเจน  โดยไรโซเบียมจะ
กระตุนใหรากพืชสังเคราะหสารเลกฮีโมโกลบิน (leghaemoglobin) ที่มีหนาที่จับกับออกซิเจน  
เพื่อควบคุมปริมาณออกซิเจนที่จะเขาไปถึงแบคทีรอยดใหอยูในระดับที่พอเหมาะ (Cuttin, 1971; 
Applery, 1974) ปริมาณของเลกฮีโมโกลบินนี้ มีความสัมพันธกับปริมาณของไนโตรเจนที่ตรึงได 
และสารสีเเดงสดจะถูกตรวจพบภายในปมที่มีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน

การจัดจําแนกสกุลและอนุกรมวิธานของไรโซเบียม

การจําแนกชนิด (species) ของไรโซเบียมมีเกณฑการจัดจําแนกแตกตางกันไป หลายวิธีดังนี้ 
(สมศักดิ์ วังใน, 2524)   (1) จําแนกตามสัณฐาน และคุณสมบัติทางสรีระของเชื้อจากปฏิกิริยา    การ
ทําให limus milk เปนดางหรือเปนกรด (2)  จําแนกโดยอาศัยความสามารถในการสรางกรดหรือ
ดางของเชื้อบนอาหารที่มี bromthymol blue เปนอินดิเคเตอร (3) จําแนกโดยวิธี numerical 
technique อาศัยการนําลักษณะ  และคุณสมบัติหลายประการของเชื้อมาเปรียบเทียบกัน              
แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลักษณะและคุณสมบัติของจุลินทรียเหลานั้น    (4)
จําแนกโดยอาศัยลักษณะเบสในดีเอ็นเอเปนเกณฑ (5) จําแนกโดย วิธี cross - inoculation group
หรือ plant inoculation group   ซ่ึงเปนวิธีที่นิยมใชในปจจุบัน อันเปนการจัดจําแนกชนิด ตามความ
สามารถของไรโซเบียมในการทําใหรากพืชตระกูลถ่ัวแตละกลุมเกิดปม โดยไรโซเบียมแตละชนิด 
เลือกเกิดปมไดเฉพาะกับถ่ัวบางชนิดหรือบางกลุมเทานั้น  วิธีนี้สามารถจําแนกชนิดของไรโซเบียม 
ตามกลุมถ่ัวที่เขาสรางปมได 6 กลุม ดังตารางที่ 1(Burton, 1965) แตการจําแนกโดยวิธีนี้ในบางครั้ง
มีความไมแนนอน    เพราะเชื้อไรโซเบียมบางชนิด อาจทําใหเกิดปมกับถ่ัวนอกกลุมของตนเองได
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เรียก  symbiotic promiscuity      การจําแนกไรโซเบียมโดยวิธีตาง ๆ ยังมีปญหาอีกมาก เนื่องจาก
แตละวิธีมีขอบกพรองอยางไรก็ตามวิธีการจําแนกแบบ cross-inoculation group นี้ มีผูนิยมใชมาก
ที่สุด แมจะมีความไมแนนอนเกิดขึ้นบางก็ตาม (Burton, 1965)

ตอมามีผูคนควาและศึกษาสรีรวิทยาและพันธุกรรมของไรโซเบียมมากขึ้น พบวาไรโซเบียม
ที่อยูในกลุมเดียวกันยังมีความแตกตางกันอยูมาก จึงไดจําแนกไรโซเบียมออกเปน 2 กลุมใหญ ๆ 
ตามความสามารถในการเจริญ (growth characteristics) ที่สัมพันธกับการผลิตกรดดาง ประกอบกับ
ระบบการจัดจําแนกแบบ  cross-inoculation groupได ดังนี้  คือ กลุมไรโซเบียมที่เจริญเร็ว และผลิต
กรด (fast-growing, acid-producing rhizobia) ใชเวลา 3-5 วัน ขนาดโคโลนีประมาณ 1-5 มิลลิเมตร 
และกลุมไรโซเบียมที่เจริญชา และผลิตดาง (slow-growing, alkali- producing rhizobia) ใชเวลา 5-
10 วัน ขนาดโคโลนีใหญสุด ประมาณ 1 มิลลิเมตร ดังตารางที่ 2 (พรพรรณ จงสันติกุล, 2528)

ถั่วเขียวและชนิดของไรโซเบียมถ่ัวเขียว

ถ่ัวเขียว (Vigna radiata (L.) Wilczek)   เปนพชืตระกูลถ่ัวอายุส้ัน  มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจใหผลผลิตเมล็ดที่มีโปรตีนสูง ใชเปนอาหารมนุษย เล้ียงสัตว หรือใชเปนปุยพืชสด      
เพื่อปรับปรุงโครงสรางและความอุดมสมบูรณของดิน สามารถปรับตัวเขากับสภาวะแวดลอมได
คอนขางกวาง ถ่ัวเขียวมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนรวมกับแบคทีเรียไรโซเบียม ที่มี      
บทบาทสําคัญในการเพิ่มธาตุไนโตรเจนใหกับดินในพื้นที่เขตรอน ซ่ึงตามปกติแลวดินในสภาพปา
เสื่อมโทรมมีธาตุชนิดนี้อยูนอยมาก (เศรษฐา ศิริพินท, 2535)

เชื้อไรโซเบียมถ่ัวเขียว ตามวิธีการจัดจําแนกแบบ cross-inoculation group อยูในกลุม 
cowpea และชนิดไรโซเบียมที่แยกจากถั่วเขียว แบงได 2 ชนิด ตามอัตราการเจริญ เเละความ
สามารถในการผลิตกรด และดางบนอาหาร Yeast-Mannitol Agar (YMA) ท่ีมี bromthymol blue 
เปนอินดิเคเตอร ไดเเก  กลุมไรโซเบียมที่เจริญเร็วผลิตกรด (fast-growing, acid-producing 
rhizobia) คือ Rhizobium sp. และกลุมไรโซเบียมที่เจริญชาผลิตดาง (slow-growing, alkali-
producing rhizobia) คือ  Bradyrhizobium sp. และเนื่องจากไรโซเบียมในพวก cowpea group 
ประกอบดวยถ่ัวหลายชนิด (Burton, 1965; Bergey, 1983) ดังนั้น ปฏิกิริยาระหวางไรโซเบียมกับ
ถ่ัวจึงกวางไมแคบเหมือน Rhizibium japonicum ซ่ึงทําใหเกิดปมที่มีประสิทธิภาพกับถ่ัวเหลืองเทา
น้ัน แตไรโซเบียมในกลุม cowpea นี้  สามารถทําใหเกิดปมในถั่วหลายชนิด เชน ไรโซเบียมถ่ัว
เขียวสามารถทําใหถ่ัวลิสง และถ่ัวฝกยาวเกิดปมได (สมศักดิ์ วังใน, 2525)
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ตารางที่ 1 ชนิดของไรโซเบียม และกลุมพืชตระกูลถ่ัวตาง ๆ ที่เขาอยูอาศัย (burton, 1965)

1

9

   

ชนิดของไรโซเบียม (Rhizobium species)

R. meliloti

R. trifolii

R. leguminosarum

R. phaseoli

R. japonicum

R. spp.
พืชตระกูลถ่ัวที่เขาอยูอาศัย (Scientific name)

                             Alfalfa group
Medicago sativa (อัลฟลฟา)
M.orbicularis
Melilotus alba
Trigonella foenumgraceum
                            Clover Group
Trifolium hybridum
T. repens
T. arvense
T. reflexrum
                            Pea and Vetch Group
Pisum arvense
Pisum sativum (ถ่ัวลันเตา)
Vicia sativa
V. faba
Lathyrus odoratus
Len culinaris
                         Bean Group
Phaseolus vulgaric (ถ่ัวแดงหลวง)
P. coccinenus
                       Soybean Group
Glycine max (ถ่ัวเหลือง)
                    Cowpea Group
Vigna radiata (ถ่ัวเขียว)
Vigna sinensis (ถ่ัวฝกยาว)
V. sesquipededalis
Lespedez striata
Crotalaria junceae
Desinodium lorluosum
Pueraria thunbergiana
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ตารางที่ 2 การจําเเนกไรโซเบียมในระบบใหม  (กลุมงานวิจัยจุลินทรียดิน กองปฐพีวิทยา (2535)
และ Bergey (1983))

                                                   พวกเจริญเติบโตเร็ว (fast growers)

ชนิดไรโซเบียม พืชตระกูลถั่วท่ีอยูอาศัย
Rhizobium meliloti Medicago sativa (อัลฟลฟา)  Trigonella

foenumgraccum  Meliloti alba
Rhizobium leguminosarum
     biovar. trifolii Trifolium spp. (ถ่ัวโคลเวอร)
     biovar. phasaoli Phaseolus vulgaris (ถ่ัวเเดงหลวง)

Phaseolus  multifolis (ถ่ัวเเขก)
     biovar. viceae Vigna sinensis (ถ่ัวลันเตา)

Vigna faba (ถ่ัวปากอา)  Lens (ถ่ัวเลนส) และ
Lathyru odoratus

Rhizobium loti Lupinus   Lolus   Anthyllis  Ornithopus
Rhizobium fredii Glycine max (ถ่ัวเหลือง)

พวกเจริญเติบโตชา (slow growers)

ชนิดไรโซเบียม พืชตระกูลถั่วท่ีอยูอาศัย
Bradyrhizobium japonicum Glycine max (ถ่ัวเหลือง)
Bradyrhizobium spp.
     -sp. (Vigna) Vigna radiata (ถ่ัวเขียว)

Arachis hypogaea (ถ่ัวลิสง)
Vigna sisensis (ถ่ัวฝกยาว) ฯลฯ

    -sp. (Lupinus) Lupinus sp.  Lotus pedunclalus
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ไรโซเบียมในฐานะแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน

แบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจนแบงเปน  3 กลุม ตามสภาวะการเจริญที่สัมพันธกับการตรึง
ไนโตรเจน (ศุภมาศ พนิชศักดิ์, 2529) ดังนี้

ก. พวกที่ตรึงไนโตรเจนอยางอิสระ (free-living bacteria)    คือ   แบคทีเรียที่สามารถตรึง
ไนโตรเจนได  โดยไมตองอาศัยส่ิงมีชีวิตอื่น เชน  Klebsiella  spp. และ Clostridium spp.

ข. พวกที่อยูรวมกับสิ่งมีชีวิตอื่น แบบหลวม ๆ (associative symbiotic bacteria)  แบคทีเรีย
พวกนี้ เจริญหรือเเบงตัวไดในเซลลเจาเรือน (host) แตมีปริมาณการแบงตัวที่นอยมาก เชน
Azotobacter paspali

ค. พวกที่อยูรวมกับพืชแบบพึ่งพากันและกัน (obligatory symbiotic bacteria)     แบคทีเรีย
พวกนี้จะไมตรึงหรือตรึงไนโตรเจนไดนอยเมื่ออยูอยางอิสระ ในทางตรงกันขามจะมีประสิทธิภาพ
การตรึงไนโตรเจนสูงเมื่ออยูรวมกับเจาเรือน  ตัวอยางเชน แบคทีเรียไรโซเบียม ไรโซเบียมเกิดการ
ตรึงไนโตรเจน แบบพึ่งพากับพืชในวงศ  Leguminoseae   การตรึงไนโตรเจนเกิดขึ้นภายในปมราก
จากนั้นไรโซเบียมภายในเซลลราก จึงมีการพัฒนาเปลี่ยนแปลงกลายเปนแบคทีรอยด (Ausubel,
1984)       ซ่ึงจะเปลี่ยนรูปรางเปนหลายแบบ  เชน  club-shape  pear-shape  X-shape  Y-shape
star-shape  และ coccoid (Somasegaran, Hoben and Halliday, 1985)   เกิดการรีดิวซ nitrogen (N2)
เปนเเอมโมเนีย (amonia) (Ausebel, 1984)    กระบวนการดังกลาวประกอบดวยหลายขั้นตอน ซ่ึง
ตองการพลังงานจากทั้งแบคทีเรียและพืชตระกูลถ่ัว (Vincent, 1980; Verma and Iong, 1983 )            
ดังนั้น ไรโซเบียมที่อยูอยางอิสระจะไมมีการพัฒนาเปลี่ยนแปลงกลายเปนแบคทีรอยด และไม
สามารถใช N2 เปนแหลงสรางไนโตรเจนในรูปที่พืชนําไปใชประโยชนได (Ausubel, 1984)
แบคทีเรียใหสารประกอบอินทรียไนโตรเจนแกพืช สวนพืชเปนผูใหแหลงคารบอนและแหลงของ
พลังงานแกแบคทีเรีย

กระบวนการเขาสูรากและการเกิดปม

ศุภมาศ พนิชศักดิ์ (2529)  อธิบายกระบวนการเขาสูรากและการเกิดปม ประกอบดวยข้ัน
ตอนดังนี้

1.  การขับสารจากราก (root exudate)   รากของถั่วปลอยสารทริปโตรเฟน ออกมากระตุน
การเจริญของจุลินทรีย

2.  เกิดดีฟอรมเมชั่น (deformation)  ไรโซเบียมเขาสูเซลลพืช พรอมกันนั้นก็เกิดการมวน
ตัวของรากขนออน เนื่องมาจากสารสังเคราะหที่ไรโซเบียมขับออกมากระตุน สารที่ขับออกมานี้มี
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อยูหลายชนิด เชน  กรดนิวคลีอิก (nucleic acid) และ พอลีเเซคคาไรด (polysaccharide)  เปนตน

3.  เกิดอินเฟคชัน (infection)    ไรโซเบียมอาจผลิตสารอื่นๆ อีก     เชน    จิบเบอรริลลิน
(giberellin) และ อารเอ็นเอ พอรีเเซคคาไรด (RNA polysaccharide)     อารเอ็นเอ พอรีเเซคคาไรด
ที่ไรโซเบียมผลิต จะควบคุมใหพืชผลิตเอนไซมพวกเซลลูเลส  (cellulase)  และ  เพคติเนส
(pectinase) ซ่ึงจะยอยผนังเซลลรากขนออน เมื่อไรโซเบียมเขาสูรากขนออนไดแลวจะสราง
infection thread ผานเซลลคอรติเคิลเขาไปสูราก จากนั้นพืชจะสังเคราะหเซลลูโลสหอหุม infection
thread

4.  การเกิดปม (nodulation)     ไรโซเบียมผลิตสารพวกไคติเนส กระตุนการแบงเซลล
ของรากทําใหรากพองเกิดปม พรอมกันนั้นไรโซเบียมเริ่มเปลี่ยนสภาพกลายเปนแบคทีรอยดเซลล
จากนั้นเซลลชั้นเพอริไซเคิลเพิ่มจํานวนมากขึ้นเกิดเปนปมขยายขนาดขึ้นเรื่อยๆ เซลลช้ันวาสคูลาร
ถูกสรางขึ้นมาลอมรอบบริเวณนั้น และสรางเซลลที่มีผนังเซลลหนาลอมรอบบริเวณปมนั้นอีกช้ัน
หนึ่ง (Vincent, 1980; Bauer, 1981)     โดยปมรากที่มีแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพตรึงไนโตรเจน
ปมจะมีลักษณะเตง และมีสีชมพู      เนื่องจากมีสารเลกฮีโมโกลบินซึ่งทําหนาที่จับออกซิเจนไมให
ออกซิเจนไปลดกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสในกระบวนการตรึงไนโตรเจน โดยถามี
ออกซิเจนสูงจะไมใหพลังงาน และถาไมมีเลกฮีโมโกลบินและพลังงาน ไรโซเบียมก็จะตรึง
ไนโตรเจนไมได (ธงชัย คัมภีร, 2530)

 Vincent (1980)    อธิบายกลไกการเกิดปมวา มี  8 ขั้นตอน ดวยกัน (ภาพที่1)
ขั้นตอนที่ 1  ถ่ัวหล่ังสารจําพวก flavanoid ซ่ึงทําหนาที่เปนตัวรับสัญญาณที่ทําใหไรโซเบียม

สรางสารที่ชวยกระตุนการเกิดปม (nodulation factor) ที่เปนสารจําพวก lipo-oligosaccharide นี้จะ
ชวยใหไรโซเบียมเขาสูเซลลพืชได (ตรงลูกศรชี้)    ขั้นตอนที่ 2 ไรโซเบียมเพิ่มจํานวนและเขาสู
เซลลในชั้นคอรเท็กซ   ในขั้นตอนที่ 3  ช้ันเพอรริไซเคิลเริ่มเเบงตัวเพิ่มจํานวน    ขั้นตอนที่ 4 เมื่อ
ไรโซเบียมเเบงตัวเพิ่มจํานวนมากขึ้นสงผลใหช้ันเพอรริไซเคิลเเบงตัวเพิ่ม   และในขั้นตอนที่ 5
ไรโซเบียมเริ่มเปลี่ยนสภาพกลายเปนแบคทีรอยด  ช้ันเพอรริไซเคิลเพิ่มจํานวนมากขึ้นเกิดปมขยาย
ขนาดขึ้นเรื่อย ๆ   ขั้นตอนที่ 6  เซลลชั้นวาสคูลารถูกสรางขึ้น   และในขั้นตอนที่ 7  พืชสรางเซลล
ที่มีผนังหนาพรอมกับเลนติเคิลมาลอมรอบผนังเซลลรอบ ๆ บริเวณปมในขั้นตอนที่ 8   





13

ยีนท่ีเก่ียวของกับการเกิดปม (Nodulation genes)

      ยีนที่มีบทบาทสําคัญในการเกิดปมของไรโซเบียม คือ Nodulation genes (nod gene) โดย  
พบวาไรโซเบียมพวกเจริญชารวมทั้ง  B. japonicum มี nod gene อยูบนโครโมโซม  สวน              
ไรโซเบียมพวกเจริญเร็ว  เชน R. meliloti, R. trifoli มี nod gene อยูทั้งบนโครโมโซม และพลาสมิด
ที่เรียกวา Sym plasmid (pSym) (ณัฐพร สุนทรวิจารณ, 2534) หนาที่สําคัญของ nod gene เกี่ยวของ
กับการสังเคราะห nodulation factor  ที่เปนสารประกอบจําพวก  lipo-oligosaccharide   

   จากการศึกษากลไกการควบคุมการเกิดปมในระดับโมเลกุล พบกลุม nod gene มี 2 สวน คือ  
regulatory nod gene และ structural nod gene   โดย ขั้นแรก  regulatory nod gene ทําหนาที่เปนตัว
รับสัญญาณ จากสาร flavanoid  ซ่ึงกระตุนการทํางานของกลุม nod gene ตรงบริเวณ nod D gene 
ใหสรางโปรตีน regulatory nod D ที่มีหนาที่กระตุนการแสดงออกของยีน (transcriptional 
activator) ที่จะเปนตัวกําหนดการใหไรโซเบียมแตละตัวเขาสูรากถ่ัวแตละชนิด ไรโซเบียมบาง
ชนิดมี  nod D gene เพียง 1 ชุด      แตบางชนิดมีมากกวา 1 ชุด เชน R. meliloti มี nod D gene 3 ชุด   
คือ nod D1   nod D2  และ  nod D3  โปรตีน nod D1 มีหนาที่ควบคุมการทํางานของ nod genes ใน
สภาพมี inducer พวก flavanoids betaines สวนโปรตีน nod D3 ทําหนาที่กระตุน nod gene ใน
สภาวะไมมี inducer  ซ่ึงการทํางานถูกยับยั้งโดยปริมาณไนโตรเจนที่มากเกินพอ (ภาพที่ 2)  ขั้นที่ 2 
เมื่อ structural nod gene ไดรับสัญญาณกระตุน จาก regulatory nod gene ทําให  nod gene ผลิต
เอนไซม ที่เกี่ยวของกับการสรางสาร lipo-oligosaccharide (nod factor)   ซ่ึงเปนตัวทําใหรากพืช
เกิดการเปลี่ยนแปลงออกมารอบผิวราก พรอมกับการที่เซลลไรโซเบียมเคลื่อนที่เขาสัมผัสบริเวณ
ผิวราก เมื่อไรโซเบียมเขาอยูในเซลลรากพืช รากพืชเร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงโคงงอโดยอิทธิพลของ
โปรตีนที่สรางจาก nod factor  ขณะเดียวกันถ่ัวจะสรางโครงสรางที่เรียกวา infection thread เปน
ทอออกไปตามราก ผานชั้นอิพิเดอรมิส ผานเอนโดเดอรมิส ไปถึงเนื้อเยื่อช้ันคอรเท็กซ จากนั้น
เซลลไรโซเบียมจะเปลี่ยนรูปรางเปนแบคทีรอยด  เร่ิมแบงตัวแบบไมโทซีสเพิ่มจํานวนมากขึ้น 
ขณะเดียวกันเซลลชั้นคอรติเคิลแบงตัวเพิ่มขึ้นเชนกัน มีผลใหเซลลรากพืชเปลี่ยนรูปเกิดการโคงงอ
และเปลี่ยนเปนปมในที่สุด (Hirsch, 1992)
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ชีวเคมีของการตรึงไนโตรเจน (Brill, 1977)

เมื่อเซลลไรโซเบียมเขาสูเซลลพืช และเปลี่ยนสภาพเปนแบคทีรอยด โดยแบคทีรอยดเปนตัว
สรางเอนไซมที่สําคัญในกระบวนการตรึงไนโตรเจน คือ เอนไซมไนโตรจีเนส (N2ase)   คุณสมบัติ
ของเอนไซมนี้  คือ สามารถเปลี่ยนไนโตรเจนจากอากาศใหเปนเเอมโมเนียม หรือเเอมโมเนีย
ไอออน ซ่ึงอยูในรูปที่พืชสามารถนําไปใชได เอนไซมนี้ประกอบดวยโปรตีนที่ซับซอน 2 สวน คือ
สวนที่ 1 (Component 1) ประกอบดวย Molybdenum-Fe protein (Mo-Fe protein) ที่มีขนาดใหญ
ประกอบดวยโปรตีน 4 โมเลกุล และมีธาตุเหล็กเปนองคประกอบอยูถึง 24 อะตอม รวมทั้งมี
โมลิบดีนั่มเปนโคแฟกเตอรอีก 2 อะตอม     สวนที่ 2 (Component 2) ประกอบดวย  Fe-protein ที่มี
ขนาดเล็กกวา ซึ่งประกอบดวย 2 หนวยยอยที่เหมือนกัน และมีธาตุเหล็กเปนองคประกอบอยู 4
อะตอม

กลไกการทํางาน เร่ิมจากอิเล็กตรอน ซ่ึงเปนผลผลิตที่ไดมาจากกระบวนการสลายกาซ
ไฮโดรเจนโดยเอนไซมไฮโดรจีเนส ถูกนําสงผานไปใหกับ Fe-protein   จากนั้น Fe-protein จะจับ
กับ ATP  ที่ไดมาจากการสงถายอิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจระดับเซลล  (oxidative
phosphorylation ) ทําให redox potential ของเอนไซมเพิ่มจาก -0.29 เปน +0.40  มีผลทําให
Fe-protein สามารถสงผานอิเล็กตรอนตอไปใหกับ Mo-Fe protein และเกิดการรีดิวซไนโตรเจน
เปนเเอมโมเนียมตอไป (ภาพที่ 3)

คณุสมบัติประการหนึ่งของเอนไซมไนโตรจีเนส คือ การเสื่อมสภาพในสภาวะมีออกซิเจน
แบบไมสามารถกลับคืนสภาพได (irreversible) ดังนั้น จุลินทรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนจาก
อากาศ  จึงตองมีกลไกปกปองเอนไซมไนโตรจีเนสจากออกซิเจน   กระบวนการปกปอง คือ เซลล
พืชสรางเลกฮีโมโกลบินมาจับออกซิเจน โดยเลกฮีโมโกลบินนี้ถูกชักนําใหสรางเมื่อมีไรโซเบียม
เขาไปเจริญอยูภายในเซลลเทานั้น  โดยปมรากถั่วที่ตรึงไนโตรเจนไดดีนั้น ภายในปมจะมีสีแดงสด
ซ่ึงเปนสีของเลกฮีโมโกลบิน

            กลไกที่ควบคุมกระบวนการตรึงไนโตรเจนเกี่ยวโยงกับเมทาบอลิซึมของเซลล โดยที่    
เเอมโมเนียมไอออนที่ไดจากกระบวนการตรึงไนโตรเจนเขาทําปฏิกิริยากับ α - Ketoglutarate ที่
อยูในเซลลของสิ่งมีชีวิต โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมกลูตาเมทดีไฮโดรจีเนส (glutamate 
dehydrogenase) ไดผลผลิตเปนกลูตาเมท  ดังปฏิกิริยาที่ 1  สวนผลของกลูตามีน เกิดจากการทํางาน
ของเอนไซมกลูตามีนซินเทส   ดัง ปฏิกิริยาที่ 2
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NH4
+ + α -Ketoglutarate + NADPH + 4H+ →     L-glutamate + NADP+ + H2O   ………(1)

glutamate + NH4
+ + ATP →  glutamine + ADP + Pi + H+                                     ……….(2)

เอนไซมกลูตาเมท และกลูตามีนนี้ เปนกรดอะมิโนที่ถูกเปลี่ยนเปนกรดอะมิโนตัวอ่ืน ๆ ที่จําเปน
ตอการเจริญตอไป  โดยอาศัยการทํางานของอะมิโน ทรานสเฟอเรส (amino transferase)  เนื่องจาก
การตรึงไนโตรเจนตองการพลังงาน ATP มาก      ดังนั้น เอนไซมไนโตรจีเนส จึงถูกควบคุมไมให
ตรึงไนโตรเจนโดยไมจําเปน เชน ในกรณีของไรโซเบียมกับถ่ัว ถาปลูกในดินอุดมสมบูรณ           
มีไนเตรท (NO3

-) ตอเกลือแอมโมเนียม (NH4
+) มากเพียงพอ จะมีผลไปยับยั้งการสรางปมที่ราก 

และการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียม กระบวนการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมรวมกับพืช
ตระกูลถ่ัวโดยวิธีนี้ใหปริมาณไนโตรเจนที่สูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรียที่ตรึงไนโตรเจน
แบบอิสระ    ดังรายงานของ  Allen และ Allen (1981) ไดทําการศึกษาการตรึงไนโตรเจนแบบ       
ชีวสัมพันธ พบวาปริมาณของไนโตรเจนที่คํานวณไดตอหนวยเซลลที่ทําการตรึงไนโตรเจนจะเปน 
100-200 เทาของที่คํานวณไดจากจุลินทรียตรึงไนโตรเจนอยางอิสระ เชน  Azotobacter

การศึกษาประชากรไรโซเบียมในดิน

การประเมินประชากรไรโซเบียมในดินเปนวิธีที่คอนขางยุงยากเนื่องจากในดินมีจุลินทรีย
อยูจํานวนมาก โดยเฉพาะพวกที่มีลักษณะทางสรีระในดานความตองการสารอาหารที่คลายคลึงกับ
ไรโซเบียม ทั้งยังไมสามารถคนพบอาหารที่จําเพาะกับไรโซเบียม จึงทําใหการประเมินประชากร
โดยใช วิธี total plate count  ใหผลไมแนนอน    ปจจบุันนิยมใช วิธี MPN-plant infection test ใน
การประเมินปริมาณไรโซเบียมทั้งหมดในดิน  ซ่ึงจําเปนตองใชพืชทดสอบที่มีความจําเพาะเจาะจง
ต่ําๆ    คือ ตองเปนพืชที่สามารถใหชนิด  หรือสายพันธุตางๆ ของไรโซเบียมที่มีอยูในดินเขาสูราก
แลวทําใหเกิดปมได สวนการประเมินหาประชากรไรโซเบียมเฉพาะสายพันธุ ทําไดโดยใชพืช
ทดสอบที่มีความจําเพาะเจาะจงกับชนิดของไรโซเบียมที่ตองการศึกษา (สมศักดิ์ วังใน, 2525)

พิกุล หรรษานิมิตกุล, 2530  ไดศึกษาผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงของกระบวนการทาง
ระบบนิเวศตอการเปลี่ยนแปลงของประชากรไรโซเบียม โดยแบงพื้นที่ศึกษาออกเปน 3 ภาค คือ 
ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ โดยนับปริมาณไรโซเบียมดวยวิธี MPN plant 
infection ใชถ่ัวซิราโตเปนพืชทดสอบ  ระยะเวลาดําเนินงาน 1 ป         พบวาภาคกลางมีปริมาณ     
ไรโซเบียมนอยจนถึงนอยมากในพื้นที่ยอดเขา เเละพื้นที่ที่มีระบบการปลูกขาวแบบตอเนื่อง
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สวนพื้นที่ราบที่ทําการปลูกพืชไร พืชหมุนเวียน และพื้นที่วางเปลา พบไรโซเบียมในปริมาณสูง 
สวนพื้นที่ปารวมทั้งปาเปด พบปริมาณไรโซเบียมสูงดวยเชนกัน สวนภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
พบวาปริมาณไรโซเบียมในดินโดยทั่วไปคอนขางต่ํา และไมมีความแตกตางกันของจํานวน  
ประชากรทั้งในที่ราบและพ้ืนที่ภูเขา สวนภาคเหนือพบปริมาณไรโซเบียมมากบริเวณเชิงเขาเเละ
พื้นที่ที่ใชปลูกพืชหมุนเวียนตลอดจนที่รกรางวางเปลา  สวนพื้นที่ปาพบปริมาณไรโซเบียมคอน
ขางนอยและไมแตกตางกัน ซ่ึงจํานวนประชากรไรโซเบียมที่ตางกันในแตละพื้นที่ อาจเนื่องมาจาก
ฤดูกาล สภาพแวดลอม ที่เปล่ียนแปลงไปมีผลกระทบตอระบบนิเวศของไรโซเบียม

            Beatrice et al.  (1995)  ทําการศึกษาความหลากหลายของไรโซเบียม (Phaseolus vulgaris 
L.)ในดิน 2 ชนิด จากทุงนาบริเวณใกล ๆ กันในประเทศเคนยา (Kenya)  ซ่ึงเคยปลูกขาว เเละพืช
หมุนเวียนเหมือนกัน และเปนดินที่อยูในระดับความสูงเดียวกัน   แตมี pH ของดินตางกัน คือ  4.5 
กับ 6.8 พบวามีปริมาณไรโซเบียมไมแตกตางกัน

             ป ค.ศ. 1993  มีรายงานการสํารวจปริมาณเชื้อไรโซเบียมถ่ัวลิสงในดินในประเทศไทยที่มี
ระบบการปลูกพืชตางกัน โดยเทคนิค MPN-plant infect technique โดยใชถ่ัวลิสง เปนพืชทดสอบ 
พบวา ระบบการปลูกพืชและอิทธิพลของสิ่งแวดลอม มีผลตอจํานวนประชากรไรโซเบียมในดิน     
โดยในดินที่มีการปลูกพืชหลายชนิดรวมกับพืชตระกูลถ่ัวอยางตอเนื่อง หรือปลูกพืชอ่ืนสลับกับ    
ถ่ัวลิสง หรือถ่ัวเขียว มีประชากรไรโซเบียมอยูมาก และมากกวาดินที่มีระบบการปลูกขาวโพด ออย 
รวมถึงบริเวณที่วางเปลา  ซ่ึงพบไรโซเบียมในปริมาณนอยถึงนอยมาก (นันทกร บุญเกิด ปรีชา วดี
ศิริศักดิ์ และ วิทยา ธนานุสนธิ์, 2536)  การที่เชื้อไรโซเบียมชนิดหนึ่งชนิดใดมีปริมาณมากหรือ
นอยในดินนั้น ขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน การมีชีวิตรอดของเชื้อและพืชอาศัย โดย Boonkerd และ 
Weaver (1982) พบวา การที่เชื้อไรโซเบียมจะมีชีวิตอยูในดินไดดีเพียงใด ขึ้นอยูกับอุณหภูมิ และ
ความชื้นของดิน ถาดินมีอุณหภูมิสูงเกิน 45oC และมีความแหงแลง ไรโซเบียมโดยทั่วไปจะไม
สามารถมีชีวิตรอดอยูได    นอกจากนี้ Weaver, Morris และ Boonkerd (1987) อธิบายวา การมีเชื้อ     
ไรโซเบียมในปริมาณมากหรือนอยข้ึนอยูกับหลายปจจัยรวมกัน เชน สภาวะแวดลอมภายในดิน 
ปริมาณน้ําฝน รวมไปถึงสภาวะความเปนกรด-ดาง  อุณหภูมิ ความชื้น ปริมาณกาซออกซิเจน    
ภายในดิน   ซ่ึงสิ่งเหลานี้มีผลทําใหจํานวนไรโซเบียมมีความแตกตางกนัในแตละพื้นที่ และฤดูกาล
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ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอประชากรไรโซเบียมในดิน

           ไรโซเบียมจะสามารถเจริญเติบโตมีกิจกรรม และมีชีวิตอยูในดินไดดีหรือไมนั้นขึ้นอยูกับ
อิทธิพลของสิ่งแวดลอมภายในดินหลาย ๆ ประการดวยกัน แตที่สําคัญไดแก (กลุมงานวิจัย            
จุลินทรียดิน, 2529)

1.  สายพันธุของไรโซเบียม (strain of  Rhizobium )
             ไรโซเบียมแตละสายพันธุยอมมีความสามารถในการเจริญ และมีชีวิตอยูในดินได      
แตกตางกันขึ้นอยูกับความสามารถในการปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอม สายพันธุที่ปรับตัวไดงาย
จะมีชีวิตอยูในดินไดดีกวา  นอกจากนี้ความเหมาะสมระหวางสายพันธุของไรโซเบียมกับชนิดถ่ัว
ยังเปนอีกปจจัยหนึ่ง  ซ่ึงถาสายพันธุไรโซเบียมไมเหมาะสมกัน รากถ่ัวจะเกิดเพียงปมที่ไมมี     
ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน จึงพบอยูเสมอวาไรโซเบียมชนิดเดียวกัน จะมีความแตกตางดาน
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนได

2.  ความเปนกรดเปนดางของดิน (soil pH)
ไรโซเบียมบางสายพันธุชอบความเปนกรด บางสายพันธุชอบความเปนดาง สวน pH ที่

เหมาะสมตอการเจริญอยูระหวาง 6.5-7.5 คือ ดินที่คอนขางเปนกลางหรือกรดออน   ซ่ึงโดยทั่วไป    
ไรโซเบียมไมสามารถดํารงชีวิตอยูไดในดินที่มี pH ต่ํา ๆ เพราะทนความเปนพิษของอนุภาค         
อลูมินัม แมงกานิส และเหล็กไมได

3.  อุณหภูมิและความชื้นของดิน (soil  temperature and  moisture )
สภาวะแวดลอมที่มีอุณหภูมิสูงและความชื้นในดินต่ํา มีผลทําใหปริมาณไรโซเบียมลดลง 

อยางรวดเร็ว

4. ปริมาณของจุลินทรียอ่ืนในดิน (soil microorganism)
ถาในดินมีจุลินทรียอ่ืนๆ ที่สามารถผลิตสารที่เปนพิษเปนอันตรายตอการเจริญของเชื้อ      

ไรโซเบียมอยูมากยอมจะกระทบกระเทือนตอการดํารงชีพของไรโซเบียม โดยเฉพาะอยางยิ่งพวก 
bacteriophage ที่กินเชื้อไรโซเบียม ปริมาณโปรโตซัวที่มีอยูในปริมาณมากก็ยอมทําใหปริมาณของ
ไรโซเบียมลดลงอยางรวดเร็วดวยเชนกัน  นอกจากนี้แลวยังมีจุลินทรียในดินอีกจํานวนมากที่
สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งการเจริญของไรโซเบียม แตอาจมีไรโซเบียมบางพันธุที่สามารถ
ทนตอสารปฏิชีวนะนั้นได เชน ไรโซเบียมที่ขึ้นรวมกับถ่ัวในกลุม cowpea จะมีความทนทานตอ
สารปฏิชีวนะเปนพิเศษ ในทางกลับกันก็อาจมีจุลินทรียในดินบางชนิดที่ชวยสงเสริมการเจริญของ      
ไรโซเบียมอีกดวยเชนกัน 
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5.  ปริมาณอินทรียวัตถุในดิน (organic matter content)   อินทรียวัตถุมีอิทธิพลตอการ
ดํารงชีพของไรโซเบียมที่อยูอยางอิสระในดิน โดยเปนแหลงคารบอนและพลังงาน ซ่ึงตามปกติ   
ไรโซเบียมที่อยูในปมจะไดแหลงคารบอนและพลังงานจากสารประกอบอินทรียที่พืชสรางจาก
กระบวนการสังเคราะหแสง

6. อาณาเขตบริเวณรอบรากพืช (rhizosphere)   ในดินบริเวณโดยรอบรากพืช                 
ไรโซเบียมจะมีปริมาณมากและเจริญไดดีกวาในดินบริเวณที่ไมมีรากพืช ทั้งนี้เพราะดินบริเวณราก
พืชมีอินทรียวัตถุในปริมาณมากกวา และมีสารอินทรียบางอยางถูกปลดปลอยออกมาจากรากดวย 
ซ่ึงสารอินทรียดังกลาวนี้จะชวยใหไรโซเบียมเจริญดีขึ้น แตอาจมีพืชบางชนิดซ่ึงแทนที่จะปลอย
สารที่ชวยกระตุน กลับปลอยสารที่มีพิษตอการเจริญของไรโซเบียมออกมารอบๆ ราก

7. อิทธิพลอ่ืน ๆ อีกหลายประการ ก็มีผลตอการมีชีวิตและการเจริญของไรโซเบียมในดิน 
เชน คุณสมบัติทางเคมี  ฟสิกส และชีวภาพของดิน ฤดูกาล การแกงแยงระหวางสายพันธุ รวมถึง
ปริมาณกาซออกซิเจน โดยไรโซเบียมในดินรวนซุยจะเจริญเติบโต และมีกิจกรรมการตรึง
ไนโตรเจนที่ดีกวาในดินเหนียวหรือดินที่มีน้ําขงั

การศึกษาคุณสมบัติทางฟโนไทปของไรโซเบียม

ในดินมีไรโซเบียมจํานวนมาก ทั้งที่อาศัยอยูอยางอิสระ และที่อยูภายในปมราก ตนถ่ัว
ตนเดียวกันแตตางปมกัน อาจมีไรโซเบียมที่มีสายพันธุแตกตางกัน ซ่ึงการที่ไรโซเบียมชนิดหนึ่ง 
ประกอบดวยหลายสายพันธุเหลานี้  เนื่องมาจากความผันแปรทางพันธุกรรม (genetic variation)
หรือการปรับตัว(adaptation) ของเชื้อไรโซเบียม  ตามปกติความแตกตางระหวางสายพันธุมักแสดง
ออกไดในหลาย ๆ ดาน เชน   ความสามารถในการทนตอสภาพแวดลอม การตานสารปฏิชีวนะ 
และความสามารถในการตรึงไนโตรเจน (สมศักดิ์ วังใน, 2525)

Laguerre, Mazurier และ Amarger (1992) ทําการสํารวจประชากรไรโซเบียมชนิดเดียวกัน 
พบความผันแปรทางพันธุกรรมและการเกิดสายพันธุใหมในระดับความถี่สูง ซ่ึงความหลากหลายที่
เกิดอาจพิจารณาไดจากความแตกตางของสมบัติทางกายภาพ และสามารถตรวจสอบไดจาก        
คุณสมบัติทางฟโนไทป เชน ความสามารถในการใชคารโบไฮเดรท ความสามารถในการทนกรด 
คุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ และความสามารถในการตรึงไนโตรเจน ซ่ึงความสามารถที่ตาง
กันของเชื้อในดานการตรึงไนโตรเจน นับวามีความสําคัญมากที่สุด และมักใชเปนเครื่องชี้ความ
แตกตางของเเตละสายพันธุ  โดยลักษณะความโดดเดนของไรโซเบียมชนิดหนึ่งๆ สามารถนํามาใช
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เปนมาตรฐานในการคัดเลือกสายพันธุที่ดีมีประสิทธิภาพมาใชใหเกิดประโยชนไดสูงสุด (สมศักดิ์ 
วังใน, 2524)

Somasegaran  และ Hoben (1994)      กลาววา       คุณสมบัติทางฟโนไทปที่แสดงออกมาใน
ดานความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อที่มักจะพบเสมอวา ประชากรไรโซเบียมชนิดเดียว
กันมีความสามารถในการเขาสรางปม และตรึงไนโตรเจนไดแตกตางกันไป ซ่ึงคุณสมบัติทาง           
ฟโนไทปของเชื้อที่แตกตางกันนี้ จะเกิดขึ้นไดเสมอในกลุมของประชากรจุลินทรียที่อยูรวมกับพืช
ตระกูลถ่ัว  ดังเชน การศึกษาของ สมศักดิ์ วังใน (2525) ไดทําการศึกษาความแตกตางของเชื้อ
บริสุทธิ์ไรโซเบียมที่แยกจากปมถั่วเหลือง (Bradyrhizobium  japonicum ) ซ่ึงไมวาจะเปนเชื้อที่แยก
จากปมถั่วตนเดียวกันแตตางปมกัน หรือจากปมถั่วที่ปลูกในสภาวะแวดลอมที่ตางกัน เมื่อนําเชื้อ
บริสุทธิ์ที่ไดมาทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน มักพบเสมอวา B. japonicum  สายพันธุ
ตาง ๆ เหลานั้น มีความสามารถในการสรางปมและตรึงไนโตรเจนไดไมเทากัน ซ่ึงความแตกตาง
กันของความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อนี้เอง     จึงไดมีการแบงไรโซเบียมออกเปน
พวก ๆ ตามความสามารถ หรือประสิทธิภาพของเชื้อ  เชนที่ Brockwell และ Katznelson (1976)  
ไดแบงประสิทธิภาพของเชื้อที่ใชในการทดลองออกเปนพวก ๆ  คือ พวกที่มีประสิทธิภาพในการ
ตรึงไนโตรเจนสูงมาก (highly effective) มีประสิทธิภาพสูง (effective) มีประสิทธิภาพปานกลาง
(intermediate effective) มีประสิทธิภาพต่ํา (poorly effective) และพวกไมมีประสิทธิภาพ 
(ineffective) เปนตน กระบวนการตรึงไนโตรเจนที่เกิดขึ้นเนื่องจากเชื้อแบคทีเรียอยูรวมกันแบบ
พึ่งพาอาศัยกับปมรากเปนกระบวนการที่เกิดแบบซับซอน มีความสัมพันธเกี่ยวของกันทั้งระหวาง
พันธุกรรมของพืช สายพันธุของเชื้อไรโซเบียม และสภาวะแวดลอม (เศรษฐา ศิริพินท, 2535)
ปจจัยที่แตกตางกันเหลานี้ทําใหเกิดความหลากหลายของคุณสมบัติทางฟโนไทป  ซ่ึงสามารถ     
นํามาใชเปนมาตรฐานสําหรับจําแนกความแตกตางภายในประชากรของเชื้อชนิดเดียวกันไดเปน
หลาย ๆ กลุม (ณัฐพร สุนทรวิจารณ, 2534)

นอกจากนี้คุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อก็จัดไดวาเปนอีกคุณสมบัติหนึ่งที่
สําคัญ  ซ่ึงสามารถตรวจพบไดเสมอ ๆ จากหลาย ๆ รายงานการวิจัยศึกษาประชากรไรโซเบียม

Cole  และ  Elkan  (1973)   กลาววา การจําแนกความแตกตางภายในประชากรไรโซเบียม
ชนิดเดียว อาจพิจารณาไดจากคุณสมบัติทางฟโนไทปของเชื้อที่ตางกันโดยเฉพาะอยางยิ่งความตาง
กันทางพันธุกรรมของเชื้อ มีผลอยางมากตอการแสดงออกของรูปแบบการตานสารปฏิชีวนะ ซ่ึง
ความหลากหลายของคุณสมบัติทางฟโนไทปที่ตางกัน สามารถนํามาใชเปนมาตรฐานในการแยก
สายพันธุของเชื้อไดดี โดยจะมีความจําเพาะสูงในแตละสายพันธุ
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Abdel Basit, Kotob และ Van Berkum (1991)   ศึกษาความหลากหลายทางฟโนไทปของ
เชื้อที่แยกจากปมรากถั่ว พบความแตกตางของรูปแบบการตานสารปฏิชีวนะที่มักจะเกิดขึ้นไดเสมอ
ในประชากรของเชื้อที่แยกจากปมราก     Teaumroong, Murooka และ Boonkerd (1995) กลาววา
คุณสมบัติทางฟโนไทปบนพื้นฐานการตานสารปฏิชีวนะที่ตางกันของเชื้อไรโซเบียม สามารถนํา
มาใชยืนยันผลการจัดจําแนกสายพันธุของเชื้อชนิดเดียวกัน หรือตางชนิดกันไดอยาง รวดเร็ว และมี
ประสิทธิภาพเมื่อวิเคราะหรวมกับเทคนิค PCR   ดังการทดลองของ Achara และคณะ  (1996 )
ศึกษาลักษณะของ Bradyrhizobium ที่แยกจากปมถั่วเหลืองในประเทศไทย พบความแตกตางของ
ลักษณะการผลิตเอนไซม การผลิตออกซิน (IAA) รวมถึงการเจริญในสภาวะ pH ที่ตางกัน พบวาแต
ละไอโซเลทที่ศึกษามีความสามารถผลิตเอนไซมไดชนิดเดียวกัน แตปริมาณเอนไซมที่ผลิตไดมี
ความแตกตางกัน โดยการสรางเอนไซมจะลดลงเมื่อเล้ียงในอาหารที่มีความเปนกรดสูง ยกเวนสาย
พันธุที่ทนกรด ยังคงใหผลผลิตเอนไซมในปริมาณที่สูงเหมือนเดิม  ดังนั้น จึงสามารถนําคุณสมบัติ
ทางกายภาพเหลานี้ มาใชจําแนกความแตกตางของแตละสายพันธุได โดยอาศัยลักษณะการผลิต
เอนไซม  การเจริญในสภาวะ pH ที่ตางกัน ซ่ึงความแตกตางดังกลาว สามารถนํามาใชยืนยันผลได
รวมกับเทคนิค PCR  โดยในการทดลองนี้ พบวา เทคนิค PCR ที่ศึกษารวมกับ 5 ไพรเมอร ใหรูป
แบบจําเพาะของแถบดีเอ็นเอที่ตางกันในแตละสายพันธุ ซ่ึงรูปแบบของผลผลิตดีเอ็นเอที่ตางกันนี้
สามารถนํามาใชจัดจําแนกความแตกตางของเชื้อที่มีคุณสมบัติทาง       ฟโนไทปที่เหมือนกันออก
จากกันได  นอกจากนี้แลวยังพบวาคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตางกันของเชื้อ จัดวาเปน
ลักษณะที่สําคัญมากอีกลักษณะหนึ่งที่นํามาซึ่งความเขาใจถึงความ      ผันแปรที่เกิดขึ้นเสมอๆ ใน
ธรรมชาติ โดยรูปแบบการตานสารปฏิชีวนะมีความจําเพาะสูงในแตละสายพันธุและสามารถนํามา
ใชยืนยันผลการจําแนกสายพันธุรวมกับเทคนิค PCR ได ซ่ึงในบางกรณีอาจใหผลที่สอดคลองกัน
เชนเดียวกับการทดลองของ Teaumroong, Boonkerd และ Murooka (1996)  ศึกษาและจัดจําแนก
สายพันธุของ Bradyrhizobium   โดยใชเทคนิคทาง PCR และยืนยันผลรวมกับคุณสมบัติการตาน
สารปฏิชีวนะ (antibiotic profile) 7 ชนิด  พบความสอดคลองกันของผลการทดลอง โดยแบบแผน
PCR ใหผลที่แนนอน และเเมนยํากวาในสภาวะการสังเคราะหดีเอ็นเอที่เหมาะสม เนื่องจากเปน
การศึกษาลึกลงไปถึงระดับยีน โดยพบวา สายพันธุ E-7-1 และ E171 ของ Bradyrhizobium sp. ให
ลักษณะการจัดจําแนกทางจีโนไทปที่เหมือนกัน    แตใหรูปแบบการตานสารอีริโทรไมซินที่ตาง
กัน ซ่ึงก็ยังเปนที่นาสงสัยอยูและขณะเดียวกันก็พบวา สายพันธุ USDA117 และ THA5 ใหผลการ
จัดจําแนกทางจีโนไทปที่เหมือนกันมากกวาแลวยังใหรูปแบบการตานสารปฏิชีวนะที่เหมือนกัน
อีกดวย ซ่ึงก็เปนสิ่งที่นาสนใจมากที่แสดงใหเห็นวาขอมูลที่ไดจากการ       จัดจําแนกโดยคุณ
สมบัติทางฟโนไทป สามารถนํามาใชยืนยันผลควบคูกับการศึกษาคุณสมบัติทางจีโนไทปของเชื้อ       
และอาจมีประโยชนสําหรับใชยืนยันความแตกตางทางพันธุกรรมที่ละเอียดมากยิ่งขึ้น               
อยางไรก็ตามการศึกษาคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ  อาจใหผลไมแนนอนขึ้นกับสภาวะ
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แวดลอมและสามารถเปลี่ยนแปลงไดขึ้นอยูกับพื้นที่ซ่ึงแบคทีเรียอาศัยอยู (Brockman and
Bezdicek, 1989)     และการที่เชื้อไรโซเบียมมีจํานวนหลากหลายของ สายพันธุ   ซ่ึงแตละสายพันธุ
มีความสามารถในการเขาสรางปมตรึงไนโตรเจนที่แตกตางกัน และยิ่งความหลากหลายของแหลง
พันธุกรรมมีมากเทาไร ก็ยิ่งเพิ่มโอกาสในการคัดเลือกเชื้อไดมากขึ้นเทานั้น (วิสุทธิ ใบไม, 2532)

การวัดอัตราตรึงไนโตรเจนโดยวิธีอะเซทิลีน รีดักชั่น  (Acetylene Reduction Assay)

ในการวัดการตรึงไนโตรเจนสามารถกระทําไดหลายวิธี แตวิธีที่แมนยํา สะดวก ส้ินเปลอืง
เวลานอย เเละนิยมใชกันมากที่สุด คือวิธีการวัดการตรึงไนโตรเจนโดย วิธีอะเซทิลีน รีดักชั่น ซ่ึง
เปนการวัดปริมาณกาซเอทิลีน (ethylene) (H2C = CH2) ที่เกิดขึ้นจากอะเซติลีน (acetylene)        
(HC = CH)  โดยอาศัยปฏิกิริยาของ เอนไซมไนโตรจีเนสของจุลินทรีย โดย ศุภมาศ พนิชศักดิ์
พัฒนา (2529)   Dilworth (1966)  รายงานวา อะเซทิลีน (C2H2)   สามารถถูกรีดิวซเปนเอทิลีน
(C2H4 ) ได   โดยอาศัยปฏิกิริยาของเอนไซมไนโตรจีเนส ดังเชน  ปฏิกิริยาของ Hardy และคณะ
(1973)

 nitrogenase enzyme
N2 + 3H2 + 6e-   --------------------------- >      2NH3                    …………………….(1)

  nitrogenase enzyme
C2H2 + H2 + 2e-    ------------------------ >         C2H4                             …………………….(2)

การวัดอัตราการตรึงไนโตรเจน โดยวิธีนี้อาศัยหลักการที่วา เอนไซมไนโตรจีเนสกระตุน
การลดออกซิเจนของกาซไนโตรเจนจากอากาศ (N2)  โดยในขั้นเเรกของการตรึงไนโตรเจน
สามารถลดออกซิเจน หรือ ถายทอดอิเล็กตรอนใหกับอะเซทิลีน (C2H2)  และผลที่ได คือ เอทีลีน
(C2H4 ) ดังเชน ปฏิกิริยาที่ 1 และที่ 2 ของ Hardy และคณะ (1973)  หรืออาศัยการวัดความสามารถ
ของเอนไซมไนโตรจีเนสในการที่จะเปลี่ยนจากกาซอะเซทิลีนไปเปนเอทิลีนไดดวยการหาปริมาณ
อะเซทิลีนที่เหลือ และเอทิลีนที่เกิดขึ้นได จากเทคนิคกาซโครมาโตกราฟฟ  (gas chromatography)     
โดยปริมาณอะเซทิลีนจะเปน 3 เทาของปริมาณ หรือความเขมขนของไนโตรเจนที่ถูกรีดิวซไปเปน
เเอมโมเนียม ทั้งนี้เนื่องจากการรีดิวซจากอะเซทิลีนไปเปนเอทิลีนนั้นใชอิเลคตรอนเพียง 2  อนุภาค    
สวนการรีดิวซจากไนโตรเจนไปเปนเเอมโมเนียมตองใชอิเลคตรอนถึง 6 อนุภาค  ดังนั้น การ
เปล่ียนคาอะเซทิลีนที่ถูกรีดิวซไปเปนคาของไนโตรเจนที่ถูกรีดิวซ  จึงตองหารดวย 3 และจากราย
งานของ Hardy และคณะ (1973) พบวา อัตราสวนระหวางการตรึงไนโตรเจนกับอะเซทิลีน
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รีดักชัน มีคาเทากับ 1:3.9  และ 1:4.3 ในพืชตระกูลถ่ัวและจุลินทรียตามลําดับ (สมศักดิ์ วังใน, 
2524; Hardy, Burns and Holsten, 1973 ; Burns and Hardy, 1975)

การศึกษาพลาสมิดโพรไฟล (plasmid profiles) ของไรโซเบียม

การศึกษาพันธุศาสตรของคุณสมบัติดานชีวสัมพันธของเชื้อไรโซเบียมกลุมที่เจริญเร็ว (fast
growers) มักจะเปนการศึกษาพลาสมิด เนื่องจากไรโซเบียมกลุมที่เจริญเร็วมีพลาสมิดที่ควบคุม 
การเจริญแบบชีวสัมพันธ (symbiotic plasmid) ซ่ึงบรรจุยนีที่เกี่ยวของกับการอยูรวมกันกับพืชแบบ
พึ่งพา (symbiotic gene)  ไดแก ยีนที่เกี่ยวของกับการตรึงไนโตรเจน (nif and fix gene)   และยีนที่
เกี่ยวของกับการจดจําและทําใหเกิดปมกับพืชที่เปน host (nod gene)  ยีนเหลานี้บางสายพันธุอยู
บนพลาสมิด บางสายพันธุอยูบนโครโมโซม  ในขณะที่ไรโซเบียมกลุมที่เจริญชาไมมีพลาสมิดที่
ทําหนาที่ดังกลาว (Padmanabhan, Hirtz and Broughton, 1990)  แตมียีนที่ควบคุมการเจริญเเบบ   
ชีวสัมพันธปรากฏอยูบนโครโมโซม
       
       การศึกษาพลาสมิดโพรไฟล  หมายถึง การศึกษาจํานวนและขนาดของพลาสมิดที่ตางกันใน
แตละไอโซเลท สามารถใชเปนลักษณะในการจัดกลุมไอโซเลทของไรโซเบียมได ดังที่ Bromfield 
และคณะ (1987) ไดทําการตรวจสอบ  พบความหลากหลายของพลาสมิดในกลุมของ R. meliloti  
โดยรูปแบบของการมีพลาสมิดโพรไฟลที่ตางกันในสวนของจํานวน และขนาดของพลาสมิดในแต
ละไอโซเลท ซ่ึงการศึกษาพลาสมิดโพรไฟลทําไดโดยการวิเคราะหเจลอิเลคโตรโฟรีซิส (gel 
electrophoresis) เพื่อใหไดขอมูลของ

1. จํานวนพลาสมิด โดยทั่วไปสายพันธุไรโซเบียมจะมีพลาสมิดมากกวา 1 ขึ้นไป เชน              
ใน  R. leguminosarum  ตางสายพันธุ ก็พบวามีจํานวนพลาสมิดตางกัน  ตั้งแต 2 ( ฺBrewin et al.,
1982)  ถึง 8 ชิ้น (Prakash, Schilperoort  and Nuti, 1981, Djorduevic, Zurkowski and Rolft, 1981)  
ในไรโซเบียมกลุมที่มีการเจริญชา  พบสายพันธุทั้งที่มี (Nuti et al., 1977) และไมมีพลาสมิด เชน                   
B. japonicum บางสายพันธุ (Denarie et al., 1981)   อยางไรก็ตามไรโซเบียมสายพันธุเดียวกัน    
อาจพบจํานวนพลาสมิดที่แตกตางกันได   เชน   B. japonicum USDA 205 ซ่ึง Bohlool และ 
Schmidt (1983) รายงานวา  มีพลาสมิด  2  ช้ิน และ Masterson, Russell  และ Atherly  (1982)    
รายงานวามี 4 ชิ้น
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2. ขนาดของพลาสมิด  พลาสมิดจากไรโซเบียมสวนมากมีน้ําหนักโมเลกุล (molecular
weight) อยูระหวาง 50-500 เมกกะดาลตัน (Mdal) (Long, 1984)  Masterson, Prakash และ Atherly
(1985) รายงานวา ในสายพันธุตางๆ ของ B.  japonicum   มีพลาสมิดขนาดตาง ๆ กัน       คือ
               USDA 191 มี พลาสมิดขนาดประมาณ 30  69  195 และ มากกวา  600 เมกกะดาลตัน
               USDA 193 มี พลาสมิดขนาดประมาณ 186 และ มากกวา   600 เมกกะดาลตัน
               USDA 201 มี พลาสมิดขนาดประมาณ 117, 195 และมากกวา 600 เมกกะดาลตัน  เปนตน

ไดมีการศึกษา พบวาพลาสมิดโพรไฟล สามารถใชจําแนกความตางของกลุมไรโซเบียมที่
มีคุณลักษณะทางฟโนไทปเดียวกันออกจากกันได  Gross, Vidivar และ Klucas (1979)  รายงานวา
B. japonicum 135   ซ่ึงมีคุณลักษณะตาง ๆ (อัตราการเจริญ  ความไว (sensitivity) ตอฟาจ (phage)
Rhj 781  การถูกยับยั้งโดยสารปฏิชีวนะ  ลักษณะของโคโลนีและอัตราการตรึงไนโตรเจนตอตน
เหมือนกันจะถูกแบงออกได เปน 4 กลุมตามจํานวนและขนาดของพลาสมิดที่แตกตางกัน  โดยใช
วิธีของ  Currier และ Nester (1976) แตละไอโซเลท มีพลาสมิด 1-4 ชิ้น  ขนาดตั้งแต 49 -118
เมกกะดาลตัน    Hartmann และ  Amarger (1991) ทําการศกึษาหาพลาสมิดของ  R. meliloti 125
ไอโซเลท    โดยใชวิธีของ Eckhardt (1978) ที่ปรับปรุงโดย Rosenberg  และคณะ (1982)  ได
พลาสมิดโพรไฟล ถึง 24 รูปแบบ ประกอบดวย  พลาสมิด 1-5 ชิ้นตอไอโซเลทที่มีขนาดตั้งแต 45
ถึง 600 เมกกะดาลตัน
        

Maria และคณะ (1991) กลาววา การจัดการภายในจีโนมขึ้นอยูกับ 2 ส่ิงที่ตางกันบน
replicon  คือ โครโมโซม  และพลาสมิดขนาดใหญ  (large plasmid)  ซ่ึงตามปกติยีนที่เกี่ยวของกับ
กระบวนการเกิดปมและการตรึงไนโตรเจนของเชื้อ บรรจุอยูบนพลาสมิดขนาดใหญ ที่เรียกวา
Symbiotic plasmid (pSym)

Masterson และคณะ (1982) ไดรายงานวา ในกลุมไรโซเบียมที่เจริญเร็วมียีนควบคุมการ
เกิดปม (nod genes) และการตรึงไนโตรเจน (nif genes) อยูบนพลาสมิดที่ควบคุมการเจริญแบบ
ชีวสัมพันธ   สวนไรโซเบียมกลุมเจริญชามียีนเหลานี้อยูบนโครโมโซม

Thurman, Lewis  และ Jones (1985)    นําไอโซเลทของ R. trifolii จากพื้นที่ตางกัน 21 
แหลงมาทดสอบหาอัตราการเจริญ การทนกรดและดาง ประสิทธิภาพในดานชีวสัมพันธ  และ
จํานวนพลาสมิด   โดยใชวิธีของ Rosenberg  และคณะ (1982) พบวามี พลาสมิด 2-10 ช้ินตอ         
ไอโซเลท  แตไมสัมพันธกับ pH ของดิน และการเจริญในสภาวะกรดหรือดาง แตจํานวนพลาสมิด
มีความสัมพันธโดยตรงกับอัตราการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ
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Bromfield และคณะ (1987)  และ  boughton และคณะ (1987)  กลาววา พลาสมิด
ขนาดใหญในไรโซเบียมมักบรรจุยีนที่เกี่ยวของกับการอยูรวมกันกับพืชแบบพึ่งพา ซ่ึงรูปแบบของ
พลาสมิดที่ตางกัน สามารถนํามาใชบอกความหลากหลายที่เกิดภายในประชากรไรโซเบียมชนิด
เดียวกันได การทดลองนี้ พบเทคนิคพลาสมิดโพรไฟล สามารถจําแนกกลุมประชากรไรโซเบียม
ชนิดเดียวกันออกเปนกลุมยอยหลาย ๆ กลุม   โดยเทคนิคนี้แสดงใหเห็นถึงความหลากหลายที่เกิด
ขึ้นภายในประชากรในระดับที่สูงมากกวาปกติ
    
             Flores และคณะ (1988) พบวา ขาวสารทางพันธุกรรมของไรโซเบียมโดยปกตมิักกระจาย
อยูบนโครโมโซมและพลาสมิดขนาดใหญ   ซ่ึงการจัดเรียงตัวใหมของยีน (rearrangement) บน      
พลาสมิดมักเกิดขึ้นไดเสมอ ๆ ทุกสภาวะกาล  และเกิดไดในระดับความถี่สูง

             Mozo, Cabrera และ Ruiz-Argueso (1988)  ศึกษาพลาสมิดของไรโซเบียม 45 สายพันธุ ที่
แยกจาก Hedyrarum coronarim ที่ปลูกในบริเวณที่ตางกัน ผลการตรวจสอบพลาสมิด พบความ
หลากหลายในการจัดเรียงตัวของ nif gene และ nod gene sequence     และพบความหลากหลาย
ของจํานวน และขนาดของ พลาสมิด สามารถจําแนกความแตกตางได 19 กลุม

            Brockman  และ  Bezdicek  (1989)  กลาววา การวิเคราะหพลาสมิดเปนวิธีหนึ่งที่เชื่อกันวา
มีความสําคัญ และสามารถนํามาใชในการจําแนกความหลากหลายของไรโซเบียมที่มีคุณสมบัติ
ทางเซรุมวิทยา (serology) เหมือนกันออกจากกันได  เนื่องจากคุณสมบัติการมีพลาสมิดขนาดใหญ
ของเชื้อไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วบรรจุยีนที่ควบคุมลักษณะที่สําคัญหลายลักษณะรวมถึงการสราง
ปม (Johnston et al., 1978)   การตรึงไนโตรเจน (Nuti et al., 1979)   การผลิตสาร bacteriocin
(Hirsch, 1979)  hydrogen recycling  (Brewin et al., 1980)  และความสามารถในการเขาสูเซลลเจา
เรือนที่จําเพาะ (host specificity) (Johnston et al., 1978)    ซ่ึงในการทดลองนี้ศึกษาคุณสมบัติทาง
เซรุมวิทยา  พลาสมดิโพรไฟล  และคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อ R. leguminosarum
biovar viceae  192  ไอโซเลท ที่ไดแยกจากปมถั่วล่ันเตา (Pisum sativum L.) ซ่ึงมาจากหลายๆ
แหลงในรัฐวอชิงตัน โดยการทดลองนี้สามารถจัดจําแนกประชากรของเชื้อเปน 3 กลุมตามคุณ
สมบัติทางเซรุมวิทยา (serogroup) และ 18 กลุมตามพลาสมิดโพรไฟล (plasmid profile group)  
โดยไอโซเลทของเชื้อภายในซีโรกรุปเดียวกัน พบวาใหกลุมของพลาสมิดโพรไฟลและคุณสมบัติ
การตานสารปฏิชีวนะที่หลากหลาย  ซ่ึงความตางของเชื้อที่อยูในซีโรกรุปเดียวกันนี้     อาจสะทอน
ใหเห็นถึงความแตกตางระหวางไอโซเลท ที่อาจมีผลมาจากสภาวะแวดลอมภายนอก หรือสภาวะ
ทางภูมิศาสตรที่ตางกันรวมถึงชนิดของดิน และจีโนไทปของพืช ซ่ึงความผันแปรที่เกิดขึ้นภายใน
ซีโรกรุปเดียวกัน  อาจตรวจสอบไดดวยการศึกษา พลาสมิดโพรไฟล (Gross, Vidivar and
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Klucas, 1979) พลาสมิดตัดจําเพาะ (symbiotic plasmid restriction analysis)   รูปแบบโปรตีน
(Dughre and Bottomley, 1983)   และคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตางกันของเชื้อ (intrinsic
antibitic resistance : IAR) (Beynon and Josey, 1981)   โดยที่เทคนิคพลาสมิดโพรไฟล เคยประสบ
ความสําเร็จในการใชจัดจําแนกความแตกตางระหวางสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมที่มีคุณสมบัติ
ทางเซรุมวิทยาเดียวกันออกจากกันได (Broughton  et al., 1987;  Glynn et al., 1985)

Brom และคณะ (1991)    กลาววา ความผันแปรที่เกิดภายในจีโนมในระดับความถี่สูง  มี
ผลกระทบตอพลาสมิดขนาดใหญ ของ R. leguminosarum  bv. phaseoli CFN 42 เปนสายพันธุที่
บรรจุ 6  พลาสมิดขนาดใหญที่อยูในชวง 200 – 600 กิโลเบส (Kb)  โดยผลการจําแนก 320           
ไอโซเลทของไรโซเบียม พบ พลาสมิดโพรไฟล 11 กลุม    ซ่ึงปรากฏการณของรูปแบบพลาสมิดที่
แตกตางกันนี้ อาจเปนผลเนื่องมาจากมีการจัดเรียงตัวใหมของยีนบนพลาสมิดในลักษณะของการ
เกิด   amplification  deletion  cointegration  และการสูญหายของพลาสมิด แตไมพบความแตกตาง
ทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ

Hartmann และ Amarger (1991)  ศึกษาความหลากหลายของไรโซเบียม 125 ไอโซเลท ที่
แยกจากพืช Medicago sativa  ในยุโรป โดยใช 32 ไอโซเลท เปนตวัเเทนของ 12 กลุมพลาสมิด
โพรไฟล นํามาจําแนกความแตกตางได 20 กลุมจากการวิเคราะหรูปแบบดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ (total DNA restriction patter) และ 16 กลุมจาก  IS fingerprint (insertion sequence
fingerprint)   โดยผลการจําแนกความแตกตางดวยพลาสมิดโพรไฟล มีความสอดคลองกับรูปแบบ
ดีเอ็นเอตัดจําเพาะ  และ  IS fingerprint   ซ่ึงยืนยันไดชัดเจนวาเทคนิคพลาสมิดโพรไฟล  อาจใช
เปนตัวแทนการศึกษาความผันแปรภายในจีโนม และใชประเมินความหลากหลายภายในประชากร
ไรโซเบียมได แมวาพลาสมิดโพรไฟลในบางกรณีจะใหผลการจัดจําแนกในระดับที่ต่ํากวาเทคนิค
ทั้ง สอง  แตก็เปนอกีวิธีที่สามารถนํามาใชไดเมื่อมีตัวอยางจํานวนมาก

Laguerre, Mazurier และ Amarger (1992)  กลาววา พลาสมิดดีเอ็นเอ อาจใชเปนตัวแทน
การศึกษาภายในจีโนมไดมากกวา 50 เปอรเซ็นต    โดยเทคนิคพลาสมิดโพรไฟลนี้ สามารถแยก
ความแตกตางภายในประชากรไรโซเบียมไดดีกวาเทคนิคไอโซไซมและเซรุมวิทยา

Hashem และคณะ (1996)   ศึกษาและจําแนกทางพันธุกรรมของ Sinorhizobium   โดย
ศึกษาจากแบบแผนพลาสมิดโพรไฟล และความไวตอการถูกบุกรุกของฟาจ (phase susceptibility)
ซ่ึงผลการศึกษาพลาสมิด พบ 1 – 6 พลาสมิด ที่มีขนาดใหญกวา 1000 เมกกะดาลตัน จําแนกได 18
กลุมตามพลาสมดิโพรไฟล และ 23  กลุมตามความไวตอการถูกบุกรุกของฟาจ    ซ่ึงการศึกษา
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ความไวตอการถูกบุกรุกของฟาจ และพลาสมิดโพรไฟล มีประโยชนอยางมากสําหรับการศึกษา
พันธุกรรมของแบคทีเรีย  การจําแนกทางอนุกรมวิธาน และศึกษานิเวศวิทยาของไรโซเบียมไดดี
นอกจากนี้ พลาสมิดขนาดใหญ (น้ําหนักโมเลกุลมากกวา  300  เมกกะดาลตัน) ของไรโซเบียม
นอกจากมียีนที่ควบคุมการเจริญแบบชีวสัมพันธแลว บางครั้งยังพบวามียีนที่ควบคุมการสราง
bacteriocin (Hirsch, 1979)  การสรางเม็ดสี (pigment) (Beynon, Beringer and Johnston, 1980 )
หรือความตานทานตอสารปฏิชีวนะดวย (Cole and Elkan, 1973)  ในการศึกษาระยะแรกการสกัด
พลาสมิดของไรโซเบียม  ยังไมมีวิธีที่เหมาะสมสําหรบัการศึกษาพลาสมิดที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง
เชนนี้  ซ่ึงการใชวิธีการทําใหเซลลแตกและทําการแยกขนาดโดยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซิสทันที ตาม
วิธีของ Harrison, Young และ Jones (1989)  นํามาปรับปรุงใชไดสําเร็จ

การจัดจําแนกและศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมระดับโมเลกุล

อดีตการจําแนกความแตกตางในระดับชนิดของไรโซเบียม นิยมใชการทดสอบการติดปม
กับรากถั่ว  และสมบัติทางสรีระวิทยาของเชื้อ  และนิยมแบงกลุมยอยระหวางชนิด   โดยอาศัยคุณ
สมบัติทางเซรุมวิทยาไอโซไซม และลักษณะแบบแผนโปรตีน โดยเทคนิคเหลามีขอจํากัดตรงที่
สามารถแยกความเเตกสิ่งมีชีวิตภายในชนิดเดียวกันไดไมดีพอ หรือไมสามารถแยกความแตกตาง
ของสิ่งมีชีวิตที่มีความใกลชิดทางพันธุกรรมมากๆ ได  นอกจากนี้แลวการจําแนกความแตกตาง
ของสายพันธุโดยอาศัยคุณสมบัติทางฟโนไทปของเชื้อเปนหลักในการจําแนก   อาจมีอิทธิพลจาก
สภาวะแวดลอมเขามาเกี่ยวของจึงทําใหการจําแนกสายพันธุ  โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา
อยางเดียวไมเพียงพอ และอาจเกิดความคาดเคลื่อนไดงาย   ปจจุบันเทคโนโลยีพัฒนามากขึ้น มีการ
นําเทคนิคใหมๆ มาใชในการหาความสัมพันธจัดกลุมสิ่งมีชีวิตและแยกสายพันธุของเชื้อ โดยอาศัย
ความแตกตางในระดับยีนหรือดีเอ็นเอ  ไดแก RFLP (Restriction  Fragment Length 
Polymorphism)  (ณัฐพร  สุนทรวิจารณ,  2534)  ลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) (Welsh and 
McCelland, 1990; 1991)  รวมไปถึงเทคนิคการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ โดย PCR   ซ่ึงเทคนิคเหลานี้  
ทําใหเห็นความแตกตางในระดับดีเอ็นเอที่ชวยในการจําแนกความแตกตาง และบอกความสัมพันธ
ของเชื้อภายในประชากรเดียวกันได โดยช้ินดีเอ็นเอจะถูกนํามาใชเปนตัวแทน หรือเครื่องหมาย
ระดับโมเลกุล (molecular marker) ของลักษณะใดลักษณะหนึ่ง  และใชประโยชนจากความตาง
ของรูปแบบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น (DNA polymorphism)  สําหรับการบงชี้ และจําแนกสายพันธุของเชื้อ

PCR (Polymerase Chain Reaction)
Saiki  และคณะ (1985) ไดเสนอผลงานการคนพบเทคนิค PCR เทคนิคนี้ไดนําความรู

พื้นฐานเกี่ยวกับกระบวนการจําลองโมเลกุลดีเอ็นเอ (DNA replicate) ของสิ่งมีชีวิตโดยอาศัย
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เอนไซม  DNA polymerase  และ  RNA primer  โดยที่กระบวนการ  PCR  อาศัยหลักของ
การจําลองโมเลกุลดีเอ็นเอหลายๆ รอบ ทําใหเกิดการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะสวนในหลอด
ทดลอง (in vitro) จะไดปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นเปนจํานวนมาก ปฏิกิริยา PCR ในแตละรอบ
ประกอบดวย  3  ขั้นตอน (ภาพที่ 4) ดังนี้

1.  Denaturation  ทําใหดีเอ็นเอสายคูแยกออกจากกันเปนสายเดี่ยวที่อุณหภูมิสูงประมาณ
90 – 95  องศาเซลเซียส
                 2.  Primer annealing ไพรเมอรเขาไปจับตรงบริเวณที่มีเบสคูสมบนดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่ใช
เปนตนแบบที่อุณหภูมิ  40 – 60  องศาเซลเซียส
                3.  Primer extension  ตอสายดีเอ็นเอใหยาวขึ้น โดยเพิ่มลําดับนิวคลีโอไทดเขาที่ปลาย
3 – OH   ของไพรเมอร  ใชเอนไซม  Klenow fragment   เมื่อทําซ้ําจํานวนหลายรอบทําใหมีการ
เพิ่มขยายจํานวนดีเอ็นเอจากเดิมไดอยางทวีคูณแบบ exponential  โดยมีผลผลิตที่เปนจํานวนชิ้น
ดีเอ็นเอคํานวณไดเทากับ  2n (n = จํานวนรอบ)  แตเอนไซม Klenow fragment  ที่ใชในปฏิกิริยา
PCR  นั้นไมทนความรอนในขั้นตอน  denaturation   ซ่ึงตองใชอุณหภูมิสูงเอนไซมจะสูญเสีย
สภาพธรรมชาติ   ตอมามีการคนพบเอนไซม  DNA  polymerase  ชนิดทนความรอนสูง โดยแยก
สกัดจากแบคทีเรียที่ทนความรอนชื่อ  Thermus  aquaticus (Taq)  จึงไดเร่ิมนําเอนไซม  Taq DNA
polymerase  มาใชในปฏิกิริยา  PCR  หลังจากนั้นไดมีการพัฒนาเทคนิคนี้มาเปนลําดับ  โดยมีการ
ประดิษฐเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ ใชโปรแกรมคอมพิวเตอรเขามาชวยในการออกแบบ ไพร
เมอร  ตลอดจนเครื่องสังเคราะหโอลิโกนิวคลีโอไทดได ทําใหเทคนิค PCR ถูกนํามาประยุกตใช
อยางแพรหลายในงานวิจัยตางๆ ที่ตองใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายระดับโมเลกุลในการหาความ
สัมพันธหรือจัดจําแนกสายพันธุของสิ่งมีชีวิต

RAPD (Ramdom Amplified Polymorphic DNA)

RAPD  เปนเทคนิคดัดแปลงมาจากเทคนิค PCR  ทําได โดยการสุมใชไพรเมอรที่เปนโอลิโก
นิวคลีโอไทดสายสั้น ๆ เพียงหนึ่งสาย  โดยทั่วไปไพรเมอรสายสั้น ๆ จะเกาะกับดีเอ็นเอบน
โครโมโซมไดหลายตําแหนง และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออยางสุมจากดีเอ็นเอแมแบบที่ซับซอน  โดย
ไพรเมอรที่เกาะกับดีเอ็นเอในทิศทางตรงกันขามกัน และหางกันในระยะหนึ่งจะทําใหเกิดการเพิ่ม
จํานวนได  จํานวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจาก PCR  จะขึ้นอยูกับความยาวไพรเมอร   ขนาดของจีโนม
และตําแหนงของการเกาะของไพรเมอรบนจีโนม   ไพรเมอรที่เลือกใชสวนใหญมีความยาว  8 – 15
นิวคลีโอไทด  และไพรเมอรที่ใชควรมีปริมาณ G + C  60 เปอรเซ็นตเปนอยางนอย (Lance et al.,
1992)    การใชไพรเมอรเพียง 1 สาย ในการทําใหเกิดลายพิมพจากจีโนมที่ซับซอน โดยไพรเมอรที่
ใชนั้น ไมจําเปนตองทราบลําดับเบสมากอน  วิธีนี้เรียกอีกอยางวา  arbitary primer (AP – PCR)
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งานวิจัยที่เกี่ยวกับการศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมเชิงวิวัฒนาการและจําแนกสายพันธุ 
ออกเปนกลุมโดยเทคนิคพันธุโมเลกุล มีดังนี้

Wac Cleland  และคณะ (1990 )  พบความสําเร็จในการจัดจําแนกลักษณะกลุมประชากร
ของไรโซเบียม โดยศึกษาพันธุโมเลกุลและโครงสรางความสัมพันธทางพันธุกรรมของประชากร
ดวยเทคนิคการเพิ่มผลผลิตดีเอ็นเอ  ซ่ึงจัดไดวาเปนเครื่องมือที่นิยมใชศึกษาและจําแนกความแตก
ตางภายในประชากรไรโซเบียม   โดยการศึกษานี้ อาศัยพื้นฐานการเลือกใชโอลิโกนิวคลีโอไทด
แบบสุมที่มีปริมาณ G + C มากกวา 60 เปอรเซ็นต ขึ้นไป โดยอาศัยหลักความเขาใจที่วาสายพันธุที่
มีความแตกตางกัน ยอมตองมีรูปแบบการจัดเรียงตัวของยีนบนจีโนมที่ตางกัน  ผลผลิตที่ไดจาก
ปฏิกิริยา PCR  สามารถนํามาใชอธิบายความแตกตางที่เกิดขึ้นภายในประชากรไรโซเบียมชนิด
เดียวกันไดดี

Sukiman และคณะ (1996)  ทดลองนําเทคนิค RAPD มาใชจําแนกความแตกตางภายใน
กลุมประชากรไรโซเบียมที่เเยกจากกระถินยักษในประเทศอินโดนีเซีย พบวา ผลผลิตจากปฏิกิริยา
ที่ไดของแตละสายพันธุมีความแตกตางกัน และความแตกตางกันนี้สามารถนํามาใชในการจัด
จําแนก และศึกษาความผันแปรของโครงสรางประชากร เทคนิคนี้ใหผลรวดเร็วเเละมีประสิทธิภาพ
ในการจัดจําแนก ซ่ึงผลที่ไดสอดคลองกับเทคนิคการตรวจหาลายพิมพดีเอ็นเอ และเทคนิค RFLP 
โดยไมตองเสียเวลาทํา probe หรือ hybridization

             Laguerre, Mazurier  และ Amarger (1992)  ได ทดลองนาํ R. leguminosarum biovar
viciae   จากแหลงกําเนิดเดียวกัน  56 ไอโซเลท มาจัดจําแนกและศึกษาสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ
รวมกับการวิเคราะหของ  3  เทคนิค คือ พลาสมิดโพรไฟล  วิเคราะหรูปแบบดีเอ็นเอที่ตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ และ RFLP ของ 2 บริเวณบนโครโมโซม และของ symbiotic plasmid   พบ
ระดับความเหมือนของการวิเคราะหดวยเทคนิคที่แตกตาง โดยการทดลองนี้กําหนดใหระดับของ
ผลการวิเคราะหรูปแบบการจัดการบนพื้นฐานโครโมโซมที่เหมือนกันทั้งหมดเปนระดับชนิด
(type) และเหมือนกันบางสวนเปนระดับกลุม (class) พบความสอดคลองกันระหวางเทคนิคในการ
จัดจําแนกระดับกลุมมากกวา 80% ของจํานวนไอโซเลททั้งหมด  ยกเวนผลการวิเคราะห RFLP 
ของ symbiotic probe ที่มีเพียงกลุมของไอโซเลทจําพวก non symbiotic gene เทานั้น ที่ใหรูปแบบ
การจัดการบนพื้นฐานโครโมโซมที่คลายคลึงกัน ซ่ึงจะแสดงใหเห็นวาเทคนิคพลาสมิดโพรไฟล   
รูปแบบดีเอ็นเอตัดจําเพาะ และการศึกษา RFLP โดยใชโครโมโซมอลโพรบ (chromosomal probe) 
สามารถนํามาใชเปนตัวเเทนการศึกษาของทั้งจีโนม โดยความผันแปรที่ เกิดบนพลาสมิด              
จะไม เกี่ยวของกับความผันแปรบนโครโมโซมจีโนไทป (chromosomal genotype)
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      Laguerre และคณะ (1994)  ไดรายงานการจัดจําแนกและแยกความแตกตางของกลุม
ประชากร   ไรโซเบียมหลายชนิดในวงศ  Rhizobiaceae โดยวิเคราะหจากเทคนิค  PCR-RFLP ของ 
16S rRNA gene เชื่อมกับ 9 endonuclease    จากการทดลองนี้ พบจีโนไทปตางกัน 21 รูปแบบ จาก 
48 สายพันธุของเชื้อไรโซเบียม

     Nuswantara  และคณะ (1996)  ทําการศึกษา Repetitive DNA sequences และรูปแบบ
RAPD ของไรโซเบียมชนิดที่แยกจากกระถินเทพา (Acacia manigium) เนื่องจากลักษณะของ
แบคทีเรียชนิดนี้ ปกติมีระบบของ nod gene และ nif gene  ที่ซับซอนหลายระบบ จึงทําใหเปนที่ 
นาสนใจเเละศึกษาเปนอยางยิ่ง ในการทดลองนี้พบปรากฏการณของลักษณะเดนที่สําคัญมากใน
ดานความผันแปรทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นอยางมีนัยสําคัญยิ่ง ซ่ึงจะตรวจพบไดเสมอๆ ในประชากร    
ไรโซเบียมในการทดลองนี้ตรวจสอบความหลากหลาย และศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมภาย
ในกลุมประชากรไรโซเบียมที่มีคุณสมบัติบางอยางที่ตางกันในดานของการตานสารปฏิชีวนะ      
คุณสมบัติทางเซรุมวิทยา รวมไปถึงการทดสอบทาง ELISA  (enzyme linked imunosorbent assay)
ของแตละสายพันธุ  โดยเนนศกึษาและตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมจาก 3 เทคนิคใหม 
บนพื้นฐานทาง PCR ไดแก  เทคนิค RAPD   REP (repetitive  extragenic palindromic) และ ERIC 
(enterobacterial repetitive intergenic consensus) ใชไพรเมอร 3 ชนิด ในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ
จากดีเอ็นเอแมแบบที่แยกจากไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วในรากกระถินเทพา  พบความแตกตางของ
รูปแบบดีเอ็นเอ ซ่ึงก็แสดงใหเห็นวาไพรเมอร ทั้ง 3 ชนิดใหผลผลิตของการเพิ่มดีเอ็นเอที่ตางกัน 
โดยผลผลิตที่ไดจากการเพิ่มดีเอ็นเออยูในชวง 0.5 – 5.0 กิโลเบส ซ่ึงผลที่ไดจากทั้ง 3 เทคนิค 
สามารถนํามาใชตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมของประชากรไรโซเบียมสายพันธุที่เเยกมา
จากพืชอาศัยชนิดเดียวกันได  เทคนิคนี้สะดวกรวดเร็ว และใหผลที่เเนนอนในการจัดจําแนก
(classified taxonomic)ไรโซเบียมไดในระดับสกุล ชนิด และสายพันธุ   ซ่ึงผลที่ไดจากการทดลอง
ที่ไดนี้สอดคลองกับหลาย ๆ รายงานการศึกษาและจัดจําแนกความแตกตางทางพันธุกรรม โดย
อาศัยเทคนิค RFLP และ  DNA hybridization (Paffti et al., 1996 ; Laguerre et al., 1994)

         Paffett และคณะ (1996) ทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากร
Rhizobium meliloti  96 สายพันธุที่แยกจาก  Medicago sativa  4 สายพันธุ ที่ปลูกในดิน 2 บริเวณที่
แตกตางกันทางภูมิศาสตร โดย 96 สายพันธุ ที่แยกไดนี้มีลักษณะภายนอกที่คลายกันไมสามารถ
แยกความแตกตางไดจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา      แตสามารถแยกความแตกตางไดบนพื้นฐาน
การวิเคราะหความตางของรูปแบบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจาก 3 เทคนิค คือ  RAPD  RFLP  ของ บริเวณ
16S-23S ribosomal operon spacer และวิเคราะห RFLP บริเวณ 25 กิโลเบส ของ symbiotic
plasmid ที่บรรจุ nod gene พบผลการทดลองคลายกัน คือ  พบความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมี
นัยสําคัญ
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เกิดขึ้นภายในประชากรของไรโซเบียม อันเนื่องมาจากสายพันธุพืช และชนิดของดินที่ตางกัน
นอกจากนี้ความหลากหลายทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นในประชากร อาจไดรับอิทธิพลเนื่องมาจาก
สภาวะแวดลอมในลักษณะของการมีส่ิงกีดขวางการแลกเปลี่ยนยีน  การเเยกกันทางภูมิศาสตร
ชนิดดิน   หรือจีโนไทปของพืชอาศัย รวมถึงคุณสมบัติการมีพลาสมิดขนาดใหญที่มีบทบาทสําคัญ
ตอวิวัฒนาการโครงสรางประชากรไรโซเบียมกลุมเจริญเร็ว ซ่ึงสามารถเกิดกระบวนการ
transformation   rearrangement  และ recombination     ระหวางตางสายพันธุ  หรือตางชนิดไดใน
ระดับความถี่สูง ชวยเพิ่มระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมในกลุมประชากรไรโซเบียมใหมี
มากยิ่งขึ้น (Brom  et al., 1991)

      Kishinevsky  และคณะ (1996)      ไดศึกษาความหลากหลายของประชากรไรโซเบียม 23   
สายพันธุ ที่เเยกจากพืชพวก Hedysarum หลาย ๆ ชนิด และจากหลายแหลงที่ตางกัน  โดยการ
ทดสอบคุณสมบัติทางเซรุมวิทยา พลาสมิดโพรโฟล และจัดจําแนกความแตกตางของเชื้อโดย
เทคนิค RAPD  ผลการทดลองนี้ พบมากกวา 1 ซีโรกรุป โดยเทคนิค RAPD    สามารถแยกความ
แตกตางของเชื้อสายพันธุที่มีคุณสมบัติทางเซรุมวิทยาเดียวกันออกจากกันได และไมพบจุดเดน
จําเพาะของพลาสมิดโพรไฟลที่สัมพันธกับชนิดพืชหรือแหลงที่มาของเชื้อ นอกจากนี้เทคนิค 
RAPD สามารถใชในงานการจัดจําแนกหรือศึกษาความผันแปรในระดับชนิดและสายพันธุ รวมถึง
รูปแบบโครงสรางทางพันธุกรรมภายใน และระหวางประชากรของพืชและสัตวไดอีกมากมาย  
(พรรณราย ขันธรักษา, 2541;  Williams  et al., 1990 )
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บทที่ 3
อุปกรณ เคร่ืองมือ และสารเคมี

อุปกรณ

1.  อุปกรณสําหรับเก็บตัวอยางดิน ไดแก     ถุงอยางหนาขนาดใหญ 1 x 1 ฟุต  พล่ัวสําหรับ 
ขุดดิน ปากกาสําหรับเขียน

2. อุปกรณสําหรับการทดลองทางจุลชีววิทยาไดแก เข็มเขี่ยเชื้อ (loop) ปากคีป (forcep) 
แทงแกวคนสาร  บีกเกอร (beaker)  หลอดทดลอง (test tube)  ปเปต (pipette)  ขวดรูปชมพู (flask)  
กระบอกตอง (cylinder)  จานเพาะเชื้อ (petridish)

3.  อุปกรณสําหรับปลูกพืช  ไดแก แร็ค (rack)
4.  อุปกรณสําหรับการวิเคราะหทางดีเอ็นเอ ไดแก ไมโครปเปต (ขนาด 10, 100, 200 และ 

1000 ml)  ไมโครทิวป (ขนาด 0.1, 0.5 และ 1.5 ml)
5. อุปกรณสําหรับการวิเคราะห อะเซทิลิน รีดักชั่น (Acetylene Reduction Assay) เชน 

ขวดรูปชมพู   จุกสําหรับเก็บกาซหลอดฉีดยา (syringe) หลอดเก็บกาซ  

 เคร่ืองมือท่ีใช
1. เครื่องมือสําหรับวิเคราะหตัวอยางดิน

- เครื่องชั่งไฟฟา
-  เครื่องเขยา (shaker)
-  ตูอบ (dry oven)
- เครื่องวัด pH (pH meter)

2.  เครื่องมือสําหรับเล้ียงเชื้อและทดลองทางจุลชีววิทยา
- หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave)
- ตูบมเชื้อ (incubator)
- ตูถายเชื้อ (laminar flow)
- เครื่องชั่งไฟฟา

3.  เครื่องมือสําหรับการศึกษาทางดีเอ็นเอ
- เครื่องปน (centrifuge)
- เครื่องวัดการดูดแสง (spectrophotometer)
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- เครื่องอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส     ประกอบดวย เครื่องจายไฟกระแสไฟฟา 
(power supply), อิเลคโตรโฟรีซิสเเชมเบอร (electrophoresis chamber) ของ Bio-RAD power PAC 
3000  เจลแชมเบอร ขนาด 12 x 15 นิ้ว และ 11x 15 เซนติเมตร  เครื่องกําเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 
(U.V. transilluminator) ของ Bio-RAD

-  กลองถายรูป PENTEX Super A Soft case 32650
-  กลองโพลารอยด
-  ตูแชแข็ง (Freezer -70oC และ –20oC)
-  เครื่อง PCR: Gene Amp PCR System 9700 (Perkin Elmer)
-  อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath 37oC)

4.  เครื่องมือสําหรับวิเคราะหประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน
- เครื่องกาซโครมาโตกราฟ (gas chromatography) ของ Perkin Elmer model F17

 สารเคมีและเคมีภัณฑ

1. สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและปลูกพืช
1.1  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อไรโซเบียม

สูตร Yeast-Mannitol Agar (YMA)
สูตร Tryptone Yeast Extract (TYE)
สูตร Lauri Bertini (LB)

1.2  สารเคมีเตรียมอาหารเหลวที่ปราศจากไนโตรเจน (N-free nutrient solution)
สําหรับเล้ียงตนกลา (Somasegaran et al., 1985)

2.  สารเคมีสําหรับวิเคราะหทางดีเอ็นเอ
2.1  สารเคมีที่ใชในการศึกษาและสกัดดีเอ็นเอ (chromosomal DNA และ plasmid)

agarose (Fluka)
boric acid (HBr) (Merck)
bromophenol blue  (Sigma)
bromthymol blue
chloroform (Merck)
ethanol (CzH5OH) (Merck)

        ethidium bromide (Sigma )
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Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) (C10H14N2O8Na22H2O) (Sigma)
                 hydrochloric acid (HCl) (Merck)
                 isoamyl alcohol (2-Propanol) (Merck)

n-luryl sarcosin (Sigma)
phenol crystal (Fluka)
sodium acetate (CH3COONa)(Merck)

                            sodium chloride (NaCl) (Merck)
sodium dodecylsulphate (SDS) (Sigma)
sodium hydroxide (NaOH) (Merck)

                            sucrose (C12H22O11) (Sigma)
tris base (C4H11NO3) (Sigma)

เอนไซมที่ใชสกัดดีเอ็นเอ
lysozyme (from Chicken Egg White) (Sigma)
proteinase K (Sigma)
RNaseA (Sigma)

ดีเอ็นเอมาตรฐาน
λ DNA ที่ถูกยอยดวยเอนไซม Hind III เปน size maker
1 kilobase DNA ladder
φ x 174 RF DNA ที่ถูกยอยดวยเอนไซม Hae III

2.2. สารเคมีสําหรับปฏิกิริยา PCR ไดแก
deoxynucleoside triphosphate 4 ชนิด  คือ (dNTP: dATP, dCTP, dGTP และ dTTP)

ของ Perkin Elmer Cetus
10 x PCR buffer (0.1 M Tris-HCl;  pH8.3, 0.5 M KCl)
25 mM MgCl2

Ampli Taq polymerase gold concentration: 5  units / µl  ของ PerKin Elmer Cetus
arbitrary primer (10-mers) ที่มีลําดับเบส  ดังนี้

Primer 1. (SPH)   5’ GACGACGACGACGAC 3’  (Harrison, Mytton and Cresswell, 1992)
Primer 2.  (RF)       5’ CGGCCCCTGT 3’  (Paffetti  et al., 1996)
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Primer 3. (1247)           5’ AAGAGCCCGT 3’  (Paffetti  et al., 1996)
Primer 4. (OPA 11)      5’ AGCGCCATTG 3’ (Kishinevsky, et al., 1996)
Primer 5. (OPA 9)        5’ GTCGCCGTCA 3’ (Kishinevsky et al., 1996)
Primer 6.                       5’ GGAAGTCGCC 3’ (Teaumroong, Boonkerd and Murooka, 1996)
Primer 7.                       5’ GTAGACCCGT 3’ (Achara et al., 1997)

2.3  สารเคมีสําหรับทําอิเลคโตรโฟรีซิส
agarose (Sigma)
boric acid (HBr) (Sigma)
ethidium bromide (aqueous solution 10 mg/ml) (Sigma)
Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) (C10H14N2O8Na22H2O) (Sigma)
tris base (C4H11NO3) (Sigma)

3. สารเคมีสําหรับทดสอบความสามารถตานสารปฏิชีวนะและการตรึงไนโตรเจนของเชื้อ
3.1  แผนดิสค (antibiotic standard disc)  ของ BBL   

streptomycin 10 µg    tetracycline 10 µg  carbenicillin 100 µg kanamycin 30µg
              erythromycin 15 µg   penicillin 10 µg    rifampin 5  µg

3.2  กาซเอทิลีน (ethylene) กาซอะเซทิลีน (acetylene) สําหรับศึกษาการตรึงไนโตรเจน
ของเชื้อ

เมล็ดพันธุพืชท่ีใช
ถ่ัวเขียวสายพันธุกําแพงแสน 1 (ก.พ.ส 1) และกําแพงแสน 2 (ก.พ.ส 2)  ที่ไดจากกรม

วิชาการเกษตร  กระทรวงเกษตรและสหกรณ

 สายพันธุแบคทีเรีย
B. japonicum USDA 193    ใชเปนสายพันธุมาตรฐานเปรียบเทียบขนาดพลาสมิดของ

ไอโซเลทไรโซเบียมที่ศึกษา (B. japonicum USDA193) เปนไรโซเบียมที่มีพลาสมิด 2 ชนิด ไดแก    
พลาสมิดขนาดประมาณ 186 เมกกะดาลตัน  และพลาสมิดขนาดมากกวา 600 เมกกะดาลตัน  
Masterson  และคณะ (1985)

               แบคทีเรีย E. coli No.2 และ E. coli 39R  ใชเปนสายพันธุมาตรฐานเปรียบเทียบ ซ่ึงทราบ
วาประกอบดวย พลาสมิด  1 ชนิด ขนาดประมาณ 140  เมกกะดาลตัน   และ ประกอบดวย      
พลาสมิด  4 ชนิด ขนาดประมาณ 7, 36, 63, และ 147  กิโลเบส ตามลําดับ
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ลักษณะของแตละเเนวพื้นท่ี

พื้นที่ที่ทําการศึกษาในโครงการสรางปาตามแนวพระราชดําริ และปาพันธุกรรมพืช 
อําเภอครบุรี และพื้นที่ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ ตําบลหนองระเวียง  จังหวัดนครราชสีมา

แบงการเก็บตัวอยางดินในพื้นที่ปา อําเภอครบุรี ออกเปน 4 แปลง กับอีก 1 จุด ตามเสนแบง
เขตพื้นที่ที่มีทั้งหมด 11 เเนว เลือกเก็บเฉพาะ เเนวที่ 7 (L7) เเนวที่ 10 (L10) เเนวที่ 11 (L11) และ
อีก 1 แปลงในพื้นที่ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ ตําบลหนองระเวียง

โดยรายละเอียดเกี่ยวกับเเตละแปลงที่ทําการศึกษามีดังนี้

1.  แนวที่ 7   ประกอบดวย 2 แปลงศึกษากับอีก 1 จุด คือ
1.1. แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่มีการปลูกกลาไมและมีการขุดคันดินกั้นน้ํา

(GLDP) รหัสแปลงศึกษา 07-3-01-D/P (07= แนวแปลงที่ 7, 3= ปาหญาคา, 01=แปลงทดลองที่ 1, 
D/P = checkdam-planting) ภายในแปลงมีลักษณะเปนปาหญา ดินมีสีแดง  เนื้อดินละเอียด          
พืชสวนใหญเปนไมลมลุกและไมพุมขนาดเล็ก    มีซากหญาทับถมกันเปนจํานวนมาก     ลักษณะ
ดินมีความชุมชื้น  แปลงนี้ไดปลูกกลาไมที่เพาะขึ้นตามโครงการฯ   โดยการปลูกถ่ัวมะแฮะเปนพืช
พี่เล้ียงซ่ึงชวยในการตรึงไนโตรเจนเพื่อเพิ่มความอุดมสมบรูณใหแกดิน และมีการขุดคันดินกั้นน้ํา 
(check dam) เพื่อปองกัน เเละชะลอการพังทลายของหนาดิน (ภาพที่ 8 )

1.2.  แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนทุงหญาที่มีการปลูกกลาไม (GLP)      มีรหัสแปลงศึกษา 
07-3-03-P (07= แนวแปลงที่ 7, 3= ปาหญาคา, 03=แปลงทดลองที่ 3) ภายในแปลงมีลักษณะเปนปา
หญา ดินมีสีแดง พืชสวนใหญเปนไมลมลุกและไมพุมขนาดเล็ก แปลงทดลองนี้มีเฉพาะการปลูก
กลาไม  โดยมีการปลูกถ่ัวมะเเฮะเปนพืชพี่เล้ียง เชนดียวกับขอ 1.1   (ภาพที่ 9 )

1.3.  เปนจุดศึกษาที่มีลักษณะเปนทางที่ใชสัญจร (way)      เปนเสนทางที่ใชเดินทางเขา
สูแปลงในเสนทางที่ 7 ของโครงการฯ มีลักษณะเปนปาหญาทั้งสองขางทาง ลักษณะดินเปนดิน
เหนียวสีแดง และเนื่องจากเปนเสนที่ใชในการสัญจรไปมา ดินจึงถูกอัดแนนในหนาแลง มีลักษณะ
เปนดินที่แหง ไมคอยชุมชื้น ไมมีพืชขึ้น (ภาพที่ 10 )
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ขั้นตอนดําเนินการศึกษาท้ังหมด แบงเปน 2 ขั้นตอนใหญ ดังนี้ (ภาพที่ 14)

ตอนที่ 1  การศึกษาสมบัติทางกายภาพและชีวภาพของดิน

1. เก็บตัวอยางดินจากพื้นที่ศึกษา คือ 4 แปลงศึกษาจากพื้นที่ปา อําเภอครบุรี และ 1 แปลง
ศึกษาจากพื้นที่ปา ตําบลหนองระเวียง

2. วิเคราะหลักษณะทางกายภาพของดิน ไดแก  คาความเปนกรด-ดาง  ปริมาณความชื้น และ
อินทรียวัตถุ

3. วิเคราะหลักษณะทางชีวภาพของดิน ไดแก ปริมาณไรโซเบียมในดิน

ตอนที่ 2  การคัดแยก และจําแนกความแตกตางของไรโซเบียมจากคุณสมบัติทางจีโนไทปและ
ฟโนไทป

1.  เก็บตัวอยางดินจากพื้นที่โครงการฯ สําหรับปลูกถ่ัวเขียว
2.  การเก็บตัวอยางปม และคัดแยกเชื้อไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วจากปมถั่วเขียว ภายหลัง

การปลูก 4 สัปดาห
3.  การทดสอบ presumptive-confirm  Rhizobia test
4.  การศึกษาคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อ
5.  การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อไรโซเบียม
6.  การสกัดดีเอ็นเอและวิเคราะหรูปแบบทางพันธุกรรมของเชื้อ โดยเทคนิค RAPD
7.  การศึกษาความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมไอโซเลทตางๆ
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วิธีการทดลอง

ตอนที่ 1  ศึกษาสมบัติทางกายภาพและชีวภาพของดิน

1.  การเก็บตัวอยางดินจากพื้นท่ีศึกษา
     1.1  เก็บตัวอยางดินจาก 5 แปลงศึกษาในพื้นที่โครงการฯ คือ   4  แปลงศึกษากับ 1จุด  จากพื้นที่
ปาอําเภอครบุรี (ก-จ) และ 1 แปลงศึกษาจากพื้นที่ปา ตําบลหนองระเวียง (ฉ) ดังนี้

ก. แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่มีการปลูกกลาไม และมีการขุดคันดินกั้นน้ํา
(GLDP)
           ข. แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่มีการปลูกกลาไม (GLP)

ค. แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญามีการขุดคันดินกั้นน้ํา (GLD)
           ง. แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาธรรมชาติ (GLC)
           จ. จุดศึกษาที่มีลักษณะเปนทางที่ใชสัญจร (way)
           ฉ.แปลงศึกษาในพื้นที่ปาหนองระเวียงที่มีลักษณะปาเปนปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ 
(NT1R2)

1.2. การเก็บตัวอยางดินในการทดลองนี้กระทําทั้งหมด 4 คร้ัง คือ
              คร้ังที่ 1  วันที่ 6 มิถุนายน 2541

คร้ังที่ 2  วันที่ 19 กันยายน 2541
คร้ังที่ 3  วันที่  5 มกราคม 2542
คร้ังที่ 4  วันที่  21 มีนาคม  2542

1.3. วิธีการเก็บตัวอยางดิน การเก็บตัวอยางดินแตละแปลงทดลองเก็บ 3 จุด  ในแนวทแยงมุมที่
ระดับความลึก 0-20 เซนติเมตร โดยใชเสียมที่สะอาดขุดเก็บดินประมาณ 1 กิโลกรัม จากนั้น       จึง
กระทําการเก็บใสถุงและมัดยางใหแนน นําตัวอยางดินมาวิเคราะหลักษณะทางกายภาพ และ   ชีว
ภาพของดิน

2. วิเคราะหลักษณะทางกายภาพของดิน
    2.1  การหาคาความเปนกรด-ดาง ของดิน (ดัดแปลงจาก Jackson, 1956)
              เติมน้ํา 100 มิลลิลิตร ในดิน 20 กรัม  ซ่ึงเปนอัตราสวน 1:5 (ดิน:น้ํา) นําไปเขยา เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ทิ้งไวใหตกตะกอน วัด pH ของสวนที่เปนสารละลายแขวนลอยดวย pH meter
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2.2.  การหาเปอรเซ็นตความชื้นของดิน (Jackson, 1956)
             เร่ิมจากการอบถวยอลูมิเนียม ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง ชั่งน้ําหนักบันทึก
ไว หลังจากนั้นใสดิน 10 กรัม ชั่งน้ําหนักรวมของดินและถวยอลูมิเนียม อบตัวอยางดินในตูอบที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเปน  เวลา 24 ชั่วโมง ทิ้งไว ใหเย็นใน desiccator จนกระทั่งนําไปชั่งอบ
ตัวอยางดินอีกครั้งที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง นํามาชั่งอีกครั้งจนน้ําหนักคงที่เก็บดินที่
อบจนแหงไวใน desiccator สําหรับการทดลองใน ขอ 2.3 นําคาที่ได คํานวณหาเปอรเซ็นต
ความชื้นจากสูตร
กําหนดให A = น้ําหนักภาชนะ

              B = น้ําหนักภาชนะรวมกับน้ําหนักดินเปยก
              C = น้ําหนักภาชนะรวมกับน้ําหนักดินอบแหง

    เปอรเซ็นตความชื้น     =            B-C  x 100
                                                       C-A

2.3   การหาเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุในดิน
            เผาถวยกระเบื้อง (crucible porcelain) ที่อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส  3 ชั่วโมง   ใสใน 
desiccator รอใหเย็น บันทึกน้ําหนักของถวยกระเบื้องหลังเผา แลวนําดินใน desiccator จากขอ 2.2
ใสใน ถวยกระเบื้อง บันทึกน้ําหนักรวมของถวยกระเบื้องกับดินอบแหง       นําไปเผาที่อุณหภูมิ 
500 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง  แลวทิ้งไวใน desiccator จนเย็น บันทึกน้ําหนักรวมของดิน
กับถวยกระเบื้องหลังเผา แลวนําคาที่ไดคํานวณหาเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุตามสูตร    ดังนี้

A = น้ําหนักถวยกระเบื้องหลังเผา
B = น้ําหนักถวยกระเบื้องรวมกับ ดินอบแหง
C = น้ําหนักถวยกระเบื้องรวมกับดินอบแหงหลังเผา

   เปอรเซ็นตอินทรียวัตถุ   =          B-C  x100
                                                       B-A

3.  การวิเคราะหลักษณะทางชีวภาพของดิน
การตรวจหาปริมาณไรโซเบียม (Rhizobium sp.(cowpea)) ในดิน 6 บริเวณในโครงการฯ 

โดย เทคนิค MPN-plant infect method แบบ Fourfold dilution series (Somasegaran et al., 1985;             
นันทกร และคณะ, 2536)
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3.1. ช่ังตัวอยางดินจากแตละพื้นที่ ประมาณ 50 กรัม ใสในน้ํากล่ันฆาเชื้อแลว 150 
มิลลิลิตร เขยาบนเครื่องเขยานาน 10 นาที จะไดสารละลายดินในสัดสวนเทากับ 1:4  จากนั้นนํา
สารละลายดิน 10 มิลลิลิตรละลายตอไปในน้ํากล่ัน 30 มิลลิลิตร เพื่อใหไดสารละลายดินที่มี       
สัดสวนเทากับ 1:16  ทําเชนเดียวกันนี้เร่ือยๆ จนกระทั่งสารละลายดินมีสัดสวนความเขมขนเทากับ 
4-8  ทําทั้งหมด 8 ระดับความเขมขน คือ ที่ระดับความเจือจาง 4-1 4-2  4-3 4-4 4-5 4-6 4-7 เเละ 4-8  ระดับ
ความเขมขนละ 4 ซํ้า

3.2  เพาะเมล็ดถ่ัวเขียวบนจานเเกว  โดยทําความสะอาดพื้นผิวของเมล็ดตามวิธีของ ณัฐพร 
สุนทรวิจารณ (2534)  ลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ ตามดวย 70% แอลกอฮอล นาน 1 นาที  20%      
คลอรอกซ  นาน 5 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 6 คร้ัง วางบนจานเเกวที่มีสําลีจุมน้ําไวใน   
ที่มืด 1-2 วัน  เมื่อเมล็ดงอกรากยาวประมาณ 1 เซนติเมตร  (ภาพที่ 15 ข) จึงนําไปปลูกในขั้นตอน
ตอไป

3.3   เตรียมถุงเล้ียงกลา (growth pouch) และแร็ค (rack)  สําหรับวางถุงเล้ียงกลา
    ถุงเล้ียงกลาทําจากกระดาษสา ใสถุงพลาสติก ขนาด 5x8 นิ้ว        โดยใสหลอดพลาสติก

ทางดานหนึ่งของถุงนําไปนึ่งฆาเชื้อ สวนแร็คที่ใชวางถุงเลี้ยงกลาทําจากเสนลวดสเตนเลส 
(stainless) ขดเปนกรอบตอกลงบนแผนไม (Somasegaran  et al., 1985) ชองหางระหวางกรอบลวด
ควรอยูระหวาง 1.0 -1.5 เซนติเมตร

3.4 inoculate สารละลายดินลงบนรากถั่ว โดยแถวเเรกใชปเปตดูดสารละลายดินมา 4 
มิลลิลิตร  จากนั้นจึง inoculate สารละลายดินในเเตละระดับความเขมขนลงบนรากพืช 4 ถุง 
สําหรับ 4 ซํ้า (1 ถุง / 1 ตน/ 1 มิลลิลิตร) ปฏิบัติเชนเดียวกันนี้จนถึงระดับความเขมขนที่ 4-8

           3.5  วางถุงปลูกถ่ัวเขียวบนแร็ค ภายในหองบมพืชที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส (ภาพที่15 ก)

           3.6  อานผล โดยนับจํานวนถุงที่ใหผล positive  (ถุงที่เกิดปม) (ภาพที่ 15 ค )  นําคาที่ไดมา
เปดตาราง MPN (Four-fold dilution) (ตารางภาคผนวก ข ) อานผลเปนจํานวนเซลลตอกรัมดินแหง
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ตอนที่ 2       การคัดแยกและจําแนกความแตกตางของไรโซเบียมจากคุณสมบัติทางจีโนไทปและ
ฟโนไทป

1. เก็บตัวอยางดินจากพื้นท่ีในโครงการฯ สําหรับปลูกถั่วเขียว คือ
- พื้นที่ปาทุงหญา อําเภอครบุรีแปลงที่มีการปลูกกลาไม และขุดคันดินกั้นน้ํา (GLDP)
- พื้นที่ปาเบญจพรรณ ตําบลหนองระเวียง (NT1R2)

1.1 การเก็บตัวอยางดินในแตละแปลงทดลองเก็บ 3 จุดตามแนวเสนทแยงมุม จากนั้นจึงทํา
การผสมดินดังกลาวรวมกัน แลวจึงนํามาปลูกถ่ัวเขียว 2 สายพันธุ กระทําการเก็บดินเชนเดียวกันนี้ 
4 ครั้ง ในชวงระยะเวลา 1ป ตามที่ กลาวไวใน ตอนที่ 1 ขอ 1.2. หนา 48

1.2  ทดลองปลูกถ่ัวเขียว 2 สายพันธุ โดยใชดินที่เก็บจาก 2 พื้นที่ในโครงการฯ  โดยแบงการ
ทดลองปลูกถ่ัวเขียวและเก็บตัวอยางปมออกเปน 16 box ตามระยะเวลาการเก็บดิน ชนิดของดิน
เเละชนิดของสายพันธุพืชที่ตางกัน ดังตารางที่ 3

ตารางที่ 3  แสดงลักษณะการทดลองปลูกถ่ัวเขียว  2  สายพันธุ โดยใชดินจาก 2 พื้นที่ในโครงการฯ

ชนิดดิน สายพันธุถ่ัว มิถุนายน
2541

กันยายน
2541

  มกราคม
    2542

มีนาคม
2542

กําแพงแสน 1 box1 box3 box5 box7พื้นที่ปาทุงหญาที่มีการปลูกกลา
ไมรวมกับการขุดคันดินกั้นน้ํา
(07-3-01 D/P)    อําเภอครบุรี

(GLDP)
กําแพงแสน 2 box2 box4 box6 box8

กําแพงแสน 1 box9 box11 box13 box15พื้นที่ปาเบญจพรรณใน
โครงการฯ ตําบลหนองระเวียง

(NT1R2) กําแพงแสน 2 box10 box12 box14 box16

หมายเหตุ 1 box ประกอบดวย  9 กระถางของถั่วเขียว 1 สายพันธุที่ปลูกในดิน 1 ชนิด

2. การเก็บตัวอยางปมและคัดแยกเชื้อไรโซเบียมกลุมเจริญเร็ว จากปมถั่วภายหลังการปลูก 4 
สัปดาห

2.1. สุมเก็บเชื้อไรโซเบียมจากตัวอยางปมถั่วเขียว 2 สายพันธุ ที่ไดจากดินอําเภอครบุรี  และดิน
ตําบลหนองระเวียง ระหวางชวงการตัดเก็บตัวอยางปม คร้ังแรกในเดือนกรกฎาคม 2541 คร้ังที่สอง
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ในเดือนตุลาคม 2541  คร้ังที่สามในเดือนกุมภาพันธ 2542   คร้ังที่ส่ีในเดือนเมษายน 2542  ซ่ึงการ
เก็บตัวอยางเชื้อไรโซเบียมในการศึกษานี้ คัดเลือกเก็บเชื้อจากปมที่มีลักษณะสมบรูณและมีขนาด
ใหญ (ภายในปมควรมีสีเเดง) นํามาใชเปนตัวเเทนในการศึกษานี้  โดยที่ไอโซเลทไรโซเบียมที่แยก
ไดจากปมถั่วเขียวสายพันธุกําแพงเเสน 1 (ก.พ.ส 1 : GPS1)    หรือถ่ัวเขียวสายพันธุกําแพงเเสน 2 
(ก.พ.ส 2 : GPS2)   ที่ปลูกในดินครบุรี ใหสัญลักษณ เปน P1-P16   และไอโซเลทไรโซเบียมที่แยก
ไดจากปมถั่วเขียวสายพันธุ ก.พ.ส 1 หรือถ่ัวเขียวสายพันธุ ก.พ.ส 2 ที่ปลูกในดินหนองระเวียง ให
สัญลักษณ เปน N1- N16   แสดงการเก็บตัวอยางเชื้อไรโซเบียมในการศึกษานี้กระทําดัง  ตารางที่ 4

ตารางที่ 4  แสดงแผนการเก็บตัวอยางเชื้อไรโซเบียม (sampling procedure) จากปมถั่วเขียว 2       
สายพันธุ ที่ไดมาจากการปลูกในดินอําเภอครบุรี และดินตําบลหนองระเวียง  (Paffetti et al., 1996)

ตัวอยาง ชนิดดิน สายพันธุพืช
ถ่ัวเขียว

Box ชวงเวลาตัดเก็บตัว
อยางปม

P1   through P2 GLDP ก.พ.ส. 1 1 7 กรกฎาคม 2541
P3   through P4 GLDP ก.พ.ส. 2 2 7 กรกฎาคม 2541
P5   through P6 GLDP ก.พ.ส. 1 3 12 ตุลาคม 2541
P7   through P8 GLDP ก.พ.ส. 2 4 12 ตุลาคม 2541
P9   through P10 GLDP ก.พ.ส. 1 5 9 กุมภาพันธ 2542
P11 through P12 GLDP ก.พ.ส. 2 6 9 กุมภาพันธ 2542
P13 through P14 GLDP ก.พ.ส. 1 7 17 เมษายน 2542
P15 through P16 GLDP ก.พ.ส. 2 8 17 เมษายน 2542
N1   through N2 NT1R2 ก.พ.ส. 1 9 7 กรกฎาคม 2541
N3   through N4 NT1R2 ก.พ.ส. 2 10 7 กรกฎาคม 2541
N5   through N6 NT1R2 ก.พ.ส. 1 11 12 ตุลาคม 2541
N7   through N8 NT1R2 ก.พ.ส. 2 12 12 ตุลาคม 2541
N9   through N10 NT1R2 ก.พ.ส. 1 13 9 กุมภาพันธ 2542
N11 through N12 NT1R2 ก.พ.ส. 2 14 กุมภาพันธ 2542
N13 through N14 NT1R2 ก.พ.ส. 1 15 17 เมษายน 2542
N15 through N16 NT1R2 ก.พ.ส. 2 16 17 เมษายน 2542

GLDP  : แปลงศึกษาในพื้นที่ปาทุงหญา อําเภอครบุรี ที่มีการปลูกกลาไมและขุดคันดินกั้นน้ํา
NT1R2 :แปลงศึกษาในพื้นที่ปา ตําบลหนองระเวียง มีลักษณะปาเปนปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ
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2.2  การแยกเชื้อไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วจากตัวอยางปมถั่วเขียว (Somasegaran and Hoben,
 1994)

นําตัวอยางปมถั่วที่ผานการคัดเลือกแลว มาลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ ตามดวยแอลกอฮอล 
95 เปอรเซ็นต 5 วินาที แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต  1 นาที และ 0.1 เปอรเซ็นต HgCl2 15 นาที    
จากนั้นลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง แลวนําปมแชในน้ํากลั่น 5 นาที จนปมพอง บดปมในน้ํากลั่น 1 หยด 
นําสารละลายปม streak บน YMA ที่ผสม congo red บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 4 วัน  
เลือกโคโลนีเดียวที่ไมดูดสี congo red  หรือ ดูดเพียงเล็กนอย   ซ่ึงไมมีสีหรือมีขาวขุน ลักษณะกลม
นูน และขอบเรียบ  ถายเชื้อจนกระทั่งแนใจวาไดโคโลนีบริสุทธิ์

2.3  ตรวจสอบสัณฐานวทิยาและความบริสุทธิ์ขั้นตนของเชื้อ
 การยอมเเกรม (gram stain)  นําเชื้อที่เจริญใน YMB ระยะ log phase  หยดลงบนสไลด 1
หยด    จากนั้นจึงทําการสเมียรและตรึงเซลลดวยความรอน หยด crystal violet 1 เปอรเซ็นต  ทิ้งไว 
1 นาที ลางสีออกดวยน้ําประปาแลวหยด สารละลาย Gram’s iodine ทิ้งไว 1 นาที  เทสารละลาย 
Gram’s iodine ออก  แลวลางทันทีดวย ethanol  95 เปอรเซ็นต  ลางออกดวยน้ําประปา  จากนั้น
ยอมทับดวย safranin O นาน 1 นาที  จากนั้นลางสีออกดวยน้ํา ปลอยใหแหง แลวจึงตรวจดูดวย
กลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา แบคทีเรียที่เปนแกรมลบ (gram negative) ติดสีแดง

3.  การทดสอบ presumptive –confirm Rhizobia test (Somasegaran and Hoben, 1994)

3.1  presumptive test    อาศัยคุณสมบัติการสรางกรด  โดยการ streak เชื้อไรโซเบียมของแตละ       
ไอโซเลท ลงอาหารแข็งสูตร YM ซ่ึงมี 0.1 เปอรเซ็นต  bromthymol blue บมนาน 3 วัน ที่อุณหภูมิ 
28  องศาเซลเซียส  จากนั้นจึงสังเกตการสรางกรดจากสีเหลืองที่ปรากฏบนอาหาร

      3.2  confirm test    อาศัยคุณสมบัติการเขาสรางปมของไรโซเบียมบนรากถั่วเขียว
3.2.1  เตรียมกลาเชื้อ (inoculant)   ทําโดยเลี้ยงเชื้อไรโซเบียม แตละไอโซเลทใหเจริญใน

อาหารเหลวสูตร YM  โดยเขยาขวดรูปชมพูบนเครื่องเขยา 10 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 27 องศา
เซลเซียส   เปนเวลา 5 วัน เชื้อจะเจริญ เกิดความขุนในอาหารเหลว ปเปตตัวอยางเชื้อใสใน cuvette
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (nm) โดยคา OD600 ประมาณ 0.45-
0.60      และประเมินวามีไรโซเบียม 109 CFU/มิลลิลิตร ขึ้นไป  ซ่ึงเพียงพอที่จะนําไปเปนกลาเชื้อ

3.2.2  การเพาะเมล็ดถ่ัวเขียวบนจานแกว    ทําความสะอาดพื้นผิวของเมล็ดตามวิธีที่กลาว
ไวใน ตอนที่ 1 ขอ 3.2  หนา 50
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3.2.3  เตรียมถุงเล้ียงกลา (growth pouch) และแร็ค  สําหรับวางถุงเล้ียงกลา ตามวิธีที
กลาวไวใน ตอนที่ 1 ขอ 3.3  หนา 50

 3.2.4  การใสเชื้อไรโซเบียมลงในถุงเล้ียงกลาถ่ัวเขียว    ถุงเล้ียงกลาตองนึ่งฆาเชื้อกอน
ใชทุกครั้ง วางถุงเล้ียงกลาในแร็ค เติมสารอาหารเหลวที่ปราศจากไนโตรเจน ตามสูตรของ
Broughton และ Dillworth (1970) แตใชสาร FeNaEDTA 6.9266 กรัม/ลิตร แทน Fe-citrate ที่อยูใน
สูตร โดยเติมอาหารเหลวนี้ 50 มิลลิลิตรตอถุง (Turk and Keyser, 1992) ใสเมล็ดถ่ัวเขียวที่งอกแลว
ถุงละ 1 เมล็ด   แลวใสเชื้อไรโซเบียมบริสุทธิ์ 1 มิลลิลิตร/เมล็ด (109 CFU/มิลลิลิตร) ที่บริเวณราก
(Hartmann  and Amerger, 1991) ทําการทดลองควบคุมที่ไมไดใสเชื้อ (uninoculated control) ดวย
เพื่อใชเปนผลเปรียบเทียบวางบนชั้นในหองเล้ียงกลา (growth room) ใหแสงจากหลอดไฟฟลูออ
เรสเซ็นต  (fluorescent lamp) 40 วัตต ความยาว 48 นิ้ว   โดยมีระยะหางเหนือปากถุง 17 เซนติเมตร   
ชวงเวลาใหแสง 12 ชั่วโมง/วัน (Shishido and  Pepper, 1991)  หองที่ใชทดลองควบคุมอุณหภูมิ ที่ 
28 องศาเซลเซียส

4.  การศึกษาคุณสมบัติการตานยาปฏิชีวนะของเชื้อ

เล้ียงเชื้อแตละไอโซเลทในอาหารเหลว YM บมบนเครื่องเขยาที่ 28  องศาเซลเซียส เปน
เวลา 3 วัน จากนั้นถายเชื้อเหลวปริมาณเซลลเร่ิมตน  104 เซลล (Shishido  and paper, 1990)  ลงบน
ผิวหนาอาหารเเข็ง YM ของเเตละจานเลี้ยงเชื้อ  ทดสอบคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะดวยการ
วาง antibiotic disc มาตรฐาน 7 ชนิด คือ  streptomycin 10 µg  tetracycline 10 µg  carbenicillin 
100 µg   kanamycin 30 µg  erythromycin 15  µg  penicillin 10 µg  rifampin 5  µg   จากนั้นจึงนํา
ไปบมที่อุณหภูมิ 28  องศาเซลเซียส นาน 3 วัน  อานผลโดยวัดความกวางของ inhibition zone แปล
ผลตามตารางของ Nation Committee for Clinical Laboratory Standards (1992) (ตารางภาคผนวก
ค)

5.  การศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อไรโซเบียม

  5.1 ทดลองตรวจหาพลาสมิดขนาดใหญจากเซลลแขวนลอยของเชื้อระยะ log phase ในอาหาร
เหลว TY โดยการทําใหเซลลแตก (cell  lysis)  ตามวิธีของ  Hirsch และคณะ (1989) ซ่ึงเคยประสบ
ความสําเร็จในการศึกษาขนาดของพลาสมิดจากเชื้อ Rhizobium leguminosarum  {(One ml of cell 
culture was centrifuged and to the pellet was added 50 µl of lysis mixture (1mg lysozyme ml-1

and 1 mg RNase ml-1 in 25% sucrose, 0.025 M Tris/HCl)}      โดยเชื้อไรโซเบียมที่ไดทําการ
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ศึกษาขนาดพลาสมิดในการทดลองนี้ใช B. japonicum USDA 193 เปนสายพันธุเปรียบเทียบ       
ซ่ึงทราบวามี พลาสมิด 2   ขนาด ประมาณ 186 และ มากกวา 600 เมกกะดาลตัน (Masterson  et al., 
1985)   รวมกับพลาสมิดดีเอ็นเอเครื่องหมายที่สกัดจาก E .coli 39R และ E. coli No.2 โดยวิธี 
Rapid alkaline extraction (Brinboim and Doly, 1979)      ซ่ึงทราบวามีพลาสมิดขนาดประมาณ  7, 
36, 63, 147 กิโลเบส และ 140  เมกกะดาลตัน ตามลําดับ  จากนั้น  นําสารละลายพลาสมิดที่
ตองการศึกษาภายหลังการทําใหเซลลแตก มาหาขนาดโดยอากาโรสเจล อิเลคโตรโฟรีซิส

5.2  การเเยกขนาดดีเอ็นเอ โดย อากาโรสเจล อิเลคโตรโฟรีซิส         
หยอดตัวอยางดีเอ็นเอที่ผสมสีติดตาม (Tracking dry) ลงในชองซีหวีของแผนอะกาโรสเจล 

0.8 เปอรเซ็นต  ซ่ึงแชอยูในแชมเบอรที่บรรจุ Tris- Borate Buffer ( TBE ) สูงทวมเจลประมาณ 2 
มิลลิลิตร ที่ตอเขากับ power supply ใหกระแสไฟฟาผานขั้วลบไปยังขั้วบวก ใชความตางศักย 55 
โวลต 27 ชั่วโมง  จากนั้นนําแผนเจลไปยอมดวย เอธิเดียมโบรไมด (Ethidium Bromide : EtBr) 0.5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 15 นาที ลางเอธิเดียมโบรไมดสวนเกนิออก โดยเเชในน้ํากลั่น 15 
นาที    ตรวจแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลตจากเครื่อง UV-transilluminator  บันทึกภาพ 
หาขนาดของแถบดีเอ็นเอ   โดยการใชวิธีของ Rochelle และคณะ (1985) เปนการสรางกราฟ   
มาตรฐาน ดวยการใชกราฟ semmilog (log/log) ในการเปรียบเทียบระยะทางการเคลื่อนที่ของชิ้น  
ดีเอ็นเอ (แกน X)  และขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (แกน Y)

6.  การสกัดดีเอ็นเอและวิเคราะหรูปแบบทางพันธุกรรมของเชื้อ โดยเทคนิค RAPD

6.1  การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ (Achara  et al., 1997)

เล้ียงเซลลในอาหารเหลว TY เปนเวลา 3 วัน

ปนเก็บเซลล ดวยความเร็วรอบ 6000  rpm   เปนเวลา 10 นาที

ละลายเซลลใน SET buffer (20% sucrose (w/v) , 50 mM Tris – HCI; pH 7.6, 50 mM EDTA )
จํานวน 400 ไมโครลิตร เก็บที่ –20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน

ละลายเซลลทันที ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส

เติมเอนไซมไลโซไซม (5 mg /ml TEN buffer) จํานวน 50 ไมโครลิตร
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เติม RNaseA (10 mg/ml in sterile water) จํานวน 25 ไมโครลิตร
และบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 1 ช่ัวโมง

        เติม  SDS เขมขน 25 เปอรเซ็นต จํานวน 20 ไมโครลิตร  เขยาเบา ๆ เปนเวลา 3-6 ชั่วโมง

เติม proteinase K (1 mg/mlTEN buffer) จํานวน 75 ไมโครลิตร เขยาที่ 37 องศาเซลเซียส 12 ช่ัว

โมง
เติม phenol {ที่อ่ิมตัวใน 0.1mM Tris-HCl ; pH8 และ 0.1% Hydroxyquinoline (W/V)} จํานวน 1

เทาของปริมาตรสารที่ตองการสกัด กลับหลอดไปมาเบา ๆ  10 คร้ังตอนาที

ปนดวยความเร็วรอบ 4,000  rpm นาน 15 นาที

ดูดสารละลายใสสวนบน (ชั้นน้ํา)    โดยใช พลาสเจอรปเปตปากกวางใสลงหลอดใหม

เติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) จํานวน 1 เทา ของปริมาตรสารที่ตองการสกัด กลับหลอด
ไปมา 10 คร้ังตอนาที (สกัด 2 คร้ัง)

เติม sodium acetate 3 โมลาร ลงไป 1/9 ของปริมาตรสารละลายทั้งหมดกลับหลอดไปมา

เติม isopropanol 60 เปอรเซ็นต ของปริมาตรเดิม ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที

ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย Ethanol 70 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร

ปนเก็บตะกอนดีเอ็นเอ ดวยความเร็วรอบ 10,000 rpm เปนเวลา  10 นาที

ทําใหตะกอนแหงและละลายตะกอนในสารละลายบัฟเฟอร  TE (10 mM   Tris-HCl; pH8 , 1 mM
Na2EDTA )

เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ –20  องศาเซลเซียส
6.2  ตรวจวัดคุณภาพปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ  (Maniatis, Fritsch and Sambrook,

1982)
         ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอและทดสอบความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ  โดยทํา          
อิเลคโตรโฟรีซีส และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร ใช TE บัฟเฟอรเปน blank  
ถาอัตราสวนการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 เทียบกับ 280  มากกวาหรือเทากับ 1.8 ถือวา      
ดีเอ็นเอนั้นมีความบริสุทธิ์เพียงพอสําหรับทําปฏิกิริยา PCR ดวยเทคนิค RAPD
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6.3  การตรวจสอบดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD
6.3.1  การศึกษาภาวะและปฏิกิริยาที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดย PCR
สภาวะและปฏิกิริยาในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยเทคนิค PCR เปนภาวะที่ดัดแปลงมา

จาก Teaumroong, Boonkerd และ Murooka (1996) และ Paffeti และคณะ (1996)  และ
Nuswantara และคณะ (1996)  และ Achara  และคณะ (1997)     ซ่ึงเคยประสบความสําเร็จในการ
เพิ่มประมาณดีเอ็นเอและทําใหเกิดรูปแบบการสังเคราะหดีเอ็นเอที่แตกตางกันในไรโซเบียม
หลาย ๆ ชนดิ  โดยสภาวะการเพิ่มดีเอ็นเอ มีดังนี้

heat activation ที่ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที
denaturation  ที่               94 ”  1    ”
annealing ที่ 36 ”  1    ”

                            extension  ที่ 72 ”  2    ”
                                                                                                       (45 รอบปฏิกิริยา)

complete nascent product 72 ”  5    ”

องคประกอบของปฏิกิริยา 25  ไมโครลิตรประกอบดวย
ดีเอ็นเอแมแบบ (DNA Template) 50              ng
10 x PCR buffer 2.5             ไมโครลิตร
deoxynucleoside triphosphate 0.2              mM
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Tag DNA polymerase 0.25-0.50            unit
MgCl2 2-3               mM
Arbitrary primer (primer 6) 12.5-25               pmol

6.3.2  ศึกษาผลของปริมาณ Taq DNA polymerase และอุณหภูมิที่ใชในการ annealing  ที่
มีผลตอรูปแบบการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ

จากภาวะ และปฏิกิริยาตั้งตนในขอ 6.3.1 จะถูกนํามาใชในการศึกษาหาปริมาณ    Taq
DNA polymerase ที่เหมาะสมกับปริมาณไพรเมอรและอุณหภูมิที่ใชในการ annealing โดยแปร
ปริมาณ Ampli Taq polymerase เปน 3 ระดับ คือ 0.015, 0.025 และ 0.035 unit/reaction ที่สภาวะ
การใชอุณหภูมิในการ annealing 3 ระดับ รวมกับความเขมขนของไพรเมอร  2 ระดับ  ดังตารางที่ 5
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ตารางที่ 5 แสดงการแปรปริมาณ Taq DNA polymerase  3 ระดับที่สภาวะการใชอุณหภูมิในการ
annealing  และปริมาณของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 3 และ 2 ระดับ ดังนี้

อุณหภูมิในการ annealing (0C) ปริมาณความเขมขนไพรเมอร Ampli Taq DNA polymerase
(pmol) (unit/reaction)

32 12.5, 25  0.015 0.025 0.035
36 12.5, 25                0.015 0.025 0.035
40 12.5, 25                         0.015 0.025 0.035

การทดลองนี้ใชดีเอ็นเอของเชื้อ  3  ไอโซเลท  คือ ไอโซเลท  P2  และ  P3  ที่แยกไดจาก
ดินอําเภอครบุรี   และไอโซเลท  N3  ที่แยกจากดินตําบลหนองระเวียง

6.3.3  ศึกษาปริมาณ MgCl2 ที่เหมาะสมกับปริมาณ Taq DNA polymerase ในการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR

จากสภาวะที่เหมาะสมในขอ 6.3.2 ถูกนํามาทําการศึกษาหาระดับของปริมาณ MgCl2  ที่
เหมาะสม  โดยแปรปริมาณ MgCl2 เปน 3 ระดับ คือ 2, 3 และ 4  มิลลิโมลาร /reaction   การศึกษา
ขั้นตอนนี้ ใชดีเอ็นเอของเชื้อ 3 ไอโซเลท เชนเดียวกับขอ 6.3.2

6.3.4  การคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการนําไปใชสังเคราะหดีเอ็นเอของไรโซเบียม
ถ่ัวเขียว

จากสภาวะและปฏิกิริยาที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR ที่ไดจาก
การทดลองขอ 6.3.2. และ 6.3.3. ถูกนํามาใชในการทดสอบ  เพื่อคัดเลือกวาไพรเมอรชนิดใดให
จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดมาก หรือกอใหเกิดแถบดีเอ็นเอที่หลากหลาย ซ่ึงสามารถจําแนก
ความแตกตางและแสดงใหเห็นถึงความหลากหลายที่เกิดขึ้นภายในประชากรของไรโซเบียมกลุม
เจริญเร็วที่แยกไดจากตางสายพันธุพืชจากดินตางชนิดกันได    การทดลองนี้ใชดีเอ็นเอของเชื้อ 4
ไอโซเลท คือ ไอโซเลท P2 และ P3 เปนตัวแทนจากตาง box  และไอโซเลท N3 และ N4 เปน
ตัวเเทนจาก box เดียวกัน โดยไพรเมอรที่นํามาใชในการทดสอบนี้ทั้ง 7 ชนิด (ตารางที่ 6)
เคยประสบความสําเร็จในการเพิ่มประมาณดีเอ็นเอ และทําใหเกิดรูปแบบการสังเคราะหดีเอ็นเอที่
แตกตางกันในเชื้อไรโซเบียมหลาย  ๆ  ชนิด
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ตารางที่ 6  แสดงไพรเมอรท่ีศึกษาขนาดความยาว 10-15 นิวคลีโอไทด จํานวน 7 ชนิด

ชนิดของไพรเมอร ลําดับเบสของไพรเมอร
Primer 1 5’ GACGACGACGACGAC 3’
Primer 2 5’ CGGCCCCTGT 3’
Primer 3 5’ AAGAGCCCGT 3’
Primer 4 5’ AGCGCCATTG 3’
Primer 5 5’ GTCGCCGTCA 3’
Primer 6 5’ GGAAGTCGCC 3’
Primer 7 5’ GTAGACCCGT 3’

                                     

6.3.5 ตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อไรโซเบียม 32 ไอโซเลท ที่แยกจากดินในพื้นที่
โครงการฯ  ดวย เทคนิค RAPD

จากสภาวะและปฏิกิริยาที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดย PCR ที่ไดจากขอ 6.3.2 
และ 6.3.3 รวมกับชนิดของไพรเมอรที่ผานการคัดเลือกแลววาเหมาะสมจากขอ 6.3.4 ถูกนํามาใช
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไรโซเบียมทั้ง  32 ไอโซเลท   ใชไพรเมอรแบบสุม  ภายหลังปฏิกิริยา PCR 
ส้ินสุด  นําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการสังเคราะหจํานวน 15 ไมโครลิตร มาตรวจสอบขนาดชิ้น    ดี
เอ็นเอ ดวยวิธีอิเลกโตรโฟรีซิส เทียบขนาดชิ้นดีเอ็นเอดวย  DNA  ladder marker ขนาด 1 กิโลเบส 
(บริษัท BRL ประเทศสหรัฐอเมริกา) ตรวจดูแถบดีเอ็นเอบนเจลดวยการยอมเอธิเดียมโบรไมด  
และถายภาพภายใตแสงอุลตราไวโอเลต บันทึกผลและวิเคราะหขนาดและจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่
สังเคราะหไดเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน แปลผลออกมาในรูปตัวเลขสัญลักษณ “1” กับการเกิดแถบ
ดีเอ็นเอที่ตําแหนงนั้น  และตัวเลขสัญลักษณ  “0”  กับการไมเกิดแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนงนั้น (แสดง
ดังภาคผนวก ง) จากนั้นจึงวิเคราะหขอมูลโดยการเปรียบเทียบความเหมือนหรือความตางดวย   
โปรเเกรมคอมพิวเตอร วิเคราะหขอมูลเกี่ยวกับการเกิด หรือไมเกิดแถบดีเอ็นเอในแตละไอโซเลท 
ทั้ง 32 ไอโซเลท ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร jaccard คํานวณหาความสัมพันธระหวางเชื้อใน      
รูปของแผนภูมิ ท่ีเรียก dendrogram

7.  การศึกษาความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมไอโซเลทตางๆ
7.1  การเตรียมกลาเชื้อของไรโซเบียม  ตามวิธี ตอนที่ 2 ขอ 3.2.1. หนา 54
7.2  เตรียมขวด Leonard jar นําไปนึ่งฆาเชื้อ

 7.3  การเพาะเมล็ดถ่ัวเขียว ตามวิธี ตอนที่ 1 ขอ 3.2 หนา 50
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7.4  การใสเชื้อไรโซเบียมลงในขวด  Leonard jar           
หยอดเชื้อไรโซเบียมที่เล้ียงในอาหารเหลว YM ในระยะ late log phase 1 มิลลิลิตร     ที่มี

ความเขมขน 108 -109 เซลลตอมิลลิลิตร  กลบดวยทรายและกรวดละเอียด (ที่ฆาเชื้อ) วางเเผนการ
ทดลองปลูกแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยทําการทดลอง 3 ซํ้า (replicate)          
เปรียบเทียบกับผลการทดลองควบคุมที่ไมไดใสเชื้อ (uninoculated control) นําตัวอยางทั้งหมดไว
ในเรือนทดลอง (green house) (ดังภาพที่ 16)  คอยเติมอาหารเหลวที่ปราศจากไนโตรเจน เก็บผล
ภายหลังปลูก 4 สัปดาห

7.5  การวิเคราะหประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน
 หลังจากการเลี้ยงตนถ่ัวเขียว เปนเวลานาน 1 เดือน จึงทําการเก็บตัวอยางเพื่อประเมิน     

ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน  โดยนับจํานวนปม หาน้ําหนักแหงของตนพืช โดยอบเฉพาะสวน
ตน และใบในตูอบที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ชั่งน้ําหนักแหงที่ได และวิเคราะห      
ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน โดย วิธีอะเซทิลีน รีดักชั่น
          

           วิธีการหาอัตราการตรึงไนโตรเจนของปมถั่วเขียว โดยวิธี อะเซทิลีน รีดักชั่น (Acetylene 
Reduction Assay)

  เก็บตัวอยางพืช โดยตัดตรงบริเวณรอยตอระหวางตนกับรากพรอมปม    นําสวนรากใส
ในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร ปดดวยจุกยาง  (double stopper) ใหแนน  ซ่ึงปริมาตรอากาศ
ในขวดรูปชมพูหลังปดจุก จะเปน 250 มิลลิลิตร หลังจากนั้น ใชหลอดฉีดยา (syringe) ขนาด 50 
มิลลิลิตร ดูดอากาศภายในขวดรูปชมพูออก 25 มลิลิลิตร (ซ่ึงเทากับ 10 เปอรเซ็นตของปริมาตร
อากาศภายในขวด)  จากนั้นฉีดกาซอะเซทิลีน 25 มิลลิลิตร  ลงไปในขวดรูปชมพู แลวจับเวลา 1    
ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจึงดูด reduced gas ออกมา (ซ่ึงมีทั้งกาซอะเซทีลีนและเอทิลีนรวมกัน) 10 
มิลลิลิตร ใสในหลอดสูญญากาศ แลววัดกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส โดยวัดอะเซทิลีน           
รีดักชั่น หาพื้นที่ใตกราฟของกาซเอทลีินมาตรฐาน (standard ethylene)โดยฉีดกาซเอทิลีนบริสุทธิ์ 
1 มิลลิลิตรที่เก็บอยูในขวดรูปชมพูขนาด 2200 มิลลิลิตร แลวจึงฉีดกาซตัวอยาง 1 มิลลิลิตร เขา
เครื่องกาซโครมาโตรกราฟ (Gas Chromatograph: GC) ใชเครื่อง GC ของ Perkin Elmer Model 
F17 ซ่ึงมี Detector เปนแบบ Hydrogen Flame Ionization Detector (FID) คอลัมนบรรจุสาร
Porapak N ขนาดของคอลัมน 0.6x4.5 เซนติเมตร และใชกาซไนโตรเจนเปนกาซนําพา (carrier 
gas) ดวยความเร็ว 55 มิลลิเมตรตอนาที อุณหภูมิของคอลัมน 55 องศาเซลเซียส   อุณหภูมิของ 
injector 100 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ detector 100 องศาเซลเซียส กาซที่ตองการวิเคราะหเปน
กาซเอทิลีนที่เกิดจากการรีดิวสอะเซทิลีน ซ่ึงเกิดขึ้นจากปฏิกิริยาของเอนไซมไนโตรจีเนส  
คํานวณหาปริมาณเอทิลีนไดโดยเปรียบเทียบกับพื้นที่ใตกราฟของเอทิลีนมาตรฐานจากสูตร





บทท่ี 5

ผลการศึกษา

จากการศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธปริมาณของ Rhizobium sp. (cowpea) ในดิน 
จากพื้นที่โครงการสรางปาและปาพันธุกรรมพืช จังหวัดนครราชสีมา รวมกับสมบัติทางกายภาพ
ของดินบางประการ รวมทั้งเก็บรวบรวมเชื้อไรโซเบียมที่แยกจากถั่วเขียว 2 สายพันธุ  โดยใชดินใน
พื้นที่โครงการฯ    เพื่อการศึกษาจําแนกความแตกตางของเชื้อ ตามแบบแผนพลาสมิดโพรไฟลและ
คุณสมบัติการตานสารปฎิชีวนะรวมกับการจําแนกสายพันธุของเชื้อจากเทคนิค RAPD  กําหนด
ระยะเวลาการเก็บตัวอยาง  ตั้งเเตเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2541 จนถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 2542    แบง
ผลการศึกษาออกเปน 2 ตอนใหญ   ดังนี้

ตอนที่ 1 ผลการศึกษาสมบัติทางกายภาพ และทางชีวภาพของดิน
1. ผลการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพของดิน
2. ผลการวิเคราะหลักษณะทางชีวภาพของดิน
3. ความสัมพันธ (correlation) ระหวางปจจัยกายภาพบางประการของดินในพื้นที่โครงการ

ศึกษากับปริมาณไรโซเบียมในดิน

ตอนที่ 2 ผลการคัดแยกและจําแนกความแตกตางของเชื้อไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วจากคุณสมบัติ
ทาง จีโนไทปและฟโนไทป

1. ผลการแยกเชื้อไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วจากปมถั่วเขียวและทดสอบ presumptive-comfirm 
rhizobia test

2. ผลการศึกษาคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อ
3. ผลการศึกษาพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อ
4. ผลการศึกษาและวิเคราะหรูปแบบทางพันธุกรรมของเชื้อ โดยเทคนิค RAPD
5. ผลการเปรียบเทียบขอมูลการจําแนกความแตกตางของ ไรโซเบียมจาก 3 เทคนิค คือ

พลาสมิดโพรไฟล  คุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ และวิเคราะหรูปแบบ RAPD
6. ผลการศึกษาความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียม 32 ไอโซเลท จากพื้นที่

โครงการฯ
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ตอนที่ 1 ผลการศึกษาทางกายภาพและทางชีวภาพของดิน

1. ผลการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพของดิน

ปจจัยทางกายภาพของดินที่ทําการศึกษานี้ ไดแก ความเปนกรดเปนดางของดิน เปอรเซ็นต
ความชื้นในดิน และเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุในดิน ซ่ึงไดแสดงผลไวดังตารางที่ 7 ถึง 12 และภาพที่ 
17 ถึง 25

1.1  คาความเปนกรด – ดาง
การหาคาความเปนกรด–ดางของดินในพื้นที่โครงการฯ  พบคาความเปนกรด–ดางของ

ดินในพื้นที่โครงการฯ อยูในชวง 5.8 – 7.36 โดยคาความเปนกรด–ดางมีคาสูงสุดในพื้นที่ปา อ. คร
บุรี แปลงที่มีการปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดินกั้นน้ํา (GLDP) และมีคาต่ําสุดบริเวณเสนทางการ
สัญจร (way)   เมื่อพิจารณาคาความเปนกรด–ดางเฉลี่ยของแตละแปลงศึกษาในรอบ 1 ป พบความ
แปรปรวนของคาความเปนกรด-ดาง มีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95
เปอรเซ็นต  โดยใน พื้นที่ปา อ. ครบุรี แปลงท่ีมีการปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดินกั้นน้ํา (GLDP) มี
คาความเปนกรด–ดางเฉลี่ยในดินสูงที่สุด คือ 6.95 ซ่ึงแตกตางจากแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปน     
ปาทุงหญาแปลงอื่น ๆ รวมถึงแปลงศึกษาในพื้นที่ปา ต. หนองระเวียง (NT1R2) ที่มีคาความเปน
กรด–ดางเฉลี่ยต่ําที่สุด คือ 6.11  (ตารางที่ 7-8,  ภาพที่ 17 – 18)  และเมื่อพิจารณาเฉพาะแปลงศึกษา
ท่ีเปนปาทุงหญาครบุรีแปลงที่มีการดําเนินงานตามวิธีการดําเนินงานของโครงการฯ พบวาแตละ
แปลงศึกษามีคาความเปนกรด–ดางเฉลี่ยของดินไมแตกตางจากปาทุงหญาธรรมชาติ (GLC) มีเพียง
เฉพาะแปลงศึกษาที่เปนปาทุงหญาที่มีการปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดินกั้นน้ํา (GLDP) มีคาเฉลี่ย
ของความเปนกรด–ดางที่แตกตางออกไป      โดยคาความเปนกรด–ดางเฉลี่ยของทุกแปลงศึกษาใน
พื้นที่ปา อ. ครบุรี อยูในระดับที่สูงกวาพื้นที่ปา  ต. หนองระเวียง
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ตารางที่ 7  คาความเปนกรด-ดางของดินในพื้นที่โครงการฯ  จังหวัดนครราชสีมา

                        คาความเปนกรด-ดาง          แปลงทดลอง
มิ.ย - 41 ก.ย - 41 ม.ค - 42 มี.ค - 42 เฉลี่ย

พื้นที่ทุงหญา control (07-3-01 D/P) 
อ. ครบุรี  Line 10-11(GLC)

6.21 6.45 6.71 6.90 6.57b

พื้นที่ทุ งหญาที่มีการปลูกกลาไม   
(07-3-03P)  อ. ครบุรี Line7 (GLP)

6.10 6.15 6.18 6.74 6.29b

พื้นที่ทุงหญาที่มีการปลูกกลาไมรวม
กับขุดคันดินกั้นน้ํา      (07-3-01D/P) 
อ. ครบุรี Line7 (GLDP)

6.90 6.80 6.74 7.36 6.95a

พื้นที่ทุงหญาที่มีการขุดคันดินกั้นน้ํา
(EX-3-10)  อ. ครบุรี (GLD)

5.98 6.70 6.40 6.93 6.50b

บริเวณเสนทางที่ใชสัญจร  อ. ครบุรี
Line7 (way)

5.80 6.11 6.30 6.64 6.21b

พื้นที่ปา ต. หนองระเวียง (NT1R2) 6.25 6.1 6.08 6.04 6.11b

คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรเดียวกัน ถือวาไมมีความเเตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
โดย DMRT

ตารางที่ 8  ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความเปนกรด-ดางในดินของพื้นที่
โครงการฯ

Source of variation df SS MS F-value
Treatment 5 1.83 0.37 3.92*
Error 18 1.68 0.09
Total 23 3.513

c.v. =47.6%       coefficient of variation (c.v.)
*= แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%
 degree of freedom (df)    Sum of  Square (SS)   Mean Square (MS)
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ภาพที่ 17  เปรียบเทียบคาความเปนกรด-ดางของดินในแตละแปลงศึกษา

        ภาพที่ 18  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยความเปนกรด-ดางของดินในแตละแปลงศึกษาในรอบ 1 ป
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สําหรับการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด–ดางเฉลี่ยของดินในแตละชวงเดือนของพื้นที่
โครงการฯ ในระยะเวลา 1 ป  พบคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 6.2 – 6.7  โดยคาความกรด–ดาง
ของดินในพื้นที่ศึกษาจะมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นในชวงเดือนมีนาคม  (ภาพที่ 19)
 

ภาพที่ 19  การเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยของความเปนกรด-ดางของดินในพื้นที่โครงการ ฯ
แตละชวงเดือน ในรอบ 1 ป

1.2  เปอรเซ็นตความชื้นของดิน
การหาเปอรเซ็นตความชื้นของดินในพื้นที่โครงการฯ พบปริมาณความชื้นของดินใน

พื้นที่โครงการศึกษา มีคาอยูระหวาง 0.84 – 19.8 เปอรเซ็นต   โดยปริมาณความชื้นสูงสุดในพื้นที่
ปาทุงหญา อ.ครบุรี แปลงที่มีการปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดินกั้นน้ํา (GLDP) และมีคาต่ําสุด
ในพื้นที่ ต. หนองระเวียง (NT1R2)    เมื่อพิจารณาคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตความชื้นที่สะสมในดิน
ในรอบ 1 ป  พบความแปรปรวนของปริมาณความชื้นสะสมในดินมีความแตกตางกันทางสถิติ
โดยในพื้นที่ปา อ.ครบุรี แปลงที่มีการปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดินกั้นน้ํา (GLDP) มีการสะสมของ
ปริมาณความชื้นในดินที่สูงสุด คือ 16.47 เปอรเซ็นต ซ่ึงไมแตกตางจากแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปน
ปาทุงหญาแปลงอื่น  แตแตกตางจากแปลงศึกษาในพื้นที่ปา ต.หนองเวียง (NT1R2) ที่มีการสะสม
ปริมาณความชื้นในดินต่ําที่สุด คือ 2.63 เปอรเซ็นต   และเมื่อพิจารณาเฉพาะพื้นที่ศึกษาที่มีลักษณะ
เปนปาทุงหญา  พบปาทุงหญาแปลงที่มีการดําเนินงานตามโครงการฯ  โดยเฉพาะอยางยิ่งแปลงที่มี
การปลูกกลาไมรวมกับขุดดินกั้นน้ํา (GLPD) มีปริมาณความชื้นสะสมในดินสูงที่สุด แตไมตางจาก
แปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาแปลงอื่น ๆ รวมถึงปาทุงหญาธรรมชาติ (GLC) ที่มีปริมาณ
ความชื้นสะสมในดินต่ําที่สุด   โดยที่ปริมาณความชื้นสะสมทุกแปลงศึกษาในพื้นที่ปาทุงหญา
อ. ครบุรี มีคาสูงกวาแปลงศึกษาในพื้นที่ปา ต. หนองระเวียง (ตารางที่ 9–10  ภาพที่ 20-21)
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ตารางที่ 9 เปอรเซ็นตความชื้นของดินในพื้นที่โครงการฯ  จังหวัดนครราชสีมา

                        เปอรเซ็นตความชื้นของดิน          แปลงทดลอง
มิ.ย - 41 ก.ย - 41 ม.ค - 42 มี.ค - 42 เฉลี่ย

พื้นที่ทุงหญา control (07-3-01 D/P) 
อ. ครบุรี  Line 10-11(GLC)

14.92 14.91 8.48 7.25 11.39a

พื้นที่ทุงหญาที่มีการปลูกกลาไม   
(07-3-03P)  อ. ครบุรี Line7 (GLP)

14.01 12.44 12.9 9.46 12.20a

พื้นที่ทุงหญาที่มีการปลูกกลาไมรวม
กับขุดคันดินกั้นน้ํา      (07-3-01D/P) 
อ. ครบุรี Line7 (GLDP)

19.80 16.60 18.00 11.5 16.48a

พื้นที่ทุงหญาที่มีการขุดคันดินกั้นน้ํา
(EX-3-10)  อ. ครบุรี (GLD)

11.60 13.88 13.62 8.90 12.00a

บริเวณเสนทางที่ใชสัญจร           อ. 
ครบุรี Line7 (way)

13.27 19.34 19.81 3.07 13.87a

พื้นที่ปา ต. หนองระเวียง (NT1R2) 2.96 3.68 3..07 0.84 2.64b

คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรเดียวกัน ถือวาไมมีความเเตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
โดย DMRT

ตารางที่ 10  ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตความชื้นของดินในพื้นที่
โครงการฯ

Source of variation df SS MS F-value
Treatment 5 438.60 87.72 5.22**
Error 18 302.68 16.82
Total 23 741.28

cv=35.8%     coefficient of variation (c.v.)
**= แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99%
 degree of freedom (df)    Sum of  Square (SS)   Mean Square (MS)



 69

ภาพที่ 20  เปรียบเทียบเปอรเซ็นตความชื้นของดินในแตละแปลงศึกษา

   ภาพที่ 21 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยของดิน จากแตละแปลงศึกษาในรอบ 1 ป
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สําหรับการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตความชื้นสะสมในดินในแตละชวงเดือน
ในระยะเวลา 1 ป ของพื้นที่โครงการฯ พบวา ชวงเวลาตั้งแตเดือนมิถุนายน 2541 ถึงเดือนมกราคม
2542 คาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตความชื้นสะสมในดินไมมีการเปลี่ยนแปลงมากนัก ตอมาคาเฉลี่ย
ลดลงอยางรวดเร็วในเดือนมีนาคม 2542 ซ่ึงเปนชวงฤดูแลงที่พบวามีคาเฉลี่ยลดลงต่ําที่สุด คือ 6.83
เปอรเซ็นต (ภาพที่ 22)

ภาพที่ 22 การเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตความชื้นของดินในพื้นที่โครงการฯ แตละชวง
เดือน ในรอบ 1 ป

1.3  เปอรเซ็นตอินทรียวัตถุ
       การหาเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุของดินในพื้นที่โครงการฯ พบปริมาณอินทรียวัตถุของดิน
ในพื้นที่โครงการศึกษามีคาอยูระหวาง 3.40 – 25.98 เปอรเซ็นต       โดยปริมาณอินทรียวัตถุสูงสุด
ในพื้นที่ทุงหญา อ. ครบุรี แปลงที่มีการปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดินกันน้ํา (GLDP) และมีคาต่ําสุด
ในพื้นปา ต. หนองระเวียง (NT1R2)  เมื่อพิจารณาคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุที่สะสม
ในดินในรอบ 1 ป  พบวาแปลงศึกษาในพื้นที่ปาทุงหญา อ. ครบุรีที่มีการปลูกกลาไม (GLP) มีการ
สะสมของปริมาณอินทรียวัตถุในดินสูงที่สุด คือ 17.67 เปอรเซ็นต  ซ่ึงไมแตกตางจากแปลงศึกษา
ที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาแปลงอื่นๆ รวมถึงแปลงศึกษาในพื้นที่ปา ต. หนองระเวียง ที่มีการ
สะสมของปริมาณอินทรียวัตถุในดินต่ําที่สุด คือ 5.11 เปอรเซ็นต และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบ
เฉพาะแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญา อ.ครบุรี  พบการสะสมของปริมาณอินทรียวัตถุ มีคา
สูงที่สุดในพื้นที่ปา       ทุงหญาแปลงที่มีการปลูกกลาไม (GLP) และมีคาต่ําที่สุดในแปลงศึกษาที่มี
ลักษณะเปนเสนทางการสัญจร (way) ซ่ึงมีคาไมตางจากปาทุงหญาธรรมชาติ (GLC) โดยแปลง
ศึกษาในพื้นที่ปา อ.ครบุรี มีการสะสมของปริมาณอินทรียวัตถุในดินที่สูงกวาและตางจากแปลง
ศึกษาในพื้นที่ปา ต. หนองระเวียง (ตารางที่ 11 – 12,  ภาพที่ 23-24)
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ตารางที่ 11  เปอรเซ็นตอินทรียวัตถุของดินในพื้นที่โครงการฯ  จังหวัดนครราชสีมา

                        เปอรเซ็นตอินทรียวัตถุ          แปลงทดลอง
มิ.ย - 41 ก.ย - 41 ม.ค - 42 มี.ค - 42 เฉลี่ย

พื้นที่ทุงหญา control (07-3-01 D/P) 
อ. ครบุรี  Line 10-11(GLC)

5.40 16.40 24.00 20.94 16.69a

พื้นที่ ทุ งหญ าที่ มี ก ารปลูกกล าไม   
(07-3-03P)  อ. ครบุรี Line7 (GLP)

7.64 17.48 25.54 20.02 17.67a

พื้นที่ทุงหญาที่มีการปลูกกลาไมรวม
กับขุดคันดินกั้นน้ํา      (07-3-01D/P) 
อ. ครบุรี Line7 (GLDP)

6.80 15.80 25.98 21.60 17.54a

พื้นที่ทุงหญาที่มีการขุดคันดินกั้นน้ํา
(EX-3-10)  อ. ครบุรี (GLD)

6.30 18.06 25.44 20.51 17.58a

บริเวณเสนทางที่ใชสัญจร  อ. ครบุรี
Line7 (way)

7.54 12.04 23.20 17.23 15.00a

พื้นที่ปา ต. หนองระเวียง (NT1R2) 3.40 4.04 5.11 7.88 5.11ab

คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรเดียวกัน ถือวาไมมีความเเตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
โดย DMRT

ตารางที่ 12  ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุของดินในพื้นที่
โครงการฯ

Source of variation df SS MS F-value
Treatment 5 483.69 96.74 1.89ns
Error 18 919.44 51.08

23 1403.12
cv=47.0%    coefficient of variation (c.v.)
ns = ไมแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%
 degree of freedom (df)    Sum of  Square (SS)   Mean Square (MS)
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ภาพที่ 23  เปรียบเทียบเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุของดินจากแตละแปลงศึกษา

       
ภาพที่ 24  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุในดินจากแตละแปลงศึกษาในรอบ 1 ป
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สําหรับการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุในดินในระยะเวลา 1 ป ของ
พื้นที่โครงการฯ  พบคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุต่ําที่สุดในชวงเดือนมิถุนายน  2541   ซ่ึง
ตอมาคาเฉลี่ยมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น ในชวงเดือนกันยายนและคาเฉลี่ยเพิ่มขึ้นสูงสุดในเดือน
มกราคม 2542    จากนั้นก็เร่ิมลดลงเล็กนอยในชวงเดือนมีนาคม 2542 (ภาพที่ 25)

ภาพที่ 25  การเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุของดินในพื้นที่โครงการฯ แตละ
ชวงเดือนในรอบ 1 ป
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2. ผลการวิเคราะหลักษณะทางชีวภาพของดิน

         การศึกษาประชากรไรโซเบียมในดิน
การศึกษาประชากรไรโซเบียม กลุม cowpea ในดิน    ของแตละแปลงศึกษาในชวงระยะ

เวลา 1 ป  โดยใชวิธี MPN – plant infect method   พบปริมาณไรโซเบียมในพื้นที่ศึกษามีคาอยู
ระหวาง 2.11 – 7,752 เซลลตอกรัมดินแหง  โดยปริมาณไรโซเบียมมีคาสูงสุดในพื้นที่ปาทุงหญา
อ. ครบุรี แปลงที่มีการปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดินกั้นน้ํา (GLDP) และมีคาต่ําสุดในบริเวณ
เสนทางการสัญจร (way) เมื่อพิจารณาคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมในดินจากแตละแปลงศึกษา
ในรอบ 1 ป  พบความแปรปรวนของปริมาณไรโซเบียมในดินมีความแตกตางกันทางสถิติ  โดยใน
พื้นที่ปาทุงหญา อ. ครบุรี แปลงที่มีการปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดินกั้นน้ํา (GLDP)  มีปริมาณ
ไรโซเบียมเฉลี่ยในดินสูงที่สุด คือ 6,541 เซลลตอกรัมดินแหง ซ่ึงแตกตางจากแปลงศึกษาที่มี
ลักษณะเปนปาทุงหญาทั้งหมดรวมถึงแปลงศึกษาในพื้นที่ปาหนองระเวียง (NT1R2) ซ่ึงจะมี
คาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมในดินที่สูงกวา แตไมตางจากปาทุงหญาที่มีการขุดคันดิน (GLD)
และปาทุงหญาธรรมชาติ (GLC)    โดยคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมในดินต่ําที่สุด คือ 2.88 เซลล
ตอกรัมดินแหงในบริเวณเสนทางการสัญจร  ซ่ึงแตกตางจากแปลงศึกษาทั้งหมด (ตารางที่ 13 – 14,
ภาพที่ 26-27)   และเมื่อพิจารณาเฉพาะแปลงศึกษาที่เปนปาทุงหญา อ. ครบุรี  พบแปลงที่มี
การดําเนินงานตามวิธีของโครงการฯ โดยการปลูกกลา (GLP) หรือปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดิน
กั้นน้ํา (GLDP)  มีคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมในดินที่สูงกวาและตางจากปาทุงหญาธรรมชาติ
(GLC) โดยเฉพาะอยางยิ่งบริเวณเสนทางการสัญจร ซ่ึงไมมีการปลูกพืชและขุดคันดินกั้นน้ํา
มีปริมาณไรโซเบียมเฉลี่ยในดินต่ํามากที่สุด
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ตารางที่ 13  ปริมาณไรโซเบียมในพื้นที่โครงการฯ  จังหวัดนครราชสีมา

ปริมาณไรโซเบียมในพื้นที่โครงการฯ
(เซลลตอกรัมดินแหง)

แปลงทดลอง

มิ.ย - 41 ก.ย - 41 ม.ค - 42 มี.ค - 42 เฉลี่ย
พื้นที่ทุงหญา control (07-3-01 D/P) 
อ. ครบุรี  Line 10-11(GLC)

3,677 3,677 1,736 1,201 2,573b

พื้นที่ทุงหญาที่มีการปลูกกลาไม   
(07-3-03P)  อ. ครบุรี Line7 (GLP)

7,752 4,947 4,967 3,503 5,292a

พื้นที่ทุงหญาที่มีการปลูกกลาไมรวม
กับขุดคันดินกั้นน้ํา      (07-3-01D/P) 
อ. ครบุรี Line7 (GLDP)

8,143 7,929 5,188 4,905 6,541a

พื้นที่ทุงหญาที่มีการขุดคันดินกั้นน้ํา
(EX-3-10)  อ. ครบุรี (GLD)

2,500 3,644 3,636 1,742 2,881b

บริเวณเสนทางที่ใชสัญจร  อ. ครบุรี
Line7 (way)

3.17 3.34 2.11 2.88 2.88c

พื้นที่ปา ต. หนองระเวียง (NT1R2) 2,306 3,297 3,258 1,629 2,623b

คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรเดียวกัน ถือวาไมมีความเเตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
โดย DMRT

ตารางที่ 14     ตารางวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยประชากรไรโซเบียมในดินจากพื้นที่
โครงการฯ

Source of
variation

df SS MS F-value

Treatment 5 106,030,314 21,206,062.9 13.61**
Error 18 28,038,109.1 1,557,672.7
Total 23 134,068,424

cv=37.6% coefficient of variation (c.v.)
**= แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99%
 degree of freedom (df)    Sum of  Square (SS)   Mean Square (MS)
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ภาพที่ 26 เปรียบเทียบปริมาณไรโซเบียมในดินของแตละแปลงศึกษา

ภาพที่ 27  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยปริมาณไรโซเบียมในดินของแตละแปลงศึกษาในรอบ 1 ป
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สําหรับการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมในดินแตละชวงเดือน ในระยะ
เวลา 1 ป ของพื้นที่โครงการศึกษา  พบวาปริมาณไรโซเบียมสูงสุดในชวงเดือนมิถุนายน  จากนั้น
ปริมาณไรโซเบียมเริ่มมีแนวโนมคอย ๆ ลดลงในชวงเดือนถัดมา โดยปริมาณไรโซเบียมมีการ
ลดลงต่ําสุดในเดือนมีนาคมในชวงฤดูแลง  ซ่ึงใหลักษณะที่คลายคลึงกันในทุกพื้นที่ศึกษา (ภาพที่
28)

        ภาพที่ 28  การเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยปริมาณไรโซเบียมในดินของพื้นที่โครงการฯ              
แตละชวงเดือนในรอบ 1 ป
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3. ความสัมพันธ (correlation) ระหวางปจจัยทางกายภาพของดิน กับประชากรไรโซเบียมในดิน

การศึกษาครั้งนี้ไดทําการวิเคราะหความสัมพันธทางสถิติระหวางประชากรไรโซเบียม
ในดินกับคุณสมบัติทางกายภาพของดินบางประการ ไดแก ความเปนกรด–ดาง เปอรเซ็นต
ความชื้น และเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุในดิน  ผลการวิเคราะหแสดงดังตารางที่ 15

ตารางที่ 15  คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (correlation coefficient ; r)  ระหวางคุณสมบัติกายภาพ
บางประการของดินในพื้นที่โครงการศึกษากับปริมาณไรโซเบียมในดิน

คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (r)  ของปริมาณไรโซเบียม กับสมบัติทางกายภาพของดิน
สมบัติทางกายภาพดิน มิ.ย - 41 ก.ย - 41 ม.ค - 42 มี.ค - 42 เฉลี่ยรอบป
ความเปนกรด-ดาง 0.715 0.642 0.050 0.540 0.486 ns
ความชื้น 0.552 -0.085 -0.096 0.738 0.277 ns

ปริมาณ
ไรโซเบียม

อินทรียวัตถุ 0.286 0.337 0.096 0.346 0.266 ns

หมายเหตุ  คาของสัมประสิทธิ์สหสัมพันธที่ระดับความเชื้อมั่น 95% เทากับ 0.87 (*)
                  คาสัมประสิทธิ์นอยกวา 0.87 (ns)  = ไมมีความสัมพันธทางสถิติ

ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางประชากรไรโซเบียม กลุม cowpea กับคาความ
เปนกรด–ดาง เปอรเซ็นตความชื้นและเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุในดิน จากแตละแปลงศึกษาในพื้นที่
โครงการศึกษา โดยใช  correlation test (r) พบความไมสัมพันธทางสถิติของปริมาณไรโซเบียมกับ
ปจจัยทางกายภาพของดินที่ศึกษา (คาสหสัมพันธเฉลี่ยของประชากรไรโซเบียมกับคาความเปน
กรด-ดางของดิน (r)  คือ +0.486 ;  r ปริมาณไรโซเบียมกับเปอรเซ็นตความชื้นในดิน คือ +0.277
และปริมาณไรโซเบียมกับเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุในดิน คือ + 0.266)
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2. ผลการศึกษาคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อ

เมื่อนําเชื้อไรโซเบียม 32 ไอโซเลทที่แยกไดจากดินในพื้นที่โครงการศึกษา    มาทดสอบ
คุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ โดยใช antibiotic discs มาตรฐาน 7 ชนิดที่มีปริมาณของ          
สารปฏิชีวนะที่ตางกันดังนี้ คือ streptomycin (S) 10 µg , tetracycline (Te) 10 µg ,  carbenicillin 
(CB) 100 µg ,  kanamycin (K) 30 µg , erythromycin (E)   15 µg ,  penicillin (P) 10 µg และ 
rifampin (RA)  5  µg  ซ่ึงผลที่ไดจากการทดสอบการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียม         
บนอาหารแข็ง YM  ภายหลังการบมที่ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน    ตรวจสอบผลโดยการวัด
ความกวางของ inhibition zone ที่เกิดขึ้นเปนเกณฑตัดสินความสามารถในการตานสารปฏิชีวนะ 
แลวแปลผลเทียบกับตารางของ Nation Committee for Clinical Laboratory Standards (1990) 
(แสดงตารางในภาคผนวก ค)  แปลผลออกมาในรูปของ resistant (R)  intermediate (sm) และ 
susceptible (S)   จากผลการทดลองนี้ พบคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อที่ตางกัน   11  
รูปแบบ (ภาพที่ 31) สามารถนํามาใชจําแนกความแตกตางของไรโซเบียม 32  ไอโซเลท ไดเปน 11 
กลุม (ตารางที่ 16 ; ภาพภาคผนวก ง) โดยที่ไอโซเลทเชื้อที่ทําการศึกษานี้ใหผลการตาน 
erythromycin  และ  penicillin ที่เหมือนกันทั้ง 32 ไอโซเลท  ซ่ึงสมาชิกกลุมที่ 1 มีเพียงไอโซเลท 
P9 (3.13 %)  ที่ใหรูปแบบการตานสารปฏิชีวนะทั้ง 7 ชนิด  สวนกลุมที่ 2  ประกอบดวยสมาชิก 6 
ไอโซเลท (18.75 %) ไดแก  ไอโซเลท  P2  P3   P4   P7 และ  P14    ที่แยกไดจากดินครบุรี  และ
ไอโซเลท N2 ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง  ซ่ึงใหผลการตอบสนองโดยการสราง inhibition zone 
กับ carbenicillin    สวนกลุมที่ 3 ประกอบดวยสมาชิก 2 ไอโซเลท (6.25 %) ไดเเก ไอโซเลท P15
ที่แยกไดจากดินครบุรี และไอโซเลท N16 ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง    ซ่ึงใหผลการตอบสนอง
ตอ tetracycline และใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ carbenicillin    กลุมที่ 4  
ประกอบดวยสมาชิก 3  ไอโซเลท (9.38 %)  ไดแก   ไอโซเลท N1,  N11 และ N12  จากดินหนอง
ระเวียง  ซ่ึงใหผลการตอบตอ  tetracycline และใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ 
kanamycin     สวนกลุมที่ 5 ประกอบดวยสมาชิก 3 ไอโซเลท (9.38 %) ไดแก  ไอโซเลท N3, N14  
และ N15  ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง  ซ่ึงใหผลการตอบสนองตอ kanamycin และใหผลการ
ตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ tetracycline         สวนกลุมที่ 6  ประกอบดวยสมาชิก 3 
ไอโซเลท (9.38 %)      ไดแก  ไอโซเลท  N10 ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง และไอโซเลท P8, P9  
ที่แยกไดจากดินครบุรี  ซ่ึงไอโซเลทกลุมนี้นอกจากจะตอบสนองตอ carbenicillin  และ 
tetracycline แลวยังใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ kanamycin และ rifampin 
อีกดวย   สวนกลุมที่ 7  ประกอบดวยสมาชิก 2  ไอโซเลท  (6.25 %)  อันไดแก ไอโซเลท  N7  และ 
N8  ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง  ซ่ึงไอโซเลทกลุมนี้ใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบ
สนองกับ tetracycline และ kanamycin     สวนกลุมที่ 8 มีเพียงไอโซเลท N5 (3.13 %) จากดิน
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หนองระเวียง  ซ่ึงใหผลการตอบสนองตอ streptomycin กับ  tetracycline     และใหผลการตอบ
สนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ rifampin  สวนกลุมที่ 9  มีเพียงไอโซเลท  N9  ที่ใหผลการตอบ
สนองตอ carbenicillin และ  tetracycline  สวนกลุมที่ 10 ประกอบดวยสมาชิก 6  ไอโซเลท 
(18.75%)  ไดแก ไอโซเลท N4, N13 และ N16  ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง   และไอโซเลท  P11  
P12  และ  P13  ที่แยกไดจากดินครบุรี  ที่ใหผลการตอบสนองตอ carbenicillin  กับ  tetracycline  
และใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนองกับ rifampin   สวนสมาชิกในกลุมสุดทาย คือ
กลุมที่ 11  ประกอบดวย  4  ไอโซเลท  (12.5 %) ไดแก  ไอโซเลท  P5, P6, P10 และ P16  ที่แยกได
จากดินครบุรี ที่ใหผลการตอบสนองตอ tetracycline และใหผลการตอบสนองแบบกึ่งตานกึ่งตอบ
สนองกับ  rifampin
ตารางที่ 16    การทดสอบคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ 7 ชนิดของเชื้อไรโซเบียม 32  ไอโซเลท

standard antibiotic disc 7 ชนิด และ zone diameter (mm)กลุมไรโซเบียม
ตามคุณสมบัติ
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3. การศึกษาแบบแผนพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อ

การศึกษาและสกัดแยกพลาสมิดขนาดใหญของเชื้อไรโซเบียม  32  ไอโซเลทที่นํามาศึกษา
โดยการทําใหเซลแตก  (lysis cell)  ตามที่ดัดแปลงจากวิธีของ  Harrison  และคณะ  (1989) จากนั้น
จึงนําสารละลายที่ไดภายหลังการทําใหเซลลแตกมาแยกขนาดของพลาสมิด  โดยใชแผนอะกาโรส
ขนาด  11x14  เซนติเมตร  เพื่อใหมีความยาวที่เพียงพอในการแยกพลาสมิดขนาดใหญของ
ไรโซเบียมไอโซเลทที่ศึกษา    เปรียบเทียบกับพลาสมิดขนาดใหญ ของ B. japonicum  USDA 193
(Masterson และคณะ, 1985)  ของ E. coil  39R  และของ  E. coil  No. 2  (Brinboim  และ  Doly,
1997)  ดังภาพที่ 32  (ก-ข)

 ซ่ึงผลที่ไดจากการศึกษานี้พบไรโซเบียม  32  ไอโซเลทที่นํามาศึกษามีพลาสมิดจํานวน 1
ถึง 3 ชิ้นตอไอโซเลท ที่มีขนาดอยูในชวงตั้งแต 164 – 600 เมกกะดาลตัน นอกจากนี้ยังพบ
พลาสมิดโพรไฟลที่ตางกัน 9  รูปแบบ   สามารถจําแนกเชื้อ 32 ไอโซเลทของไรโซเบียมไดเปน 9
กลุม ตามจํานวน และขนาดของพลาสมิดที่ตางกันเปนเกณฑในการจัดจําแนก และกําหนดให
สัญลักษณของกลุมพลาสมิดที่จัดจําแนกไดเปน A-I  ดังตารางที่ 17

กลุม A  มีจํานวนพลาสมิด  1  ชนิด ขนาดประมาณ  336  เมกกะดาลตนั ไดแก     
ไอโซเลท  P2   P3  P4  P7 และ P14  ที่แยกไดจากดินครบุรีและไอโซเลท  N1  ที่แยกไดจากดิน
หนองระเวียง

กลุม  B  มีจํานวนพลาสมิด  2  ชนิด  ขนาดประมาณ  210 และ 250 เมกกะดาลตัน
ไดแก  ไอโซเลท  N3   N6  N9  N14 และ  N15  ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง

กุลม  C  มีจํานวนพลาสมิด  2  ชนิด  ขนาดประมาณ  600 และ 510 เมกกะดาลตัน
ไดแก  ไอโซเลท  N7  และ  N8  ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง

กลุม  D  มีจํานวนพลาสมิด  2  ชนิด ขนาดประมาณ 600  และ 210 เมกกะดาลตัน
ไดแก  ไอโซเลท  P5  P6  P12 และ  P16  ที่แยกไดจากดินครบุรี  และไอโซเลท  N10  จากดิน
หนองระเวียง

กลุม  E  มีจํานวนพลาสมิด  2  ชนิด  ขนาดประมาณ  336 และ 210 เมกกะดาลตัน
ไดแก  ไอโซเลท  P11  และ  P13  ที่แยกไดจากดินครบุรี และไอโซเลท   N2  และ  N13  จากดิน
หนองระเวียง

กลุม  F  มีจํานวนพลาสมิด  2  ชนิด ขนาดประมาณ 600 และ 336 เมกกะดาลตัน
ไดแก  ไอโซเลท  N11  และ  N12  ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง

กลุม  G  มีจํานวนพลาสมิด  2  ชนิด ขนาด  336 และ 186 เมกกะดาลตัน ไดแก
ไอโซเลท  P15  ที่แยกไดจากดินครบุรี  และไอโซเลท  N16  ที่แยกไดจากดินเหนองระเวียง
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กลุม  H  มีจํานวนพลาสมิด  3  ชนิด ขนาด  600  336  และ  164  เมกกะดาลตัน
ไดแก ไอโซเลท  P1  ที่แยกไดจากดินครบุรี และไอโซเลท  N16  ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง

กลุม  I  ไมปรากฏวามีพลาสมิด ไดแก ไอโซเลท  P8  P9 จากดินครบุรี และ
ไอโซเลท  N4  ที่แยกไดจากดินหนองระเวียง

ในการทดลองนี้ไมพบลักษณะเดนที่แนนอนของการจัดจําแนกตามแบบพลาสมิดที่มีความ
สัมพันธกับชนิดของพืชและแหลงที่มาของเชื้อ  ดังเชน การที่พบวาพลาสมิดโพรไฟลจากกลุม A
B, D และ E ประกอบดวยสมาชิกของไอโซเลทที่ไดมาจากพืชทั้ง 2 สายพันธุ และพลาสมิด
โพรไฟลจากกลุม A,  D,  E,  G และ H ประกอบดวย สมาชิกของไอโซเลทที่ไดมาจากดินทั้ง 2
ชนิด เปนตน

ตารางที่ 17 จํานวนและขนาดพลาสมิดของไรโซเบียมถ่ัวเขียวที่แยกจากดินในพื้นที่โครงการศึกษา

กลุมของไรโซเบียมตาม
พลาสมิดโพรไฟล

จํานวนและขนาดของพลาสมิด ไอโซเลท

กลุม A 1 ช้ิน : ขนาด  336  Mdal P2  P3    P4   P7   P14   N1
กลุม B 2 ช้ิน : ขนาด   250 Mdal

           ขนาด  210  Mdal
N3   N6  N9   N14   N15

กลุม C 2 ช้ิน  : ขนาด  600  Mdal
           ขนาด   510  Mdal

N7   N8

กลุม D 2 ช้ิน  : ขนาด  600  Mdal
          : ขนาด  210  Mdal

P5   P6   P10  P12  P16  N10

กลุม E 2 ช้ิน  : ขนาด  336  Mdal
          : ขนาด  210  Mdal

P11  P13  N2   N13

กลุม F 2 ช้ิน  : ขนาด  600  Mdal
          : ขนาด  336  Mdal

N11   N12

กลุม G 2 ช้ิน  : ขนาด  336  Mdal
          : ขนาด  186  Mdal

P15   N16

กลุม H 3 ช้ิน  : ขนาด  600  Mdal
         : ขนาด  336  Mdal
         : ขนาด  164  Mdal

P1    N5

กลุม  I             ไมปรากฏพลาสมิด P8       P9    N4
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4.2  สภาวะและปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมของ PCR  ท่ีใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  โดยวิธี
RAPD

4.2.1  ผลของปริมาณเอนไซม Ampli Taq Polymerase,   annealing temperature    และ
ปริมาณความเขมขนของไพรเมอรที่มีผลตอรูปแบบการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอที่ได

จากการใชสภาวะและปฏิกิริยาตั้งตนที่ดัดแปลงมาจาก Teaumroong  และคณะ (1996),
Paffeti  และคณะ (1996)  และ Nuswantara  และคณะ (1996)  โดยแปรปริมาณเอนไซม  Ampli
Taq Polymerase เปน 3 ระดับ คือ  0.015 , 0.025 และ 0.035  unit/reaction รวมกับ 6 สภาวะของ
ปฏิกิริยา PCR แสดงผลในตารางที่ 18 ดังภาพที่ 34-36   ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงรูปแบบการเคลื่อนที่
ของชิ้น  ดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใชไพรเมอร (5’ GGAAGTCGCC 3’)  ตาม
รายงานของ  Teaumroong  และคณะ (1996) รวมกับการแปรสภาวะอุณหภูมิในการ annealing ที่
เหมาะสมกับปริมาณ Ampli Taq Polymerase  และปริมาณความเขมขนของไพรเมอร ที่ใชเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ 3 และ 2 ระดับ โดยภาพที่ 34   ใชอุณหภูมิในการ  annealing  ที่ 32 องศาเซลเซียส
รวมกับปริมาณความเขมขนของไพรเมอร 25 pmol   และ 12.5  pmol   สวนภาพที่ 35  ใชอุณหภูมิ
ในการ  annealing  ที่ 36 องศาเซลเซียส รวมกับปริมาณความเขมขนของไพรเมอร 25 pmol  และ
12.5  pmol    สวนภาพที่ 36 ใชอุณหภูมิในการ annealing  ที่ 40 องศาเซลเซียสรวมกับปริมาณ
ความเขมขนของไพรเมอร  25  pmol   และ 12.5  pmol  จากผลการทดลองนี้ แสดงใหเห็นวา
อุณหภูมิในการ annealing  ที่  36  องศาเซลเซียส ที่ 2  ระดับความเขมขนของไพรเมอร  สามารถ
ใหรูปแบบการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอของเชื้อทั้ง  3 ไอโซเลท ที่ชัดเจนกวาการใชสภาวะอุณหภูมิ
ในการ  annealing  อ่ืน   โดยท่ีสภาวะอุณหภูมิการ annealing  ที่ 36  องศาเซลเซียส  รวมกับความ
เขมขนของปริมาณไพรเมอร    25 pmol    ใหรูปแบบการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอของเชื้อทั้ง  3
ไอโซเลทที่ชัดเจนกวา การใชปริมาณไพรเมอร 12.5  pmol ที่ทุกระดับของปริมาณเอนไซม  Ampli
Taq DNA polymerase  ( 0.015 0.025 และ 0.035 unit)     โดยมีแนวโนมที่ไดรูปแบบการเคลื่อนที่
ที่ชัดเจนขึ้นเมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้น   โดยเฉพาะอยางยิ่งที่ระดับ 0.025  และ 0.035 unit  (ภาพที่
35)  พบวา ไอโซเลท P2 ใหรูปแบบการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอที่ 3 ตําแหนง คือ  2.8   0.9 และ
0.50 กิโลเบส    สวนไอโซเลท  P3 ใหรูปแบบการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอที่ 5  ตําแหนง คือ 2.4  
1.6  1.4   0.87  และ 0.50  กิโลเบส      สวนไอโซเลท  N3 ใหรูปแบบการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอที่
5  ตําแหนง คือ 2.0  1.6  1.5  1.07 และ 0.55 กิโลเบส สวนการใชอุณหภูมิในการ annealing  ที่ 32
(ภาพที่ 34)  และ 40  องศาเซลเซียส (ภาพที่ 36)     พบรูปแบบการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอที่
ไมครบทุกตัวอยางเชื้อและไมชัดเจนที่ทุกระดับของปริมาณความเขมขนเอนไซม และความเขมขน
ของไพรเมอรที่ทดสอบ การทดลองนี้ แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุม
โดยใชอุณหภูมิในการ annealing ที่ 36 องศาเซลเซียสรวมกับการใชไพรเมอรเขมขน 25 pmol  กับ
ปริมาณ Taq DNA polymerase  ที่ระดับ  0.025  และ  0.035 unit  ใหรูปแบบการเคลื่อนที่ของแถบ
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ดีเอ็นเอที่เขมและคมชัดการทดลองนี้   จึงนําสภาวะที่ใชเอนไซม ปริมาณ  0.025 และ 0.035 unit ที่
อุณหภูมิในการ annealing  36 องศาเซลเซียส  โดยใชจํานวนรอบในการเพิ่มดีเอ็นเอ 45 รอบ
มาศึกษาหาปริมาณ MgCl2 เพื่อใหไดสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตอไป

ตารางที่ 18 ผลผลิตแถบดีเอ็นเอของไรโซเบียม 3 ไอโซเลท ที่เกิดจากการแปรปริมาณเอนไซม
AmpliTaq Polymerase และอุณหภูมิในการ annealing  ที่ 3 ระดับ รวมกับไพรเมอรเขมขน 2 ระดับ

Ampli Taq DNA polymerase
0.015 U 0.025 U 0.035 U

อุ ณ ห ภู มิ  
annealing
ท่ี  32 Co

ภาพที่ 34
25 pmol
primer

1.25 pmol
primer

25 pmol
primer

1.25 pmol
primer

25 pmol
primer

1.25 pmol
primer

 เชื้อ P2 2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 1)

2.8, 0.50 kb
(เลนที่ 10)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 2)

2.8, 0.50 kb
(เลนที่ 11)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 3)

2.8, 0.50 kb
(เลนที่ 12)

เชื้อ P3 2.4, 1.6, 0.50
kb

(เลนที่ 4)

1.4  kb
(เลนที่ 13)

2.4, 1.6, 0.50 kb
(เลนที่ 5)

1.4  kb
(เลนที่ 14)

2.4, 1.6, 1.4,
0.50 kb

(เลนที่ 6)

1.4  kb
(เลนที่ 15)

เชื้อ N3 ไมปรากฏแถบ
(เลนที่ 7)

ไมปรากฏแถบ
(เลนที่ 16)

ไมปรากฏแถบ
(เลนที่ 8)

1.5 kb
(เลนที่ 17)

ไมปรากฏแถบ
(เลนที่ 9)

ไมปรากฏ
แถบ  (เลนที่

18)
Ampli Taq DNA polymerase

0.015 U 0.025 U 0.035 U
อุ ณ ห ภู มิ  
annealing
ท่ี  36 Co

ภาพที่ 35
25 pmol
primer

1.25 pmol
primer

25 pmol
primer

1.25 pmol
primer

25 pmol
primer

1.25 pmol
primer

 เชื้อ P2 2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 1)

2.8, 0.50 kb
(เลนที่ 10)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 2)

2.8, 0.50 kb
(เลนที่ 11)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 3)

2.8, 0.50 kb
(เลนที่ 12)

เชื้อ P3 1.4, 0.87
0.50 kb

(เลนที่ 4)

1.4 , 0.50 kb
(เลนที่ 13)

2.4, 1.6, 1.4 0.87
0.50 kb

(เลนที่ 5)

1.4, 0.50 kb
(เลนที่ 14)

2.4, 1.6, 1.4
0.87 0.50 kb

(เลนที่ 6)

1.4, 0.50 kb
(เลนที่ 15)

เชื้อ N3 1.6, 1.5,
0.55 kb

(เลนที่ 7)

ไมปรากฏแถบ
(เลนที่ 16)

2.0, 1.6, 1.5,
1.07, 0.55 kb

(เลนที่ 8)

1.6, 1.5 kb
(เลนที่ 17)

2.0, 1.6, 1.5,
1.07, 0.55 kb

(เลนที่ 9)

ไมปรากฏ
แถบ

(เลนที่ 18)
Ampli Taq DNA polymerase

0.015 U 0.025 U 0.035 U
อุ ณ ห ภู มิ  
annealing
ท่ี  40 Co

ภาพที่ 36
25 pmol
primer

1.25 pmol
primer

25 pmol
primer

1.25 pmol
primer

25 pmol
primer

1.25 pmol
primer

 เชื้อ P2 2.8, 0.90 kb
(เลนที่ 1)

ไมปรากฏแถบ
(เลนที่ 10)

2.8, 0.90 kb
(เลนที่ 2)

2.8 kb
(เลนที่ 11)

2.8, 0.90 kb
(เลนที่ 3)

2.8 kb
(เลนที่ 12)

เชื้อ P3 2.4  kb
(เลนที่ 4)

1.6  kb
(เลนที่ 13)

. ไมปรากฏแถบ
(เลนที่ 5)

1.6  kb
(เลนที่ 14)

ไมปรากฏแถบ
(เลนที่ 6)

ไมปรากฏ
แถบ

(เลนที่ 15)
เชื้อ N3 ไมปรากฏแถบ

(เลนที่ 7)
ไมปรากฏแถบ

(เลนที่ 16)
ไมปรากฏแถบ

(เลนที่ 8)
ไมปรากฏแถบ

(เลนที่ 17)
ไมปรากฏแถบ

(เลนที่ 9)
ไมปรากฏ
แถบ

(เลนที่ 18)
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4.2.2  ผลของปริมาณ MgCl2 รวมกับ Taq DNA polymerase  ที่มีผลตอรูปแบบการ
เคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ

จากสภาวะที่เหมาะสมในขอ 4.2.1 นํามาศึกษาหาปริมาณ MgCl2 ที่เหมาะสม โดยการ
เเปรปริมาณเปน 3  ระดับ คือ  2, 3 และ 4  มิลลิโมลาร /reaction  แสดงผลในตารางที่ 19 และภาพ
ที่ 37-38  จากภาพแสดงใหเห็นไดอยางชัดเจนวาระดับของ Mg++    อิสระที่เปน co-factor รวมกับ
Taq  DNA polymerase และปริมาณความเขมขนของไพรเมอรที่ใชนั้น     มีผลตอรูปแบบการ
เคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอในลักษณะของผลผลิตแถบดีเอ็นเอที่มีความเขม-จางแตกตางกัน โดยจะ
พบวาปริมาณ Taq  DNA polymerase   0.025  unit/reaction กับการใช MgCl2 ความเขมขน  3    
มิลลิโมลาร ที่สภาวะการใชปริมาณไพรเมอรเขมขน 25 pmol  (ภาพที่ 37 เลนที่ 2, 5, 8) สามารถให
รูปแบบการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนเหมือนกับ การใชปริมาณ Taq  DNA polymerase ที่
0.035 unit/reaction กับการใช MgCl2  ความเขมขน 3 มิลลิโมลาร ที่สภาวะการใชปริมาณไพรเมอร
เขมขน 25 pmol (ภาพที่ 38  เลนที่ 2, 5, 8)     และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอที่ไดจาก
สภาวะการใชปริมาณไพรเมอรเขมขน 12.5 pmol ที่ระดับความเขมขน MgCl2 และเอนไซมเดียว
กัน  พบผลผลิตแถบดีเอ็นเอที่นอยและจางกวา   นอกจากนี้ยังพบวาที่ระดับการใช MgCl2  3
มิลลิโมลาร จะใหผลผลิตแถบดีเอ็นเอที่เขมและคมชัดกวา การใช MgCl2  4 มิลลิโมลาร ที่ระดับ
ความเขมขนและเอนไซมเดียวกัน ประกอบกับผลการวิจัยของ McPherson และคณะ (1991)
กลาววา การใช MgCl2 ในปฏิกิริยามากเกินไป จะไปมีผลผลักดันปฏิกิริยาการสังเคราะหดีเอ็นเอ
สายใหม โดยเอนไซม Taq DNA polymerase เกิดเร็วเกินไปทําใหเอนไซมลดความแมนยําลง     
ดังนั้น จากผลการทดลองนี้สรุปไดวาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดย PCR คือ
การใชปริมาณ MgCl2 ที่ระดับ 3  มิลลิโมลาร รวมกับปริมาณเอนไซม 0.025 unit และปริมาณ
ไพรเมอร 25 pmol ใหแถบดีเอ็นเอชัดเจนและครบถวน มีความเหมาะสมมากที่สุด
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ตารางที่ 19 ผลผลิตแถบดีเอ็นเอที่เกิดจากการแปรปริมาณ MgCl2 รวมกับปริมาณเอนไซม Ampli
Taq polymerase และปริมาณความเขมขนของไพรเมอร 2 ระดับ

25 pmol primer 1.25 pmol primerAmpli Taq
DNA

polymerase
0.025 U

(ภาพที่ 37)

2 mM MgCl2 3 mM MgCl2 4 mM MgCl2 2 mM MgCl2 3 mM MgCl2 4 mM MgCl2

 เชื้อ P2 2.8, 0.90,0.50
kb (เลนที่ 1)

2.8, 0.90, 0.50
kb  (เลนที่ 2)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 3)

2.8, 0.50 kb
(เลนที่ 10)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 11)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 12)

 เชื้อ P3 2.4, 1.4,
0.87,  0.50 kb
(เลนที่ 4)

2.4, 1.6, 1.4,
0.87 0.50 kb
 (เลนที่ 5)

2.4, 1.6, 1.4,
0.87 0.50 kb
 (เลนที่ 6)

1.4, 0.55 kb
(เลนที่ 13)

 1.6, 1.4,  0.50
kb   (เลนที่ 14)

 1.6, 1.4,  0.50
kb   (เลนที่ 15)

เชื้อ N3 2.0, 1.5, 0.55
kb (เลนที่ 7)

  2.0, 1.6, 1.5,
1.07, 0.55 kb
(เลนที่ 8)

2.0, 1.6, 1.5,
1.07, 0.55 kb
(เลนที่ 9)

ไมปรากฏแถบ
(เลนที่ 16)

1.6, 1.5, 1.07
kb (เลนที่ 17)

1.6, 1.5, 1.07
kb (เลนที่ 18)

25 pmol primer 1.25 pmol primerAmpli Taq
DNA

polymerase
0.035 U

(ภาพที่ 38)

2 mM MgCl2 3 mM MgCl2 4 mM MgCl2 2 mM MgCl2 3 mM MgCl2 4 mM MgCl2

 เชื้อ P2 2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 1)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 2)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 3)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 10)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 11)

2.8, 0.90, 0.50
kb (เลนที่ 12)

 เชื้อ P3 2.4, 1.6, 0.87
0.50 kb
(เลนที่ 4)

2.4, 1.6, 1.4,
0.87, 0.50 kb
(เลนที่ 5)

2.4, 1.6, 1.4,
0.87 0.50 kb
 (เลนที่ 6)

 1.4  kb
(เลนที่ 13)

2.4, 1.6, 1.4,
0.87 0.50 kb
 (เลนที่ 14)

1.6, 1.4 kb
(เลนที่ 15)

เชื้อ N3 2.0, 1.6, 0.55
kb (เลนที่ 7)

2.0, 1.6, 1.5,
1.07, 0.55 kb
(เลนที่ 8)

2.0, 1.6, 1.5,
0.55 kb
(เลนที่ 9)

1.6, 1.5,
1.07 kb
(เลนที่ 16)

 1.6, 1.5, 1.07
kb (เลนที่ 17)

1.6, 1.5,
1.07 kb
(เลนที่ 18)
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4.3. การศึกษาหาไพรเมอรท่ีเหมาะสมในการนํามาใชสังเคราะหดีเอ็นเอของไรโซเบียมถ่ัวเขียว

จากการทดสอบไพรเมอรแบบสุมจํานวน 7 ชนิด ซ่ึงเปนไพรเมอรที่มีความยาว 10-15 เบส
มีสัดสวนของปริมาณ G + C ตั้งแต 60 เปอรเซ็นต ขึ้นไป  เพื่อคัดเลือกวาไพรเมอรใดที่ทําใหเกิด
รูปแบบการสังเคราะหดีเอ็นเอของเชื้อไรโซเบียมทั้ง 4 ไอโซเลทที่ตางกัน คือ  ไอโซเลท P2 และ
P3 จากดินครบุรี นํามาใชเปนตัวแทนจากตาง box และไอโซเลท N3 และ N4 จากดินหนองระเวียง
นํามาใชเปนตัวแทนจาก box เดียวกัน      จากผลการสังเคราะหดีเอ็นเอของเชื้อ 4 ไอโซเลทรวมกับ
การใชไพรเมอรทดสอบจํานวน 7 ชนิด พบตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตางกัน แสดงดังตารางที่ 20
ภาพที่ 39 ก-ข)

จากตําแหนงของแถบดีเอ็นเอตาง ๆ ดังกลาวที่เกิดขึ้นนี้  นํามาใชพิจารณาและคัดเลือก
ไพรเมอรที่เหมาะสม ในการทดลองนี้พบไพรเมอรที่เหมาะสมจํานวน 5 ชนิดที่สามารถทําใหเกิด
การเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอตางกันทั้ง 4 ไอโซเลท  นอกจากนี้ยังทําใหเกิดการสังเคราะหชิ้น
ดีเอ็นเอที่มีปริมาณมากเห็นเปนแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจน (major band)  และแถบดีเอ็นเอที่เปนแถบจาง
(minor band) ขณะเดียวกันเมื่อพิจารณาแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นภายในเชื้อไอโซเลทเดียวกัน จะพบวา
ไพรเมอรที่เหมาะสมทั้ง 5 ชนิดนั้น ใหคาของตําแหนงแถบดีเอ็นเอที่ตางกันระหวางไอโซเลท
และระหวาง  ไพรเมอร ซ่ึงความหลากหลายที่ตางกันของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นระหวางไพรเมอรนี้
นอกจากจะสามารถระบุความแตกตางที่เกิดในแตละไอโซเลทแลว  ยังสามารถบอกถึงระดับ
ความหลากหลายที่เกิดภายในประชากรของเชื้อชนิดเดียวกันไดอีกดวย
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ตารางที่ 20 ผลผลิตแถบดีเอ็นเอของเชื้อ 4 ไอโซเลทที่เกิดจากไพรเมอรทั้ง 7 ที่นํามาทดสอบ

ไพรเมอร ลําดับเบสของไพรเมอร เชื้อ จํานวนและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห (กิโลเบส)
P2 5  แถบ : 1.35, 1.07, 0.9, 0.64 และ 0.50 (ภาพที่ 39ก เลนที่ 1)
P3 2  แถบ : 1.35 , 1.07 (ภาพที่ 39ก เลนที่ 8)
N3 3  แถบ : 1.4 , 0.80, 0.64 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 1)

1 * (5’ GACGACCACGACGC 3’)

N4 2   แถบ : 1.3  และ 0.64 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 8)
P2 4  แถบ : 1.45 , 1.01 , 0.90 และ 0.60 (ภาพที่ 39ก เลนที่ 2)
P3 6   แถบ :  1.4, 1.01, 0.87 , 0.80 , 0.70 และ 0.60 (ภาพที่ 39ก

 เลนที่ 9)
N3 5  แถบ : 1.5 , 1.45, 1.40 , 0.90  และ 0.80 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 2)

2 * (5’ CGGCCCCTGT 3’)

N4 4  แถบ : 1.5 , 1.4,  1.01 , 0.80  และ 0.70 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 9)
P2 1  แถบ : 0.60 (ภาพที่ 39ก เลนที่ 3)
P3 3  แถบ : 0.60 , 1.4 และ 1.07 (ภาพที่ 39ก เลนที่ 10)
N3 1  แถบ : 1.4  (ภาพที่ 39ข เลนที่ 3)

3 (5’ AAGAGCCCGT 3’)

N4 4  แถบ : 1.4 , 1.3 , 1.07 และ 0.90 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 10)
P2 6  แถบ : 1.7 , 1.1 , 0.87 , 0.80 , 0.70  และ 0.29 (ภาพที่ 39ก เลนที่ 4)
P3 7  แถบ :  3, 1.8, 1.7, 1.6, 1.25, 1.01 และ 0.87 (ภาพที่ 39ก เลนที่ 11)
N3 6  แถบ : 1.1, 1.07, 0.87 , 0.80 , 0.60 , 0.29 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 4)

4 * (5’ AGCGCCATTG 3’)

N4 3   แถบ : 1.6 , 0.70  และ 0.50 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 11)
P2 1  แถบ : 1.50 (ภาพที่ 39ก เลนที่ 5)
P3 8  แถบ : 3, 2.8, 2.0, 1.7, 1.4, 1.3, 1.1 และ 1.07 (ภาพที่ 39ก

เลนที่ 12)
N3 6  แถบ : 2, 1.35, 1.25, 0.8  และ 0.64 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 5)

5 (5’ GTCGCCGTCA 3’)

N4 2   แถบ : 1.6  และ 0.51 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 12)
P2 4  แถบ : 2.8, 0.90, 0.55 และ 0.50 (ภาพที่ 39ก เลนที่ 6)
P3 7  แถบ : 2.8, 2.4, 1.6, 1.4,  1.07, 0.87 และ 0.50 (ภาพที่ 39ก เลนที่

13)
N3 4  แถบ : 1.6, 1.5 , 1.07 และ 0.55 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 6)

6 * (5’ GGAAGTCGCC 3’)

N4 4   แถบ : 1.8, 1.07, 0.75  และ 0.50 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 13)
P2 3  แถบ : 1.7 , 1.20  และ 0.75 (ภาพที่ 39ก เลนที่ 7)
P3 2  แถบ : 1.7 และ 1.07    (ภาพที่ 39ก เลนที่ 14)
N3 8  แถบ : 1.7, 1.4, 1.35, 1.20, 1.07, 0.87, 0.80   และ 0.75

(ภาพที่ 39ข เลนที่ 7)

7 * (5’ GTAGACCCGT 3’)

N4 5  แถบ : 1.7, 1.35, 1.20, 1.07   และ 0.75 (ภาพที่ 39ข เลนที่ 14)

หมายเหตุ  *  =  แทนไพรเมอรที่เลือกมาใช
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4.4  การสังเคราะหดีเอ็นเอของไรโซเบียม  32 ไอโซเลท  โดยเทคนิค RAPD

 จากสภาวะและปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดย PCR  ในขอ 4.2  รวมกับไพรเมอร 5
ชนิดที่คัดเลือกแลววาเหมาะสมจาก ขอ 4.3  ถูกนํามาใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ 32 ไอโซเลท
โดยรูปแบบการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทําเจลอิเลคโตรโฟรีซิสเทียบกับขนาดของ      
ดีเอ็นเอมาตรฐาน (φX174 RF DNA/Hae III fragment และ 1 Kb DNA ladder)     พบความแตก
ตางของแถบดีเอ็นเอที่หลากหลาย  โดยแถบของดีเอน็เอที่ไดจากแตละไพรเมอร มีจํานวนแถบ
ดีเอ็นเออยูระหวาง  10-18 แถบ  และมีขนาดดีเอ็นเอที่ไดอยูในชวง  0.29 – 3.0  กิโลเบส (ตารางที่
21)  (ภาพที่ 40 – 44)  จากจํานวนชิ้นและขนาดดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมด นํามา score band  เขา
โปรแกรม UPGMA โดยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดจากไพรเมอร 5 ชนิด รวมกับดีเอ็นเอตนแบบ
ของเชื้อ 32 ไอโซเลท   ที่นํามาศึกษานี้ใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันระหวางไอโซเลท
และระหวางไพรเมอร  ซ่ึงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหวางไพรเมอรนี้  บางแถบคาด
วาจะสามารถใชเปนตัวแทนหรือเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่จําเพาะตอการจําแนกสายพันธุของ
เชื้อไรโซเบียมได    ดังไอโซเลท P7 ซ่ึงมีขนาดของดีเอ็นเอ เทากับ 1.35  (ภาพที่ 40 ก, ภาพที่ 43 ก
และ ภาพที่ 44 ก)   ไอโซเลท P2 ซ่ึงมีขนาดของดีเอ็นเอ เทากับ 0.9 (ภาพที่ 40 ก,  ภาพที่ 41 ก  และ
ภาพที่ 42 ก )  เปนตน

ตารางที่ 21  จํานวนและขนาดผลผลิตแถบดีเอ็นเอของเชื้อ 32 ไอโซเลทที่เกิดจากไพรเมอรที่
เหมาะสม 5 ชนิด

ชนิดไพรเมอร จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่
สังเคราะหได

ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่สังเคราะหได (กิโลเบส)

1 10 1.4 , 1.35 , 1.2 ,1.07 , 0.9 ,0.87 , 0.80 , 0.70, 0.64, 0.50
2 12 1.6, 1.5, 1.45, 1.4, 1.2 , 1.01, 0.90 , 0.87 , 0.80, 0.70, 

0.60 , 0.50
4 18 3.0, 2.0, 1.8, 1.70 , 1.60 , 1.4 ,1.35, 1.25 , 1.1, 1.07 , 

1.01 0.87 , 0.82 , 0.80 , 0.70 , 0.60 , 0.50 , 0.29
6 18 2.8 , 2.4 , 2.0 , 1.8, 1.7, 1.6, 1.5 , 1.4, 1.35, 1.1, 1.07, 

0.90 , 0.87 , 0.80 , 0.75 , 0.70, 0.55 , 0.50
7 16 2.7, 2.1, 2.0, 1.7, 1.6, 1.4 , 1.35, 1.20, 1.07,  1.01, 0.90

0.87, 0.80, 0.75, 0.60 , 0.50
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4.5 ผลการวิเคราะห RAPD เพื่อการจําแนกและศึกษาความแปรปรวน

จากการนําขอมูลเกี่ยวกับขนาดและจํานวนแถบของดีเอ็นเอที่สังเคราะหได จากเทคนิค
RAPD จํานวนทั้งสิ้น 64 ช้ิน จาก 5 ไพรเมอร แสดงใหเห็นความแตกตางของเชื้อไรโซเบียม 32       
ไอโซเลทที่แยกไดจากพื้นที่โครงการศึกษา มาวิเคราะหความแปรปรวนและจัดจําแนกกลุมดวย
โปรแกรมคอมพิวเตอร Jaccard ‘s coefficient ขอมูลจะถูกปรับเปลี่ยนโดยกําหนดเลขสัญลักษณ 
“1” กรณีที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ และกําหนดเลขสัญลักษณ “0” กรณีที่ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ       
(ตารางผนวกที่ ง)  จากนั้นวิเคราะหขอมูลดวยวิธี UPGMA    เพื่อคํานวณหาระดับความเหมือน
และความตางของแตละไอโซเลททีละคูสลับกันจนครบทั้ง 32    ไอโซเลท  จากนั้นนําคาระยะหาง
ทางพันธุกรรม (genetic distance) (แสดงดังภาคผนวก จ)         ไปเขียนเปนแผนภูมิแสดงความ
สัมพันธทางพันธุกรรมในรูปแบบ phylogenetic tree   ซ่ึงผลการ จัดจําแนกกลุมของไรโซเบียมทั้ง 
32 ไอโซเลท   โดยใชขอมูลจาก 5 ไพรเมอร   แสดงดังภาพที่ 45 พบไอโซเลทไรโซเบียมที่นํามา
ศึกษาถูกแบงออกเปน 5 กลุมที่ตางกัน ซ่ึงเมื่อพิจารณาจากผลพบการแยกกันที่ชัดเจนของกลุมไอ
โซเลทที่เก็บจากดินตางชนิด โดยสมาชิกของไอโซเลททั้งหมดจากกลุมจีโนไทป ที่ 2 และ 3 เปน
เชื้อที่แยกไดจากดินครบุรี และสมาชิกไอโซเลททั้งหมดจากกลุม     จีโนไทป ที่ 1, 4 และ 5 เปน
เชื้อที่แยกไดจากดินหนองระเวียง โดยกลุมจีโนไทป ที่ 1 ประกอบดวยสมาชิกของไอโซเลทสวน
ใหญแยกมาจากปมถั่วเขียวกําแพงแสน 2  อันไดแก ไอโซเลท N4 , N7, N8, N11 และ N12 ยกเวน
เพียง ไอโซเลท N14 ไดมาจากปมถั่วเขียวกําแพงแสน 1      สวนกลุม     จีโนไทป ที่ 2 ประกอบ
ดวยสมาชิกของไอโซเลท P1, P2, P14, P9,  P10 และ P13 ที่แยกไดจากปมถั่วเขียวกําแพงแสน 1 
และไอโซเลท  P3, P4,  P7 และ P15 ที่แยกไดจากปมถั่วเขียวกําแพงแสน 2            สวนกลุมจีโน
ไทป ที่ 3 ประกอบดวยสมาชิกของไอโซเลทสวนใหญไดมาจากปมถั่วเขียวกําแพงแสน 2  ไดแก 
ไอโซเลท P8, P11, P12 และ P16  ยกเวนเพียงไอโซเลท P5 และ P6 เทานั้น ที่แยกมาจากปมถั่ว
เขียวกําแพงแสน 1      สวนกลุมจีโนไทปที่ 4 ประกอบดวยสมาชิกของไอโซเลทสวนใหญไดมา
จากปมถั่วเขียวกําแพงแสน 1 ยกเวนเพียง     ไอโซเลท N15 และ N16 เทานั้น ที่ไดมาจากปมถั่ว
เขียวกําแพงแสน 2  สวนกลุมจีโนไทป ที่ 5 ประกอบดวยสมาชิกของไอโซเลททั้งหมดที่ไดมาจาก
ปมถั่วเขียวกําแพงแสน 1 ไดแก ไอโซเลท N2 และ N5   ขณะเดียวกันเมื่อพิจารณาเปอรเซ็นตการ
แยกกันของไอโซเลทที่เก็บจากปมรากถั่วเขียวสายพันธุกําแพงแสน 1 และถ่ัวเขียวกําแพงแสน 2  
ในแตละกลุมจีโนไทปเหลานี้ จะพบวาเกือบรอยละ 70 ของจํานวนไอโซเลททั้งหมดในกลุมจีโน
ไทป ที่ 1 และจํานวนไอโซเลททั้งหมดในกลุมจีโนไทป ที่  3 คือ ไอโซเลทที่เก็บจากปมถั่วเขียว ก.
พ.ส 2 และมากกวารอยละ  70 ของจํานวนไอโซเลททั้งหมดในกลุมจีโนไทป    ที่   4 และจํานวน
ไอโซเลททั้งหมดในกลุมจีโนไทป ที่ 5  พบวาเปนไอโซเลทที่เก็บจากปมถั่วเขียว ก.พ.ส 1 แสดง
ใหเห็นอยางชัดเจนวาชนิดดินที่ตางกันเปนปจจัยสําคัญที่ทําใหเกิดความแตกตางทางพันธุกรรมได
มากกวาสายพันธุพืช  อยางไรก็ตามไมพบการแยกกันของไอโซเลทที่เก็บจากตางชวงเวลากัน
แสดงใหเห็นวาชวงเวลาการตัดเก็บปมที่ตางกันไมไดเปนปจจัยทําใหเกิดตางแตกทางพันธุกรรม
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5.  เปรียบเทียบขอมูลการจําแนกความแตกตางของไรโซเบียมจาก 3 เทคนิค คือ พลาสมิดโพรไฟล
คุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ  และวิเคราะหรูปแบบ RAPD

       5.1 ความสอดคลองของการจัดจําแนกกลุมตามคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ และ
แบบแผนพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อ

พบวาสามารถจําแนกความแตกตางของเชื้อไรโซเบียม 32 ไอโซเลท ไดเปน 11 กลุม
ตามคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ และ 9 กลุมตามแบบแผนพลาสมิดโพรไฟลของเชื้อที่ตางกัน
ในสวนของจํานวนและขนาด  เมื่อคํานวณเปนตัวเลข พบเกือบรอยละ 70 ของไอโซเลททั้งหมด
มีการจัดกลุมที่เหมือนการโดยพลาสมิดโพรไฟล และคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ   พิจารณา
ไดจากหลายกรณีของการจําแนกกลุมตามคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่เชื่อมโยงกับกลุม    
พลาสมิดโพรไฟลที่จําเพาะ  ดังแสดงในภาพที่ 46  พบ 5 ไอโซเลทของสมาชิกใน พลาสมิด
โพรไฟล กลุม A ใหคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตรงตาม กลุมที่ 2  คิดเปนรอยละ 83 ของ
จํานวนไอโซเลททั้งหมดใน พลาสมิดกลุม A   ทํานองเดียวกันกับการที่พบ 3 ไอโซเลทของสมาชิก
ในพลาสมิดโพรไฟล กลุม E ใหคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตรงตาม กลุมที่ 10  คิดเปนรอย
ละ 75 ของจํานวนไอโซเลททั้งหมดในพลาสมิดกลุม E  และคิดเปนรอยละ 67 ของจํานวนไอโซ
เลททั้งหมดในพลาสมิดกลุม D ที่ใหคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตรงตาม กลุมที่ 11 เปนตน
แตอยางไรก็ตามอาจพบคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะเดียวกันใหหลายกลุมพลาสมิดโพรไฟลที่
ตางกนัก็ได ดังจะพบปรากฏการณนี้ภายในสมาชิกของ กลุมที่ 2 , 4 , 6 และ 10  ของการจัดจําแนก
ตามคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตางกัน แสดงใหเห็นวาเทคนิคพลาสมิดโพรไฟล สามารถ
จําแนกความตางของเชื้อที่มีคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะเดียวกันหรือมีคุณสมบัติทางฟโนไทป
ที่เหมือนกันออกจากกันได



110

จําน
วน

ขอ
งเช

ือ้



ก ลุ ม ท่ี  11 ตาม คุณสมบั ติก ารต าน
สารปฏิ ชี วนะ

0
1
2
3
4
5
6

0

1

2

3

4

5

6

A B C D E F G H I

กลุ ม ที่  10  ตามคุณ สม บัติ ก ารต าน
ส ารปฏิ ชี วน ะ

0
1
2
3
4
5
6

A B C D E F G H I

กลุ มที่  8  ตามคุณ สม บัติ ก ารต าน
ส ารปฏิ ชี วน ะ

0
1
2
3
4
5
6

A B C D E F G H I

กลุ ม ท่ี  7  ตาม คุณสมบั ติการต าน
สารป ฏิ ชีวนะ

0
1
2
3
4
5
6

A B C D E F G H I

Antib iotic group 6

0
1
2
3
4
5
6

A B C D E F G H I

กลุม ท่ี  5 ตามคุณสมบัติการตาน
สารปฏิชีวนะ

0
1
2
3
4
5
6

A B C D E F G H I

A n tib io tic  g ro up  4

0
1
2
3
4
5
6

A B C D E F G H I

ก ลุ ม ท่ี  3  ต าม คุ ณ ส ม บั ติ ก ารต าน
ส ารป ฏิ ชี ว น ะ

0
1
2
3
4
5
6

A B C D E F G H I

ก ลุ ม ท่ี  2  ต ามคุณ สมบั ติ ก ารต าน
ส ารป ฏิ ชี วน ะ

0
1
2
3
4
5
6

A B C D E F G H I

กลุ ม ท่ี  7  ตามคุณ สม บั ติก ารต าน
ส ารปฏิ ชี วน ะ

0
1
2
3
4
5
6

A B C D E F G H I

  50

 67

    100
      16

  100

     25

           83

   60

      16

 33
   75 16

      50

 100

   67

      20     20

ิ

กลุมของพลาสมิดโพรไฟล

A B C D E F G H I
ภาพที่ 46  แสดงกลุมของไอโซเลทตามคุณสมบัต
การตานสารปฏิชีวนะที่สัมพันธกับกลุมพลาสมิด
โพรไฟลของเชื้อ  (ตัวเลขขางบนแสดงเปอรเซ็นต
ของจํานวนไอโซเลททั้งหมดในกลุมพลาสมิด
โพรไฟลที่สัมพันธกับกลุมคุณสมบัติการตานสาร
ปฏิชีวนะ)



  111

5.2 ความสอดคลองของการจัดจําแนกกลุมตามคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่สัมพันธ
กับการวิเคราะหรูปแบบ RAPD ของเชื้อ

พิจารณาลักษณะของ dendrogram จากภาพที่ 47 ที่เชื่อมโยงกับการจําแนกกลุมตาม
คุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ  พบวาไอโซเลท N1 และ N3 มีคุณสมบัติทางจีโนไทปที่เหมือน
กันโดยเทคนิค RAPD  แตมีคุณสมบัติการตาน tetracycline ที่ตางกัน  ทํานองเดียวกับการที่พบวา
ไอโซเลท P10 และ P13 มีคุณสมบัติทางจีโนไทปที่เหมือนกัน แตมีคุณสมบัติการตาน
carbenicillin  ที่ตางกัน  แตในขณะเดียวกันก็พบวาไอโซเลท P3 กับ  P4   ไอโซเลท N11 กับ N12
และไอโซเลท P5 กับ P6 ใหลักษณะการจัดจําแนกทางจีโนไทปที่เหมือนกันยิ่งกวา แลวยังใหคุณ
สมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่เหมือนกันอีกดวย  ซ่ึงก็เปนสิ่งที่นาสนใจและแสดงใหเห็นวา ขอมูล
ที่ไดจากคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ สามารถนํามาใชทํานายความสัมพันธระหวางเชื้อไดรวม
กับการวิเคราะหบนพื้นฐานทางดีเอ็นเอ และอาจมีประโยชนสําหรับนําไปประยุกตใชจําแนกสาย
พันธุของเชื้อไรโซเบียมชนิดอื่นไดดวยเชนเดียวกัน

5.3  ความสอดคลองของการจัดจําแนกกลุมตามแบบแผนพลาสมิดโพรไฟล ท่ีสัมพันธกับ
การวิเคราะหรูปแบบ RAPD ของเชื้อ

พิจารณาจากลักษณะ dendrogram ของผลการจัดจําแนกดวยเทคนิค RAPD ภาพที่ 47
เชื่อมโยงกับการจัดจําแนกกลุมตามแบบแผนพลาสมิดโพรไฟล พบการจัดจําแนกดวยเทคนิค
พลาสมิดโพรไฟลที่สัมพันธกับคุณสมบัติทางจีโนไทปของการจําแนกกลุมดวยเทคนิค RAPD ดัง
จะพบไดในกรณีของไอโซเลทสวนใหญในกลุมจีโนไทปเดียวกันมีพลาสมิดโพรไฟลเหมือนกัน  
และไอโซเลทในกลุมจีโนไทปตางกันมีพลาสมิดโพรไฟลตางกัน     แสดงใหเห็นดังตัวอยางของ 5
ไอโซเลทในกลุมจีโนไทปที่ 2 มีพลาสมิดโพรไฟลกลุม A  ขณะเดียวกันพบ 4 ไอโซเลทในกลุม
จีโนไทปที่ 3 มีพลาสมิดโพรไฟลกลุม D  และ 4 ไอโซเลทในกลุมจีโนไทปที่ 4 มีพลาสมิด
โพรไฟลกลุม B  เปนตน  แตอยางไรก็ตามอาจพบไอโซเลทกลุมจีโนไทปตางกันมีพลาสมิด
โพรไฟลเหมือนกันได  ดังตัวอยางของพลาสมิดกลุม B  สามารถพบไดในไอโซเลทจีโนไทป
ตางกันในกลุมที่ 1 และ 4 ทํานองเดียวกับไอโซเลทของเชื้อในพลาสมิดโพรไฟล กลุม E พบวามี
จีโนไทปตางกันกระจายอยูภายในกลุม 2, 3, 4 และ 5 ของการจัดจําแนกดวยเทคนิค RAPD         
ในขณะเดียวกันนี้ ก็พบความตางของกลุมพลาสมิดภายในเชื้อจีโนไทปเดียวกันหรือจีโนไทปที่
ใกลชิดกันมาก  ดังกรณีของไอโซเลท P13 กับ P10  มีคุณสมบัติทางจีโนไทปที่สัมพันธกัน
เมื่อจําแนกดวยเทคนิค RAPD  แตจัดอยูในกลุมพลาสมิดโพรไฟลที่ตางกัน ทํานองเดียวกับ
ไอโซเลท N3 กับ N1  ซ่ึงมีจีโนไทปสัมพันธกันแตจัดอยูในกลุมที่ตางตามพลาสมิดโพรไฟล
ดวยเหตุนี้เอง จึงทําใหไดผลการจําแนกที่ดูเหมือนวาจะมีความแตกตางกันอยางสิ้นเชิงและสิ่งนี้เอง
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แสดงใหเห็นวาพลาสมิดโพรไฟลเปนเทคนิคการจําแนกที่ใหระดับความหลากหลายสูงกวา RAPD
ในบางกรณี ซ่ึงเปนสาเหตุของจุดเดนประการสําคัญของเทคนิคนี้ที่ควรระวัง คือสามารถจําแนก
ไอโซเลทเชื้อจีโนไทปใกลชิดกันออกจากกันไดอยางสิ้นเชิง  จึงเปนขอเสียที่สําคัญมากของ
เทคนิคนี้หากเลือกมาใชจัดจําแนกเพียงลําพังเทคนิคเดียว แตอยางไรก็ตามถึงแมวาเทคนิคพลาสมิด
โพรไฟล จะแสดงใหเห็นความหลากหลายภายในประชากรในระดับที่สูงมาก แตก็มีประโยชนมาก
เชนกันเมื่อนํามาวิเคราะหรวมกับ RAPD   จะสามารถจําแนกความแตกตางของไอโซเลทจีโนไทป
ใกลชิดกันมากออกจากกันได แลวยังแสดงใหเห็นถึงความหลากหลายที่เกิดภายในพลาสมิดกลุม
เดียวกันอีกดวย  ซ่ึงขอมูลการจัดจําแนกจาก 2 เทคนิคนี้ สามารถนํามาใชยืนยันความสัมพันธได
รวมกับคุณสมบัติฟโนไทปของเชื้อ  ตามรายงานของ Teaumroong และคณะ (1996) กลาววา
คุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตางกัน สามารถนํามาใชยืนยันความสัมพันธ และจําแนกความ
แตกตางของเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้นเมื่อพิจารณารวมกับคุณสมบัตทิางจีโนไทป  ดังนั้น
ในการทดลองนี้ จึงทําการเชื่อมผลการศึกษาคุณลักษณะการตานสารปฏิชีวนะไวดวยกันกับ
dendrogram  ดังภาพที่ 47   

จากภาพที่ 47   แสดงผลการจัดจําแนกรวมกันของทั้ง 3 เทคนิค ในรูปของ dendrogram
ที่เชื่อมโยงกับการจําแนกกลุมตามแบบแผนพลาสมิดโพรไฟลและคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ 
พบไอโซเลท N1 กับ N3 มีคุณสมบัติทางจีโนไทปที่สัมพันธกันโดยเทคนิค RAPD   แตใหผลการ
จัดจําแนกที่แตกตางกันตามกลุมพลาสมิดโพรไฟล และคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อ
ขณะเดยีวกับการพบคุณสมบัติทางจีโนไทปตางกันมีกลุมพลาสมิดโพรไฟล หรือคุณสมบัติการ
ตานสารปฏิชีวนะที่เหมือนกันได ดังจะพบปรากฏการณนี้ในกลุมจีโนไทปตางกันของไอโซเลท
P13 กับ N2 มีกลุมพลาสมิดโพรไฟลที่เหมือนกัน และกลุมจีโนไทปตางกันของไอโซเลท P11 กับ
N4 มีการจัดกลุมตามคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่เหมือนกัน  แตส่ิงที่นาสนใจยิ่งที่พบในการ
ทดลองนี้ คือ ความสัมพันธกันในลักษณะของผลที่คอมพลีเมนทารี (complementary) กันระหวาง
3 เทคนิค  ดังกรณีของไอโซเลท P12 กับ P16  มีคุณสมบัติทางจีโนไทป และกลุมของพลาสมิด
โพรไฟลที่เหมือนกัน แตตาน  carbennicillin ตางกัน   ในขณะเดียวกันกับการพบไอโซเลท  P5
กับ P6   และ     ไอโซเลท  P3  กับ P4  และ ไอโซเลท N7 กับ N8 มีจีโนไทปที่เหมือนกันยิ่งกวา
แลว ยังใหคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่เหมือนกันอีกดวย ซ่ึงเปนสิ่งที่นาสนใจอยางยิ่ง และ
แสดงใหเห็นวาขอมูลที่ไดจากการศึกษาคุณสมบัตทิางฟโนไทป สามารถนํามาใชยืนยันผลไดรวม
กับคุณสมบัติทางจีโนไทปของเชื้อ   จากการทดลองนี้เปรียบเทียบผลการจัดจําแนกของ 3 เทคนิค
ยังพบขอจํากัดของเทคนิคการจัดจําแนกที่ตางกัน และระดับความหลากหลายที่ตรวจพบภายใน
ประชากรขึ้นอยูกับเทคนิคที่เลือกใช โดยพบวาพลาสมิดโพรไฟลเปนเทคนิคการจําแนกที่มีความ
สอดคลองกับเทคนิค RAPD แตใหความหลากหลายของการจัดจําแนกที่สูงกวาในบางกรณี
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มีประโยชนมากเมื่อวิเคราะหและจัดจําแนกรวมกับเทคนิค RAPD  จะชวยลดขอผิดพลาดที่เกิดขึ้น
จากการจําแนกเพียงเทคนิคเดียว และยังแสดงใหเห็นถึงรายละเอียดของการจัดจําแนกภายในจีโนม
ที่เพิ่มมากขึ้นอีกดวย   ในขณะที่เทคนิค RAPD สามารถใชเปนพื้นฐานของการจัดจําแนกไอโซเลท
ที่มีพันธุกรรมใกลชิดกันไวในกลุมเดียวกัน และจําแนกไอโซเลทที่มีความเเตกตางกันไวในกลุมที่
ตางกัน    แตมีขอจํากัดตรงไมสามารถแยกไอโซเลทที่มีความใกลชิดกันทางพันธุกรรมมาก ๆ ออก
จากกันได  ดังนั้น เทคนิคพลาสมิดโพรไฟล จึงควรนํามาใชเสมือนเปนเทคนิคประกอบรวมกับ
การวิเคราะหรูปแบบ RAPD ในกรณีที่ตองการรายละเอียดของการจัดจําแนกภายในจีโนมที่มากยิ่ง
ขึ้น ซ่ึงนอกจากจะแสดงใหเห็นความหลากหลายที่เกิดภายในพลาสมิดกลุมเดียวกันแลวยังสามารถ
แยกไอโซเลทของจีโนไทปใกลชิดกันมากออกจากกันไดอีกดวย ซ่ึงผลการจัดจําแนกทางจีโนไทป
เมื่อนํามาใชยืนยันความสัมพันธรวมกับคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ จะแสดงใหเห็นถึงความ
ตางของเชื้อที่มีคุณสมบัติทางฟโนไทปเดียวกัน   ซ่ึงจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการจัดจําแนก และ
แสดงใหเห็นความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการภายในประชากรของเชื้อที่ละเอียดมากยิ่งขึ้นได

6.  ผลการศึกษาความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียม 32 ไอโซเลทจากพื้นท่ี        
โครงการฯ

ไดทําการเปรียบเทียบน้ําหนักแหงของพืชควบคูกับการวัดแอคติวิตี้ของเอนไซม         
ไนโตรจีเนสจากปมรากถั่วที่ไดจากตนถ่ัวที่ปลูกในสภาพปลอดจากเชื้ออ่ืน ยกเวนสายพันธุของ  
ไรโซเบยีมที่จะทดสอบเทานั้น  ซ่ึงวิธีการนี้นอกจากเปนการแสดงความโดดเดนของไรโซเบียม
สายพันธุหนึ่ง ๆ แลวยังใชเปนมาตรฐานการคัดเลือกสายพันธุดวย

จากการนําเชื้อไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วที่แยกไดจากทั้งหมดจํานวน 32 ไอโซเลท มา   
จัดกลุมมาตรฐานการตรึงไนโตรเจนดวยหลักการอธิบาย ตามวิธีของ Vincent (1970) โดยน้ําหนัก
แหงของตนถ่ัวท่ีไดรับการใสเชื้อไรโซเบียมทั้ง 32 ไอโซเลท   มีคาสูงกวาตนถ่ัวท่ีไมไดใสเชื้อ
อยางมีนัยสําคัญ นอกจากนี้ จํานวนปม น้ําหนักปมแหง ยังมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ระหวางเชื้อทั้ง 32 ไอโซเลทที่นํามาศึกษา  แสดงดังตารางที่ 22 โดยจะไมพบการสรางปมบนตน
ถ่ัวที่ไมไดรับการใสเชื้อ (control) (ภาพที่ 48D)

จากตารางที่ 22 เรียงลําดับตามน้ําหนักแหงของตนพืชที่ได   จากการวิเคราะหทางสถิติ
เปนมาตรฐาน พบวาในการแบงกลุมที่ใหน้ําหนักแหงสูง คือ อยูในชวง 4.96-3.81 กรัมตอตน (ภาพ
ที่ 48A ชองที่ 1-12)  และกลุมที่ใหน้ําหนักตนแหงปานกลางอยูในชวง 3.68-2.50 กรัมตอตน (ภาพ
ที่ 48A ชองที่ 13-26)  และกลุมที่ใหน้ําหนักตนแหงคอนขางต่ําอยูในชวง  1.10-0.45  กรัมตอตน
(ภาพที่ 48A ชองที่ 27-33)            เมื่อหาความสัมพันธระหวางน้ําหนักตนแหงกับจํานวนปม พบ
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ความสัมพันธกันระหวางน้ําหนักตนแหงกับน้ําหนักปมแหงมากกวาจํานวนปม โดยจะพบวา      
ไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนแหงสูงมีจํานวนปมที่เกิดอยูในระดับสูงในชวง 91-61 ปมตอตนไดแก  
ไอโซเลท P3(1)  P6(2)  N5(3)  P10(5)  P14(6) และ P4(12) (ภาพที่ 48B ชองที่ 1, 2, 3, 5, 6, 12)
สวนไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนแหงสูง  แตมีจํานวนปมอยูในระดบัปานกลางในชวง 60-31 ปมตอ
ตน ไดแก ไอโซเลท P15(4)  N16(7)  N3(8)  P11(9) P12(11) (ภาพที่ 48B ชองที่ 4, 7, 8, 9, 11) 
สวนไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนแหงสูง แตมีจํานวนปมต่ําอยูในชวง 26-13 ปมตอตน ไดแก          
ไอโซเลท P5(10) (ภาพที่ 48B ชองที่ 10) สวนการทดลองที่ใหน้ําหนักตนแหงปานกลาง แตมี
จํานวนปมอยูในระดับสูง ไดแก  ไอโซเลท N8(14)  N11(15)  N6(19)   N4(22)  P1(26) (ภาพที่ 
48B ชองที่ 14, 15, 19, 22, 26)   สวนไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนแหง และจํานวนปมอยูในระดับ
ปานกลาง ไดแก   ไอโซเลท N14(13) N15(20) P16(21) (ภาพที่ 48B ชองที่ 13, 20, 21)  สวน      
ไอโซเลทที่ใหน้ําหนักแหงปานกลางแตมีจํานวนปมต่ํา ไดแก ไอโซเลท N7(16)  N2(17)  N1(18)  
P7(23)  P8(24)  P9(25) (ภาพที่ 48B ชองที่  16, 17, 18, 23, 24, 25)     สวนไอโซเลทที่ใหน้ําหนัก
ตนแหงต่ํา แตมีจํานวนปมอยูในระดับปานกลาง ไดแก ไอโซเลท N10(27)  P2(29) (ภาพที่ 48B 
ชองที่ 27,29)  สวนไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนแหงต่ํามีจํานวนปมต่ํา ไดแก ไอโซเลท N13(28)  N9
(30)  N12(31)  P13(32) (ภาพที่ 48B ชองที่ 28, 30, 31, 32)        เมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักตนแหงกับ
น้ําหนักปมแหง พบวาไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนแหงสูงมีน้ําหนักปมแหงสูงอยูในชวง 82.25-58.05 
มิลลิกรัมตอตน ไดแก ไอโซเลท P3(1)  P6(2)  P15(4)  P10(5)  P14(6)  N16(7)  N3(8)  P11(9)    
P5(10) P12(11) (ภาพที่ 48C ชองที่ 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11)     สวนไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตน
แหงสูงมีน้ําหนักปมแหงปานกลาง (52.00-30.05 มิลลิกรัมตอตน)  ไดแก ไอโซเลท N5(3)  P4(12) 
สวนไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนแหงปานกลางมีน้ําหนักปมแหงสูงและปานกลางในชวง 69.00-
30.05 มิลลิกรัมตอตน  ไดแก ไอโซเลท N14(13)  N8(14)   N11(15)  N7(16)  N2(17)  N1(18)  N6
(19)  N15(20)  P16(21)  N4(22)  P7(23)  P8(24)  P9(25)  P1(26) (ภาพที่ 48C ชองที่ 13-26) สวน
ไอโซเลทที่ใหน้ําหนักตนแหงคอนขางต่ํามีน้ําหนักปมแหงต่ําอยูในชวง 13.00-9.50 มิลลิกรัมตอ
ตน  ไดแก ไอโซเลท N10(27) N13(28)  P2(29)  N9(30)  N12(31)  P13(32) (ภาพที่ 48C ชองที่  
27-32)

คา ARA ที่แสดงถึง  nitrogenase activity จากคาการวิเคราะหทางสถิติ พบวาไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางเชื้อทั้ง 32 ไอโซเลท ขณะเดียวกันพบน้ําหนักตนเเหงมีความ
สัมพันธกับคา ARA มากกวาน้ําหนักปมแหง     ดังจะเห็นวาไอโซเลทสวนใหญที่มีน้ําหนักตนแหง
สูงมีแนวโนมใหคา ARA สูง (ภาพที่ 48D )   แตอยางไรก็ตามอาจพบวาไอโซเลทที่มีน้ําหนักตน
แหงต่ํากลับมีคา ARA ที่สูงกวาไอโซเลทที่มีคาน้ําหนักตนแหงสูงได ดังจะพบปรากฏการณนี้ใน
ไอโซเลท P1 (ภาพที่ 47C ชอง26)  ซ่ึงมีน้ําหนักตนแหงต่ํากวาไอโซเลท N7(15) N11(16) N2(17)



116

(ภาพที่ 47C ชองที่ 15-17)  แตกลับมีคา ARA ที่สูงกวาไอโซเลททั้ง 3  นอกจากนี้ยังพบอีกวา      
น้ําหนักตนแหงเดียวกันอาจมีคา ARA ที่แตกตางกันก็ได

จากการศึกษาตําแหนงหรือบริเวณปมที่เกิดจากการใสเชื้อทั้ง 32 ไอโซเลท แสดงดัง
ภาคผนวก ซ มีอยูดวยกัน 3 แบบ (ภาพที่ 49A-C) คือ แบบเกาะอยูที่รากแกว ไดแก ไอโซเลท P1  
P9  N6  N12 เกาะกลุมอยูที่รากแขนง ไดแก ไอโซเลท P2   P7  P8  P13  P15  N1  N2  N3  N7  
N10  N13  N15  เกาะกลุมอยูที่รากแกวและรากแขนง อันไดแก ไอโซเลทที่เหลือทั้งหมด โดยจะ
พบไอโซเลทสวนใหญที่นํามาศึกษานี้      ใหลักษณะการติดปมบริเวณสวนของรากแขนง หรือราก
แขนงกับรากแกว    ซ่ึงจะมีแนวโนมที่ใหคา ARA และน้ําหนักตนแหงที่คอนขางสูงกวาไอโซเลท
ที่สรางปมเพียงบริเวณรากแกวเทานั้น

              
ตารางที่ 22  ผลการวิเคราะหคาทางสถิติของน้ําหนักตนแหง  จํานวนปม น้ําหนักปมแหง และ
ARA ของตนถ่ัวเขียว เมื่อทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อ 32 ไอโซเลทที่แยกจาก
ดินในพื้นที่ปาทุงหญา อ. ครบุรี และปาเบญจพรรณ ต.หนองระเวียง รวมกับถ่ัวเขียวสายพันธุ
ก.พ.ส 2 โดยวิธี Leonard jar เก็บเกี่ยวพืชอายุ 40 วัน

No ไอโซเลท ตําแหน งที่ ติ ด
ปม

น้ําแหงตนพืช
กรัมตอตน

ARA
µmol/ plant/hr.

น้ํ า ห นั ก ป ม
แหง
มิลลิกรัมตอตน

จํานวนปม

1 P3 รากแกว/แขนง 4.96 a 6.9863 a 82.25 a 91 a
2 P6 รากแกว/แขนง 4.84 a 7.0260 a 78.80 a 90 a
3 N5 รากแกว/แขนง 4.29 ab 6.9761 a 49.80 cb 84 a
4 P15 รากแขนง 4.28 ab 6.0555 a 74.35 a 60 b
5 P10 รากแกว/แขนง 4.17 b 4.2548 a 65.50 ab 88 a
6 P14 รากแกว/แขนง 4.11 b 4.0866 a 67.00 ab 81 a
7 N16 รากแกว/แขนง 4.01 b 3.6356 a 64.00 ab 55 b
8 N3 รากแขนง 3.98 b 3.5330 a 62.00 b 45 bc
9 P11 รากแกว/แขนง 3.96 b 3.4092 a 59.00 b 48 bc
10 P5 รากแขนง 3.94 b 3.3894 a 61.20 b 22 cd
11 P12 รากแกว/แขนง 3.94 b 3.4791 a 58.05 b 42 bc
12 P4 รากแกว/แขนง 3.81 b 3.3741 a 35.90 d 78 a
13 N14 รากแกว/แขนง 3.68 bc 2.4802 ab 39.80 cd 49 bc
14 N8 รากแกว/แขนง 3.51 bc 3.3525 a 62.00 b 89 a
15 N11 รากแกว 3.36 bc 2.2844 ab 52.00 cb 73 ab
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16 N7 รากแกว/แขนง 3.34 bc 2.2776 ab 35.05 d 26 cd
17 N2 รากแขนง 3.31 bc 2.2639 ab 35.90 d 18 cd
18 N1 รากแขนง 3.11 c 2.1056 ab 35.50 d 13 d
19 N6 รากแกว 3.07 c 2.1094 ab 30.05 d 61 ab
20 N15 รากแขนง 3.02 c 2.0996 ab 30.70 c 30 c
21 P16 รากแขนง 2.96 c 2.0838 ab 62.30 b 56 b
22 N4 รากแกว/แขนง 2.96 c 2.0606 ab 35.60 d 88 a
23 P7 รากแขนง 2.86 c 2.0376 ab 38.55 cd 24 cd
24 P8 รากแกว/แขนง 2.84 c 2.0639 ab 35.20 d 19 cd
25 P9 รากแขนง 2.71 cd 2.0159 ab 38.55 cd 20 cd
26 P1 รากแกว 2.50 d 2.3089 ab 69.00 ab 84 a
27 N10 รากแขนง 1.10 e 0.7306 ab 10.55 e 33 c
28 N13 รากแกว/แขนง 1.08 e 0.6941 ab 13.00 e 21 cd
29 P2 รากแขนง 1.08 e 0.5401 ab 12.50 e 31 c
30 N9 รากแขนง 1.06 e 0.6955 ab 12.00 e 26 cd
31 N12 รากแขนง 1.01 e 0.5397 ab 9.50 e 18 cd
32 P13 รากแกว 0.98 e 0.5583 ab 12.00 e 18 cd
33 control - 0.35 f 0.0914 c 0.00 f 0.00 e

ARA =  nitrogenase activity (µmol/ plant/hr.)
คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรเดียวกัน ถือวาไมมีความเเตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%
โดย DMRT
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ภาพที่ 48  แสดงผลการทดสอบ 4 คุณสมบัติการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม
รวมกับตนถ่ัวที่ไมไดใสเชื้อ (control)  (A) น้ําหนักแหงตนพืช (B) จํานวนปมตอตน
(C) น้ําหนักปมแหง (มิลลิกรัม/ตน) (D) ARA (ไมโครโมลตอตนตอช่ัวโมง)

จํ า น ว น ป ม ต อ ต น
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A R A  (ไม โค ร โม ล ต อ ต น ต อ ช่ั ว โม ง )
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บทท่ี 6
อภิปรายผลการศึกษา

ตอนที่ 1
1. การศึกษาปจจัยทางกายภาพของดิน

คาความเปนกรด – ดางของดินในพื้นที่อยูในชวง 5.8 – 7.36   ซ่ึงเปนชวงที่เปนกลางถึง
กรดออน ๆ โดยทั่วไปแบคทีเรียสวนใหญในดินเจริญไดดีในชวง pH 6.5     ซ่ึงมีสภาพเปนกลางถึง
กรดออน ๆ   (ประกิตตสิน  สีหนนท  2540)    คาความเปนกรด – ดางของพื้นที่ศึกษาโดยเฉลี่ยแลว
อยูในชวง 6.1 – 6.9  และเนื่องจากแปลงศึกษาในพื้นที่ปา อ. ครบุรี มีสภาพที่เปนกลางสูงกวา
แปลงศึกษาในพื้นที่ปา ต. หนองระเวียง จึงอาจเปนปจจัยหนึ่งที่ชวยสงเสริมใหปริมาณไรโซเบียม
ในพื้นที่ปา อ. ครบุรี มีมากกวา ดังการทดลองนี้พบวาปริมาณไรโซเบียมลดลงในทุกพื้นที่ในชวง
เดือนมีนาคม ป 2542  ซ่ึงเปนชวงที่คาความเปนกรด – ดางในพื้นที่ศึกษามีแนวโนมเฉลี่ยสูงขึ้น
ใกลเคียงกับความเปนกลางมากที่สุด คือ 6.8  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการเพิ่มขึ้นหรือลดลงของปริมาณ
ไรโซเบียมในดิน อาจขึ้นอยูกับปจจัยสําคัญอีกหลายปจจัยที่นอกเหนอืจากคาความเปนกรด – ดาง
ของดิน

เปอรเซ็นตความชื้นเฉลี่ยในพื้นที่ปาทุงหญาครบุรี มีคาสูงกวาแปลงศึกษาในพื้นที่ปา
หนองระเวียง  อาจเนื่องจากผลที่เกิดจากชนิดของดิน  แปลงศึกษาในพื้นที่ปาทุงหญาครบุรีลักษณะ
เนื้อดินละเอียด  การยึดเกาะของเม็ดดินและโครงสรางของดินมีความสามารถอุมน้ําไดดีกวาดินใน
พื้นที่ปาหนองระเวียง ซ่ึงมีลักษณะเนื้อดินเปนดินทรายประกอบกับหลักความจริงที่วาอนุภาคของ
ดินขนาดเล็ก ยอมมีความสามารถอุมน้ําไดดีกวาดินขนาดใหญ หรือดินทราย  (สมศักดิ์  วังใน,
2525)  นอกจากนี้เปอรเซ็นตความชื้นที่มีคาสูงในพื้นที่ปาทุงหญาครบุรี  อาจมีสาเหตุมาจากชนิด
ของประชากรพืชในปาทุงหญาครบุรีมีระบบรากเปนระบบรากฝอย ทําใหมีโอกาสที่จะอุมน้ําได
มากกวา  โดยที่พื้นที่ปาหนองระเวียงมีลักษณะปาเปนปาเต็งรัง  ชนิดของพืชสวนใหญเปนไมยืน
ตนขนาดใหญและไมพุมที่มีระบบรากลึกกวา แตความสามารถอุมน้ําใหกับดินไดมากไมเทากับ
ระบบรากฝอย (วิทูร  ชินพันธุ, 2537)    ในชวงเดือนมีนาคม  2542  เปนชวงที่มีเปอรเซ็นต
ความชื้นต่ําที่สุดเนื่องจากเปนชวงฤดูแลง แตความคาดเคลื่อนอาจเกิดขึ้นไดบางขณะการเก็บ
ตัวอยางเนื่องมาจากอิทธิพลของฝนที่ตกลงมาในชวงเวลานั้น

เปอรเซ็นตอินทรียวัตถุเฉลี่ยในพื้นที่ปาทุงหญาครบุรี มีคาสูงกวาพื้นที่ปาหนองระเวียง
อาจมีสาเหตุเนื่องมาจากพื้นที่ทุงหญา อ. ครบุรี มีลักษณะปาเปนพื้นที่ปาเปด ที่พึ่งจะเริ่มมีกาพัฒนา
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และปรับปรุงฟนฟูสภาพ จึงทําใหปริมาณความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตรวมถึง
จุลินทรียในดินมีนอย   ดังนั้น กิจกรรมในการยอยสลายอินทรียวัตถุที่เกิดขึ้นในดินจึงมีนอยตามไป
ดวย มีผลทําใหเกิดการสะสมของปริมาณอินทรียวัตถุในดินมาก ซ่ึงแตกตางจากพื้นที่ปา
เบญจพรรณ ตําบลหนองระเวียง ลักษณะปามีการพัฒนามาเปนเวลานานแลว การหมุนเวียนธาตุ
อาหารตางๆ กําลังเขาสูสภาวะสมดุลย และเปนวงจรใกลปด  จึงทําใหปริมาณและความหลาก
หลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต รวมถึงจุลินทรียกลุมตรึงไนโตรเจน และกลุมยอยสลายในดิน
มีมากกวา เปนเหตุผลใหกิจกรรมการยอยสลายของอินทรียวัตถุในดินมีมากและเกิดขึ้นไดอยาง
รวดเร็วตามไปดวย ทําใหมีการสะสมอินทรียวัตถุในดินต่ํา ธาตุอาหารสวนใหญที่ไดจากการยอย
สลายอินทรียวัตถุโดยจุลินทรียในดินนั้น จะถูกลําเลียงสงไปเก็บไวในรูปของเนื้อเยื่อพืช ซ่ึงสิ่งนี้
จะเปนกลไกปองกันการสูญเสียธาตุอาหารไปจากระบบนิเวศโดยการชะลางของฝน และเมื่อใดที่
ใบพืชเร่ิมแกตัวรวงลงมาทับถมกัน จะถูกยอยสลายเปนธาตุอาหารหมุนเวียนกลับคืนสูระบบนิเวศ
และมีจํานวนนอยที่ถูกชะลางไปไดดวยการกัดเซาะ (Richards, et al., 1994)  นอกจากนี้
การทดลองนี้ยังพบ ปริมาณอินทรียวัตถุมีคาสูงในทุกพื้นที่ศึกษาในชวงเดือนมกราคมป 2542  
เนื่องจากเปนชวงที่มีการรวงหลนของใบพืชบางชนิด มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิและความยาวชวง
วันเริ่มเขาฤดูหนาวอากาศเย็นทําใหกิจกรรมของจุลินทรียในดินลดลง เปนผลใหการสะสมของ
เปอรเซน็ตอินทรียวัตถุมีมากขึ้น  ปริมาณของอินทรียวัตถุที่สะสมในดินนี้ บงบอกถึงการมีแหลง
อาหารและการหมุนเวียนของธาตุอาหารเกิดขึ้นภายในดิน  เมื่อใดที่คาเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุ และ
เปอรเซ็นตความชื้นในดินมีคาคงที่สม่ําเสมอ จึงจะแสดงวาปานั้นมีความอุดมสมบูรณ (ศรีศักดิ์
ธานี,  2540)

การศึกษาความสัมพันธทางกายภาพดินบางประการที่มีผลตอปริมาณเชื้อไรโซเบียม
ในดินนั้น จําเปนตองศึกษาจากหลายๆ ปจจัยรวม งานวิจัยนี้เลือกศึกษาเปอรเซ็นตความชื้น
เปอรเซ็นตอินทรียวัตถุ  และคาความเปนกรด – ดาง  ซ่ึงไมเพียงพอที่จะเปนตัวกําหนดปริมาณเชื้อ
ไรโซเบียมในดินได  ดังเชน การที่พบวาเปอรเซ็นตความชื้นและเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุภายในดิน
บริเวณเสนทางการสัญจรมีคาสูงกวาแปลงศึกษาในพื้นที่ปาหนองระเวียง แตก็มิไดหมายความวา
ปริมาณไรโซเบียมในบริเวณเสนทางการสัญจรจะตองมีคามากกวา    เพราะยังมีปจจยัรวมสําคัญ
อ่ืน ๆ ที่มีผลตอปริมาณและการมีชีวิตรอดของไรโซเบียมในดินอีกมากมาย (สมศักดิ์  วังใน, 2525)
อาทิเชน ระบบการปลูกพืช  อุณหภูมิ  ปริมาณของกาซออกซิเจน  และปริมาณของธาตุอาหาร
ในดิน  เปนตน  (กลุมงานวิจัยจุลินทรียในดิน, 2540)
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2. การศึกษาปริมาณเชื้อไรโซเบียมในดิน
การประเมินปริมาณเชื้อไรโซเบียมในดิน ดวยวิธี MPN – Plant infect technique  เปนวิธีที่

มีประสิทธิภาพและนิยมใชกันมากในการตรวจนับปริมาณเชื้อไรโซเบียมในดิน ซ่ึงการประเมิน
ปริมาณของเชื้อไรโซเบียมเฉพาะสายพันธุ ทําไดโดยใชพืชทดสอบที่มีความจําเพาะเจาะจงกับชนิด
ของไรโซเบียมที่ตองการศึกษา  และเนื่องจากพืชสวนใหญในพื้นที่ศึกษาเปนพืชในกลุม cowpea
ซ่ึงมีอยูมากมายหลายชนิด  ในงานวิจัยนี้ทําการศึกษาปริมาณไรโซเบียมในกลุม cowpea ในดินจาก
แตละพื้นที่ปาที่มีระบบการฟนฟสูภาพปาที่ตางกัน  โดยใชถ่ัวเขียวเปนพืชทดสอบ พบวาปริมาณ
เชื้อไรโซเบียมกลุม cowpea จากดินในพื้นที่โครงการศึกษามีคาเฉลี่ยอยูในชวง 2.88 – 6,541  เซลล
ตอกรัมดินแหง  โดยปริมาณไรโซเบียมมีมากในพื้นที่ปาทุงหญา อ. ครบุรี บริเวณแปลงที่มีการ
ดําเนินงานปรับปรุงสภาพดินโดยการปลูกกลาไม (GLP)  หรือปลูกกลาไมรวมกับขุดคันดินกั้นน้ํา
(GLDP)  ซ่ึงแตกตางจากแปลงศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาทั้งหมดรวมไปถึงแปลงศึกษาใน
พื้นที่ปาหนองระเวียง  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสภาพความเปนกลาง ปริมาณความชื้นและปริมาณ
อินทรียวัตถุในดินที่มีมากกวา หรืออาจเกี่ยวเนื่องกับหลายปจจัยรวมภายในดิน โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ชนิดและปริมาณพืชที่ปลูก เนื่องจากไรโซเบียมเปนแบคทีเรียในดินที่มีวงชีวิตแบบพึ่งพาประกอบ
กับลักษณะพิเศษเฉพาะตัวในการเลือกที่จะเกิดปมกับถ่ัวแตละชนิดอยางจําเพาะ  จึงเปนเหตุใหพบ
วาแปลงที่มีการปลูกพืชจําพวกกลาไมรวมกับถ่ัวมะแฮะ ตรวจพบปริมาณไรโซเบียมในดินมากกวา
บริเวณอื่นที่ไมมีการปลูกพืชหรือมีเพียงการปลูกพืชตระกูลหญาหรือพืชลมลุกชนิดอื่นๆ ที่นอก
เหนือจากพืชตระกูลถ่ัว  ดังเชนการทดลองของ นันทกร และคณะ (2526)  พบวาระบบการปลูกพืช
และอิทธิพลของสิ่งแวดลอมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงจํานวนประชากรไรโซเบียมในดิน โดยในดิน
ที่มีการปลูกพืชหลายชนิดรวมกับพืชตระกูลถ่ัว หรือดินแถบทุงหญาที่มีประชากรไรโซเบียมอยู
มากกวาบริเวณที่ไมมีการปลูกถ่ัวรวมถึงบริเวณวางเปลาที่ไมมีการปลูกพืช สวนการที่พบวา
ปริมาณไรโซเบียมเฉลี่ยต่ําสุดในบริเวณเสนทางการสัญจร อาจเนื่องมาจากดินบริเวณนี้ไมมีการ
ปลูกพืช  ลักษณะเนื้อดินเปนดินเหนียว อากาศถายเทไมดี  ปริมาณออกซิเจนต่ํา  เปนผลใหการ
เจริญของแบคทีเรียในดินต่ํากวาบริเวณที่มีการปลูกพืช    ทั้งนี้เนื่องจากเชื้อไรโซเบียมจะดํารงชีวิต
อยูในดินไดดีในสภาพที่มีการเพาะปลูก เพราะพืชจะชวยปลดปลอยสารอาหารสําหรับการเจริญ
ของไรโซเบียม  ดังที่ Starky และคณะ (1958)  ไดรายงานวารากพืชมีสวนชวยสงเสริมการเจริญ
ของแบคทีเรีย เพราะบริเวณรอบรากพืชมีกรดอะมิโนหลายชนิดสะสม ที่เปนปจจัยชวยกระตุนการ
เจริญ (growth factor)  ของจุลินทรีย โดยกรดอะมิโนเหลานี้อาจถูกปลอยออกมาจากรากพืช หรือ
เกิดจากการเนาสลายของชิ้นสวนพืช หรือสังเคราะหขึ้นโดยจุลินทรียบริเวณราก  สวนการที่พบวา
พื้นทุงหญาที่ปลอยใหมีการเปลี่ยนแปลงสภาพเองตามธรรมชาติ (GLC)  มีคาเฉลี่ยของปริมาณ
ไรโซเบียมอยูในระดับปานกลางไมแตกตางจากพื้นที่ปาหนองระเวียง  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากพื้นที่
เหลานี้อาจมีพืชตระกูลถ่ัวชนิดตาง ๆ ที่เจริญอยูไดเองตามธรรมชาติเกิดขึ้นเปนจํานวนมาก
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และถ่ัวเหลานี้สามารถเกิดปมไดกับไรโซเบียมที่เปนชนิดเดียวกันกับถ่ัวเขียวที่นํามาใชเปนพืช
ทดสอบ  จึงทําใหพบวาในดินบริเวณนี้ มีปรากฎการณของไรโซเบียมกลุม cowpea  เกิดขึ้นได   
(นันทกร  และคณะ, 2526)   นอกจากนี้การที่พบปริมาณเชื้อไรโซเบียมในดินแตละบริเวณมีความ
แตกตางกัน  อาจเนื่องมาจากชนิดของดินที่มีองคประกอบทางเคมีที่ตางกัน  แมในดินใกลเคียงกนั
ยังมีความแตกตางกันของสัดสวนธาตุอาหารที่เปล่ียนแปลงไปตลอดเวลา  อยางไรก็ตามปริมาณ
ของเชื้อไรโซเบียมในดินจะอาจใชเปนดัชนีบงชี้ความอุดมสมบูรณของดินไดดวยวิธีหนึ่ง ทั้งนี้
เนื่องจากการดํารงชีวิตของเชื้อไรโซเบียมภายในดินมีหลายปจจัยมาเกี่ยวของ  อาทิเชน  การมีชีวิต
รอดของเชื้อกับพืชอาศัย BoonKerd  และ Weaver (1982)  พบวาการที่เชื้อไรโซเบียมจะมีชิวิตอยู
ในดินไดดีเพียงใดขึ้นอยูกับอุณหภูมิและความชื้นภายในดิน         ซ่ึงไรโซเบียมโดยทั่ว ๆ ไปจะไม
สามารถดํารงชีวิตอยูไดในดินที่มีอุณหภูมิ หรือความแหงแลงภายในดินสูง  รวมทั้งระบบการเพาะ
ปลูกก็อาจมีผลตอการมีชีวิตรอดของไรโซเบียมภายในดินดวย (Weaver et al., 1987)  นอกจากนี้
คาความเปนกรดของดิน  สภาพความแหงแลงในแตละฤดูกาล  สภาวะน้ําทวมขังรวมไปถึงการ
เปล่ียนแปลงของสภาพภูมิอากาศที่แปรปรวนในแตละป   มีผลทําใหเกิดการลดลงของปริมาณ
ไรโซเบียมภายในดินดวยกันทั้งสิ้น  (Willing 1967 ; Day et al., 1978)

จากขอมูลการวิจัยครั้งนี้นับวามีประโยชนสําหรับการนํามาใชเปนแนวทางการปรับปรุง
พื้นฟูสภาพปา วาควรจะปรับปรุงดวยวิธีใดตอไป   จําเปนตองปรับปรุงโดยใชเชื้อไรโซเบียมรวม
กับการปลูกถ่ัวหรือไม แตอยางไรก็ตามบริเวณที่มีการตรวจพบปริมาณไรโซเบียมอยูเปนจํานวน
มากก็ไมอาจคาดไดวาไมจําเปนตองใชเชื้อไรโซเบียมในการปรับปรุงดิน ทั้งนี้ก็เพราะวาถาดินแหง
นั้นมีไรโซเบียมที่มีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนต่ําหรือไมมีการตรึงไนโตรเจนเลยก็ยอมไม
เกิดประโยชนอะไร และจําเปนตองใชเชื้อไรโซเบียมสายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูง  ซ่ึงการคัดเลือก
สายพันธุไรโซเบียมที่มีศักยภาพการตรึงไนโตรเจนสูงนั้น  จําเปนตองศึกษาและทําการวิจัยเพื่อ
คัดแยกเชื้อในขั้นตอไป

ตอนที่ 2
1. การแยกเชื้อ และทดสอบ presumptive – confirm  rhizobia test

การจําแนกตามระบบ cross inoculation group  ตาม Burgey’s  manual of  Systematic
Bacteriology  และสมศักดิ์  วังใน  (2540)  กลาววา เชื้อไรโซเบียมที่แยกจากปมรากถั่วเขียว
ประกอบดวย  2  สกุล คือ  Bradyrhizobium sp.  และ  Rhizobium sp. และเนื่องจาก
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ไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วมีคุณสมบัติการมีพลาสมิดขนาดใหญที่ควบคุมการเจริญแบบชีวสัมพันธ
ซ่ึงมีบทบาทสําคัญตอโครงสรางวิวัฒนาการของจุลินทรีย ในขณะที่  Bradyrhizobium sp.ไมมี
พลาสมิดดังกลาว ซ่ึงการจะจําแนกความแตกตางระหวางเชื้อ  2  ชนิดนี้ ทําไดโดยอาศัยความ
สามารถในการสรางกรด– ดางบนอาหาร YM ที่มีบรอมไทรมอลบูล เปนอินดิเคเตอร (มีสีเขียว)
โดยเชื้อไรโซเบียมจะมีคณุสมบัติในการสรางกรดเปลี่ยนสีอาหารจากสีเขียวเปนสีเหลือง  ในขณะ
ที่เชื้อ  Bradyrhizobium  จะมีคุณสมบัติในการสรางดางเปลี่ยนสีอาหารจากสีเขียวเปนสีน้ําเงิน
ตามรายงานของ  Norris (1965)  จัดไอโซเลทที่สรางกรดเปนพวก  Rhizobium  และไอโซเลทที่
สรางดางเปนพวก Bradyrhizobium  นอกจากนี้แลวอัตราการเจริญและขนาดของโคโลนีก็สามารถ
นํามาใชเปนเกณฑในการจําแนกสกุลของไรโซเบียมไดเชนกัน  ดังรายงานการวิจัยของ  Lindstrom
และคณะ  (1983)  และพรพรรณ จงสันติกุล (2528) ใชขนาดของโคโลนีและอัตราการเจริญเปน
เกณฑในการจําแนกสกุลของไรโซเบียม  โดยกําหนดใหไอโซเลทที่สรางโคโลนีภายในเวลา 5-10
วัน  และมีเสนผานศูนยกลางของโคโลนีที่นอยกวา 1 มิลลิเมตร  เปน Bradyrhizobium   และ
ไอโซเลทที่สรางโคโลนีไดภายในเวลาเพียง 3 – 5 วัน  และมีเสนผานศูนยกลางของโคโลนีที่มาก
กวา 1  มิลลิเมตรเปน Rhizobium  ซ่ึงสอดคลองกับที่ระบุไวตาม Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology (Jordon, 1984)  วา  Rhizobium  เปนกลุมเชื้อที่เจริญเร็ว  สวน  Bradyrhizobium  เปน
กลุมเชื้อที่เจริญชา  ดังนั้น การที่ตรวจพบวาเชื้อบริสุทธิ์ไรโซเบียมที่แยกมาไดนั้นมีคุณสมบัติตรง
ตามที่ไดกลาวมาไวแลว ประกอบกับเมื่อทดลองยืนยันคุณสมบัติการเขาสรางปมกับถ่ัวเขียวแลว
ปรากฎวาเชื้อไรโซเบียมดังกลาวสามารถเขาสรางปมกับรากถั่วเขียวได ซ่ึงก็เทากับเปนการ
สนับสนุนวาเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกมาไดนั้นเปนเชื้อไรโซเบียมถ่ัวเขียวที่ตองการจริง

2.  การศึกษาคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ
การทดสอบความสามารถในการตานสารปฏิชีวนะ  7  ชนิด  ของเชื้อไรโซเบียมที่แยกได

จํานวน 32  ไอโซเลท  พบลักษณะของการตอบสนองตอสารปฏิชีวนะที่แตกตางกัน  11  รูปแบบ
จากลักษณะของการเกิด  inhibition zone  ที่มีเสนผาศูนยกลางที่ตาง ๆ กัน  ซ่ึงการแปลผลและ
ประเมินความสามารถในการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อแตละไอโซเลทในรูปของสัญลักษณ R
(resistant)  แสดงวาเชื้อนั้นตานตอสารปฏิชีวนะที่นํามาทดสอบ  และในรูปของสัญลักษณ  S
(sesceptible)  แสดงวาเชื้อนั้นไมตานตอสารปฏิชีวนะที่นํามาทดสอบและในรูปของสัญลักษณ sm
(intermediate) แสดงวาเชื้อนั้นมีการตอบสนองตอสารปฏิชีวนะชนิดนั้นแบบกึ่งตานกึ่งตอบสนอง
ซ่ึงการที่พบวาเชื้อไรโซเบียมทั้ง 32 ไอโซเลท มีความสามารถตาน  pennicilin  และ  erythromycin
ไดเหมือนกัน  แสดงใหเห็นวาเชื้อไรโซเบียมที่แยกไดจากถ่ัวเขียวนี้ มียีนที่ตานตอ pennicilin  และ
erythromycin
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ที่เหมือนกัน  นอกจากนี้ พบคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะชนิดอื่นมีความแตกตางกันในแตละ
ไอโซเลท ซ่ึงลักษณะการตานสารปฏิชีวนะที่แตกตางกันระหวางไอโซเลทสามารถนํามาใชเปนตัว
บงชี้ (maker)  และแยกความแตกตางของเชื้อชนิดเดียวกันออกจากกันได  ดังงานวิจัยของ  Cole
และ  Ekan (1973)  กลาววาคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตางกัน สามารถนํามาใชเปนมาตร
ฐานในการแยกสายพันธุของเชื้อไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ และอาจนํามาซึ่งความเขาใจ
ถึงความผันแปรที่เกิดขึ้นเสมอ ๆ ในธรรมชาติ  โดยที่รูปแบบการตานสารปฏิชีวนะจะมีความ
จําเพาะสูงในแตละสายพันธุ  ประกอบกับงานวิจัยของ Teaumroong  และคณะ (1996)  กลาววา
คุณสมบัติทางฟโนไทปของเชื้อบนพื้นฐานการตานสารปฏิชีวนะที่ตางกันในแตละไอโซเลท  
สามารถนํามาใชเปนเทคนิคประกอบ  เพื่อยืนยันผลการจัดจําแนกสายพันธุของเชื้อรวมกับเทคนิค
ทางพันธุศาสตรระดับโมเลกุลได  ดังนั้น การทดลองนี้จึงนําขอมูลที่ไดมายืนยันผลรวมกับ
พลาสมิดโพรไฟล และเทคนิค RAPD

3.  การศกึษาพลาสมิดโพรไฟล
       การศึกษาทางพันธุกรรมและการจําแนกสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วสวน
ใหญมักเปนการศึกษาและวิเคราะหจากแบบแผนพลาสมิด ซ่ึงเชื่อกันวามีความสําคัญมากเนื่องจาก
บน พลาสมิดขนาดใหญของไรโซเบียมบรรจุยีนที่ควบคุมการเจริญแบบชีวสัมพันธที่สําคัญหลาย
ลักษณะ ที่สามารถนํามาใชจําแนกความแตกตางของเชื้อไรโซเบียมชนิดเดียวกันออกเปนหลาย
กลุมยอย ตามรายงานของ  Bromfield  และคณะ (1987)  พบความหลากหลายของพลาสมิดที่เกิด
ขึ้นในประชากรไรโซเบียมชนิดเดียวกัน  ซ่ึงปรากฎออกมาในลักษณะของการมีพลาสมิดโพรไฟล
ที่ตางกันในแงของจํานวนและขนาด ประกอบกับการทดลองของ  Laguerre  และคณะ (1992) ทํา
การศึกษาเปรียบเทียบผลการจําแนกสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมชนิดเดียวกัน โดยการวิเคราะห
จาก  3  เทคนิค  คือ   วิเคราะหจากพลาสมิดโพรไฟล     วิเคราะหจากรูปแบบดีเอ็นเอที่ตัดดวย
เอนไซมจําเพาะ (total DNA restriction)  และวิเคราะหจาก RFLP  ของ 2 บริเวณบนโครโมโซม
พบระดับความเหมือนที่จําเพาะบางสวนจากผลการวิเคราะหรวมกันทั้ง 3 เทคนิค ใหผลที่สอด
คลองกันมากกวา 80% ของจํานวน   ไอโซเลททั้งหมด โดยกําหนดใหระดับของผลการวิเคราะหที่
เหมือนกันทั้งหมดเปนระดับชนิด (type) และเหมือนกันบางสวนเปนระดับกลุม (class) พบความ
ไมสอดคลองกันระหวาง 2 เทคนิคในระดับชนิด แตไมพบในระดับกลุม ซ่ึงการที่เปนเชนนี้อาจ
เปนเพราะเทคนิคพลาสมิดโพรไฟลเปนเทคนิคการจัดจําแนกที่ใหระดับความหลากหลายสูง จึง
เปนสาเหตุใหพบพลาสมิดโพรไฟลตางกันเกิดขึ้นภายในโครโมโซมจีโนไทปเดียวกันได แตอยาง
ไรก็ตามขอเสียของเทคนิคพลาสมิดนี้เองจะเปนประโยชนอยางมากหากนํามาใชจําแนกหรือศกึษา
รวมกับเทคนิค RFLP  ซ่ึงจะสามารถแยกความแตกตางของสายพันธุที่มีวิวัฒนาการใกลชิดกันมาก
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ออกจากกันได ดังนั้น การทดลองนี้จึงนําเทคนิคพลาสมิดโพรไฟลมาใชเสมือนเปนเทคนิค
ประกอบรวม (complementary technique) กับผลการวิเคราะหโดยเทคนิค RAPD

4. การศึกษาและวิเคราะหความผันแปรทางพันธุกรรมโดยเทคนิค RAPD

4.1  การสกัดแยกโครโมโซมัลดีเอ็นเอจากไรโซเบียม

  การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากไรโซเบียม   ตามวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Arachara และ
คณะ (1997)  สามารถใหผลผลิตดีเอ็นเอสายยาวไมฉีกขาดและมีคุณภาพดีเพียงพอ  การที่ไดผล
ผลิตดีเอ็นเอที่เปนสายยาวไมฉีกขาดนี้มีโอกาสที่จะไดยีนตาง ๆ ที่อยูบนจีโนมครอบคลมุครบทั้ง
จีโนมและดีเอ็นเอที่ไดนี้  มีความสะอาด  ซ่ึงคุณภาพดีพอที่นําไปใชในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอแบบสุม โดยอาศัยปฏิกิริยา PCR ในขั้นตอนตอไป

4.2  สภาวะและปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดย PCR

การศึกษาสภาวะและปฏิกิริยาของ PCR ที่เหมาะสมในการทดลองนี้ ไดทําการ
ทดลองศึกษาหาอุณหภูมิที่ใชในขั้นตอนการทํา annealing   เปนลําดับแรกตามที่ ดร.วิไล  หนุน
ภักดี (2528)  กลาววา  อุณหภูมิที่สําคัญที่สุดที่ตองระมัดระวัง คือ annealing temperature  ซ่ึงเปน
อุณหภูมิที่ทําใหไพรเมอรเขาจับกับดีเอ็นเอตนแบบ  ซ่ึงหากใชอุณหภูมิที่สูงเกินไปการจับกัน
ระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบบริเวณเบสคูสมจะไมเกิดขึ้น  และหากอุณหภูมิต่ําเกินไปการ
จับกันของเบสคูสมอาจไมเที่ยงตรงและมีการจับคูกันที่ผิด (mismatch)  เกิดขึ้น  ดังนั้นการศึกษาหา
อุณหภูมิที่เหมาะสมในขั้นตอนของ annealing  จึงเปนสิ่งที่ควรกระทําเปนอยางแรก  ลําดับรองมา
คือการศึกษาหาองคประกอบ 2 อยางที่มีอิทธิพลอยางมากตอรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ได คือ
ปริมาณเอนไซม Ampli Taq DNA Polymerase และ ปริมาณ MgCl2  ซ่ึงผลจากการทดลองที่ไดนี้
พบวาการใชเอนไซมและ MgCl2  ในระดับที่ใกลเคียงกันจะไปมีผลตอความเขมและความจางของ
แถบดีเอ็นเอที่ตาง (distinct band)  กับปรากฏการณเกิด หรือไมเกิดของแถบดีเอ็นเอแถบจาง
(minor band)  เทานั้น  โดยผลการทดลองนี้สอดคลองกับผลการทดลองของ ศุภกิจ  สอนประจักษ
(2539)  โดยที่ Eckert  และคณะ (1991)  ไดทําการทดลองและใหคําแนะนําไววา ประสิทธิภาพของ
การสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมที่เกิดขึ้นจะใหผลดีหรือแมนยําเพียงใดนั้นขึ้นอยูกับความเขมขน
ของ MgCl2 ที่เหมาะสมกับปริมาณเอนไซม Ampli Taq DNA polymerase     เนื่องจากแมกเนเซียม
ไอออนเปนองคประกอบที่สําคัญ (co-factor)  ที่ชวยในการทํางานของเอนไซม     นอกจากนี้แลว
แมกเนเซียมไอออนยังสามารถเขาไปจับ (bound)   กับดีเอ็นเอตนแบบ  ดีเอ็นเอที่สรางขึ้นใหม
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ไพรเมอร และ dNTPs  ไดในเวลาเดียวกัน  ดังนั้น การทําปฏิกิริยา PCR ใหไดผลดีนั้นจําเปน
ตองหาความเขมขนของ MgCl2 ที่เหมาะสมดวย  นอกจากนี้ความเขมขนของไพรเมอรที่ใชก็ควร
ใหเหมาะสมกับปริมาณ MgCl2 และปริมาณ Ampli Taq DNA polymerase ที่ใชดวย  ซ่ึงถาหาก
ความเขมขนของไพรเมอรที่ใชนอยเกินไป อาจทําใหไดผลผลิตดีเอ็นเอที่นอยหรือมีผลทําใหเกิด
ผลผลิตแถบจางของดีเอ็นเอหลัก (major band)  หรือเกิดการสูญหายของแถบดีเอ็นเอที่สําคัญบาง
แถบ  แตหากความเขมขนของไพรเมอรที่ใชมากเกินไปแลวอาจทําใหไดแถบดีเอ็นเอผลผลิตที่ไม
จําเพาะเจาะจง (non specific band)  เพิ่มมากขึ้นดวย  สําหรับสภาวะและปฏิกิริยาที่ไดจากการ
ทดลองนี้มีขอควรพึงระวังในการนําไปใช  ทั้งนี้เนื่องมาจาก PCR เปนวธีิที่มีความไวสูง (high
sensitivity)  ดังนั้นเงื่อนไขทุกประการจะตองตรงกับที่ระบุไว คือ

-  ความเขมขนเริ่มตนของดีเอ็นเอตนแบบที่ใชตองเทากันตลอดการทดลอง  ซ่ึงถาหาก
ความเขมขนของดีเอ็นเอเปลี่ยนไปจะมีผลทําใหรูปแบบการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอเปลี่ยนไปดวย 
แมวาองคประกอบอื่น ๆ ของปฏิกิริยาจะคงที่ก็ตาม  ดังที่ศุภกิจ  สอนประจักษ (2539)  อางถึงผล
การทดลองของ Weeden  และคณะ (ไมปรากฏปพิมพ)  วาความเขมขนของดีเอ็นเอเริ่มตนมีผล
กระทบตอรูปแบบลายพิมพ  ดีเอ็นเอที่ได

-  เครื่องที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal cycler)  จากบริษัทตางกันก็จะ
ใหผลการทดลองที่แตกตางกัน  ทั้งนี้เนื่องจากประสิทธิภาพในการเพิ่มและการลดอุณหภูมิที่แตก
ตางกัน  ซ่ึงจะไปมีผลตอการจับของไพรเมอรกับสายดีเอ็นเอตนแบบ และยังมีผลตอชวงระยะเวลา
ที่เอนไซมจะทํางานใหไดประสิทธิภาพที่สูงสุด  ดังนั้น การรายงานสภาวะที่เหมาะสมในการทํา
PCR จะตองระบุชนิดและรุนของเครื่องเสมอ

4.3   ผลการคัดเลือกไพรเมอรท่ีเหมาะสมของไรโซเบียมถ่ัวเขียว

จากผลการทดสอบไพรเมอร จํานวน 7 ชนิด พบไพรเมอรจํานวน  5  ชนิดที่เหมาะสม
ซ่ึงสามารถใหรูปแบบการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอที่หลากหลายของเชื้อทั้ง 4 ไอโซเลทที่นํามา
ทดสอบได  ซ่ึงการที่พบวาแตละไพรเมอรใหตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่หลากหลาย สามารถนํามา
ใชบอกระดับความเหมือนหรือความตางกันระหวางไอโซเลทของเชื้อชนิดเดียวกันได  การที่พบวา
ไพรเมอรทั้ง 5  ชนิดนี้ใหคาของตําแหนงแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนตางกันเมื่อพิจารณาภายในเชื้อ
ไอโซเลทเดียวกัน ก็อาจเนื่องมาจากไพรเมอรทั้ง 5 มีลําดับเบสที่ตางกัน จึงทําใหตําแหนงที่เปน
เบสคูสมที่ไพรเมอรสามารถเขาไปจับกับดีเอ็นเอตนแบบของเชื้อไดแตกตางกัน   ดังนั้น เมื่อดีเอ็น
เอถูกเพิ่มปริมาณโดยปฏิกิริยา  PCR  จึงทําใหไดดีเอ็นเอสายใหมที่มีขนาดและปริมาณแตกตางกัน
ไปดวย  ในขณะเดียวกันเมื่อพิจารณาระหวางเชื้อที่ตางไอโซเลทกันพบวาไพรเมอรแตละชนิดให
คาของตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันอีกดวย  เนื่องจากเหตุผลที่คลายคลึงกัน คือ           
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เชื้อตางไอโซเลทกันมีลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอที่แตกตางกัน เปนผลใหไพรเมอรเขาไปจับกับ
ตําแหนงที่เปนเบสคูสมไดในตําแหนงที่แตกตางกัน จึงทําใหไดดีเอ็นเอสายใหมที่มีขนาดและ
ปริมาณแตกตางกัน

4.4  การสังเคราะหดีเอ็นเอของไรโซเบียมโดยเทคนิค RAPD

รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากการใชเทคนิค RAPD  ดังผลการทดลองขอ 4.4  จะเห็น
ไดวามีรูปแบบที่ซับซอนนอยกวาการจัดจําแนกโดยวิธีอ่ืน ๆ เชน RFLP, AFLP (Amplified
Fragment length Polymorphism) และ Pulseld Field Gel Electrophoresis (PFGE) เปนตน   ซ่ึงวิธี
ตาง ๆ เหลานี้ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่มีความละเอียดสูง คือ มีจํานวนแถบดีเอ็นเอมาก  ซ่ึง
บางตําแหนงก็ไมไดเปนเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่สําคัญตอการจําแนกชนิดหรือสายพันธุ ทําให
เกิดความยุงยากในการวิเคราะหผลโดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่ไมมีเครื่องมือมีประสิทธิภาพเพียง
พอทีชวยในการวิเคราะห  (เชน computer software และอปุกรณที่ชวยในการอานคา M.W.
ตําแหนงของแถบดีเอ็นเอ) อาจทําใหเกิดความผิดพลาดไดงาย แตสําหรับวิธี RAPD นี้จะเห็นไดวา
รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ได จะใหตําแหนงของแถบดีเอ็นเอไมมากเทากับวิธี  ตาง ๆ ดังกลาวและ
ไมนอยจนเกินไปจนกระทั่งไมมีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะใชในการจําแนกสายพันธุ เชื้อ          
การวิเคราะหผลจึงทําไดงายและสะดวกกวา โอกาสที่จะเกิดความผิดพลาดในการวิเคราะหผลจึงมี
นอย        แตอยางไรก็ตามการคนควาขอมูลและจากรายงานตาง ๆ ในเรื่องของจํานวนแถบดีเอ็นเอ
บางแถบที่ใชเปนเครื่องหมายที่สําคัญที่เกิดขึ้นนี้ ยังไมมีขอสรุปที่ชัดเจนวาจํานวนตําแหนงของ
แถบดีเอ็นเอเครื่องหมายที่เกิดขึ้นควรมีเทาใด จึงจะเหมาะสมแตก็มีขอเสนอแนะไววาควรดูจากรูป
แบบของแถบดีเอ็นเอหลากหลายที่เกิดขึ้นนี้วาสามารถที่จะทําใหบรรลุวัตถุประสงคไดหรือไม  คือ
แยกความแตกตางระหวางชนิดและบอกระดับความเหมือน หรือความแตกตางภายในประชากร
ชนิดเดียวกันไดหรือไม

นอกจากนี้เทคนิค RAPD ยังสามารถนํามาใชเปนเทคนิคพื้นฐานสําหรับการจัดจําแนก
และทํานายความสัมพันธระหวางสายพันธุของเชื้อ หรือส่ิงมีชีวิตที่มีลักษณะพิเศษไดหากมีการคัด
เลือกไพรเมอรที่เหมาะสม  คือ ไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตทั้ง 2 ชนิด ที่
สนใจออกจากกันได โดยพิจารณาจากผลผลิตของแถบดีเอ็นเอบางแถบที่มีความจําเพาะกับสิ่งมี
ชีวิตบางชนิดหรือบางพันธุนั้นเอง
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4.5  การจําแนกความแปรปรวนทางพันธุกรรมของไรโซเบียมจากการวิเคราะหรูปแบบ
ดีเอ็นเอ

จากผลการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อทั้ง 32 ไอโซเลท  ที่เกิดจากการใชไพรเมอร
สายเดียวที่ตางกัน 5 ชนิดนั้น  พบวาแตละไพรเมอรใหผลผลิตของแถบดีเอ็นเอในจํานวน และ
ตําแหนงที่ตางกันไปตามแตละชนิดของไพรเมอร ดังแสดงในตารางที่ 19  ทั้งนี้ก็เนื่องมาจาก
ไพรเมอรแตละชนิด จะไปสุมจับและเพิ่มปริมาณ (random amplified)  ณ ตําแหนงที่ตางกันบน
สายดีเอ็นเอ ซ่ึงก็แลวแตวาลําดับเบสบริเวณใดบางบนสายดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปนเบสคูสม
(complementary) กับไพรเมอรชนิดนั้น ๆ เปนผลใหไดตําแหนงและจํานวนดีเอ็นเอเครื่องหมายที่
ตางกันในเชื้อชนิดเดียวกัน สวนการที่ตองมีการใชตําแหนงของแถบดีเอ็นเอเครื่องหมายที่เกิดจาก
ไพรเมอรทั้ง 5 ชนิดมารวมกันในการสรุปผลก็เนื่องมาจาก  ตามหลักการทางสถิติ พบวาการใช
ไพรเมอรหนึ่งไพรเมอรใดในการสรุปผลนั้นอาจใหขอสรุปที่ผิดพลาดได ทั้งนี้เนื่องจากไพรเมอร
นั้น ๆ อาจจะไปสุมจับบนสายดีเอ็นเอกระจายหนักไปทางดานใดดานหนึ่งของจีโนม  ในกรณีเชน
นี้อาจทําใหสวนที่ไมถูกสุมจับไมไดรับการตรวจสอบโดยไพรเมอรนั้นเปนผลทําใหยีนที่อยูบริเวณ
ดังกลาว  ซ่ึงอาจเปนยีนที่สําคัญหรือยีนเดนของเชื้อสายพันธุนั้น ๆ ไมไดรับการตรวจสอบผล  คือ
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่สําคัญบางตําแหนงขาดหายไป  ดังนั้น การสรุปผลลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธี
RAPD  นี้จําเปนตองมีการใชไพรเมอรมากกวา 1 ชนิด เพื่อเพิ่มความมั่นใจวาไดขอสรุปมาจากการ
วิเคราะหทั้งหมดภายในจีโนม อยางแทจริง  ซ่ึงจะแสดงออกมาใหเห็นในรูปของความสัมพันธเชิง
วิวัฒนาการโดยผลที่ไดจากการทดลองนี้ พบวาความผันแปรทางพันธุกรรมที่ตางกันสวนใหญเกิด
เนื่องจากชนิดของดิน แตการที่พบวาไอโซเลทที่แยกจากดินชนิดเดียวกันมีความแตกตางกันทาง
พันธุกรรม อาจไดรับอิทธิพลจากสภาวะแวดลอมในลักษณะการมีส่ิงกีดขวางการแลกเปลี่ยนยีน
หรือการแยกกันทางภูมิศาสตรและจีโนไทปของพืชอาศัย ดังที่ Paffett และคณะ (1996)  ไดทําการ
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรเชื้อไรโซเบียมที่แยกจาก Medicago sativa  4
สายพันธุ ที่ปลูกในดิน 2 บริเวณที่มีความตางกันทางภูมิศาสตร  พบขอสรุปของความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นภายในประชากรไรโซเบียมชนิดเดียวกัน เนื่องมาจากอิทธิพลของสายพันธุ
พืช และชนิดของดินที่ตางกันเปนปจจัยสําคัญ  ซ่ึงก็สอดคลองกับงานวิจัยนี้ที่พบวาความแตกตาง
หรือความผันแปรทางพันธุกรรมสวนใหญที่เกิดขึ้นภายในประชากรของเชื้อไรโซเบียม มีผลเนื่อง
มาจากชนิดของดินและสายพันธุพืช โดยชนิดของดินที่ตางกันเปนปจจัยสําคัญที่ทําใหเกิดความ
ผันแปรทางพันธกุรรมไดมากกวาสายพันธุพืช  นอกจากนี้คุณสมบัติการมีพลาสมิดขนาดใหญก็
เปนปจจัยรวมที่สําคัญมากอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลทําใหเกิดวิวัฒนาการที่แตกตางทางพันธุกรรม     
ภายในประชากรไรโซเบียมกลุมเจริญเร็ว  ดังรายงานการศึกษาของ Brom และคณะ (1991)  พบ
ความหลากหลายในระดับความถี่สูงของการเกิด rearrangement บนพลาสมิดขนาดใหญของเชื้อ
ไรโซเบียมในลักษณะของการเกิด amplification, deletion, cointegration  และการสูญหายของ
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พลาสมิดรวมไปถึงอิทธิพลของการถายโอนพลาสมิด (plasmid transfer)  และ recombination ที่
พบวาเกิดขึ้นไดเสมอในประชากรธรรมชาติ (Paffett et al., 1996)  นอกจากนี้ความผันแปรทาง
พันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียม อาจไดรับอิทธิพลจากสภาวะแวดลอมภายนอก หรือโดยเฉพาะอยาง
ยิ่งสภาวะการเปลี่ยนแปลงตาง ๆ ที่จะเกิดขึ้นไดทั้งภายในและภายนอกของพืชอาศัย (Romero et
al., 1991)  มีผลใหเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรไรโซเบียมกลุมเจริญเร็ว
ในระดับความถี่สูง ซ่ึงขอมูลการศึกษาปจจัยสําคัญที่มีอิทธิพลทําใหเกิดความหลากหลายทาง
ชีวภาพของสิ่งมีชีวิตบางชนิด มีประโยชนตอการอนุรักษทรัพยากรและความหลากหลายทาง
ชีวภาพเปนอยางยิ่ง ตามรายงานของ ดร. วิสุทธิ์ ใบไม (2530)   กลาววา ขอมูลการศึกษาปจจัย
สําคัญที่มีอิทธิพลทําใหเกิดความหลากหลายทางชีวภาพของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด อาจนํามาซึ่ง
คําตอบ และแนวทางการจัดการกับสภาพความหลากหลายทางชีวภาพในทองถ่ินเหลานั้นใหคงอยู
ตอไปไดอีกดวย เมื่อพิจารณาจากคาของระยะหางทางพันธุกรรม พบวาไอโซเลทที่แยกไดจากดิน
เดียวกันมีความใกลชิดกันทางพันธุกรรมมากกวาไอโซเลทที่แยกไดจากดินที่ตางชนิดกัน แตการที่
พบวา   ไอโซเลทที่แยกจากดินเดียวกัน มีความแตกตางทางพันธุกรรมอาจเนื่องมาจากหลายปจจัย
ภายในดินที่สําคัญ เชน การแยกทางภูมิศาสตร และจีโนไทปของพืชอาศัย  รวมไปถึงคุณสมบัติ
การมีพลาสมิดในจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญตอโครงสรางวิวัฒนาการของประชากรไรโซเบียม
กลุมเจริญเร็วโดยพลาสมิดสามารถเกิดกระบวนการจัดเรียงตัวใหมของยีนหรือการแลกเปลี่ยนยีน
ไดในระดับความถี่สูง มีผลใหเกิดจีโนไทปใหม ๆ ในแตละ generation แมวา tree dendrogram จะ
ไมแสดงใหเห็นถึงวิวัฒนาการโดยตรงแตก็แสดงความสัมพันธในเชิงที่ยอมรับได ซ่ึงเมื่อขอมูล
ถูกแสดงออกมาในรูปของ dendrogram ก็จะสามารถตรวจพบความแตกตางที่เกิดขึ้นภายใน
ประชากรไดงายยิ่งขึ้น

4.6   เปรียบเทียบผลการจัดจําแนกกลุมของเชื้อ จากการพิจารณาจาก 3 พื้นฐาน คือ
พลาสมิดโพรไฟล  คุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะ  และรูปแบบ RAPD

การพิจารณาคุณสมบัติทางฟโนไทปของเชื้อเปนหลักในการจดัจําแนก อาจมีอิทธิพล
จากสภาวะแวดลอมภายนอกเขามาเกี่ยวของ จึงทําใหมีความไมเเนนอน หรือมีความคลาดเคลื่อน
เกิดขึ้นไดงาย ซ่ึงก็อาจเปนเหตุผลหนึ่งที่ทําใหพบขอผิดพลาดเกิดขึ้นในระหวางการจําแนก ดังเชน
การทดลองนี้ พบคุณสมบัติทางจีโนไทปเหมือนกันใหคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตางกัน
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หรือการที่พบวาคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะเดียวกันใหหลายกลุมพลาสมิดโพรไฟล เปนตน
ดังนั้น การจําแนกความแตกตางของเชื้อชนิดเดียวกัน จําเปนตองอาศัยขอมูลที่ไดจากการศึกษาคุณ
สมบัติทางฟโนไทปรวมกับคุณสมบัติทางจีโนไทป จึงจะไดขอมูลการจัดจําแนกที่ถูกตองเพียงพอ
แตอยางไรก็ตามการจําแนกประชากรของเชื้อ โดยอาศัยการวิเคราะหจากแบบแผนพลาสมิดรวม
กับคุณสมบัติทางจีโนไทปบนพื้นฐานการวิเคราะหรูปแบบ RAPD  อาจพบคุณสมบัติทางจีโนไทป
ที่ตางกนับนพื้นฐาน RAPD ใหกลุมพลาสมิดโพรไฟลเดียวกัน ซ่ึงอาจเนื่องมาจากอิทธิพลของ
กระบวนการสงถายพลาสมิด (plasmid transfer)  กระบวนการเกิดการจัดเรียงตัวใหมของยีน
(rearrangement) หรือเกิดจากความผันแปรของตําแหนงเอนไซมตัดจําเพาะ ( DNA restriction site)
บนพลาสมิดที่ตางกัน แตไมตางกันในแงของจํานวนและขนาด ซ่ึงก็จะเเสดงใหเห็นวาการใช
เอนไซมตัดจําเพาะ (plasmid restriction site ) เปนสิ่งจําเปน  ในขณะเดียวกันก็ยังพบขอเสียที่
สําคัญยิ่งของเทคนิคพลาสมิดโพรไฟลหากนํามาใชพิจารณาเปนหลักพื้นฐานในการจัดจําแนก ซ่ึง
ผลการทดลองนี้สอดคลองกับรายงานของ Laguerre และคณะ (1992)  ไดทําการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของไรโซเบียมจากเทคนิคพลาสมิดโพรไฟลรวมกับคุณสมบัติทาง        
จีโนไทป พบกลุมพลาสมิดโพรไฟลตางกันเกิดขึ้นภายในจีโนไทปเดียวกัน และพบความไมสอด
คลองกันบางกรณีระหวางการจัดจําแนกตามแบบแผนพลาสมิดโพรไฟลรวมกับคุณสมบัติ            
ทางจีโนไทปของเชื้อบนพื้นฐานการวิเคราะหแบบแผนดีเอ็นเอตัดจําเพาะ (DNA restriction) และ
เทคนิค RFLP ของ 2 บริเวณบนโครโมโซม (chromosomal probe)  ซ่ึงอาจเนื่องมาจากเทคนิค
พลาสมิดโพรไฟลนี้ใหความหลากหลายของการจัดจําแนกในระดับที่สูงกวาปกติ (high resolution
method)  ซ่ึงถาความตางของพลาสมิดเกิดจากการตอบสนองตอการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นเพียงเล็ก
นอย ถึงการตอบสนองตอการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นมากภายในจีโนมที่ไมรู จากจุดนี้เองเปน
จุดสําคัญเมื่อใชพลาสมิดโพรไฟลเปนเทคนิคเริ่มตนในการจําแนกความแตกตาง ซ่ึงจะใหผลที่
คอนขางใกลเคียงกับคุณสมบัติทางจีโนไทปของเชื้อในการศึกษากลุมประชากรพันธุศาสตรของ
เชื้อที่แยกจากปมรากพืช โดยถาความตางของพลาสมิดเกิดจากการเปลี่ยนแปลงภายในจีโนมที่เกิด
ขึ้นเพียงเล็กนอยจะทําให พบวาไอโซเลทที่มีพันธุกรรมใกลชิดกันมี พลาสมิดโพรไฟล ที่ตางกลุม
กัน ซ่ึงทําใหดูเหมือนวาไอโซเลทของทั้งสองนี้มีจีโนมที่แตกตางกันโดยสิ้นเชิง   จึงเปนสาเหตุให
เทคนิคการวิเคราะหพลาสมิดโพรไฟลไมสอดคลองกับเทคนิค RAPD       แตในทางตรงกันขาม
ถาความตางของพลาสมิดเกิดจากผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงภายในจีโนมครั้งยิ่งใหญ จึงเปน
สาเหตุใหพบวาไอโซเลทที่มีพันธุกรรมแตกตางกันใหกลุมพลาสมิดโพรไฟลที่ตางกัน จึงทําใหพบ
ความสอดคลองกันระหวางเทคนิค พลาสมิดโพรไฟล กับ RAPD      นอกจากนี้แลว งานวิจัยของ
Romero และคณะ (1991)  ยังไดกลาวถึงปรากฎการณของความผันแปรที่เกิดขึ้นบนพลาสมิดที่
เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงภายในจีโนมวาพลาสมิดสามารถเกิดกระบวนการจัดเรียงใหมของยีน
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บนพลาสมิดที่สัมพันธเกี่ยวของกับจํานวน copy number ของจีโนมิกบริเวณที่บรรจุยีนที่เกี่ยวของ
กับการอยูรวมกันแบบพึ่งพากับพืชอาศัย  โดยลักษณะหนึ่งของการเกิดกระบวนการจัดเรียงตัวใหม
ของยีนที่นาสนใจ คือ ความหลากหลายของขนาดพลาสมิด ซ่ึงโดยทั่วไปการจัดเรียงตัวใหมของ
ลําดับดีเอ็นเอที่เกิดบนยีนที่มีขนาด ตั้งเเต 270 กิโลเบสขึ้นไป มีผลใหเกิดความผันแปรของจํานวน
และขนาดพลาสมิด โดยที่อัตราความผันแปรที่เกิดขึ้นบนพลาสมิดเปน 4 เทาของดีเอ็นเอในจีโนม
เช้ือ (bacterial chromosome) ซ่ึงการเกิดกระบวนการจัดเรียงตัวใหมของยีนบริเวณที่มีลําดับ
ดีเอ็นเอซ้ํา ๆ กันบนพลาสมิด  อาจนําไปสูชนิดของการจัดเรียงตัวของยีนภายในจีโนมที่ตางกันใน
ลักษณะการเกิด deletion amplification และ inversion  โดยที่การจัดเรียงตัวใหมของยีนบนจีโนม
ในลักษณะ deletion อาจมีผลกระทบตอคุณสมบัติการอยูรวมกันของเชื้อกับพืชอาศัยในลักษณะ
ของการสรางปม หรือการตรึงไนโตรเจน ซ่ึงปรากฎการณผันแปรของรูปแบบพลาสมิดที่แตกตาง
กันในระดับความถี่สูงนี้ มีผลใหการจัดจําแนกโดยวิเคราะหจากพลาสมิดโพรไฟลเปนวิธีหนึ่งที่ให
ความหลากหลายของการจัดจําแนกในระดับสูง จะเปนประโยชนอยางมากสําหรับการจําแนก
สายพันธุของเชื้อที่มีพันธุกรรมใกลชิดกันมาก ๆ หรือมีความแตกตางกันมาก ๆ ออกจากกันได   
แตอยางไรก็ตามที่ระดับการวิเคราะหดวยเทคนิค พลาสมิดโพรไฟล นี้เอง ยังมีขอเสียของการจัด
จําแนกเกิดขึ้นดวย คือ สามารถแยกสายพันธุที่มีความใกลชิดกันทางพันธุกรรม หรือมีแหลงกําเนิด
เดียวกันมีจีโนไทปที่เหมือนกันออกจากกันไดอยางสิ้นเชิง ซ่ึงเปนขอที่ควรพึ่งระวังอยางมากหาก
นํามาใชพิจารณาเปนหลักพื้นฐานในการจัดจําแนกเพียงเทคนิคเดียว ซ่ึงความไมสอดคลองกัน
ระหวางเทคนิคที่เกิดขึ้นนี้เองเปนสาเหตุใหการวิเคราะหระดับความเหมือนกันที่จําเพาะบางสวน 
จึงดูเหมือนวามีความเหมาะสมและจําเปนอยางยิ่งสําหรับประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรม
ที่เกดิขึ้นในประชากรธรรมชาติของเชื้อ โดยระดับความหลากหลายที่สังเกตไดในประชากรขึ้นอยู
กับเทคนิคที่เลือกใช จากการทดลองของ Laguerre และคณะ (1992) กําหนดใหระดับของ
การวิเคราะหรูปแบบการจัดจําแนกบนพื้นฐานโครโมโซมที่เหมือนกันทั้งหมดเปนระดับชนิด 
(type) และเหมือนกันบางสวนเปนระดับกลุม (class) โดยพบความสอดคลองกันของแบบแผน
พลาสมิดกับผลการวิเคราะหรูปแบบการจัดการทางพันธุกรรมบนพื้นฐานโครโมโซมในระดับกลุม
มากกวา 80% ของจํานวนไอโซเลททั้งหมด  ซ่ึงก็แสดงใหเห็นวาเทคนิคพลาสมิดโพรไฟล
รูปแบบของดีเอ็นเอตัดจําเพาะ และการศึกษา RFLP ของ 2 บริเวณบนโครโมโซม สามารถนํามาใช
เปนตัวเเทนการศึกษาทั้งหมดภายในจีโนมได โดยเทคนิค พลาสมิดโพรไฟล จะใหความสัมพันธที่
เชื่อมโยงกับโครโมโซมจีโนไทปของการจัดจําแนกในระดับกลุม แตไมพบในระดับชนิดประกอบ
กับอีกหลายรายงานการศึกษาความหลากหลายภายในประชากรของเชื้อจากปมราก (Prakash and
Atherly, 1986 ; Brom  et al.,1991)  พบวา เทคนิคนี้สามารถนํามาใชเปนตัวเเทนการศึกษาความ
ผันแปรทางพันธุกรรมที่เกิดภายในจีโนมไดมากกวา 50 เปอรเซ็นตของดีเอ็นเอทั้งหมด  จึงทําให
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เทคนิคการวิเคราะหพลาสมิดถูกยอมรับ และนํามาใชเปนมาตรฐานในการจําแนกสายพันธุของเชื้อ
ที่มีจํานวนมาก ๆ ไดอยาง สะดวกรวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ  มีประโยชนสําหรับการจําแนกเชื้อ
ขั้นตนในกรณีที่ไมตองการความละเอียดมากนัก และสามารถนํามาใชเสมือนเปนเทคนิคประกอบ
รวมกับการศึกษาโดยเทคนิคอื่นทางดีเอ็นเอเมื่อตองการขอมูลการจัดจําแนกที่มีความละเอียดและ
ถูกตองมากยิ่งขึ้น   ดังนั้น ในการทดลองนี้จึงไดนําเทคนิค พลาสมิดโพรไฟลมาใชเสมือนเปน
เทคนิคประกอบรวมกับการวิเคราะหภายในจีโนมโดยเทคนิค RAPD ซ่ึงจะชวยลดขอผิดพลาดที่
เกิดจากการจัดจําแนกเพียงเทคนิคเดียวแลวยังใหรายละเอียดของขอมูล (information) ที่ครบถวน
บนรากฐานของกระบวนการวิวัฒนาการที่แตกตางภายในจีโนม  ซ่ึงผลการวิเคราะหแบบแผน
พลาสมิดรวมกับเทคนิค RAPD นี้    นอกจากจะชวยแยกความแตกตางของไอโซเลทที่มีพันธุกรรม
ใกลชิดกันออกจากกันไดแลว ยังแสดงใหเห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นภายใน
พลาสมิดกลุมเดียวกันไดอีกดวย จากการทดลองนี้พบขอจํากัดที่เปนไดทั้งขอดีและขอเสียที่แตก
ตางกันระหวางเทคนิค ซ่ึงอาจนํามาสูความเขาใจถึงความผันแปรที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติที่ควร
นํามาใชประกอบการพิจารณาเพื่อการจัดจําแนกที่สะดวกรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น
โดยขอมูลที่ไดจากการศึกษาทางจีโนไทปและฟโนไทป อาจนํามาประยุกตใชเพื่อการศึกษาและจัด
จําแนกสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมชนิดอื่นไดดวย ถึงอยางไรก็ตามการจะเลือกใชเทคนิคใดยอม
ตองคํานึงถึงวตัถุประสงคของงานวิจัยนั้นเปนหลักสําคัญ

5.  การศึกษาความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียม 32 ไอโซเลท

การศึกษาประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อที่ใชกันอยูในปจจุบันมีอยูดวยกัน
หลายวิธี  แตละวิธีลวนแตเปนวิธีการจัดโดยทางออมทั้งสิ้น เพราะการวัดปริมาณกาซไนโตรเจนที่
พืชตรึงไดโดยตรงไมสามารถทําได นอกจากจะตองใชสารไอโซไทป 15N เขาชวย ซ่ึงมีราคา
แพงมาก (วิโรจ ศรีธรรม, 2524)  ดังนั้น การประเมินประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนที่สามารถ
ทําไดก็ คือ  การประเมินจากจํานวนปมที่เกิด น้ําหนักแหงของตนพืช  น้ําหนักปมแหง และการวัด
กิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสในปมรากถั่ว  ซ่ึงการจะตัดสินวาเชื้อใดตรึงไนโตรเจนไดมาก
นอยเพียงใดนั้น ขึ้นอยูกับกิจกรรมเอนไซมไนโตรจีเนสของปมรากเปนสําคัญ และเนื่องจากวิธีที่
สะดวกและประหยัดในการตรวจวัดกิจกรรมการตรึงไนโตรเจนของปมราก คือ   ARA (Acetylene
Reduction Assay) แมวาผลของการทดสอบจะแสดงถึงกิจกรรมการตรึงไนโตรเจนของปมรากใน
ขณะที่ทําการเก็บเกี่ยวก็ตาม  แตก็ไดรับการยอมรับกันอยางแพรหลายจากบรรดานักจุลินทรียดิน
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืน ๆ ซ่ึงการวิเคราะหกาซอะเซทิลินควรกระทําภายใน 1 ชั่วโมง หลังการ
เก็บเกี่ยวรากเนื่องจากการวิเคราะหภายใน 1 ช่ัวโมง หลังการเก็บเกี่ยวจะไดเอทิลีนเกิดขึ้น คิดเปน
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100% activity และจะลดลงเหลือ  85%  และ  35%  หลังจากทิ้งไว  3  และ  6 ชั่วโมง ตามลําดับ
อยางไรก็ตามในการทดลองนี้พบวาน้ําหนักแหงของตนพืชมากจะมีแนวโนมที่จะใหคา ARA มาก
แตก็ไมไดเปนเกณฑตายตัวเสมอไป  ดังจะพบปรากฎการณเชนนี้ในการทดลองของ Romero และ
คณะ (1993)   ซ่ึงหากิจกรรมของไนโตรจีเนสในหนวยของนาโนโมลเอทิลีน/พืช/ชั่วโมง
โดยทดลองกับพืช Cajanus cajan; ณัฐพร สุนทรวิจารณ (2534)  ทดลองกับถ่ัวเหลืองไดความ
สัมพันธเชนเดียวกันอธิบายวากระบวนการตรึงไนโตรเจนเปนกระบวนการที่ซับซอน ประกอบ
ดวย 1) การควบคุมสารตนตอทีจะนํามาสรางพลังงาน (ATP)  และอํานาจการรีดิวซจะขึ้นอยูกับพืช
2 )  การควบคุมการถอดรหัสของเอนไซมไนโตรจีเนส  และการนําผลผลิตของเอนไซมไปใชขึ้น
กับการเจริญของไรโซเบียมภายในปม  ดวยเหตุผลนี้เองจึงเปนปกติที่จะพบวาสายพันธุที่ให
แอคติวิตี้ของเอนไซมไนโตรจีเนสไมสูงมากนัก แตกลับใหผลผลิตในรูปน้ําหนักแหงของถั่วที่
สูงกวาสายพันธุที่ใหแอคติวิตี้ของเอนไซมไนโตรจีเนสสูง (Shishido and Peper, 1990)   อยางไรก็
ตามการที่พบวาเชื้อในแตละไอโซเลทมีคา ARA ไมเทากันเมื่อเทียบที่น้ําหนักแหงเดียวกัน
อธิบายไดวาปจจัยทางพันธุกรรมของไรโซเบียมมีผลตอการผลิตมวลชีวของพืชอาศัยในแง      
พลังงาน  photosynthetic supply  มีบทบาทเปนปจจัยจํากัด (limiting factor) สําหรับการตรึง
ไนโตรเจนในปมราก   นอกจากนี้แลวยังพบวาไอโซเลทสวนใหญที่นํามาศึกษานี้ใหลักษณะการ
ติดปมบริเวณสวนของรากแขนงและบริเวณสวนของรากแขนงกับรากแกว  ซ่ึงจะมีแนวโนมที่จะ
ใหคา ARA มากกวาไอโซเลทที่สรางปมไดเพียงบริเวณรากแกว  ดังจะพบปรากฎการณเชนนี้ได
ในการทดลองของ วรวิชญและคณะ (2521)   กลาววาระยะแรกของการเจริญเติบโตของตนถ่ัวเขียว
ปมบริเวณสวนของรากแกวจะตรึงในโตรเจนไดสูงกวาปมที่รากแขนง  แตเมื่อถ่ัวเร่ิมออกดอกและ
สรางฝกออนแลว การตรึงไนโตรเจนของปมถั่วเขียวที่รากแขนงจะสูงกวาปมที่รากแกว  สําหรับ
ความสัมพันธของจํานวนปมและคา ARA พบวาไมมีความสัมพันธกัน  ซ่ึงจะสอดคลองกับการ
ทดลองของ Romero และคณะ (1993)  เนื่องจากปริมาณปมที่เกิดขึ้นภายในรากในจํานวนปมเหลา
นี้ ก็อาจมีปมที่ไมมีประสิทธิภาพอยูจํานวนหนึ่งที่ขาดความสามารถในการตรึงไนโตรเจน (ศุภมาศ
พนิชศักดิ์, 2529)



บทที่ 7

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

1. การศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของดิน 6 บริเวณ ในพื้นที่โครงการศึกษา พบคาเฉลี่ยของ
ความเปนกรด-ดางและปริมาณความชื้นที่สะสมในดินมีคาสูงที่สุดในพื้นที่ปาทุงหญาครบุรี
แปลงที่มีการปลูกกลาไมรวมกับการขุดคันดินกั้นน้ํา (GLPD) และมีคาต่ําที่สุดในพื้นที่ปา
หนองระเวียง ในขณะที่คาเฉลี่ยของปริมาณอินทรียวัตถุที่สะสมในดินมีคาสูงที่สุดในแปลง
ศึกษาที่มีลักษณะเปนปาทุงหญาที่มีการปลูกกลาไม (GLP) และมีคาเฉลี่ยต่ําที่สุดในพื้นปา
หนองระเวียง (NT1R2)

2. การศึกษาปริมาณไรโซเบียม (Rhizobium sp.(cowpea)) ในดิน 6 บริเวณในพื้นที่โครงการ
ศึกษา  โดยใชถ่ัวเขียวเปนพืชทดสอบ  พบความแตกตางทางสถิติของปริมาณไรโซเบียมในดิน
จากแตละพื้นที่ปาโดยคาเฉลี่ยของปริมาณไรโซเบียมมากที่สุดในพื้นที่ปาทุงหญาครบุรีแปลง
ที่มีการปลกูกลาไมรวมกับขุดคันดินกั้นน้ํา (GLPD)  มีคาเฉลี่ยเทากับ 6,541 เซลลตอกรัมดิน
เเหง และมีคาต่ําที่สุดในบริเวณเสนทางเดินสัญจร (way)  ซ่ึงมีคาเฉลี่ยเทากับ 2.88 เซลลตอ
กรัมดินเเหง โดยผลที่ไดจากการศึกษาเชิงปริมาณ ไมมีความสัมพันธทางสถิติกับคุณสมบัติ
ทางกายภาพบางประการของดินที่ทําการศึกษา    (คาความเปนกรด-ดาง ปริมาณอินทรียวัตถุ
และปริมาณความชื้นในดิน) ซ่ึงปริมาณไรโซเบียมที่ตางกันในดินแตละบริเวณ สามารถนํามา
ใชเปนดัชนีชี้ความอุดมสมบรูณของดินไดเพียงคราว ๆ เทานั้น ทั้งนี้เนื่องจากการดํารงชีวิต
ของไรโซเบียมในดินมีหลายปจจัยมาเกี่ยวของ แตอยางไรก็ตามบริเวณที่ตรวจพบปริมาณ
ไรโซเบียมอยูมากก็ไมอาจคาดไดวาไมจําเปนตองใชไรโซเบียมในการปรับปรุงดิน ทั้งนี้ก็
เพราะวาถาดินแหงนั้นมีไรโซเบียมที่มีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนต่ําก็ยอมไมเกิด
ประโยชนอะไร และจําเปนตองใชเชื้อไรโซเบียมสายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูง

3. การคัดเลือกเชื้อไรโซเบียมกลุมเจริญเร็ว จํานวนทั้งสิ้น 32 ไอโซเลท จากปมรากถั่วเขียว 2 สาย
พันธุจากดิน 2 ชนิดในพื้นที่โครงการฯ  โดยในการทดลองนี้คัดเลือกเชื้อที่สามารถสรางผล
ผลิตกรด เจริญไดภายในระยะเวลาเพียง  2-3 วัน และมีคุณสมบัติในการเขาสรางปมไดกับราก
ถ่ัวเขียว

4. การจําแนกความแตกตางของเชื้อไรโซเบียมกลุมเจริญเร็วท้ัง 32 ไอโซเลทที่นาํมาศึกษานี้
ไมอาจทําไดโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ แตสามารถจําแนกความแตกตางได
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โดยอาศัยพื้นฐานการตานสารปฏิชีวนะและการวิเคราะหแบบแผนพลาสมิดรวมกับการ
วิเคราะหรูปแบบ RAPD    ผลการจําแนกความตางของเชื้อบนพื้นฐานการตานสารปฏิชีวนะ
7 ชนิด สามารถจําแนกความแตกตางได 11 กลุม ตามคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตาง
กันของเชื้อ โดยพบคุณสมบัติการตาน erythromycin และ penicillin ที่เหมือนกันทั้ง 32
ไอโซเลท

5. ผลการจําแนกความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อไรโซเบียม จากการวิเคราะหแบบแผน
พลาสมิด สามารถจําแนกความแตกตางได 9 กลุมตามจํานวนและขนาดของพลาสมิดที่ตางกนั
ซ่ึงในการทดลองนี้   พบพลาสมิดจํานวน 1-3 ชิ้นตอไอโซเลทที่มีขนาดอยูในชวง 164-600
เมกกะดาลตัน เมื่อพิจารณารวมกับการจัดจําแนกกลุมของไอโซเลทตามคุณสมบัติการตานสาร
ปฏิชีวนะ พบวาคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะของเชื้อมีความสัมพันธเชื่อมโยงกับกลุม
ของพลาสมิดโพรไฟลที่จําเพาะ โดยไมพบลักษณะเดนของการจัดจําแนกตามแบบแผน
พลาสมิดที่สัมพันธกับชนิดพืชและที่มาของเชื้อ

6. การจัดจําแนกความแตกตางและศึกษาโครงสรางวิวัฒนาการของเชื้อจากการวิเคราะหรูปแบบ 
RAPD รวมกับไพรเมอร 5 ชนิด พบความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอจากแตละไพรเมอรอยู
ในชวง 10-18 แถบ และมีขนาดอยูในชวง 0.29-3.0 กิโลเบส   สามารถนํามาจําแนกความแตก
ตางไดเปน 5 กลุมจีโนไทป โดยชนิดของดินที่ตางกันเปนปจจัยสําคัญทําใหเกิดความผันแปร
ทางพันธุกรรมไดมากกวาสายพันธุพืช และพบความไมสอดคลองกันระหวางการจําแนกดวย
เทคนิคพลาสมิดโพรไฟลกับผลการวิเคราะหดวย RAPD จึงทําใหการวิเคราะหระดับความ
เหมือนกันบางสวนมีความจําเปนอยางยิ่งสําหรับการศึกษาความหลากหลายที่เกิดภายใน
ประชากรธรรมชาติ โดยความหลากหลายที่สังเกตไดในประชากรขึ้นอยูกับเทคนิคที่เลือกใช
ซ่ึงพลาสมิดโพรไฟลใหความหลากหลายในการจัดจําแนกที่สูงกวาเทคนิค RAPD มีประโยชน
สําหรับการจําแนกเชื้อที่มีพันธุกรรมใกลชิดกันมาก ๆ ออกจากกัน หรือมีความแตกตางกัน
มาก ๆ ออกจากกันได แตอยางไรก็ตามที่ระดับการวิเคราะหดวยเทคนิคพลาสมิดโพรไฟลนี้
ก็มีขอเสียของการจัดจําแนกเกิดขึ้นดวย คือ  สามารถแยกสายพันธุที่มีความใกลชิดกันทาง
พันธุกรรมที่มาจากแหลงกําเนิดเดียวกันมีจีโนไทปที่เหมือนกันออกจากกันไดอยางสิ้นเชิง    
ถึงอยางไรก็ตามเทคนิคพลาสมิดโพรไฟลก็ถูกยอมรับ และนํามาใชเปนมาตรฐานในการ
จําแนกสายพันธุของเชื้อที่มีจํานวน มาก ๆ ไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ มีประโยชน
สําหรับการจําแนกเชื้อข้ันตนในกรณีที่ไมตองการความละเอียดมากนัก และสามารถนํามาใช
เสมือนเปนเทคนิคประกอบรวมกับการวิเคราะหดวยเทคนิค RAPD ในกรณีที่ตองการขอมูล
การจัดจําแนกที่มีความละเอียดและถูกตองมากยิ่งขึ้น ซ่ึงจะชวยลดขอผิดพลาดที่เกิดจาก
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การจําแนกเพียงเทคนิคเดียวแลวยังใหรายละเอียดของขอมูลที่ครบถวนบนรากฐานของ
กระบวนการวิวัฒนาการที่แตกตางภายในจีโนม ซ่ึงขอมูลการจําแนกบนพื้นฐานความตางของ
แบบแผนพลาสมิดและเทคนิค RAPD จะแสดงใหเห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมที่
เกิดขึ้นภายในพลาสมิดกลุมเดียวกัน ที่สามารถนํามาใชจําแนกและยืนยันความสัมพันธได
รวมกับคุณสมบัติการตานสารปฏิชีวนะที่ตางกันหลายชนิด  ซ่ึงการเปรียบเทียบขอมูลการจัด
จําแนกบนพื้นฐานทางจีโนไทปและฟโนไทปดังกลาวนี้ พบขอจํากัดที่เปนไดทั้งขอดี และขอ
เสียที่แตกตางกันระหวางเทคนิค อาจนํามาซึ่งความเขาใจถึงความผันแปรที่เกิดขึ้นเองใน
ธรรมชาติที่ควรนํามาประกอบการพิจารณา เพื่อเปนแนวทางในการนําไปประยุกตใชกับงาน
การจัดจําแนกเชื้อไรโซเบียมชนิดอ่ืนๆไดอยางสะดวกรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
แตอยางไรก็ตามการจะเลือกใชเทคนิคใดในการจัดจําแนกยอมตองขึ้นอยูวัตถุประสงคของ
งานวิจัยเปนหลักสําคัญ  นอกจากนี้แลวขอมูลการศึกษาปจจัยที่มีอิทธิพลทําใหเกิดความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตบางชนิดในแตละทองที่ ยังมีประโยชนตอการพัฒนา
องคการความรูความหลากหลาย โดยจะนํามาซึ่งคําตอบและแนวทางการจัดการกับสภาพ
ความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตในแตละทองถ่ินใหดํารงอยูมิใหสูญเสียไปได

8.  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน การเกิดปม และลักษณะการเกิดปม พบวา
แอคทิวิตี้ของเอนไซมไนโตรจีเนส ของเชื้อทั้ง 32 ไอโซเลท ไมมคีวามแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ และพบวาไอโซเลทสวนใหญใหน้ําหนักของตนแหงที่สัมพันธกับคา ARA
(Acetylene Reduction Assay) และน้ําหนักปมแหงมากกวาจํานวนปม ลักษณะการเกิดปมแบง
ไดเปน 3 กลุม คือ กลุม1 มีปมการกระจายตามรากแกว      สวนกลุมที่ 2 และกลุมที่ 3 มีปม
การกระจายตามรากแขนงและรากแขนงกับรากแกว   อันไดแก ไอโซเลทของเชื้อสวนใหญที่
นํามาศึกษา
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ภาคผนวก
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ภาคผนวก ก
สูตรอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อจุลินทรียและเลี้ยงตนพืช

1. Yeast extract Manitol Agar (YMA)
Manitol 10  g
K2 HPO4               0.5 g
MgSO4 7H2O 0.2 g
NaCI 0.1 g
Yeast extract    1 g
น้ํากลั่น           1000 ml
agar               15 g
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 15 นาที
ปรับ pH ใหอยูในชวง  6.8-7.0

2. YMA-congo red
Manitol 10  g
K2 HPO4                        0.5 g
MgSO4 7H2O 0.2 g
NaCI 0.1 g
CaCO3   3 g

    Yeast extract    1 g
น้ํากลั่น           1000 ml
agar   15 g
1% congo red 2.5 ml
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 15 นาที

3.  L-broth (LB)
Peptone               5 g
Beef  extract 3 g
Lactose               5 g
Bromthymal blue indicator              1 ml
น้ํากลั่น       1000 ml
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4.  Typtone Yeast extract  (TYE)
Trypton 5 g
Yeast extract 3 g
CaCl2 6H2O            1.3 g
น้ํากลั่น         1000 g
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 15 นาที

 5. Plant nutrient solution (Somasegaram  et al., 1985)

    N-free nutrient solution
Stock

Solution
Element µM Form M

1
2
3

             4

Ca
P
Fe
Mg
K

Mn
B
Zn
Cu
Cp
Mo

1000
500
10

250
250

             1
2

0.5
0.2
0.1
0.1

CaCl2 2.H2 0
KH2PO4

Fe citrate
MgSO4.7 H2O

K2SO4

MnSO4. H2O
H3BO3

ZnSO4. 7H2O
CuSO4. 7 H2O
CoSO4. 5 H2O

Na2MOO4. 2H2O

2.0
1.0

0.02
0.5
0.5

0.002
0.004
0.001

0.0004
0.0002
0.0002

การเตรียม N-free nutrient solution ผสม  stock solution 1 ถึง 4 อยางละ 5
มิลลิลิตรในน้ํากลั่น 5 ลิตร  แลวเจือจางใหมีปริมาณ 10 ลิตร

สําหรับ treatment ที่ใสไนโตรเจน 70 สวนในลาน เตรียมโดยละลายแอมโมเนียม
ไนเตรตใน N-free nutrient solution ใหมีความเขมขน  0.02  เปอรเซ็นต
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ภาคผนวก ง

ตารางผนวกที่ ง-1 แสดงผลการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 1 (SPH )กับไรโซเบียมทั้ง 16
ไอโซเลทจากปาครบุรี โดยกําหนดสัญลักษณ “1 “ กรณีที่เกิดแถบดีเอ็นเอ และ กําหนดสัญลักษณ 
“0 “ กรณีที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอ

ขนาด
DNA
(Kb)

1.4 1.35 1.2 1.07 0.9 0.87 0.80 0.70 0.64 0.50

P1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
P2 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0
P3 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
P4 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
P5 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
P6 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0
P7 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
P8 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1
P9 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1
P10 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
P11 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
P12 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
P13 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1
P14 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
P15 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0
P16 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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ตารางผนวกที่ ง-2  แสดงผลการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 1 (SPH )กับไรโซเบียมทั้ง  
16ไอโซเลทจากปาหนองระเวียง โดยกําหนดสัญลักษณ “1 “ กรณีที่เกิดแถบดีเอ็นเอ และ 
สัญลักษณ “0 “ กรณีที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอ

ข น า ด
D N A
(Kb)

1.4 1.35 1.2 1.07 0.9 0.87 0.80 0.70 0.64 0.50

N1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
N2 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0
N3 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0
N4 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0
N5 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
N6 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
N7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
N8 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
N9 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
N10 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
N11 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
N12 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1
N13 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0
N14 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0
N15 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1
N16 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1
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ตารางผนวกที่ ง-3   แสดงผลการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 2 (RF ) กับไรโซเบียมทั้ง 16
ไอโซเลทจากปาครบุรี โดยกําหนดสัญลักษณ “1 “ กรณีที่เกิดแถบดีเอ็นเอ และ สัญลักษณ “0 “ 
กรณีที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอ

ขนาดDNA(Kb) 1.6 1.5 1.45 1.4 1.2 1.01 0.9 0.87 0.80 0.70 0.60 0.50
P1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0
P2 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0
P3 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0
P4 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0
P5 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0
P6 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0
P7 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0
P8 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0
P9 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0
P10 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0
P11 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0
P12 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0
P13 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0
P14 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0
P15 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0
P16 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
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ตารางผนวกที่ ง-4 แสดงผลการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 2 (RF )  กับไรโซเบียมทั้ง 16
ไอโซเลทจากปาหนองระเวียง โดยกําหนดสัญลักษณ “1 “ กรณีที่เกิดแถบดีเอ็นเอ และ สัญลักษณ 
“0 “ กรณีที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอ

ขนาดDNA(Kb) 1.6 1.5 1.45 1.4 1.2 1.01 0.9 0.87 0.80 0.70 0.60 0.50
N1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
N2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0
N3 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0
N4 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
N5 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0
N6 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
N7 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1
N8 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1
N9 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
N10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
N11 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
N12 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
N13 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
N14 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
N15 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1
N16 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
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ตารางผนวกที่ ง-5 แสดงผลการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 4 กับไรโซเบียมทั้ง          16  
ไอโซเลทจากปาครบุรี โดยกําหนดสัญลักษณ “1 “ กรณีที่เกิดแถบดีเอ็นเอ และ สัญลักษณ “0 “ 
กรณีที่ไมเกิดแถบ      ดีเอ็นเอ

ข น า ด
D N A
(Kb)

3.0 2.0 1.8 1.7 1.6 1.4 1.35 1.25 1.1 1.07 1.01 0.87 0.82 0.80 0.70 0.60 0.50 0.29

P1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
P2 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1
P3 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
P4 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
P5 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0
P6 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0
P7 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
P8 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
P9 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
P10 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0
P11 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
P12 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0
P13 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0
P14 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0
P15 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0
P16 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
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ตารางผนวกที่ ง-6 แสดงผลการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 4 กับไรโซเบียมทั้ง           16
ไอโซเลทจากปาหนองระเวียง โดยกําหนดสัญลักษณ “1 “ กรณีที่เกิดแถบดีเอ็นเอ และ กําหนด
สัญลักษณ “0 “ กรณีที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอ

ขนาด
D N A
(Kb)

3.0 2.0 1.8 1.7 1.6 1.4 1.35 1.25 1.1 1.07 1.01 0.87 0.82 0.80 0.70 0.60 0.50 0.29

N1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1
N2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0
N3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1
N4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
N5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0
N6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
N7 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0
N8 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0
N9 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N10 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N11 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
N12 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
N13 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1
N14 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
N15 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
N16 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
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ตารางผนวกที่ ง-7 แสดงผลการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 6 กับไรโซเบียมทั้ง      16 ไอ
โซเลทจากปาครบุรี โดยกําหนดสัญลักษณ “1 “ กรณีที่เกิดแถบดีเอ็นเอ และ กําหนดสัญลักษณ “0
“ กรณีที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอ

ขนาด
D N A
(Kb)

2.8 2..4 2.0 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.35 1.1 1.07 0.9 0.87 0.8 0.75 0.70 0.55 0.50

P1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
P2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1
P3 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1
P4 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
P5 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0
P6 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0
P7 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0
P8 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
P9 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
P10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
P11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
P12 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1
P13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
P14 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1
P15 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1
P16 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1
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ตารางผนวกที่ ง-8 แสดงผลการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 6 กับไรโซเบียมทั้ง   16       
ไอโซเลทจากปาหนองระเวียง โดยกําหนดสัญลักษณ “1 “ กรณีที่เกิดแถบดีเอ็นเอ และ กําหนด
สัญลักษณ “0 “ กรณีที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอ

ข น า ด
D N A
(Kb)

2.8 2..4 2.0 1.8 1.7 1.6 1.5 1.40 1.35 1.1 1.07 0.9 0.87 0.8 0.75 0.70 0.55 0.50

N1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0
N3 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
N4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1
N5 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N6 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
N7 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1
N8 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1
N9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
N10 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
N11 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1
N12 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1
N13 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
N14 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1
N15 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
N16 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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ตารางผนวกที่ ง-9 แสดงผลการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 7 กับไรโซเบียมทั้ง    16      
ไอโซเลทจากปาครบุรี โดยกําหนดสัญลักษณ “1 “ กรณีที่เกิดแถบดีเอ็นเอ และ กําหนดสัญลักษณ 
“0 “ กรณีที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอ

ขน า ดD N A
(Kb)

2.7 2.1 2.0 1.7 1.6 1.4 1.35 1.20 1.07 1.01 0.9 0.87 0.80 0.75 0.60 0.50

P1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P2 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
P3 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
P4 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
P5 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0
P6 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0
P7 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
P8 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
P9 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
P10 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1
P11 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P12 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0
P13 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1
P14 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
P15 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
P16 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0
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ตารางผนวกที่ ง-10  แสดงผลการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 7 กับไรโซเบียมทั้ง      16   
ไอโซเลทจากปาครบุรี โดยกําหนดสัญลักษณ “1 “ กรณีที่เกิดแถบดีเอ็นเอ และ กําหนดสัญลักษณ 
“0 “ กรณีที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอ

ขน า ดD N A
(Kb)

2.7 2.1 2.0 1.7 1.6 1.4 1.35 1.20 1.07 1.01 0.9 0.87 0.80 0.75 0.60 0.50

N1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
N2 0 0 0 1 0 0    0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
N3 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0
N4 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0
N5 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
N6 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0
N7 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0
N8 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
N9 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0
N10 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1
N11 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1
N12 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
N13 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
N14 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1
N15 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0
N16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
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ภาคผนวก ฉ

การเตรียมสารละลายตาง ๆ ทางดีเอ็นเอ
สารละลายที่ใชในการศึกษาทางดีเอ็นเอ
ก. สารละลายบัฟเฟอร SET  ประกอบดวย ซูโครส  20 เปอรเซ็นต (W/V) Tris – HCI 50 มิลลิโม

ลาร pH 7.6 และ EDTA 50 มิลลิโมลาร
ข. สารละลายไลโซไซม  ประกอบดวย  5  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  กลูโคส  50  มิลลิโมลาร  Tris –

HCI  2.5  มิลลิโมลาร  pH 8.0   EDTA  10  มิลลิโมลาร
ค. สารละลายบัฟเฟอร TE  ประกอบดวย  Tris – HCI 50  มิลลิโมลาร  pH 8.0  EDTA  1 มิลลิโม

ลาร  pH 8.0   
ง. สารละลายบัฟเฟอร Tris-borate  ประกอบดวย  Tris-HCI  89  มิลลิโมลาร Boric acid 89  มิลลิ

โมลาร  และ  Na2EDTA 2.5  มิลลิโมลาร
จ. สีติดตาม  (Tracking dye)  ใชสําหรับผสมดีเอ็นเอกอนทําอิเลคโตรโฟริซิส  ประกอบดวย

Bromphenol blue  0.025  เปอรเซ็นต (W/V),  Ficoll  400  40  กรัมเปอรเซ็นต  SDS  0.5  กรัม
เปอรเซ็นต

ฉ. สารละลาย  phenol  เตรียมโดยละลายฟนอล  250  กรัม ใน 25 มิลลิโมลาร  โซเดียมคลอไรด
จํานวน 150 มิลลิลิตร  เดิม Tris-base  ลงไป 2.5  กรัม  และ Hydroxy quinoline 0.45 กรัม  เก็บ
ในขวดสีชา  ที่ 4

ช. สารละลาย  chloroform : isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24 : 1,   สารละลายโซเดียมอะซิเตต
pH 4.8, แอบโซลูทแอลกอฮอล, ไอโซโพรพานอล (2-propanol), 70% เอธานอล
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ประวัติผูเขียน
นางสาว รัตนวดี หอมจันทร เกิดวันที่ 29 กันยายน 2517 ที่จังหวัดนครราชสีมา สําเร็จ

การศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา ตณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยศิลปากร ในปการศึกษา 2539 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาพันธุศาสตร ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป 
พ.ศ. 2540
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