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บทคัดย่อ

	 งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงคเ์พือ่แยกและศกึษาความหลากหลายของไรโซเบยีมจากดนิ	ใน	16	อำาเภอ	ของจงัหวดั

พระนครศรีอยุธยา	สามารถแยกแบคทีเรียได้	160	ไอโซเลต	สุ่มคัดเลือกแบคทีเรีย	25	ไอโซเลต	มาศึกษาคุณสมบัติ

ทางสรีรวิทยาการเจริญบนอาหารวุ้นสูตรYeast	Extract	Mannitol	Agar	(YMA)	ที่มีคองโกเรด	0.25	ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรพบว่าสามารถแบ่งเป็น	2	กลุ่มคือพวกเจริญเร็วและพวกเจริญช้าเมื่อนำามาศึกษาการสร้างกรดและด่างบน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีบรอมไทมอลบลู	เป็นอินดิเคเตอร์	บ่มที่	30	องศาเซลเซียสพบว่ามี	3	รูปแบบ	คือ	แบบที่	1	สร้าง

สารทีม่ฤีทธิเ์ปน็กรดตลอดระยะเวลาการบม่เชือ้	10	วนั	แบบที	่2	สรา้งสารทีม่ฤีทธิเ์ปน็ดา่งหลงัจากบม่เชือ้นาน	5	วนั	

จากนั้นสร้างกรดหลังจากบ่มเชื้อต่อเนื่องนานอีก	5	วัน	แบบที่	3	สร้างสารที่มีฤทธิ์เป็นด่าง	ตลอดระยะเวลาการบ่ม

เชื้อ	10	วัน		ผลการศึกษาความสามารถในการเจริญในอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด์	พบว่าเชื้อส่วนใหญ่สามารถเจริญ

ได้ในอาหารที่มีปริมาณโซเดียมคลอไรด์	 0.1-0.5	%	จากการทดสอบการตอบสนองต่อสารปฏิชีวนะพบว่าเชื้อส่วน

ใหญ่ต้านทานต่อ	Chloramphenicol	(30	µg)ผลการจำาแนกเชื้อโดยใช้	16S	rDNAพบว่าเชื้อตัวแทนทั้ง	25	ไอโซเลต

จำาแนกได้	4	ชนิดคือ	Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium  yuanmingense, Bradyrhizobiume lkanii และ	

Shinorhizobium saheli 

Abstract

	 The	purpose	of	this	research	was	to	isolate	and	studybiodiversity	of	rhizobia	from	sixteen	districts	in	

Phranakornsi	Ayutthaya	province.	The	result	of	bacterial	isolation	showed	160	isolates.	The	25	from	160	isolates	

were	randomly	selected	to	study	physiologicalon	Yeast	Extract	Mannitol	Agar	(YMA)	supplemented	with	0.25	

µg	ml-1congo	red.	They	were	identified	in	2	groups:	fastgrowth	and	slower	growth.	Based	on	acid-base	production	

on	YMA	with	bromothymolblue	as	an	indicator	and	incubated	at	30°C,	the	results	could	be	classified	in	3	types.	

Type	I	soil	Rhizobia		produced	only	acid	after	10-day	incubation	while	type	II	secreted	alkaline	metabolize	5-day	

incubation	and	subsequently	produced	acid	metabolize	after	continuousincubation	for	another	5	days.	Type	III	

released	only	alkaline	throughout10-day	incubation.	Furthermore,	the	effect	of	salinity	on	bacterial	growth	was	

studied	with	the	variation	of	NaCl	concentration.	Most	soil	Rhizobia	could	be	presented	on	the	medium	sup-
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plemented	with	low	concentration	of	NaCl.	In	addition,	the	resistant	reaction	of	antibiotic	was	showed	that	most	

isolates	were	able	to	resist	Chloramphenicol(30	µg).	Comparative	sequence	analysis	of	the	25	isolates	according	to	

the	16S	rDNA	sequencing	revealed	that	25	isolates	were	classified	as	Bradyrhizobium  japonicum,	Bradyrhizobium 

yuanmingense,	Bradyrhizobium elkaniiand	Sinorhizobium saheli.	

คำ�สำ�คัญ:		 ความหลากหลายทางชีวภาพ,	ไรโซเบียม,	การตรึงไนโตรเจนทางชีวภาพ

Keywords:	 biodiversity,	rhizobia,	biological	nitrogen	fixation

บทนำ�

	 ข้ า ว จั ด เ ป็ นพื ช เ ศ รษฐกิ จที่ สำ า คั ญของ

ประเทศไทย	 เพราะประชากรในประเทศส่วนใหญ่เป็น

เกษตรกร	และ	นิยมปลูกข้าวเป็นพืชหลัก	 	 เช่นเดียวกัน

กับเกษตรกรในจังหวัดพระนครศรีอยุธยา	ที่มีอาชีพทำา

นาและนิยมปลูกข้าวเป็นพืชหลักด้วยเช่นกัน	การทำาการ

เกษตรของเกษตรกรไทยในปัจจุบันนิยมใช้ปุ๋ยเคมีเพื่อ

ช่วยเพิ่มผลผลิต	ซึ่งการใช้ปุ๋ยเคมีในการทำาการเกษตร

ในระยะยาวนั้นส่งผลเสียหลายด้าน	 เช่น	การทำาให้เกิด

ปัญหาดินเสื่อมสภาพ	 การทำาให้เกิดปัญหามลภาวะ

ประเภทยูโทรฟิเคชัน	 (eutrofication)	 รวมทั้งยังส่งผล

ให้ต้นทุนในการผลิตข้าวสูงขึ้นเนื่องจากปุ๋ยเคมีมีราคา

แพง	และส่งผลให้ประเทศขาดดุลการค้าทั้งนี้เพราะปุ๋ย

เคมีส่วนมากได้จากการนำาเข้าแนวทางหนึ่งที่จะช่วยลด

ปริมาณการใช้ปุ๋ยเคม	ีคือ	การรณรงค์ให้เกษตรกรใช้ปุ๋ย

อินทรีย์หรือปุ๋ยชีวภาพทดแทนการใช้ปุ๋ยเคมี		ไรโซเบียม

เป็นแบคทีเรียที่นิยมนำามาผลิตเป็นปุ๋ยชีวภาพและใช้กัน

อย่างแพร่หลาย	(1)ไรโซเบียมเป็นแบคทีเรียแกรมลบ	อยู่

ในวงศ์Rhizobiaceaeในภาวะที่เชื้อนี้อาศัยอยู่ร่วมกับพืช

ตระกลูถัว่	จะอยูใ่นลกัษณะทีไ่ดป้ระโยชนร์ว่มกนัทัง้สอง

ฝ่าย	(symbiosis)	โดยไรโซเบียมจะอาศัยอยู่ในโครงสร้าง	

สว่นทีเ่ปน็ปมของพชืตระกลูถัว่	เซลลอ์สิระของไรโซเบยีม	

จะมีรูปร่างแบบแท่ง	 ขนาดของเซลล์กว้างประมาณ	

0.5-0.9	 ไมโครเมตร	 ยาวประมาณ	1.2-3.0	 ไมโครเมตร	

(2)	 ไม่สร้างเอ็นโดสปอร์และเคลื่อนที่ได้โดยใช้แฟลก

เจลลา	 (3)	 เซลล์ของไรโซเบียมที่อยู่ในปมพืชตระกูลถั่ว

รูปร่างเซลล์จะแตกต่างจากรูปร่างของเซลล์อิสระ	โดยที่

รูปร่างของเซลล์จะมีหลายแบบ	 เช่น	รูปร่างคล้ายอักษร

เอกส์	(X-shape)	รูปร่างคล้ายอักษรวาย	(Y-shape)	หรือ

รูปร่างคล้ายรูปดาว	 (star	 shape)	 เรียกไรโซเบียมที่อาศัย

ในปมของพืชตระกูลถั่ว	 ว่าแบคทีรอยด์	 (Bacteroid)	

(4)	 ซึ่งมีคุณสมบัติที่พิเศษอย่างหนึ่งคือ	 สามารถตรึง

ไนโตรเจนจากบรรยากาศ	 ให้เปลี่ยนเป็นแอมโมเนียซึ่ง

เป็นแหล่งไนโตรเจนที่พืชสามารถนำาไปใช้ในการเจริญ

ได้	 	 กรมวิชาการเกษตรแนะนำาให้เกษตรกรปลูกพืช

ตระกูลถั่ว	 เป็นพืชหมุนเวียน	ช่วยปรับปรุงโครงสร้าง

ดิน	 เนื่องจากที่ปมรากมี	 ไรโซเบียม	ที่อยู่ร่วมกันแบบได้

ประโยชน์ทั้งสองฝ่าย	 โดยไรโซเบียมจะได้รับสารอาหาร

ต่างๆ	ที่พืชปล่อยออกมาทางราก	ส่วนพืชตระกูลถั่วจะ

ได้รับธาตุไนโตรเจนที่ถูกตรึงโดยไรโซเบียมให้มาอยู่ใน

รูปที่พืชสามารถนำามาใช้ในการเจริญเติบโตได้นอกจาก

นี้ปริมาณธาตุไนโตรเจนที่เหลือในดิน	ก็จะช่วยส่งเสริม

การเจริญของพืชที่ปลูกหลังจากการปลูกพืชตระกูลถั่ว	

ไม่ว่าจะเป็นข้าว	หรือพืชชนิดอื่นดังนั้นการส่งเสริมให้

เกษตรกรปลูกพืชตระกูลถั่วเป็นพืชหมุนเวียนสลับกับ

พชืหลกักจ็ะชว่ยลดปรมิาณการใชปุ้ย๋เคมลีงได	้การใชปุ้ย๋

ชีวภาพไรโซเบียมในการเพิ่มผลผลิตโดยเฉพาะอย่างยิ่ง	

ถั่วเหลืองมีอย่างแพร่หลายในประเทศที่เป็นผู้นำาด้านการ

ส่งออกถั่วเหลือง	 (5)	และมีการศึกษาเกี่ยวกับความหลาก

หลายของไรโซเบียมถั่วเหลืองกันมากโดยเฉพาะอย่างยิ่ง

ประเทศที่ส่งถั่วเหลืองเป็นสินค้าออก	 	 (6,7,8)	สำาหรับใน

ประเทศไทยมผีูศ้กึษาดา้นความหลากหลายของไรโซเบยีม	

ไว้บ้างเช่นกัน	 เช่น	 ในปี	 1991	 Thompson	 และคณะ	

(9)	 ศึกษาความหลากหลายของไรโซเบียมที่แยกจากถั่ว

เหลืองและถั่วพุ่ม	 จากตัวอย่างดินในจังหวัดเชียงใหม่	

ในปี	 1997	Nuntagij	 และคณะ	 (10)	 ศึกษาการจำาแนก	

ไรโซเบียมในประเทศไทย	แต่ไม่ได้ระบุไว้ชัดเจนว่าแยก
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เชื้อจากพื้นใดพบเป็นชนิดBradyrhizobium japonicum	

strain	THA2	THA5,	THA6,	THA7	และ	THA211	ในปี	

2010	Sujidkanlaya	 (11)	ศึกษาความหลากหลายของไร

โซเบียมถั่วเหลือง	ใน	16	ตำาบลของจังหวัดพิษณุโลก	ผล

การจำาแนกเชื้อตัวแทน	20	 ไอโซเลต	 โดยใช้	 16S	 rDNA	

สามารถจำาแนกไรโซเบียมถั่วเหลืองได้		3	ชนิด	(species)	

คือ	B. elkanii, B. japonicum และ	B. yuanmingense ยัง

ไมพ่บขอ้มลูทีม่กีารศกึษาความหลากหลายของไรโซเบยีม

ที่แยกจากดินในจังหวัดพระนครศรีอยุธยาดังนั้นในงาน

วิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ	ศึกษาความหลากหลายของ

ไรโซเบียม	ที่แยกจากดิน	 ในจังหวัดพระนครศรีอยุธยา	

ซึ่งจะทำาให้ได้คลังเชื้อไรโซเบียม	และได้ข้อมูลทางด้าน

สรีรวิทยา	และข้อมูลทางด้านพันธุกรรมของเชื้อที่แยก

ได้	 รวมทั้งมีแหล่งเชื้อไรโซเบียมที่จะใช้ในการคัดเลือก

หาชนิดของไรโซเบียมที่มีความเหมาะสมกับพันธุ์ถั่ว

และมปีระสทิธภิาพสงูในการตรงึไนโตรเจน	ทีม่ศีกัยภาพ	

เหมาะสมที่จะนำาไปผลิตเป็นปุ๋ยชีวภาพซึ่งนอกจากจะ

ช่วยเพิ่มผลผลิตแล้ว	 ยังส่งผลดีทางอ้อมคือสามารถลด

ปริมาณการใช้ปุ๋ยเคมีไนโตรเจนลงได้	ส่งผลให้เกษตรกร

ประหยัดค่าใช้จ่ายในการซื้อปุ๋ยเคมี	 ทั้งยังเป็นการช่วย

ปรบัปรงุโครงสรา้งดนิและชว่ยลดการขาดดลุการคา้ของ

ประเทศในการนำาเข้าปุ๋ยเคมีได้	

2.	วิธีก�รวิจัย

	 2.1	 ก�รแยกเชื้อไรโซเบียม

	 เก็บตัวอย่างดิน	 จาก	 16	 อำาเภอ	 ในจังหวัด

พระนครศรีอยุธยา	นำามาแยกเชื้อไรโซเบียมตามวิธีของ	

Somasegaranและ	Hoben	 (3)	ดังนี้ใส่ดินลงในกระถาง

ที่อบฆ่าเชื้อแล้วกระถางละ	5	กิโลกรัม	จากนั้นนำาเมล็ด

ถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่	 60	 ที่เพาะงอกรากแล้วปลูก

ลงในกระถางกระถางละ	 5	 เมล็ด	 รดด้วยสารอาหาร

สำาหรับเลี้ยงต้นถั่ว	ที่ไม่มีธาตุไนโตรเจน	 (Nitrogen	 free	

medium)	พีเอช	 6.8	นาน	 4	สัปดาห์	 แล้วเก็บส่วนปม

มาแยกเชื้อ	 โดยการล้างปมรากด้วยนำ้าสะอาดหลายๆ	

ครั้ง	จากนั้นแช่ด้วย	95%	แอลกอฮอล์	นาน	1	นาที	ตาม

ด้วยคลอรอกซ์	 (chlorox)	 3	นาที	 แล้วล้างด้วยนำ้ากลั่น

ปลอดเชื้อ	 7	 ครั้ง	นำาปมมาผ่าด้วยมีดปลอดเชื้อแล้วใช้

ลูปแตะบริเวณที่มีชมพูมาขีดลาก	(streak)	บนอาหารวุ้น

สูตรYM	(Yeast	 extract	mannitol	 agar)	ที่มีคองโก	 เรด	

(congo	red)	เข้มข้น	25	ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร	เป็นอิน

ดิเคเตอร์(3)	บ่มจานอาหารที่อุณหภูมิ	30	องศาเซลเซียส	

เมื่อมีแบคทีเรียเจริญเลือกโคโลนีเชื้อที่คาดว่าจะเป็น	

ไรโซเบียม	คือโคโลนีทุกแบบที่เจริญและมีโคโลนีสีชมพู	

เพราะเชื้อไรโซเบียมจะไม่ดูดซับสีคองโกเรดแล้วนำามา

ขีดลากบนอาหารวุ้นสูตรYM	 ใหม่จนกระทั่งได้เชื้อที่

บริสุทธิ์	แล้วจึงเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ในหลอดอาหารวุ้น

เอยีงสตูรYM	เมือ่เชือ้เจรญิเตม็ทีแ่ลว้ใหเ้กบ็ไวท้ีอ่ณุหภมู	ิ

4	องศาเซลเซยีส	เพือ่เกบ็เชือ้ไวใ้ชใ้นการทดลองขัน้ตอ่ไป

	 2.2	 ก�รศึกษ�คว�มส�ม�รถในก�รเจริญ

	 กระตุ้น	(activate)	แบคทีเรียที่จะศึกษาโดยการ

ขีดลากลงบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารวุ้นสูตร	YM	ที่มี

คองโกเรดเข้มข้น	25	ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร	(3)		บ่มที่

อณุหภมู	ิ	30	องศาเซลเซยีสเปน็เวลา	10	วนัศกึษาลกัษณะ

โคโลนีที่เกิดขึ้น	 รวมทั้งสังเกตการปรากฏโคโลนีของ

แบคทีเรียทดสอบ	หากพบว่าแบคทีเรียที่ทดสอบเจริญ

ให้เห็นโคโลนีภายใน	24	ชั่วโมง	จะจัดว่าเป็นพวกเจริญ

เพิม่จำานวนเรว็	แตห่ากแบคทเีรยีทีท่ดสอบใชเ้วลาในการ

เจริญให้เห็นโคโลนีนานกว่า	24	ชั่วโมง	จะจัดว่าเป็นพวก

เจริญเพิ่มจำานวนช้า

	 2.3	 ก�รทดสอบคว�มส�ม�รถในก�รผลติส�ร

ทุติยภูมิ	(secondary	metabolites)

	 กระตุ้น	 แบคทีเรียที่จะศึกษาโดยการขีดลาก

ลงบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารวุ้นสูตร	YM	ที่มีบรอม

ไทมัลบลู	 (bromthymol	blue)	 เข้มข้น	25	ไมโครกรัมต่อ

ไมโครลติร	(3)		บม่ทีอ่ณุหภมูิ		30	องศาเซลเซยีสเปน็เวลา	

10	 วันศึกษาความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิของ

แบคทเีรยีทดสอบโดยสงัเกตการเปลีย่นสขีองอาหารเลีย้ง

เชื้อ	หากมีการเปลี่ยนสีจากสีเขียวเป็นสีเหลือง	แสดงว่า

แบคทีเรียทดสอบนั้นสร้างสารที่มีฤทธิ์เป็นกรด	แต่หาก

อาหารเลีย้งเชือ้เปลีย่นสจีากสเีขยีวเปน็สนีำา้เงนิเขม้แสดง

ว่าแบคทีเรียทดสอบนั้นสร้างสารที่มีฤทธิ์เป็นด่าง	

	 2.4	 ก�รทดสอบคว�มส�ม�รถในก�รเจริญใน

อ�ห�รที่มีโซเดียมคลอไรด์



659KKU  Res. J. 2014;  19(5)

	 กระตุน้	แบคทเีรยีทีจ่ะศกึษาโดยการขดีลากลงบน

จานเพาะเชื้อที่มีอาหารวุ้นสูตร	YM	ที่มีคองโกเรดเข้มข้น		

25	ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร	(3)	บ่มที่อุณหภูมิ	30	องศา

เซลเซียสเป็นเวลา	 10	 วันจากนั้นถ่ายเชื้อลงในอาหาร

เหลวสูตร	YM	ที่มี	โซเดียคลอไรด์	(NaCl)	เข้มข้นต่างๆ	

กนั	ตัง้แต	่0.1%	,	0.5%,	1.0%,	2.0%	และ	3.0%	ตามลำาดบั	

นำาไปบ่มที่อุณหภูมิ	 30	องศาเซลเซียส	 เป็นเวลา	 24-48	

ชั่วโมง	สังเกตการเจริญของแบคทีเรียทดสอบในอาหาร

เหลว	โดยตรวจสอบ		การเปลีย่นแปลงลกัษณะของอาหาร

เลีย้งเชือ้	หากพบวา่อาหารเลีย้งเชือ้ขุน่แสดงวา่แบคทเีรยี

ทดสอบสามารถเจริญได้	 แต่หากอาหารเลี้ยงเชื้อมีสีใส

แสดงว่าแบคทีเรียทดสอบไม่สามารถเจริญได้		

	 2.5	 ก�รทดสอบก�รตอบสนองต่อส�ร

ปฏิชีวนะโดยวิธีAgar	disc	diffusion	(12)

	 กระตุ้นแบคทีเรียที่จะศึกษา	 โดยการขีดลาก

ลงบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารวุ้นสูตร	YM	ที่มีคองโกเรด	

(congo	red)	เข้มข้น	25	ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร	(3)	บ่มที่	

30	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	10	วัน	และใส่แบคทีเรีย	1	ลูป	

(loop)	ลงในอาหารเหลวสูตร	YM	ปริมาตร	50	มิลลิลิตร		

เลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว		200	รอบ/นาที		ที่อุณหภูมิ	

30	องศาเซลเซียส	 เป็นเวลา3	วัน	 (ความเข้มข้นของเซลล	์

106	 เซลล์ต่อมิลลิลิตร)จากนั้นใช้สารละลายของเชื้อ	 1	

มิลลิลิตร	 เกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหารวุ้นสูตร	YM	นำาแผ่น

กระดาษที่เคลือบด้วยสารปฏิชีวนะชนิดต่างๆ	ที่ต้องการ

ทดสอบ	มาวางบนจานเพาะเชื้อ	บ่มที่	 30	องศาเซลเซียส	

นาน	48	ชั่วโมง	แล้วตรวจสอบผลโดยสังเกตการเจริญของ

เชื้อ		หากเกิดบริเวณใสแสดงว่าสารปฏิชีวนะที่ใช้ทดสอบ

สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ได้	แตห่ากไมเ่กดิบรเิวณใส

แสดงว่าสารปฏิชีวนะที่ใช้ทดสอบไม่สามารถยับยั้งเชื้อได้

ซึ่งในงานวิจัยนี้ใช้สารปฏิชีวนะ	10	ชนิด	(ผลิตโดยบริษัท	

Oxoid)	ไดแ้ก	่เจนตามยัซนิ(Gentamycin,	10	µg),	สเตรปโต

มยัซนิ	(Streptomycin,	10	µg),	เตตราซยัครนิ	(Tetracycline,	

30	µg),	โพลีมัยซิน	บี	(Polymyxin	B,	300	units),	กานามัย

ซิน	 (Kanamycin,	 30	µg),	 	 ไรฟามพิซิน	 (Rifampicin,	 5	

µg),	 เบซิทราซิน	(Bacitracin,	10	µg),	 	คลอแรมเฟนิคอล	

(Chloramphenicol,	 30	µg),	แอมพิซิลิน	 (Ampicillin,	 10	

µg)	และ	อิริโทรมัยซิน	(Erythromycin,	15	µg)

	 2.6	 ก�รห�ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์

	 ใช้วิธีพีซีอาร์(Polymerase	 chain	 reaction;	

PCR)โดยส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์ที่บริษัท	 แมคโคร

เจน	 (Macrogen)	ประเทศเกาหลี	 ในการทำาพีซีอาร์ใช้

ไพร์เมอร์27f	 และ	 1492r	 โปรแกรมปฏิกิริยาพีซีอาร์	

คือ	 	 94	 องศาเซลเซียส45	นาที	 55	 องศาเซลเซียส	 60	

วินาที	 72	 องศาเซลเซียส	 60	 วินาที	 จำานวน	 30	 รอบ	

แล้วทำาให้ผลิตภัณฑ์	 PCR	 ให้บริสุทธิ์	 การหาลำาดับ	

นิวคลีโอไทด์	 	 ใช้ไพร์เมอร์4	 ชนิด	ซึ่งมีลำาดับนิวคลีโอ

ไทด์คือ

	 27F	:	AgAgTTTgA	TCM	TGG	CTC	Ag	

	 1492R	:	TAC	ggY	TAC	CTT	gTTACg	ACT	T

	 518F	:	CCA	gCAgCCgCggTA	ATA	Cg

	 800R	:	TAC	CAggg	T	ATC	TAA	TCC

	 2.7	 ก�รจำ�แนกเชื้อ

	 นำาข้อมูลลำาดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ในข้อ	 2.6	มา

เปรียบเทียบกับลำาดับนิวคลีโอไทด์ที่มีในฐานข้อมูลใน		

GenBankโดยใช้โปรแกรม	The	Basic	Local	Alignment	

Search	Tool	 (BLAST)	 เปรียบเทียบข้อมูลเพื่อจำาแนก

ชนิดของเชื้อ	

3.	ผลก�รวิจัยและอภิปร�ย

	 3.1	 ผลก�รแยกไรโซเบยีมโดยใชถ้ัว่เหลอืงเปน็

พืชดักจับ

	 ผลจากการแยกเชื้อไรโซเบียมโดยการปลูกถั่ว

เหลืองในตัวอย่างดินที่เก็บมาจาก	 16	อำาเภอในจังหวัด

พระนครศรีอยุธยา	 แล้วแยกเชื้อจากปมรากตามวิธี

ของ	Somasegaran	และ	Hoben	 (3)	 ได้ผล	ดังแสดงใน	

ตารางที่	1
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ต�ร�งที่	1.	 แบคทีเรียที่แยกจากปมรากถั่วเหลืองโดยใช้ตัวอย่างจากดิน	16	อำาเภอในจังหวัดพระนครศรีอยุธยา

ลำ�ดับที่ อำ�เภอที่เก็บตัวอย่�งดิน รหัสเชื้อ จำ�นวนไอโซเลต

1 พระนครศรีอยุธยา SM001-SM010 10

2 บ้านแพรก SM011-SM020 10

3 มหาราช SM021-SM030 10

4 ท่าเรือ SM031-SM040 10

5 บางปะหัน SM041-SM050 10

6 นครหลวง SM051-SM060 10

7 ภาชี SM061-SM070 10

8 อุทัย SM071-SM080 10

9 วังน้อย SM081-SM090 10

10 บางปะอิน SM091-SM100 10

11 บางบาล SM101-SM110 10

12 ผักไห่ SM111-SM120 10

13 เสนา SM121-SM130 10

14 บางซ้าย SM131-SM140 10

15 ลาดบัวหลวง SM141-SM150 10

16 บางไทร SM151-SM160 10

	 จากตารางที่	 1	 เมื่อใช้ตัวอย่างดินที่เก็บมาจาก

พื้นที่	 16	 อำาเภอ	 ในจังหวัดพระนครศรีอยุธยามาใช้ใน

การปลูกถั่วเหลืองแล้วเก็บปมรากมาแยกเชื้อ	พบว่า	 มี	

โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียเจริญบนจานอาหารวุ้นสูตร	

YM	ที่มีคองโกเรด	 25	 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรเป็น	

อินดิเคเตอร์เป็นจำานวนมาก	 เลือกเก็บเฉพาะโคโลนีที่ไม่

ดูดซับสีคองโกเรด	ซึ่งลักษณะดังกล่าวเป็นคุณสมบัติ

เฉพาะของไรโซเบียม	และเลือกเก็บเชื้อที่มีลักษณะปลีก

ย่อยอื่นที่แตกต่าง	 เช่น	ขนาดของโคโลนี	 ความมันวาว		

การสร้างเมือก	 ทำาให้ได้เชื้อแบคทีเรีย	 อำาเภอละ	 10		

ไอโซเลต	รวมเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกไดท้ัง้หมด	160	ไอโซเลต

	 3.2	 ผลก�รศึกษ�ลักษณะโคโลนี

	 นำาเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากผลในข้อ	 3.1	มา

ศึกษาลักษณะโคโลนี	 โดยการเขี่ยเชื้อลงบนจานอาหาร

วุ้นสูตร	YM	ที่มีคองโกเรด	25	ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร

เป็นอินดิเคเตอร์บ่มที่อุณหภูมิ	 	 30	 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา	10วนัแลว้ศกึษาลกัษณะโคโลนทีีเ่กดิขึน้	พบลกัษณะ	

โคโลนีของเชื้อที่แตกต่างกัน	5	แบบ	ดังรูปที่	1
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รูปที่	1.	 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียตัวแทนที่แยกจากปมรากถั่วเหลืองจากตัวอย่างดิน	 16	อำาเภอในจังหวัด

พระนครศรีอยุธยา

	 แบบที่	1	:	SM002	โคโลนีขนาดปานกลาง		ขอบโคโลนีเรียบ	(entire)	สร้างเมือกมาก	

	 แบบที่	2:	SM011	โคโลนีขนาดเล็กมาก		ขอบโคโลนีเรียบ	(entire)	สร้างเมือกน้อย

	 แบบที่	3	:	SM030	โคโลนีขนาดปานกลาง		ขอบโคโลนีไม่เรียบ	(undulate)	และมีการสร้างเมือกน้อย	

	 แบบที่	4	:	SM028	โคโลนีขนาดใหญ่		มันวาวคล้ายไข่มุก	ขอบโคโลนีเรียบ	(entire)และมีการสร้างเมือก

น้อย

	 แบบที่	5	:	SM032	โคโลนีขนาดปานกลาง		ขอบโคโลนีไม่เรียบ	(undulate)	และมีการสร้างเมือกมาก

	 รูปที่	 1	 แสดงโคโลนีของตัวแทนเชื้อทั้ง	 5	

แบบ	ที่แตกต่างกันที่พบในงานวิจัยนี้	กล่าวคือ	แบบแรก

ตัวแทนเชื้อคือ	 ไอโซเลต	 SM002	 โคโลนีมีขนาดปาน

กลาง	(เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนียาวระหว่าง	0.1-0.3	mm)

ลักษณะขอบโคโลนีเรียบ	 (entire)	สร้างเมือกมาก	แบบ

ที่สอง	ตัวแทนเชื้อคือ	 ไอโซเลต	SM011	 โคโลนีมีขนาด

เล็กมาก	 (เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนียาวน้อยกว่า	 0.1	mm)	

ขอบโคโลนีเรียบสร้างเมือกน้อย	 แบบที่	 3	 ตัวแทนเชื้อ

คอื	ไอโซเลต	SM030โคโลนมีขีนาดปานกลางขอบโคโลน	ี

ไม่เรียบ	 (undulate)	 และมีการสร้างเมือกปริมาณน้อย	

แบบที	่4		ตวัแทนเชือ้คอื	ไอโซเลต	SM028	โคโลนมีขีนาด

ใหญ่		(เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนียาวมากกว่า	0.3	mm)	มัน

วาวคล้ายไข่มุก	(pearly)	ขอบโคโลนีเรียบ	(entire)	และมี

การสร้างเมือกปริมาณน้อย	และแบบที่	5	ตัวแทนเชื้อคือ	

ไอโซเลต	SM032	โคโลนมีขีนาดปานกลาง	ขอบโคโลนไีม่

เรียบและมีการสร้างเมือกปริมาณมาก

	 3.3	 ผลก�รศึกษ�คุณสมบัติท�งสรีรวิทย�

	 ผลการศึกษาการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง	

และการผลิตสารทุติยภูมิ	 (secondary	metabolites)	ของ

เชื้อ	ตามวิธีการทดลองในข้อ	2.2	และ	2.3	ได้ผลดังแสดง

ในตารางที่	2
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ต�ร�งที่		2.	 การเจรญิและความสามารถในการผลติสารทตุยิภมูขิอง	ไรโซเบยีมทีแ่ยกจากปมรากถัว่เหลอืงจากตวัอยา่ง

ดิน	16	อำาเภอในจังหวัดพระนครศรีอยุธยา

ลำ�ดับที่ รหัสเชื้อ คุณสมบัติเบื้องต้น ลำ�ดับที่ รหัสเชื้อ คุณสมบัติเบื้องต้น

ก�รเจริญ

เพิ่ม

จำ�นวน

ก�รผลิต

ส�รเมท�

บอไลต์

ก�รเจริญ

เพิ่ม

จำ�นวน

ก�รผลิต

ส�รเมท�

บอไลต์

1 SM001 S K 14 SM090 S K	/	A

2 SM009 S K	/	A 15 SM098 S K

3 SM012 S K	/	A 16 SM101 S K

4 SM017 S K	/	A 17 SM104 S K	/	A

5 SM021 S 	K	/	A 18 SM110 S K

6 SM033 S K 19 SM111 S K

7 SM035 S K 20 SM125 S K

8 SM041 S K	/	A 21 SM132 F A

9 SM048 S K 22 SM140 S K	/	A

10 SM059 S K 23 SM145 S K	/	A

11 SM071 S K 24 SM149 S K	/	A

12 SM075 S K 25 SM151 S K	/	A

13 SM081 S K

หม�ยเหตุ		S	หมายถึง	การเจริญเพิ่มจำานวนช้า	

F	หมายถึง	การเจริญเพิ่มจำานวนเร็ว

A	หมายถึง	ผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์เป็นกรด	

K	หมายถึง	ผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์เป็นด่าง

K/A	หมายถึง	ผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์เป็นด่างจากนั้นผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์เป็นกรดตามมา

	 จากตารางที่	2	สามารถจัดกลุ่มเชื้อได้	3	กลุ่มที่

แตกต่างกัน	คือ	กลุ่มแรกมีการเจริญเพิ่มจำานวนเร็ว	ขับ

สารทตุยิภมูทิีม่ฤีทธิเ์ปน็กรด	ไดแ้ก	่ไอโซเลต	SM132	กลุม่

ที	่2	มกีารเจรญิเพิม่จำานวนชา้	ขบัสารทตุยิภมูทิีม่ฤีทธิเ์ปน็

ด่าง	ได้แก่	ไอโซเลต	SM001,	SM033,	SM035,	SM048,	

SM059,	SM071,	SM075,	SM81,	SM98,	SM101,	SM110,	

SM111,		และ	SM125	กลุ่มที่	3	คุณสมบัติการเจริญเพิ่ม

จำานวนช้า	การขับสารทุติยภูมิในระยะแรกของการเจริญ

จะขบัสารทีม่ฤีทธิเ์ปน็ดา่งและจะเปลีย่นเปน็กรดเมือ่เชือ้

ทดสอบมีอายุเพิ่มมากขึ้น	(K/A)	ได้แก่ไอโซเลต	SM009,	

SM012,	 SM017,	 SM021,	 SM090,	 SM104,	 SM140,	

SM145,	SM149	และ	SM151

	 3.4	 ผลก�รเจรญิของเชือ้ในอ�ห�รทีม่โีซเดยีม

คลอไรด์

	 ผลการทดสอบความสามารถในการเจริญ	

ของเชื้อ	 ในอาหารเหลวสูตร	 YM	 ที่มีปริมาณของ	

โซเดียมคลอไรด์	(NaCl)	แตกต่างกัน		ได้ผล	ดังแสดงใน

ตารางที่		3	
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ต�ร�งที่		3.	การเจรญิของ	ไรโซเบยีมทีแ่ยกจากปมรากถัว่เหลอืงจากตวัอยา่งดนิ	16	อำาเภอในจงัหวดัพระนครศรอียธุยา

ในอาหารเหลวสูตรYMที่มีโซเดียมคลอไรด์	(NaCl)	

ลำ�ดับที่ รหัสเชื้อ ระดับคว�มเข้มข้นของ	NaCl(%)ในอ�ห�รเหลวสูตรYM

0.1 0.5 1.0 2.0 3.0

1 SM001 + + - - -

2 SM009 + + - - -

3 SM012 + + - - -

4 SM017 + + - - -

5 SM021 + + - - -

6 SM033 + + - - -

7 SM035 + + - - -

8 SM041 + + - - -

9 SM048 + + - - -

10 SM059 + + - - -

11 SM071 + + - - -

12 SM075 + + - - -

13 SM081 + + - - -

14 SM090 + + - - -

15 SM098 + + - - -

16 SM101 + + - - -

17 SM104 + + - - -

18 SM110 + + - - -

19 SM111 + + - - -

20 SM125 + + - - -

21 SM132 + + + + +

22 SM140 + + - - -

23 SM145 - - - - -

24 SM149 - - - - -

25 SM151 - - - - -

หม�ยเหตุ		เครื่องหมาย	+	หมายถึงเชื้อทดสอบมีการเจริญ	เครื่องหมาย	–	หมายถึง	เชื้อทดสอบไม่มีการเจริญ

	 จากตารางที่	 3	 พบว่า	 ส่วนใหญ่เชื้อทดสอบ

สามารถเจริญได้ในอาหารที่มีระดับความเข้มข้นของ

โซเดยีมคลอไรด	์0.1%	และ	0.5%	ไดแ้ก	่	ไอโซเลต	SM001,	

SM009,	 SM012,	 SM017,	 SM021,	 SM033	 SM035,	

SM041,	 SM048,SM059,	 SM071,	 SM075,	 SM081,	

SM090,	SM098,	SM101,	 	SM104,	 	SM110,	 	SM111,	

SM125,	 และ	 SM140	พบ	 1	 ไอโซเลต	คือ	 SM132	ที่

สามารถเจริญได้ในอาหารที่มีความเข้มข้นของโซเดียม

คลอไรด์สูงถึง	3%	ได้ส่วนไอโซเลตที่ไม่สามารถเจริญใน

อาหารที่มีโซเดียมคลอไรด์ได้	มี	3	ไอโซเลต	คือ	ไอโซเลต	

SM145,	SM149	และ	SM151
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	 3.5	 ผลก�รทดสอบก�รตอบสนองต่อส�ร

ปฏิชีวนะ

	 ผลการทดสอบการตอบสนองตอ่สารปฏชิวีนะ	

ซึง่ในงานวจิยันี	้ใชย้าปฏชิวีนะ	10	ชนดิ	ไดแ้ก	่Ampicillin,	

Bacitracin,	Chloramphenicol,	Erythromycin,	Gentamy-

cin,	Kanamycin,PolymixinB,	Rifampicin,	Streptomycin	

และ	Tetracycline		ได้ผล	ดังแสดงในตารางที่	4

ต�ร�งที่	4.	 การตอบสนองต่อสารปฏิชีวนะของไรโซเบียมที่แยกจากปมรากถั่วเหลืองจากตัวอย่างดิน	16	อำาเภอใน

จังหวัดพระนครศรีอยุธยา

Isolates ชนิดของส�รปฏิชีวนะ

Rifampicin	

5	µg

Erythromycin	

15	µg

PolymyxinB

300	units

Ampi	Bacitra		Genta	Strepto Chloram	Kana	Tetra

10	µg 30	µg

SM001 + - + + - - + - - -

SM009 + ++ - - - + ++ - - +

SM012 + - + + - - + - - -

SM017 + + + + - + + - - +

SM021 + ++ + + - + ++ - - +

SM033 ++ - - - - + - - ++ +

SM035 ++ - - + - - - - ++ -

SM041 - - - ++ - + + - + -

SM048 ++ - - - - + - - ++ -

SM059 ++ - + + - + - - ++ +

SM071 + - - - - - - - + -

SM075 - - - + - + + - + -

SM081 - + - - - + + + + +

SM090 + + + - - + + - - -

SM098 - - - - - + + - ++ -

SM101 + + + + - + ++ - - -

SM104 + - + + - + + - - +

SM110 + - - - - + + - ++ -

SM111 ++ - - - - + + - ++ +

SM125 - - - + - + + + ++ +

SM132 ++ - ++ + - ++ ++ - ++ ++

SM140 + ++ + + - + ++ - - +

SM145 ++ - + - - - - - - +

SM149 + ++ + + - + ++ - - +

SM151 - - - ++ - ++ ++ - ++ -

หม�ยเหต	ุ 	ชื่อย่อสารปฏิชีวนะ	Ampi	หมายถึง	Ampicillin,	Bacitra	หมายถึง	 	Bacitracin,	 	Genta	หมายถึง	Gen-

tamycin,		Strepto	หมายถึง	Streptomycin,	Chloram	หมายถึง	Chloramphenicol,	Kana	หมายถึง	Kanamycin,	Tetra	

หมายถึง	Tetracycline	เครื่องหมาย	++	เกิดบริเวณใสกว้างมากกว่า	1	เซนติเมตร	+	หมายถึงเกิดบริเวณใส	-	หมายถึง	

ไม่เกิดบริเวณใส
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	 จากตารางที่	 4	พบรูปแบบการตอบสนองต่อ

สารปฏชิวีนะของเชือ้ทดสอบทีห่ลากหลายมาก	จากการ

ทดสอบเชื้อ	25	ไอโซเลต	พบเชื้อไอโซเลต	SM001	และ	

SM012	sensitive	ตอ่สารปฏชิวีนะ	4	ชนดิ	คอื	Rifampicin,	

PolymyxinB,	Ampicillinและ	 Streptomycin	 และมี	 3		

ไอโซเลต	คือ	SM021,	SM140	และ	SM149	sensitive	ต่อ	

สารปฏิชีวนะ	 6	ชนิด	คือ	Rifampicin,	 Erythromycin,	

PolymyxinB,	Ampicillin,	Gentamycin,	 Tetracycline	

ในขณะที่ไอโซเลตที่เหลือพบว่ามีการตอบสนองต่อสาร

ปฏิชีวนะที่ใช้ในการทดสอบแตกต่างกัน	

	 3.6	 ผลก�รจำ�แนกเชื้อโดยใช้	16S	rDNA

	 ผลการจำาแนกเชื้อ	 25	 ไอโซเลต	 โดยใช้วิธีการ

หาลำาดับนิวคลีโอไทด์ของ	16S	rDNAได้ผลดังตารางที่	5	

ต�ร�งที่	5.	 ผลการจำาแนกชนิดของไรโซเบียมที่แยกจากปมรากถั่วเหลืองจากตัวอย่างดิน	 16	 อำาเภอในจังหวัด

พระนครศรีอยุธยาโดยใช้ลำาดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วน	16S	rDNA

ลำ�ดับที่ รหัสเชื้อ Length %	Identities Blast	report

1 SM001 1433 99 Bradyrhizobiumy uanmingense strain LMRT-M62

2 SM009 1477 99 Bradyrhizobium yuanmingense

3 SM012 1433 99 Bradyrhizobium yuanmingense strain LMRT-M62

4 SM017 1415 99 Bradyrhizobium yuanmingense

5 SM021 1477 99 Bradyrhizobium yuanmingense

6 SM033 1452 100 Bradyrhizobium elkanii strain STB8

7 SM035 1450 99 Bradyrhizobium elkanii strain STB245

8 SM041 1450 100 Bradyrhizobium japonicum strain NA249

9 SM048 1451 99 Bradyrhizobium elkanii strain STB120

10 SM059 1450 99 Bradyrhizobium elkanii strain NA8

11 SM071 1450 99 Bradyrhizobium elkanii strain STB245

12 SM075 1405 99 Bradyrhizobium elkanii strain STB245 

13 SM081 1412 99 Bradyrhizobium yuanmingense

14 SM090 1403 99 Bradyrhizobium yuanmingense

15 SM098 1451 99 Bradyrhizobium elkanii strain STB120

16 SM101 1393 99 Bradyrhizobium yuanmingense strain LMTR-M62

17 SM104 1477 99 Bradyrhizobium yuanmingense

18 SM110 1451 99 Bradyrhizobium elkanii strain STB120

19 SM111 1451 99 Bradyrhizobium elkanii strain STB120

20 SM125 1450 99 Bradyrhizobium elkanii strain STB120

21 SM132 1410 99 Sinorhizobiumsaheli

22 SM140 1453 99 Bradyrhizobiumyuanmingense strain TTC4

23 SM145 1477 100 Bradyrhizobiumyuanmingense

24 SM149 1477 99 Bradyrhizobiumyuanmingense

25 SM151 1450 99 Bradyrhizobiumjaponicum strain NA249
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	 จากตารางที่	 5	พบว่า	 ไรโซเบียม	12	 ไอโซเลต	

(SM001,	 SM009,	 SM012,	 SM017,	 SM021	 SM081,	

SM090,	SM101,	SM104,	SM140,	SM145,	SM149)	มี

ความสมัพนัธท์างววิฒันาการใกลช้ดิกบั	Bradyrhizobium 

yuanmingense	ไรโซเบียม10	ไอโซเลต	(SM033,	SM035,	

SM048,	 SM059,	 SM071	 SM075,	 SM098,	 SM110,	

SM111,	 SM125)	 มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้

ชิดกับ	Bradyrhizobium elkanii  ไรโซเบียม	2	ไอโซเลต	

(SM041,	 SM151)	มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้

ชิดกับ	Bradyrhizobium  japonicum และ	 1	 ไอโซเลต	

(SM132)	 มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับ	

Sinorhizobium saheli

 3.7		 ก�รอภิปร�ยผล

	 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาความหลากหลายของ

เชื้อไรโซเบียม	ที่แยกจากตัวอย่างดินใน	พื้นที่	16	อำาเภอ	

ของจังหวัดพระนครศรีอยุธยา	 โดยการใช้ถั่วเหลืองเป็น

พืชล่อ	(Host	trapping	method)	(3)	แล้วศึกษาคุณสมบัติ

ทัง้ดา้นสรรีวทิยาผนวกกบัคณุสมบตัทิางดา้นพนัธกุรรม

ของเชือ้	และนำาขอ้มลูทัง้สองดา้นมาใชใ้นการจำาแนกเชือ้

ทีแ่ยกได	้(Polyphasic	taxonomy)	ซึง่ในปจัจบุนันยิมใชใ้น

การจดัอนกุรมวธิานแบคทเีรยี		(13)	ในงานวจิยันีส้ามารถ

แยกเชือ้จากปมรากถัว่เหลอืงไดท้ัง้สิน้	160	ไอโซเลต	ซึง่มี

ลกัษณะการเจรญิ	2	แบบ	เมือ่เลีย้งบนอาหารวุน้สตูร	YM	

ทีม่คีองโกเรด	คอื	เปน็ประเภทเจรญิเรว็	และประเภทเจรญิ

ช้า	ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยอื่น	(14)	ที่พบว่า	ไรโซเบียม	

ถั่วเหลืองหากแบ่งตามคุณสมบัติการเจริญจะมี	 2	 แบบ	

เช่นกัน	ผลจากการศึกษารูปร่างและลักษณะของโคโลนี	

ของเชื้อพบว่าสามารถใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการ

ใช้ทำานายชนิดของไรโซเบียม	 ได้	 เช่น	B. japonicum 

โคโลนีรูปร่างกลม	 ลักษณะของโคโลนีมีความมันวาว

คล้ายไข่มุก	 ขอบโคโลนีเรียบสร้างเมือกน้อย	 เป็นต้น	

นอกจากนีผ้ลจากการศกึษาขอ้มลูดา้นการขบัสารทตุยิภมู	ิ

ของเชื้อตัวแทน	25	 ไอโซเลต	ที่พบรูปแบบการขับสาร	

3	ประเภทนั้น	ก็สามารถนำาข้อมูลมาผนวกกับลักษณะ	

โคโลนีและสัณฐานวิทยาของเชื้อในการทำานายชนิดของ

ไรโซเบยีมไดเ้ชน่กนั	(ตารางที	่2	และตารางที	่5)	ยกตวัอยา่ง

เชน่	หากเชือ้ทดสอบขบัสารทีม่ฤีทธิเ์ปน็กรดตลอดระยะ

เวลาการบ่มจะพบว่าเป็นพวกเจริญเร็ว	ซึ่งในงานวิจัยนี้

พบเชือ้ไรโซเบยีมทีเ่ปน็พวกเจรญิเรว็เพยีง	1	ชนดิเทา่นัน้	

คือ	S. saheli (SM132)	 แต่หากเชื้อทดสอบขับสารที่มี

ฤทธิเ์ปน็ดา่งตลอดระยะเวลาการบม่	จะพบวา่เชือ้นัน้เปน็	

ไรโซเบียมชนิด	B. ekanii (SM033,	 SM035,	 SM048,	

SM059,	SM071	SM075,	SM098,	SM110,	SM111,	SM125)	

ในขณะที่หากเชื่อทดสอบขับสารที่มีฤทธิ์เป็นด่างใน

ช่วงแรกของการเจริญจากนั้นเมื่อเลี้ยงต่อเนื่องนาน

เพิ่มขึ้นเชื้อจะขับสารที่มีฤทธิ์เป็นกรดชนิดไรโซเบียม	

นั้นจะเป็น	B. japonicum (SM041,	SM151)

	 ผลการศึกษาการเจริญของเชื้อในอาหารที่มี

ปริมาณ	NaCl	ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ	กัน	พบว่า	มี	1		

ไอโซเลตที่สามารถเจริญได้ในอาหารที่มี	NaCl	 เข้มข้น

สูงถึง	3%	คือ	S. saheli SM132	ซึ่งเป็นพวกเจริญเร็วซึ่ง

สอดคล้องกับงานวิจัยของ	Gauri	และคณะ	(15)	ที่พบว่า

เชือ้ไรโซเบยีมพวกเจรญิเรว็มกัจะสามารถทนตอ่ภาวะทีม่ี

ความเคม็สงูๆ	ได	้	Hasherm		และคณะ	(16)	ยงัพบวา่สภาวะ	

ที่มีความเค็มสูงจะส่งผลต่อการเข้าสร้างปมของ	

ไรโซเบยีมรวมทัง้ประสทิธภิาพในการตรงึไนโตรเจนของ

เชื้อด้วย	ดังนั้น	ควรศึกษาเพิ่มเติมทางด้านความสามารถ

ในการเขา้สรา้งปม	ประสทิธภิาพการตรงึไนโตรเจน	รวม

ทั้งแข่งขันกับเชื้ออื่นๆ	 ในสภาพแวดล้อมจริงในแปลง

เพาะปลูกของไรโซเบียมชนิด	S. saheli SM132	 	 เพื่อ

การนำาไปประยุกต์ใช้ในพื้นที่ทางการเกษตรที่สภาพ

แวดล้อมของดินมีความเค็มสูงต่อไป

	 จากการทดสอบการตอบสนองต่อสาร

ปฏิชีวนะของเชื้อ	 25	 ไอโซเลต	 พบรูปแบบการตอบ

สนองมากถึง	22	รูปแบบ	และพบว่าถึงแม้ว่าเชื้อทดสอบ

จะเป็นชนิดเดียวกัน	 (จำาแนกโดย	16S	 rDNA)	กลับพบ

ว่ามีรูปแบบของการสนองต่อสารปฏิชีวนะมีความแตก

ต่างกันซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้หลายเรื่อง	

ที่พบว่า	 ไรโซเบียมชนิดเดียวกันแต่แตกต่าง	 ไอโซเลต	

(Isolate)	 จะตอบสนองต่อสารปฏิชีวนะที่แตกต่างกัน	

(17,18,19)		ทัง้นีส้บืเนือ่งจาก	ตามธรรมชาตเิชือ้จลุนิทรยี์

มีกระบวนการถ่ายทอดสารพันธุกรรม	(horizontal	gene	

transfer)	(20,21)	ทีส่ง่ผลตอ่ววิฒันาการของเชือ้จลุนิทรยี์

ยีนที่พบว่าเกิดการถ่ายทอดได้มีทั้งยีนที่เกี่ยวข้องกับ
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ปฏิกิริยาการตอบสนองต่อสารปฏิชีวนะ	ยีนที่เกี่ยวข้อง

กับความรุนแรงของโรคต่างๆ	ของเชื้อก่อโรค	(virulence	

gene)		และยีนที่เกี่ยวข้องกับการอยู่ร่วมกันของสิ่งมีชีวิต	

(symbiosis	gene)	คุณสมบัติดังกล่าวสามารถนำามาใช้ใน

การจำาแนกความแตกต่างระดับสายพันธุ์ได้

	 ผลการจำาแนกเชือ้ในงานวจิยันี	้พบวา่มไีรโซเบยีม	

ที่หลากหลายชนิด	 (species)	 โดยในงานวิจัยนี้พบชนิด	

ไรโซเบียม	4	ชนิด	คือ	B. yuanmingense B. japonicum 

B. elkanii และ	S. saheli  แต่ในงานวิจัยที่ศึกษาด้านความ

หลากหลายของไรโซเบียมที่แยกเชื้อจากตัวอย่างดินใน

จังหวัดพิษณุโลก	พบไรโซเบียม3	ชนิด	 คือ	B. ekanii, 

B. japonicum และ	B. yuanmingense (11)	ในขณะที่ใน

งานวิจัยของ	Chen	และคณะ	 (22)	ที่ศึกษาความหลาก

หลายทางชวีภาพและวงศว์านววิฒันาการของไรโซเบยีม	

ในประเทศจีน	ที่พบว่า	มีไรโซเบียมหลายชนิดที่พบ	และ

ส่วนมากจะจัดอยู่ในสกุล	(genus)	Bradyrhizobium, Me-

sorhizobium และ	Sinorhizobium	แต่ไม่พบ	 B. ekanii ใน

ขณะทีส่ายพนัธุไ์รโซเบยีมทีพ่บไดเ้สมอในประเทศจนีคอื	

B. japonicum ทั้งนี้การพบสายพันธุ์ไรโซเบียมที่แตกต่าง

กนั	ในตา่งพืน้ที	่สบืเนือ่งมาจาก	แตล่ะพืน้ทีน่ัน้คณุสมบตัิ

ของดนิมคีวามแตกตา่งกนั	ไมว่า่จะเปน็	คา่ความเปน็กรด	

ด่างของดิน	อุณหภูมิของดิน	รวมทั้งชนิดของพืชที่ปลูก

ในดิน	ซึ่งล้วนส่งผลต่อการค้นพบชนิดของจุลินทรีย์ดิน

ดว้ย		ในงานวจิยันีน้อกจากจะพบไรโซเบยีมทีห่ลากหลาย

สายพันธุ์แล้วยังพบ	S. saheli SM132	ซึ่งเป็นไรโซเบียม

ประเภทเจริญเร็ว	 และโดยปกติเชื้อนี้เป็นเชื้อที่อยู่ร่วม

กันกับกับโสน	การที่ในงานวิจัยนี้พบเชื้อนี้อาจสืบเนื่อง

มาจากการเกิด	Horizontal	 transfer	 of	 symbiotic	 gene		

จากเชื้อที่ เข้าสร้างปมในโสนมาทำาให้เชื้อนี้มีความ

สามารถเขา้สรา้งปมในถัว่เหลอืงได	้(23)	ซึง่จะตอ้งทำาการ

ศึกษาต่อไป

4.	สรุป

	 ไรโซเบียมเป็นแบคทีเรียแกรมลบ	 เมื่ออยู่ร่วม

กับพืชตระกูลถั่วจะสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศ	 ให้

อยู่ในรูปของธาตุไนโตรเจนที่พืชสามารถนำาไปใช้ในการ

เจรญิเตบิโตได	้	งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงคเ์พือ่แยกไรโซเบยีม

จากดนิ	16	อำาเภอ	ในจงัหวดัพระนครศรอียธุยา	แลว้ศกึษา

ความหลากหลาย	 ของไรโซเบียมที่แยกได้	 ผลการวิจัย	

สามารถแยกแบคทเีรยีได	้	160		ไอโซเลต	มลีกัษณะโคโลนี

ที่แตกต่างกัน	 5	แบบ	สุ่มศึกษาไรโซเบียม	25	 ไอโซเลต	

ด้านคุณสมบัติทางสรีรวิทยาเบื้องต้น	สามารถจัดกลุ่มไร

โซเบียมได้	 2	กลุ่มตามคุณสมบัติการเจริญบนอาหารวุ้น

สูตร	YM	ที่มีคองโกเรด	0.25	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	คือ	

เป็นพวกเจริญช้าทั้งหมด	ยกเว้นไอโซเลต	SM132	ที่เป็น

พวกเจรญิเรว็	ผลการศกึษาการผลติสารทตุยิภมูบินอาหาร

วุ้นสูตร		YM		ที่มีบรอมไทมัลบลูที่	30o	C	พบรูปแบบการ

ขับสารทุติยภูมิ	3	แบบ	คือ	แบบที่	1	ขับสารที่มีฤทธิ์เป็น	

กรดตลอดระยะเวลาการบ่มเชื้อ	10	วัน	แบบที่	2	ขับสาร

ที่มีฤทธิ์เป็นด่างหลังจากบ่มเชื้อนาน	5	วัน	จากนั้นจะขับ

สารที่มีฤทธิ์เป็นกรดหลังจากบ่มเชื้อต่อเนื่องนานอีก	 5	

วนั	แบบที	่3	ขบัสารทีม่ฤีทธิเ์ปน็ดา่ง	ตลอดระยะเวลาการ

บม่เชือ้	10	วนั	ผลการศกึษา	ความสามารถในการเจรญิใน

อาหารที่มีโซเดียมคลอไรด์	พบว่า	มี	3	ไอโซเลตที่ไม่เจริญ	

(SM145,	SM149,	SM151)	แตเ่ชือ้สว่นใหญส่ามารถเจรญิ

ไดใ้นอาหารทีม่ปีรมิาณโซเดยีมคลอไรดต์ำา่	ม	ี1	ไอโซเลต	ที่

สามารถเจรญิในอาหารทีม่โีซเดยีมคลอไรด์	3%	(SM132)	

ผลการศึกษาการตอบสนองต่อสารปฏิชีวนะ	 10	 ชนิด	

คือ	Rifampicin,	Erithromycin,	PolymixinB,	Ampicilin,	

Acitracin,	Gentamycin,	Streptomycin,	Chloramphenicol,	

Kanamycin	และ	Tetracycline	พบว่ามีรูปแบบการตอบ

สนองที่หลากหลาย	 และเมื่อจำาแนกชนิดโดยใช้ลำาดับ

นิวคลีโอไทด์บริเวณ	16S	 rDNA	พบว่า	มีแบคทีเรีย	 12		

ไอโซเลต	 (SM001,	 SM009,	 SM012,	 SM017,	 SM021	

SM081,	 SM090,	 SM101,	 SM104,	 SM140,	 SM145,	

SM149)	 ที่ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิด

กับ	Bradyrhizobium yuanmingense มีแบคทีเรีย	 10	

ไอโซเลต	 (SM033,	 SM035,	 SM048,	 SM059,	 SM071	

SM075,	SM098,	SM110,	SM111,	SM125)		ทีค่วามสมัพนัธ์

ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับ	Bradyrhizobium elkanii	

มแีบคทเีรยี	2	ไอโซเลต	(SM041,	SM151)	ทีค่วามสมัพนัธ์

ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับ	Bradyrhizobium japonicum 

และมี	 1	 ไอโซเลต	 (SM132)	 ที่ความสัมพันธ์ทาง

วิวัฒนาการใกล้ชิดกับ	Sinorhizobium saheli
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