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บทคัดยอภาษาไทย 
เขื่อนน้ําพุง จังหวัดสกลนคร เปนแหลงผลิตกระแสไฟฟาเพ่ือเสริมสรางประสิทธิภาพในการสง

กระแสไฟฟาใหประชาชนในภูมิภาค และพักผอนทางธรรมชาติซึ่งมีพ้ืนที่ปาไมเหนือเขื่อนที่อุดมสมบูรณจึงควร
ไดรับการอนุรักษไวสืบไป ดังนั้นเพ่ือสนองพระราชดําริโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจาก
พระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ในพ้ืนที่ปาเหนือเขื่อนน้ําพุง โครงการวิจัยนี้จึง
ไดทําการสํารวจความหลากหลายของพืชตระกูลถั่ว และความหลากหลายของเชื้อไรโซเบียมที่เขาสรางปมกับ
พืชตระกูลถั่วนั้น ๆ รวมทั้งตรวจสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจน จากการสํารวจพ้ืนที่ปาใน 3 เสนทาง 
ซึ่งเปนปาเต็งรัง ปาเบญจพรรณ และปาผสมระหวางปาเต็งรังและปาเบญจพรรณ พบมีความหลากหลายของ
พืชตระกูลถั่วทั้งที่เปนไมยืนตน ไมพุมขนาดกลาง และชนิดเถาเลื้อยจํานวนทั้งสิ้น 68 สายพันธุ โดยสามารถ
จําแนกสายพันธุไดจํานวน 23 สายพันธุ ในจํานวนนี้พบวาเปนพืชตระกูลถั่วในสกุล Crotalaria sp.,  
Flemingia sp., Desmodium sp., Abrus sp., Mimosa sp., Indigofera sp., Bauhinia penicilliloba, 

Clitoria sp., Sindora siamensis var. siamensis, และ Bauhinia sp. และพบไรโซเบียมที่สามารถคัดแยก
ไดจากรากปมรากพืช และดินบริเวณรอบรากพืชที่เขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วเหลานี้จํานวนทั้งสิ้น 46 ไอโซ
เลท ที่มีลายพิมพ DNA ที่แตกตางกัน โดยพบไรโซเบียมในสกุล Bradyrhizobium sp., B. japonicum, B. 
elkanii, และ Rhizobium loeguminosarum โดยพบไรโซเบียมสวนใหญอยูในชนิด B. elkanii และเมื่อนํา
ไรโซเบียมที่คัดแยกไดเหลานี้ไปตรวจสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจนพบวาไรโซเบียม ไอโซเลท S4/T3 

1a ซึ่งเปนไรโซเบียมในกลุม B. elkanii แยกไดจากปมรากของถั่วหิงหาย มีคากิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเน
สสูงที่สุด คือ 75.70 nmole/mg/h เมื่อเขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วที่เปนพืชอาศัย (host plant) ดังนั้นไร
โซเบียมนี้สามารถพัฒนาใหเปนปุยชีวภาพสําหรับการฟนฟูปาไม หรือเพ่ือการบํารุงดินใหเกิดความอุดม
สมบูรณสําหรับการเกษตรตอไป 
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บทคัดยอภาษาอังกฤษ 
Nampung Dam is located at Sakonnakhon province and the forest in this area should 

be preserverd.  As the plant genetic conservation project under the Royal Initiative of Her 

Royal Highness Princess Maha Chakri Sirindhorn, this research survey the diversity of 

leguminous plants and their associated root nodule rhizobia as well as their nitrogen fixing 

ability.  The survey was done in three different types of forest trails including dipterocarp 

forest, mixed deciduous forest, and the combination between dipterocarp forest and mixed 

deciduous forest.  Total of 68 species of leguminous plants have been found, and only 23 

species were identified such as Crotalaria sp., Flemingia sp., Desmodium sp., Abrus sp., 

Mimosa sp., Indigofera sp., Bauhinia penicilliloba, Clitoria sp., Sindora siamensis var. 

siamensis, and Bauhinia sp.. Rhizobia were isolated from root nodules and rhizosphere soil, 

and the DNA fingerprint of each rhizobial isolate was determined. It was found that 46 

isolates of rhizobia had different DNA fingerprints indicated different species and strains of 

rhizobia.  The 16S rRNA sequence of these isolates was determined and they were highly 

homology to 4 groups of rhizobia, Bradyrhizobium sp. B. japonicum, B. elkanii, and 
Rhizobium loeguminosarum.  However, most of them belong to B. elkanii.  The nitrogen 

fixation ability of these rhizobia was determined as nitrogenase activity.  It was found that B. 

elkanii isolate S4/T3 1a provided the highest nitrogenase activity at 75.70 nmole/mg/h when 

symbiosis with its host legume plant.  Thus, this rhizobium can be further developed as 

biofertilizer for reforestration or increase soil fertility for agriculture application. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ง 
 

สารบัญ 
 หนา 
กิตติกรรมประกาศ ………………………………………………………………………………………………………………... ก 
บทคัดยอภาษาไทย …………………………………………………………….…………………………………………………. ข 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ……………………………………………………….…………................................................ ค 
สารบัญ .……………………………………………………………………………………………………………………………….. ง 
สารบัญตาราง ……………………………………………………………………………………………………………………….. จ 
สารบัญภาพ ………………………………………………………………………………………………………………………….. จ 
บทที่  1 บทนํา   

ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย ………..………………………………………………………………….. 1 
วัตถุประสงคของการวิจัย .………………………..……………………………………………………………………… 2 
ขอบเขตของการวิจัย …………………..…………..……………………………………………………………………… 2 
ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย ………..………………..……………….……………………………………………… 2 

บทที่  2 วิธีดําเนินการวิจัย  
การเก็บขอมูลภาคสนาม………..………………..……………….……………………………………………………… 3 
การสํารวจพืชตระกูลถั่วที่พบในบริเวณปาเหนือเข่ือนน้ําพุง………..………………..……………….…….. 3 
การเก็บตัวอยางพืชตระกูลถั่ว (Voucher herbarium specimens) ………..………………..……….. 3 
การตรวจสอบลักษณะทางอนุกรมวิธาน………..………………..……………….………………………………… 5 
การคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากพืชตระกูลถั่ว………..………………..……………….………………… 5 
การคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากดินบริเวณรอบรากพืชตระกูลถั่ว………..………………..……………….… 7 
การตรวจสอบลายพิมพ DNA (DNA fingerprint) โดยเทคนิค BOX-PCR………..………………..…… 8 
การจําแนกสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกได………..………………..……………….………………….  8 
การหาความสัมพันธของลําดับเบสของยีน 16S rRNA โดยการสราง Phylogenetic tree……… 9 
การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซมไนโตรจีเนส………..………………..……………….…………………………… 9 

บทที่  3 ผลการวิเคราะหขอมูล   
ผลการเก็บขอมูลภาคสนาม และการตรวจสอบทางอนุกรมวิธาน………..………………..………………. 10 
การศึกษาความหลากหลายของไรโซเบียม………..………………..……………….…………………………….. 58 
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมที่คัดแยกได………..………………..……………….….. 63 
อภิปรายผล …………………………….…………………………………………………………………………………….. 69 

บทที่  4 บทสรุป  
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ ………….…………………………………………………………………………. 71 

ภาคผนวก  
ภาคผนวก ก. เสนทางสํารวจบริเวณปาเหนือเข่ือนน้ําพุง……………………………………………………… I 

 

 

 

 

 

 

 

 



จ 
 

ภาคผนวก ข. สูตรอาหารและวิธีการเตรียม……………………………………………………………………….. I 
ภาคผนวก ค.  การเตรียมสารละลายธาตุอาหารพืช……………………………………………………………. II 
ประวัติผูวิจัย………………………………………………………………………………………………………………….. III 

 
 

สารบัญตาราง 
 หนา 
ตารางที่ 2.1 วิธีการกําจัดเชื้อปนเปอนบนผิวเมล็ดกอนการเพาะใหงอก………………………………………… 6 

ตารางที่ 3.1 ตัวอยางพืชตระกูลถั่ว เสนทางสํารวจที่ 1 ปาเต็งรัง เก็บตัวอยางวันที่ 14 ธันวาคม 
2554…………………………………………………………………………………………………………………  

 

11 

ตารางที่ 3.2 ตัวอยางพืชตระกูลถั่ว เสนทางสํารวจที่ 2 ปาเต็งรัง ผสมปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยาง
วันที่ 15 ธันวาคม 2554………………………………………………………………………………………. 

 

25 

ตารางที่ 3.3 ตัวอยางพืชตระกูลถั่ว เสนทางสํารวจที่ 3 ปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางวันที่ 15 
ธันวาคม 2554…………………………………………………………………………………………………… 

 

31 

ตารางที่ 3.4 ตัวอยางพืชตระกูลถั่ว เสนทางสํารวจที่ 2 ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยาง
วันที่ 29 กุมภาพันธ 2555…………………………………………………………………………………… 

 

40 

ตารางที่ 3.5 ตัวอยางพืชตระกูลถั่ว เสนทางสํารวจที่ 3 ปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางวันที่ 28 
กุมภาพันธ 2555………………………………………………………………………………………………… 

 

47 

ตารางที่ 3.6 การบงชี้สายพันธุของไรโซเบียมที่สามารถเขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่ว………………………. 60 

ตารางที่ 3.7 แสดงคากิจกรรมเอนไซมไนโตรจีเนสของเชื้อไรโซเบียมไอโซเลทตาง ๆ ที่เขาสรางปมกับ
พืชตระกูลถั่ว (Host plant) ที่พบในปาบริเวณเหนือเขื่อนน้ําพุง และกับถ่ัว Siratro…… 

 

68 

 

 

สารบัญภาพ 
 หนา 
รูปที่ 2.1 การนําตัวอยางพืชสดอัดลงในแผงอัดพรรณไม……………………………………………………………… 4 

รูปที่ 2.2 การปลูกพืชในถุงปลูกเพ่ือทดสอบการเขาสรางปมของแบคทีเรียที่คัดแยกได…………………… 8 

รูปที่ 3.1 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S1T1 ตนขี้เหล็กบานหรือเรียงเม็ด………. 14 

รูปที่ 3.2 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S2T1 ตนเครือขน…………………………….. 14 

รูปที่ 3.3 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S3T1 unidentified…………………………. 15 

รูปที่ 3.4 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S4T1 มะขามปา Abrus sp…………………. 
 

15 

รูปที่ 3.5 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S5T1 unidentified………………………….. 16 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฉ 
 

รูปที่ 3.6 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S6T1 กระดิ่งหายปา Crotalaria sp…….. 16 

รูปที่ 3.7 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S7T1 Crotalaria sp…………………………. 17 

รูปที่ 3.8 แสดงภาพของใบ และฝกของพืชตระกูลถั่ว S8T1 Crotalaria sp………………………………… 17 

รูปที่ 3.9 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S9T1 Crotalaria sp……………………………. 18 

รูปที่ 3.10 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S10T1 กาวกะปอม…………………………. 18 

รูปที่ 3.11 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว กาสามปก Flemingia sp…………………. 19 

รูปที่ 3.12 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว Desmodium sp…………………………….. 19 

รูปที่ 3.13 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S13T1 unidentified………………………. 20 

รูปที่ 3.14 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S14T1 Desmodium sp…………………. 20 

รูปที่ 3.15 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S16T1 unidentified……………………… 21 

รูปที่ 3.16 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S17T1 มะกล่ําตาแดง Abrus sp………. 21 

รูปที่ 3.17 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S18T1 unidentified…………………………. 22 

รูปที่ 3.18 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S19T1 unidentified……………………… 22 

รูปที่ 3.19 แสดงภาพของใบ และฝกของพืชตระกูลถั่ว S20T1 Desmodium sp……………………………. 23 

รูปที่ 3.20 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S21T1 unidentified…………………………. 23 

รูปที่ 3.21 แสดงภาพของใบ ดอกและฝกของพืชตระกูลถั่ว S22T1 unidentified………………………. 24 

รูปที่ 3.22 แสดงภาพของใบ ฝกและปมของพืชตระกูลถั่ว S1T2 unidentified…………………………………. 27 

รูปที่ 3.23 แสดงภาพของใบ ฝก เมล็ดและปมของพืชตระกูลถั่ว S2T2 unidentified…………………… 27 

รูปที่ 3.24 แสดงภาพของใบ ฝก และดอกของพืชตระกูลถั่ว S3T2 ครามปา Indigofera sp………….. 28 

รูปที่ 3.25 แสดงภาพของใบ และฝกของพืชตระกูลถั่ว S4T2  Dendrolobium sp……………………… 28 

รูปที่ 3.26 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S5T2 เสี้ยวใหญ  ฺBauhinia sp…………. 29 

รูปที่ 3.27 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S6T2 ครามนอย Indigofera sp………. 29 

รูปที่ 3.28 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S7T2  Crotalaria sp…………………….. 30 

รูปที่ 3.29 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S1T3 เสี้ยวแดง Bauhinia 
penicilliloba……………………………………………………………………………………………………… 

 

33 

รูปที่ 3.30 แสดงภาพของใบ ฝก ดอก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S2T3  ถั่วปา………………………….. 33 

รูปที่ 3.31 แสดงภาพของใบ ฝก ดอก และปมของพืชตระกูลถั่ว S3T3  กระตืกแป……………………… 34 

รูปที่ 3.32 แสดงภาพของใบ ฝก เมล็ด และปมของพืชตระกูลถั่ว S4T3  ถั่วหิงหาย……………………… 34 

รูปที่ 3.33 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S5T3  ชงโค…………………………………… 35 

รูปที่ 3.34 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S6T3  ชงโคเล็ก Bauhinia sp…………. 35 

รูปที่ 3.35 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S7T3   Clitoria sp………………………… 36 

รูปที่ 3.36 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S8T3   Sindora siamensis var. 
siamensis………………………………………………………………………………………………………….. 

 

36 

 

 

 

 

 

 

 

 



ช 
 

รูปที่ 3.37 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S9T3 ไมยราพเล็ก  Mimosa sp………. 37 

รูปที่ 3.38 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S10T3 กาวกะปอม…………………………… 37 

รูปที่ 3.39 แสดงภาพของใบ ฝก ปมและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S11T3 มะขามปา Abrus sp……….. 38 

รูปที่ 3.40 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S12T3 Desmodium sp…………………  38 

รูปที่ 3.41 แสดงภาพของใบ ฝกและตนของพืชตระกูลถั่ว S13T3 Desmodium sp……………………..  39 

รูปที่ 3.42 แสดงภาพของใบ และตนของพืชตระกูลถั่ว S1-T2-2 unidentified……………………………. 41 

รูปที่ 3.43 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S2-T2-2 unidentified…………………….. 41 

รูปที่ 3.44 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S3-T2-2 unidentified…………………….. 42 

รูปที่ 3.45 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S4-T2-2 unidentified…………………….. 42 

รูปที่ 3.46 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S5-T2-2 ขามปา……………………………… 43 

รูปที่ 3.47 แสดงภาพของใบ ฝก เมล็ดและปมของพืชตระกูลถั่ว S6-T2-2 unidentified……………….. 43 

รูปที่ 3.48 แสดงภาพของฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S7-T2-2 unidentified…………………………. 44 

รูปที่ 3.49 แสดงภาพของตน ใบ และปมของพืชตระกูลถั่ว S8-T2-2 กวาวเครือ จานเครือ…………….. 44 

รูปที่ 3.50 แสดงภาพของตน ใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S9-T2-2  unidentified……………… 45 

รูปที่ 3.51 แสดงภาพของใบ  และฝกของพืชตระกูลถั่ว S10-T2-2  unidentified………………………… 45 

รูปที่ 3.52 แสดงภาพของใบ  และฝกของพืชตระกูลถั่ว S11-T2-2  unidentified………………………… 46 

รูปที่ 3.53 แสดงภาพของใบ  และตนของพืชตระกูลถั่ว S1-T3-2  มะขามเครือ…………………………….. 50 

รูปที่ 3.54 แสดงภาพของใบ  ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S2-T3-2  unidentified……………………… 50 

รูปที่ 3.55 แสดงภาพของใบ  ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S3-T3-2  unidentified……………………… 51 

รูปที่ 3.56 แสดงภาพของใบ  ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S4-T3-2  unidentified……………………… 51 

รูปที่ 3.57 แสดงภาพของใบ  ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S5-T3-2  unidentified……………………… 52 

รูปที่ 3.58 แสดงภาพของใบ  ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S6-T3-2  unidentified……………………… 52 

รูปที่ 3.59 แสดงภาพของใบ  ฝก ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S7-T3-2  unidentified………………… 53 

รูปที่ 3.60 แสดงภาพของใบ ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S8-T3-2  unidentified……………………… 53 

รูปที่ 3.61 แสดงภาพของใบ ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S9-T3-2  unidentified……………………… 54 

รูปที่ 3.62 แสดงภาพของใบ ตนและฝกของพืชตระกูลถั่ว S10-T3-2  unidentified…………………… 54 

รูปที่ 3.63 แสดงภาพของใบ ตนและฝกของพืชตระกูลถั่ว S11-T3-2  unidentified…………………… 55 

รูปที่ 3.64 แสดงภาพฝกของพืชตระกูลถั่ว S12-T3-2  หันแดง…………………………………………………. 55 

รูปที่ 3.65 แสดงภาพฝกของพืชตระกูลถั่ว S13-T3-2  unidentified………………………………………… 56 

รูปที่ 3.66 แสดงภาพตน ใบ เมล็ดและฝกของพืชตระกูลถั่ว S14-T3-2  คําพ้ีควาย……………………… 56 

รูปที่ 3.67 แสดงภาพฝกของพืชตระกูลถั่ว S15-T3-2  unidentified………………………………………….. 57 

รูปที่ 3.68 แสดงภาพตน ใบ เมล็ดและฝกของพืชตระกูลถั่ว S16-T3-2  แสมสารหรือ ขี้เหล็กบาน….. 57 

รูปที่ 3.69 ตัวอยาง DNA fingerprint จากไอโซเลทของเชื้อแบคทีเรียที่ไดจากปมรากถ่ัว โดยใชวิธ ี  

 

 

 

 

 

 

 

 



ซ 
 

BOX-PCR………………………………………………………………………………………………………….. 59 

รูปที่ 3.70 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของไรโซเบียมที่พบจากการสํารวจ…………………….. 64 

รูปที่ 3.71 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของไรโซเบียมกลุม Bradyrhizobium ที่พบจาก
การสํารวจ………………………………………………………………………………………………………………………… 

 

65 

รูปที่ 3.72 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของไรโซเบียมกลุม Rhizobium ที่พบจากการ
สํารวจ………………………………………………………………………………………………………………… 

 

66 

รูปที่ 3.73 ภาพแสดงการเจริญเติบโตของพืชตระกูลถั่วที่เขาสรางปมโดยเชื้อไรโซเบียมในกลุมที่ไมมี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน (Ineffective nitrogen fixation) และกลุมที่มี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน (Effective nitrogen fixation)…………………………………. 

 

 

67 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

บทที่ 1 
บทนํา 

พืชตระกูลถั่ว เปนพืชที่อยูในวงศ Fabaceae หรือ Leguminosae เปนพืชกลุมใหญเปนอันดับ 3 มี
สมาชิกประมาณ 720 สกุล 19,500 สปชีส (Mabberley, 2008) พบกระจายอยูทั่วไป ทั้งนี้พบวาพืชตระกูลถั่วมี
ความสัมพันธแบบพึ่งพาอาศัยกับแบคทีเรียกลุมหนึ่ง คือ ไรโซเบียม ซึ่งเปนแบคที่เรียที่อาศัยในดิน มีความสามารถ
พิเศษในการเขาสรางปมที่รากพืชตระกูลถั่ว และสามารถตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศเปลี่ยนเปนปุยไนโตรเจน
ใหกับพืชตระกูลถั่ว ไดมีการประยุกตใชไรโซเบียมในระบบเกษตร โดยการใชไรโซเบียมเปนปุยชีวภาพโดยเฉพาะ
ปุยไนโตรเจน โดยใชไรโซเบียมในรูปของปุยพืชสด สามารถอนุรักษธาตุอาหารในดิน  โดยพืชที่เปนปุยพืชสด (พืช
ตระกูลถั่ว) เมื่อถูกไถกลบ จะสลายตัวและปลอยธาตุอาหาร โดยเฉพาะไนโตรเจนในชั้นดิน ซึ่งเปนประโยชนแกพืช
เศรษฐกิจ อันเปนพืชหลักตอไป  และยังใชเปนการหมุนเวียนใชทรัพยากรในไรนาใหเกิดประโยชนสูงสุด  
 นอกจากบทบาทของไรโซเบียมที่มีตอพืชตระกูลถั่วที่เปนปุยพืชสดแลว ยังมีบทบาทตอไมยืนตนที่เปนพืช
ตระกูลถั่วอีก ดังเชนในประเทศไทยในป ค.ศ. 1961 มีรายงานวายังคงมีพ้ืนที่ปา คิดเปน 53% ของพ้ืนที่ แตมาใน
ป ค.ศ. 1989 ประเทศไทยเหลือพ้ืนที่ปาเพียง 28% ทําใหเกิดการรื้อฟนนโยบายชาติที่วา การฟนฟูสภาพปา
ภายในประเทศ โดยตั้งเปาในการเพ่ิมจํานวนพ้ืนที่ปาใหเปน 40% ใหได ทําใหกลุมไมยืนตนเปาหมายที่กรมปาไม
ใชในการปลูกปาเพ่ิมสวนใหญเปนไมยืนตนตระกูลถั่ว ไดแกกลุมกระถินณรงค (Acacia auriculaeformis A. 
Cunn. ex Benth.) กระถินเทพา (A. mangium Willd.) ไมแดง (Xylia xylocarpa (Roxb.) Taub.) และประดู 
(Pterocarpus indicus Willd.) จากการศึกษาการคัดเลือกสายพันธุไรโซเบียมที่มีประสิทธิภาพสูงในการตรึง
ไนโตรเจน และทําใหกลุมไมยืนตนดังกลาวเจริญเติบโตไดดี พบวาไรโซเบียมที่สรางปมและตรึงไนโตรเจนไดดี อยู
ในสกุล Bradyrhizobium ที่มีความสัมพันธใกลชิดกับ B. japonicum และ B. elkanii เปนสวนใหญ (Manassila 

และคณะ, 2007) ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจวาพืชตระกูลถั่วที่พบในบริเวณเขื่อนน้ําพุงนั้นมีชนิดใดบาง และมีความ
หลากหลายของเชื้อไรโซเบียมที่สามารถเขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วเหลานั้นเปนอยางไร 

 ทั้งนี้เทคนิคที่ใชในการตรวจสอบความหลากหลายของเชื้อไรโซเบียม นอกจากจะใชเทคนิคพ้ืนฐาน
ทางดานจุลินทรีย และชีวเคมีแลว ในการจัดทําอนุกรมวิธานของไรโซเบียม (ตั้งแตประมาณป ค.ศ. 2002) นั้น
จะตองมีการใชเทคนิค PCR รวมกับ DNA primer ที่เปนตัวระบุลายนิ้วมือที่เหมาะสม เชน rep-PCR เปนตน 
รวมเขากับขอมูลที่ไดจากเทคนิคที่เรียกวา multilocus sequences analysis (MLSA) โดยขอมูลนี้ตองไดมาจาก
ยีนที่แตกตางกัน 3 ชุด เชน ยีน recA, ยีน rpoB  เปนตน นอกจากนี้ขอมูลที่ไดจากการอานลําดับเบสสมบูรณ 
จากยีนสําคัญ เชน nifH, nodA  หรือ 16S rDNA ก็มีความจําเปนเชนกัน ดังนั้นจากการศึกษาครั้งนี้จะทําใหได
ขอมูลเกี่ยวกับความหลากหลายของพืชตระกูลถั่ว และชนิดของเชื้อไรไซเบียมที่มีอยูในบริเวณเขื่อนน้ําพุง รวมทั้ง
ความสัมพันธระหวางความหลากหลายของเชื้อไรโซเบียม กับชนิดของพืชตระกูลถั่ว นอกจากนี้ยังจะไดสายพันธุไร
โซเบียมทีม่ีประสิทธิภาพในการสงเสริมใหพืชตระกูลถั่วแตละชนิดดังกลาวสามารถเจริญเติบโตไดดีอีกดวย 
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ความสําคัญ และที่มาของปญหาการวิจัย 
 เขื่อนน้ําพุง จังหวัดสกลนคร ถูกสรางข้ึนและเริ่มเปดใชอยางเปนทางการตั้งแตป พ.ศ. 2508 โดยเขื่อนน้ํา
พุงทําหนาที่ในการเก็บกักน้ํา ปองกันน้ําทวม รวมทั้งเปนแหลงผลิตกระแสไฟฟาเพ่ือเสริมสรางประสิทธิภาพในการ
สงกระแสไฟฟาใหประชาชนในภูมิภาค นอกจากนี้เขื่อนน้ําพุงยังเปนสถานที่ทองเที่ยว และพักผอนทางธรรมชาติ
ใหแกประชาชนอีกดวย เนื่องจากมีทัศนียภาพของอางเก็บน้ําที่สวยงาม รวมทั้งพ้ืนที่ปาไมเหนือเขื่อนที่ยังมีความ
อุดมสมบูรณ อยางไรก็ดีพ้ืนที่ปาไมแหงนี้ยังไมไดมีการสํารวจถึงความหลากหลายทางชีวภาพของพืช สัตว รวมทั้ง
จุลินทรียที่เปนประโยชนตอผืนปา โดยในงานวิจัยนี้ใหความสําคัญกับพืชตระกูลถั่ว และเชื้อไรโซเบียมที่อาศัย
ภายในปมรากของพืชตระกูลถั่วชนิดตาง ๆ ซึ่งมีความสัมพันธกันในแบบพ่ึงพาอาศัย โดยสงเสริมการเจริญซึ่งกัน
และกัน ดังนั้นการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของพืชตระกูลถั่ว และความหลากหลายของเชื้อไรโซเบียมที่
เขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วชนิดตาง ๆ สามารถใชเปนขอมูลพ้ืนฐานสําหรับเปนแนวทางในการพัฒนาวิธีการ
บํารุงรักษาผืนปา พันธุพืช หรือดินในบริเวณเขื่อนน้ําพุง ใหมีความสมบูรณตอไป อีกทั้งเพ่ือเปนฐานขอมูลความรู
ใหแกนักวิชาการ หรือประชาชนทั่วไปที่สนใจ 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
1.  เพ่ือสนองพระราชดําริโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จพระเทพ

รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ในพ้ืนที่ปาเหนือเขื่อนน้ําพุง 
2.  เพ่ือศึกษาความหลากหลายของพืชตระกูลถั่วที่พบในบริเวณปาเหนือเข่ือนน้ําพุง 
3.  เพ่ือศึกษาความหลากหลายของเชื้อไรโซเบียมที่เขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วชนิดตาง ๆ ที่พบในบริเวณปา

เหนือเขื่อนน้ําพุง 
4.  เพ่ือเก็บรวมรวมสายพันธุจุลินทรียที่มีศักยภาพในการตรึงไนโตรเจนที่พบในปาเหนือเขื่อนน้ําพุง 

 

ขอบเขตของการวิจัย 
ทําการศึกษาความหลากหลายของพืชตระกูลถั่ว และความหลากหลายของเชื้อไรโซเบียมที่เขาสรางปมกับ

พืชตระกูลถั่วแตละชนิดโดยเทคนิคทางจุลินทรีย ชีวเคมี และอณูชีววิทยา จากนั้นตรวจสอบศักยภาพในการเขา
สรางปม และการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียม และเก็บรวมรวมสายพันธุไรโซเบียมที่มีศักยภาพเพ่ือใช
ประโยชนตอไป 

 

ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย 
1.   เปนฐานขอมูลความหลากหลายทางชีวภาพของพืชตระกูลถั่ว และเชื้อไรโซเบียมที่อาศัยในปมรากของพืช

ตระกูลถั่วชนิดนั้น ๆ ในบริเวณปาเหนือเขื่อนน้ําพุง 
2.  ไดสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมที่มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนสูง สามารถนําไปใชประยุกตในเชิงปุย

ชีวภาพ กับการปลูกพืชตระกูลถั่วตอไปได 
3.   ไดผลงานทางวิชาการท่ีสามารถเผยแพรความรูในที่ประชุม หรือวารสารวิชาการ 
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บทที่ 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
วัตถุประสงค   1.  เพ่ือสนองพระราชดําริโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ในพ้ืนที่ปาเหนือเขื่อนน้ําพุง 
2.  เพ่ือศึกษาความหลากหลายของพืชตระกูลถั่วที่พบในบริเวณปาเหนือเข่ือนน้ําพุง 

เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคขอที่ 1 และ 2 ไดดําเนินการดังตอไปนี้ 
1.  การเก็บขอมูลภาคสนาม: เขื่อนน้ําพุง จ.สกลนคร 

ดําเนินการเก็บขอมูลภาคสนาม โดยเดินทางสํารวจ ณ บริเวณปาเหนือเขื่อนน้ําพุง จํานวน 2 ครั้ง คือ 

 ครั้งที่ 1 วันที่ 13-16 ธันวาคม 2554 จํานวน 3 เสนทาง 
  เสนทางสํารวจที่ 1 ปาเต็งรัง 
  เสนทางสํารวจที่ 2 ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ 

  เสนทางสํารวจที่ 3 ปาเบญจพรรณ 
 ครั้งที่ 2 วันที่ 27 กุมภาพันธ – 1 มีนาคม 2555 จํานวน 2 เสนทาง 
  เสนทางสํารวจที่ 2 ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ 

  เสนทางสํารวจที่ 3 ปาเบญจพรรณ 

 *แผนที่เสนทางสํารวจแสดงในภาคผนวกท่ี 1 

2.  การสํารวจพืชตระกูลถั่วที่พบในบริเวณปาเหนือเขื่อนน้ําพุง  
 ดําเนินการเก็บขอมูล โดยทําการบันทึกภาพของลักษณะตน ใบ ดอก ฝก เมล็ด และบันทึกชื่อทองถิ่น

ของพืชนั้น ๆ จากนั้นเก็บตัวอยางพืชสดในสวนของกิ่ง ใบ ดอก ฝก ราก และปมราก จํานวน 3 ซ้ําตอตัวอยาง 
สําหรับการทํา Voucher herbarium specimens นอกจากนี้เก็บตัวอยางดินประมาณ 200 กรัม จากบริเวณรอบ
รากพืช เพื่อนําไปทดสอบตอไป 

3.  การเก็บตัวอยางพืชตระกูลถั่ว (Voucher herbarium specimens) เพ่ือการศึกษาทางอนุกรมวิธาน 

3.1  นําตัวอยางพืชสดที่เก็บไดจากการสํารวจมาทําใหแหงโดยการอัดในแผงอัดพรรณไม (plant press) 

ทําดวยไมเนื้อแข็ง ขนาด 12×18 นิ้ว โดยเลือกกิ่งที่มีใบ ดอก และฝก ( ถามี ) ที่สมบูรณที่สุด 2 – 3 กิ่ง ตอพรรณ
ไม 1 ชนิด (ผูกปายหมายเลขลําดับประจําตัวอยาง) จากนั้นใชกรรไกรตัดกิ่งไม หรือมีดคม ๆ ตัด  แลววางตัวอยาง
พืชลงบนกระดาษหนังสือพิมพ โดยวางเปนชั้น ๆ ซอนกัน และใชกระดาษลูกฟูกคั่นระหวางพรรณไมแตละชิ้น
ตัวอยาง ทั้งนี้พรรณไมที่มีความยาวเกินขนาดของแผนกระดาษ ไดพับใบและตนใหมีลักษณะคลายรูป L หรือ V 

ตามความเหมาะสม โดยพลิกใบพืชใหเห็นทั้งสวนเหนือใบและใตใบ เมื่อเรียงตัวอยางเสร็จแลวใหอัดพรรณไมโดย
ใชเชือกรัดแผงอัดพรรณไมใหแนน (รูปที่ 2.1) จากนั้นนําไปตากแดดโดยตั้งแผงไมขึ้น เปนเวลา 3-5 วัน จนพรรณ
ไมแหง 
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รูปที่ 2.1 การนําตัวอยางพืชสดอัดลงในแผงอัดพรรณไม 
 

3.2  ตัวอยางพรรณไมที่แหงแลว นํามาวางบนกระดาษแข็งสีขาว โดยจัดตําแหนงใหเหมาะสม และ
สวยงาม โดยไมใหมีสวนของพืชเลยขอบกระดาษออกมา  แลวใชกาวลาเท็กซทาเปนระยะบาง ๆ บนกระดาษเพ่ือ
ตรึงตัวอยางพรรณไมไวบนกระดาษ และแยกสวนของฝกที่หลุดรวงงายบรรจุลงในซอง แลวติดซองนี้บนกระดาษ
ติดแผนไม พรอมทั้งติดกระดาษบันทึกขอมูลของ ชื่อวิทยาศาสตร ชื่อสามัญ (ชื่อพรรณไมทองถิ่น) สถานที่ และ
วันที่เก็บตัวอยาง รวมทั้งลักษณะอ่ืน ๆ ที่สําคัญของพรรณไมแตละชนิด และชื่อผูเก็บตัวอยางลงบนกระดาษติด
พรรณไม 
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4.  พรรณไมที่ไดนํามาตรวจสอบลักษณะทางอนุกรมวิธาน และทําการจําแนกเบื้องตนภายในหองปฏิบัติการ 
และตรวจสอบยืนยันโดยการเปรียบเทียบกับตัวอยางพืช ณ หอพรรณไม จ. กรุงเทพมหานคร 

 

วัตถุประสงค   3.  เพ่ือศึกษาความหลากหลายของเชื้อไรโซเบียมที่เขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วชนิดตาง ๆ ที่พบ
ในบริเวณปาเหนือเขื่อนน้ําพุง 

เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคขอที่ 3 ไดดําเนินการดังตอไปนี ้
1.  การคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากพืชตระกูลถั่ว 

 พืชตระกูลถั่วที่สามารถเก็บตัวอยางปมรากที่สมบูรณ นํามาคัดแยกเชื้อไรโซเบียมออกจากปมรากไดตาม
วิธีการของ Somasegaran and Hoben (1994) ดังนี้ 

 1.1  นําปมถั่วมาลางในน้ํา และแชในแอลกอฮอล 95% นาน 10 วินาที แลวเทออก จากนั้นลางปมใน
สารละลาย 3% โซเดียมไฮโปคลอไรท เปนเวลา 5 นาที เพ่ือกําจัดเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนภายนอกปม (surface 

sterilization) จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้ออยางนอย 5 ครั้ง 
 1.2  ใชใบมีดปลอดเชื้อ (sterilized blade) ผาปม แลวใช loop แตะเชื้อจากภายในปมถั่ว นํามาขีดเชื้อ 

(streak) ลงบนอาหาร Yeast extract mannitol  (YEM) ที่ผสมสารละลาย congo read แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส (°C) แลวตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียที่เกิดข้ึนทุกวัน เปนเวลา 7 วัน 

 1.3  คัดเลือกโคโลนีเดี่ยว (single colony) ของแบคทีเรียที่แยกไดเพ่ือทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา
โดยการยอมสี (Gram’s staining) และตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียที่มีลักษณะ
เบื้องตนคลายกับเชื้อไรโซเบียม 

 1.4  ยืนยันการเขาสรางปมของเชื้อที่คัดแยกได โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ไดในอาหาร YEM จนกระทั่งมี
เซลลเจริญอยูในปริมาณ 108 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นทําการปลูกเชื้อ (inoculate) 1 มิลลิลิตรตอเมล็ด ลงบน
เมล็ดของพรรณพืชตระกูลถั่วซึ่งเปนพืชอาศัย (host plant) ที่พบการสรางปมนั้น ๆ (กรณีสามารถเก็บเมล็ด
ตัวอยางจากพรรณพืชนั้นได) หรือทําการปลูกเชื้อลงบนเมล็ดของ Siratro (Macroptilium atropurpureum) ซึ่ง
เปนพืชตระกูลถั่วที่เชื้อไรโซเบียมสวนใหญสามารถเขาสรางปมได (ในกรณีที่ไมสามารถเก็บเมล็ดของพืชตัวอยาง
ได) ทั้งนี้เมล็ดพืชแตละชนิดที่ใชทดสอบตองทําการกําจัดเชื้อปนเปอนบนผิวนอกของเมล็ด กอนนําไปเพาะเพ่ือให
เมล็ดงอก (germination) แลวจึงนํามาทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได โดยวิธีการกําจัดเชื้อปนเปอนบนผิว
นอกของเมล็ดแตกตางกันไปในเมล็ดพืชแตละชนิดตามลักษณะของเปลือกหุมเมล็ด ดังแสดงในตารางที่ 2.1 โดย
เมล็ดที่มีเปลือกบางใชวิธีแชใน sodium hypochlorite เขมขน 2.5% นาน 5 นาที ลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 5-6 

ครั้ง ในขณะที่เมล็ดที่มีเปลือกหนาใชวิธีแชในกรด sulfuric เขมขนนาน 10-30 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นปลอด
เชื้อ 5-6 ครั้ง แลวเพาะในอาหารแข็ง 0.8% (0.8% water agar) เปนเวลา 2 วัน 

1.5 ปลูกพืชลงในถุงปลูกดังแสดงในรูปที่ 2.2 โดยใชสารละลายธาตุอาหารพืชที่ไมมีไนโตรเจน (N-free 

nutrient solution, Somasegaran and Hoben, 1994) รดพืชเพ่ือทดสอบการเขาสรางปมและการตรึง
ไนโตรเจนจากนั้นนําไปวางไวบนชั้นแสงในหองปฏิบัติการโดยควบคุมใหมีการใหแสงที่ 12/12 ชั่วโมง (มืด/สวาง) 
ณ อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส จากนั้นติดตามการเขาสรางปมของเชื้อแบคทีเรียที่นํามาทดสอบ แบคทีเรียไอ
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โซเลทใดที่สามารถเขาสรางปมกับพืชอาศัย (host plant) หรือกับ Siratro ไดสามารถยืนยันการเปนเชื้อไรโซเบียม 
และนําไปทดสอบในข้ันตอนตอไป 

 

ตารางที่ 2.1 วิธีการกําจัดเชื้อปนเปอนบนผิวเมล็ดกอนการเพาะใหงอก 

ตัวอยาง ชื่อ สารเคมีที่ใชในการกําจัดเชื้อปนเปอน 
ระยะเวลาการ

แชเมล็ด 
(นาที) 

Control Siratro ( Macroptilium 
atropurpureum) 

กรดซัลฟวริก 10 

S1/T1 ขี้เหล็กบาน, เรียงเม็ด (Senna 
occidentalis) 

กรดซัลฟวริก 10 

S2/T1 เครือขน กรดซัลฟวริก 10 

S3/T1 ดานราชสีห (Tephrosia vestita) กรดซัลฟวริก 10 

S4/T1 มะขามปา (Abrus pulchellus) กรดซัลฟวริก 10 

S5/T1 อัญชันปา (Clitoria macrophylla) โซเดียมไฮโปคลอไรท 5 

S6/T1 กระดิ่งหายปา (Crotalaria alata) กรดซัลฟวริก 10 

S7/T1 หิ่งหายใบเล็ก (Crotalaria albida) กรดซัลฟวริก 10 

S8/T1 Crotalaria sp. กรดซัลฟวริก 10 

S9/T1 Crotalaria sp. กรดซัลฟวริก 30 

S10/T1 กาวกะปอม (Cajanus 
scarabaeoides) 

กรดซัลฟวริก 15 

S11/T1 กาสามปก (Flemingia 

macrophylla) 

กรดซัลฟวริก 10 

S12/T1 อีเหนียว (Desmodium 

gangeticum) 

โซเดียมไฮโปคลอไรท 5 

S13/T1 ชอยนางรํา (Codoriocalyx 
motorius (Houtt.) H.Ohashi)  

กรดซัลฟวริก 15 

S14/T1 หญาสองปลอง (Desmodium 

velutinum) 

กรดซัลฟวริก 10 

S16/T1 ลูกพรวนหมา (Pycnospora 
lutescens) 

กรดซัลฟวริก 10 

S17/T1 มะกล่ําตาแดง (Abrus precatorius) กรดซัลฟวริก 10 
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S18/T1 หิ่งหาย (Crotalaria retusa) กรดซัลฟวริก 10 

S19/T1 ชะคราม (Indigofera galegoides) กรดซัลฟวริก 10 

S20/T1 ตาลสานดอย (Desmodium 
renifolium) 

กรดซัลฟวริก 10 

S21/T1 มะขามเบี้ย (Chamaecrista 
pumila) 

กรดซัลฟวริก 10 

S22/T1 Crotalaria sp. กรดซัลฟวริก 10 

S2/T2 Unidentified กรดซัลฟวริก 10 

S4/T2 แกลบหนู (Dendrolobium 

lanceolatum) 

กรดซัลฟวริก 10 

S5/T2 เสี้ยวใหญ (Bauhinia saccocalyx.) โซเดียมไฮโปคลอไรท 5 

S6/T2 ครามนอย (Indigofera wightii) กรดซัลฟวริก 10 

S7/T2 Crotalaria sp. กรดซัลฟวริก 10 

S1/T3 เสี้ยวแดง (Bauhinia penicilliloba) โซเดียมไฮโปคลอไรท 5 

S2/T3 ถั่วปา (Vigna minima) กรดซัลฟวริก 10 

S3/T3 กะตืกแป (Desmodium 

heterocarpon) 

กรดซัลฟวริก 10 

S4/T3 ถั่วหิงหาย (Tephrosia coccinea ) กรดซัลฟวริก 10 

S5/T3 ชงโค (Bauhinia saccocalyx) โซเดียมไฮโปคลอไรท 5 

S6/T3 ชงโคเล็ก (Bauhinia sp.) กรดซัลฟวริก 10 

S7/T3 อีเหนียว (Desmodium 
gangeticum) 

โซเดียมไฮโปคลอไรท 10 

S8/T3 มะคาแตหนาม (Sindora siamensis 
var. siamensis) 

กรดซัลฟวริก (ใชกระดาษทรายขัด
ผิวดานนอกกอนการแชกรด) 

30 

S9/T3 ไมยราพเล็ก (Mimosa pudica) กรดซัลฟวริก 10 

S10/T3  กาวกะปอม (Cajanus 
scarabaeoides) 

กรดซัลฟวริก 15 

S11/T3  มะขามปา (Abrus pulchellus) กรดซัลฟวริก 10 

S12/T3 อีเหนียว (Desmodium 

gangeticum) 

โซเดียมไฮโปคลอไรท 5 

S13/T3 หญาสองปลอง (Desmodium 

velutinum) 

กรดซัลฟวริก 10 
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2.  การคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากดินบริเวณรอบรากพืชตระกูลถั่ว 
พืชตระกูลถั่วบางตัวอยางที่ไมสามารถเก็บตัวอยางปมรากที่สมบูรณได จึงนําดินบริเวณรอบรากพืช มาคัด

แยกเชื้อไรโซเบียมที่มีความสามารถในการเขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วชนิดนั้น ๆ แทนการคัดแยกจากปมรากพืช
โดยตรง ดังนี้ 

2.1 นําดินตัวอยางที่เก็บไดบริเวณรอบรากพืชปริมาณ 10 กรัม ใสลงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 90 

มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเขยาบนเครื่องเขยาท่ีอุณหภูมิหอง ความเร็ว 200 รอบตอนาที (rpm) นาน 30 นาที เพ่ือให
แบคทีเรียหลุดออกจากอนุภาคของดิน 

2.2 เพาะเมล็ดของพืชตระกูลถั่วอาศัย (host plant) โดยทําการกําจัดเชื้อปนเปอนที่ผิวเมล็ดตามวิธีการ
ในตารางที่ 2.1 แลวปลูกพืชลงในถุงปลูกโดยใชสารละลายธาตุอาหารพืชที่ไมมีไนโตรเจนรดพืชเพ่ือทดสอบการเขา
สรางปมและการตรึงไนโตรเจน 

2.3 นําสารละลายดินที่ไดจากขอ 2.1 ไปรดลงบนเมล็ดพืชอาศัย (host plant) ที่งอกแลวในปริมาตร 1 

มิลลิลิตรตอเมล็ด จากนั้นนําไปวางไวบนชั้นแสงเชนเดียวกัน แบคทีเรียไอโซเลทใดที่สามารถเขาสรางปมกับพืช
อาศัย (host plant) สามารถยืนยันการเปนเชื้อไรโซเบียม และนําไปทดสอบในข้ันตอนตอไป 

 

 
รูปที่ 2.2 การปลูกพืชในถุงปลูกเพ่ือทดสอบการเขาสรางปมของแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 

3.  การตรวจสอบลายพิมพ DNA (DNA fingerprint) ของเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกไดโดยเทคนิค BOX-PCR 

 ทําการสกัด genomic DNA ของเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกได จากนั้นทําการตรวจสอบลายพิมพ DNA ของ
เชื้อไรโซเบียมแตละไอโซเลทโดยใชเทคนิค BOX-PCR ดวย primer BOX A 1R (5’- CTA CGG CAA GGC GAC 

GCT GAC G-3’)  โดยเตรียมสารละลาย 25 ไมโครลิตร ภายในหลอดปฏิกิริยา PCR  ซึ่งประกอบดวย ไพรเมอร 
10 พิโคโมล, dNTP 2.5 มิลลิโมลาร,  MgCl2 25 มิลลิโมลาร,  Taq DNA polymerase 0.5 U และบัฟเฟอร 1X 

GoTaq Flexi  DNA Polymerase ซึ่งสภาวะที่ใชในการทํา PCR ดังนี้ denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 
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5 นาที, annealing ที่ 56 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที, และ extension ที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 16 นาที ซึ่ง
ทั้งหมดทําซ้ํา 35 รอบ หลังจากนั้นนําผลผลิต PCR ไปทําเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) เพ่ือตรวจสอบ
วาเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกไดแตละไอโซเลทเปนเชื้อชนิดเดียวกันหรือไม โดยคัดเลือกเชื้อไรโซเบียมที่มีลายพิมพ 
DNA ที่แตกตางกันไปวิเคราะหตอไป 

 

4.  การจําแนกสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกได โดยใชเทคนิคการหาลําดับเบสสมบูรณ  ของยีน 16S 

rRNA  

นํา genomic DNA ของเชื้อไรโซเบียมที่คัดเลือกไดมาจําแนกสายพันธุดวยเทคนิค PCR ซึ่งไพรเมอรที่ใช
ในการเพ่ิมจํานวน DNA ของยีน 16S rRNA คือ  27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) และ 1492R (5’-

TACGGYTACCTTGTTACGAC TT-3’) โดยใน 50 µl  ประกอบดวยไพรเมอรจํานวน 20 pmol, dNTP จํานวน 

200 µM , MgCl2 จํานวน 1.5 mM, Go Taq Flexi DNA Polymerase (Promega, Germany) จํานวน 0.5 U  

และบัฟเฟอร 1X GoTaq Flexi DNA Polymerase และอุณหภูมิที่ใชในการทํา PCR ไดแก  denaturation ที ่
95°C นาน 5 นาท ีหลังจากนั้น  denaturation  ที่  95°C นาน 1 นาท,ี annealing ที ่55°C นาน 30 วินาที, และ 

extension ที่ 72°C นาน 1 นาที 50 วินาที ทําซ้ํา 35 รอบ และรอบสุดทายไดแก extension ที่ 72°C นาน 10 

นาที (Weisburg et al., 1991) หลังจากนั้นนํา PCR product มาทําใหบริสุทธิ์ และนําไปหาลําดับเบสโดยใชไพร
เมอรชนิดเดียวกัน โดยสง PCR product ไปวิเคราะหที่บริษัท Macrogen (Korean) 

 

5.  การหาความสัมพันธของลําดับเบสของยีน 16S rRNA โดยการสราง Phylogenetic tree 

ลําดับดีเอ็นเอที่ไดจากการวิเคราะหยีนสวน 16S rRNA นํามาจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีลําดับเบส
ใกลเคียงกันกับฐานขอมูลดวยโปรแกรมออนไลน BLASTN  และใช ลําดับดีเอ็นเอที่มีความสัมพันธใน family 

Bradyrhizobiaceae  ลําดับดีเอ็นเอจากไรโซเบียม และลําดับดีเอ็นเอของแบคทีเรียกลุมอ่ืน จากฐานขอมูล 
GenBank เพ่ือใชในการทํา multiple alignment โดยใชรูปแบบ MUSCLE จากโปรแกรมออนไลน 
phylogene.fr (Dereeper et al., 2008) ซึ่งการสราง phylogenetic tree ใชวิธี maximum likelihood 

method ในโปรแกรม PhyML (Guindon and Gascuel, 2003) และท่ีระดับความเชื่อมั่นที่ 1,000 ซ้ํา การสราง 
phylogenetic tree สําหรับใชเปรียบเทียบ จะสรางโดยใช วิธี distance neighbor-joining (Saitou and Nei, 

1987) โดยใชโปรแกรม MEGA 5 
 

วัตถุประสงค   4.  เพ่ือเก็บรวมรวมสายพันธุจุลินทรียที่มีศักยภาพในการตรึงไนโตรเจนที่พบในปาเหนือเขื่อนน้ํา
พุง 

เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคขอที่ 4 ไดดําเนินการดังตอไปนี ้
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกได ตรวจสอบโดยการวัดกิจกรรมของเอนไซม 

nitrogenase เมื่อเชื้อไรโซเบียมนั้น ๆ เขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วอาศัย (host plant) หรือเขาสรางปมกับ 
Siratro (ในกรณีไมมีเมล็ดจากพืชอาศัยในการทดสอบ)  
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1.  กิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสวัดไดโดยใชวิธี Acetylene Reduction Assay (ARA) (Somasegaran 

and Hoben, 1994) โดยนําพืชตระกูลถั่วที่มีการเขาสรางปมของไรโซเบียมแตละชนิดไปบมในภาชนะที่มีกาซ 
acethylene อยู 5% ของปริมาตรอากาศทั้งหมด แลวบมที่อุณหภูมิหองนาน 1 ชม. จากนั้นตรวจสอบปริมาณ
ของกาซ ethylene ที่ถูกผลิตขึ้นโดยใช Gas Chromatography (GC) โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของกาซ 
ethylene ที่ทราบปริมาณที่แนนอนแลว สภาวะของเครื่อง GC ที่ใชในการทดสอบกําหนดให oven 

temperature 50 องศาเซลเซียส, injector 150 องศาเซลเซียส, และ detector 200 องศาเซลเซียส 
2.  เก็บรวมรวมเชื้อไรโซเบียมที่มีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสสูงไวที่สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ม.

เทคโนโลยีสุรนารี เพ่ือใชในการศึกษาสําหรับใชพัฒนาเปนหัวเชื้อปุยชีวภาพตอไป 
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บทที่ 3 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

1.  ผลการเก็บขอมูลภาคสนาม และการตรวจสอบทางอนุกรมวิธานของพืชตระกูลถั่วที่เก็บได 
การสํารวจครั้งที่ 1 วันที่ 13-16 ธันวาคม 2554  
- เสนทางท่ี 1 ปาเต็งรัง เก็บตัวอยางพืชไดทั้งหมด 21 ตัวอยาง ดังแสดงในรูปที่ 3.1-3.21 และตารางท่ี 

3.1 

ทราบชื่อสามัญจํานวน 7 ตัวอยาง  
ทราบชื่อวิทยาศาสตรระดับสกุลจํานวน 10 ตัวอยาง  
ไมทราบชื่อจํานวน 8 ตัวอยาง  

- เสนทางท่ี 2 ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางพืชไดทั้งหมด 7 ตัวอยาง ดังแสดงในรูปที่ 3.22- 

3.28 และตารางที่ 3.2 

ทราบชื่อสามัญจํานวน 3 ตัวอยาง  
ทราบชื่อวิทยาศาสตรระดับสกุลจํานวน 5 ตัวอยาง  
ไมทราบชื่อจํานวน 2 ตัวอยาง  

- เสนทางที่ 3 ปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางพืชไดทั้งหมด 13 ตัวอยาง ดังแสดงในรูปที่ 3.29-3.41 และ
ตารางที่ 3.3 

ทราบชื่อสามัญจํานวน 10 ตัวอยาง  
ทราบชื่อวิทยาศาสตรระดับสกุลจํานวน 8 ตัวอยาง  

 

การสํารวจครั้งที่ 2 วันที่ 27 กุมภาพันธ – 1 มีนาคม 2555 

- เสนทางท่ี 2 ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางพืชไดทั้งหมด 11 ตัวอยาง ดังแสดงในรูปที่ 
3.42-3.52 และตารางที่ 3.4 

ทราบชื่อสามัญจํานวน 2 ตัวอยาง  
ไมทราบชื่อจํานวน 9 ตัวอยาง  

- เสนทางท่ี 3 ปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางพืชไดทั้งหมด 16 ตัวอยาง ดังแสดงในรูปที่ 3.53-3.68 และ
ตารางที่ 3.5 

ทราบชื่อสามัญจํานวน 4 ตัวอยาง  
ไมทราบชื่อจํานวน 12 ตัวอยาง  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

ตารางท่ี 3.1 ตัวอยางพืชตระกูลถั่ว เสนทางสํารวจที่ 1 ปาเต็งรัง เก็บตัวอยางวันที่ 14 ธันวาคม 2554 เวลา 10.30-15.30 น. 
ตัวอยาง ชื่อ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมล็ด ปม ดิน หมายเหตุ 
S1/T1 ขี้เหล็กบาน, เรียง

เม็ด, 

ชุมเห็ดเล็ก 

Senna 
occidentalis (L.) 

Link 

 

Caesalpinioidieae/ 

Cassieae 
ไมพุมเตี้ย สูงประมาณ 1 
เมตร 

สีน้ําตาล ยาว 5-7 ซม. ฝกไมมี
ขน 

ใบออกเปนคู ๆ กานใบ
ตรงกัน มีกลิ่นเหม็น 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S2/T1 เครือขน  เถาเลื้อย ฝกกลมสีดํา ยาว 5 ซม. คลาย
ฝกถ่ัวเขียว มีขนสีขาวสั้น
ละเอียด  

หนึ่งกานใบมี 3 ใบ กวาง
ประมาณ 3-5 ซม. ใบมีขน 

ไมมีขอมลู เก็บ พบปมที่
ราก 

เก็บดิน  

S3/T1 ดานราชสีห  
Tephrosia 
vestita Vogel 

Faboideae/ 

Millettieae 

ไมพุม พบท่ัวไปในปาเต็ง
รัง สูงประมาณ 50 ซม. 

ฝกสีน้ําตาลแก ลักษณะแบน 
มีขนยาว ความยาว 3-5 ซม. 

ใบลักษณะเปนวงรี หนึ่งกิ่งมี 
9 ใบ มีขนาดเล็ก กวาง 1-2 
ซม.  

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S4/T1 มะขามปา, 
มะขามยาน 

Abrus 
pulchellus 
Wall. ex 

Thwaites 

Faboideae/Abreae เถาเลื้อย ฝกแบนใหญ สีน้ําตาลออน 
ยาวประมาณ 3 ซม. 

ใบเหมือนใบมะขาม ไมมีขอมลู เก็บ พบปม เก็บดิน ใชเปนตัว
ยาในการ
รักษาโรค
กระเพาะ 

S5/T1 อัญชันปา  
(Clitoria 
macrophylla) 

Faboideae/ 

Phasioleae/Subtribe 

Clotoriinae 

 

ไมพุม สูง 80-100 ซม. ฝกกลม สีน้ําตาล  5-7 ซม. 
ฝกเดี่ยว 

ใบรีปลายแหลม ยาว 10-15 
ซม. 

ไมมีขอมลู เก็บ พบปม เก็บดิน  
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ตัวอยาง ชื่อ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมล็ด ปม ดิน หมายเหตุ 
S6/T1 กระดิ่งหายปา, 

หิ่งเมนนอย 

Crotalaria 

alata Buch.-

Ham. ex D.Don 

Faboideae/ 

Crotalarieae 
ไมพุม สูง 50-80 ซม. ฝกแกสีดาํ ฝกออนสีเขยีว ยาว 

2-3 ซม. 
ใบรี ปลายแหลม ขนาดเล็ก 
ยาว 2-3 ซม. บริเวณลําตน 
พบลักษณะคลายใบยื่น
ออกมาเปนแถบยาวสเีขียว 

ดอกสี
เหลือง 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S7/T1 หิ่งหายใบเล็ก 

Crotalaria 

albida Heyne 

ex Roth 

Faboideae/ 

Crotalarieae 

ไมพุมเตี้ย สูง 20-30 
ซม. คลายกระดิ่งหายปา
แตตนเล็กกวา 

ฝกแกสีน้ําตาลออน มีขนาด
เล็ก ยาว 0.5-1 ซม. 

ใบรีขนาดเล็กปลายมน ยาว 
1 ซม. 

ไมแนใจ เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S8/T1 Crotalaria sp. Faboideae/ 

Crotalarieae 
ไมพุมเตี้ย สูง 20-30 
ซม. 

ฝกทรงกลม สีดํา เสนผาน
ศูนยกลาง 0.5 ซม. 

ใบรีขนาดเล็ก ปลายมน ยาว 
1-2 ซม. 

ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S9/T1 Crotalaria sp. Faboideae/ 

Crotalarieae 
ไมพุม สูง 80-100 ซม. ฝกเปนพวง ฝกแกสีน้ําตาล ฝก

ออนสีเขียว ฝกยาว 1.5-2 ซม. 
ใบรี มี 2 ลักษณะ ใบใหญ
ยาว 4-5 ซม. และใบเล็ก 1-
2 ซม. อยูใตพวงฝก 

ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S10/T1 กาวกะปอม, 

ถั่วแปบ 
Cajanus 
scarabaeoides 
(L.) Thouars 

Faboideae/Phaseole

ae/Subtribe 

Cajaninae 

เถาเลื้อย ลําตนเล็ก 0.1-
0.2 ซม. (เสนผานศก.) 

ฝกแบน มีขน บรรจุ 4-5 เมล็ด
ตอฝก สีน้ําตาล ความยาวฝก 
2 ซม. 

ใบกลมขนาดเล็ก ยาว 2 ซม. 
หนึ่งกานประกอบดวย 3 ใบ 

ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S11/T1 กาสามปก, 

ขมิ้นนาง 
Flemingia 

macrophylla 

(Willd.) Kuntze 

Faboideae/Phaseole

ae/Subtribe 

Cajaninae 

ไมพุม สูง 50-80 ซม. ฝกเปนพวง สีน้ําตาล มีขน มี
ลายบนฝก 

ใบขนาดใหญ ยาว 12-15 
ซม. หนึ่งกานมี 3 ใบ 

ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  
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ตัวอยาง ชื่อ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมล็ด ปม ดิน หมายเหตุ 
ex Merr. 

S12/T1 อีเหนียว 
Desmodium 
gangeticum (L.) 

DC. 

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมพุม สูง 80-100 ซม. ฝกแบน มีขน ฝกคลายโสนขน 

เรียงตัวเปนขอ ๆ สีน้ําตาลเขม 
ฝกอยูเปนชอ ฝกยาว 2 ซม. 
ติดเสื้อผา 
 

ใบขนาดใหญ ยาว 7-10 ซม. 
ปลายแหลม เห็นเสนใบ
ชัดเจน 

ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S13/T1 ชอยนางรํา
Codoriocalyx 
motorius 
(Houtt.) 

H.Ohashi  

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมพุม สูง 80-100 ซม. ฝกแบน ฝกแกสดีํา ฝกออนสี

เขียวเหลือง ยาว 1.5-2 ซม. 
เรียงเปนขอ ๆ 

ใบยาวรี ปลายมน ยาว 2-3 
ซม. 

ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ พบปม เก็บดิน  

S14/T1 หญาสองปลอง 
Desmodium 

velutinum 

(Willd.) DC. 

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมพุม สูง 50-80 ซม. ฝกเปนพวง แตละฝกเรียงเปน

ขอ ๆ ยาว 2-3 ซม. ฝกแกสี
น้ําตาล ฝกออนสีเขียว ฝกมี
ลักษณะแบน มีขน 

ใบใหญ ยาว 7-8 ซม. ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S16/T1 ลูกพรวนหมา 
Pycnospora 
lutescens (Poir.) 

Schindl. 

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมพุม สูง 20-30 ซม. ฝกกลมอวน ฝกแกสีดํา มีขน ใบเล็ก ยาว 3-5 ซม. ไมพบ

ขอมูล 
เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S17/T1 
 

มะกล่ําตาแดง, 
มะกล่ําตาหน ู

Abrus 
precatorius L. 

 

Faboideae/Abreae เถาเลื้อย ฝกสีน้ําตาลแบน ยาว 2-3 ซม. 
ประกอบกันเปนพวง 

ใบประกอบ คลายใบมะขาม ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ  ไมพบ เก็บดิน เมลด็สี
แดง ตรง
ขั้วสวนบน
สีดํา 
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ตัวอยาง ชื่อ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมล็ด ปม ดิน หมายเหตุ 
S18/T1 หิ่งหาย 

Crotalaria 
retusa L. 

Faboideae/ 

Crotalarieae 
ไมพุม สูง 100-120 ซม. ฝกแกสีดาํ ขนาด 3-5 ซม. ใบยาวรี ปลายมน ขนาด 5-

7 ซม. ไมมีแผงใบตรงลําตน 
ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน คลาย
กระดิ่ง
หายปา 
แตฝก
ขนาดใหญ
กวามาก 

S19/T1 ชะคราม 

Indigofera 
galegoides DC. 

Faboideae/ 

Indigofereae 
ไมเลื้อย ออกฝกที่โคน มี
ใบที่สวนปลายของตน 

ฝกแกสีดาํ เปนพวงเรียงกัน
คลายพัด ฝกแข็ง ปลายแหลม
ยาว 5-7 ซม. 

ใบประกอบ รีปลายมน ยาว 
2 ซม. 

ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S20/T1 ตาลสานดอย 
Desmodium 

renifolium (L.) 

Schindl. 

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมพุมเล็ก สูง 20-30 
ซม. 

ฝกแบน เรียงกันเปนขอ สี
น้ําตาล ยาว 2-3 ซม. 

ใบรูปพัด ขนาด 2-3 ซม. ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S21/T1 มะขามเบีย้ 

Chamaecrista 
pumila (Lam.) 

V.Singh 

Caesalpinioideae/ 

Cassieae 
ไมพุมเตี้ย สูง 5-10 ซม. 
ลําตนไมมีหนาม 

ฝกแบน ฝกแกสีน้าํตาล ฝก
ออนสีเขียว ยาว 2-3 ซม. 

ใบประกอบคลายไมยราพ 
ไมมีหนาม 

ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S22/T1 Crotalaria sp. Faboideae/ 

Crotalarieae 
ไมพุม สูง 20-30 ซม. ไมมีขอมลู ใบรี คลายพนิโบลิ่ง ยาว 2-3 

ซม. 
สีเหลือง ไมมี

ขอมูล 
ไมพบ ไมได

เก็บ 
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รูปที่ 3.1 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S1T1 ตนขี้เหล็กบานหรือเรียงเม็ด 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.2 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S2T1 ตนเครือขน 
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รูปที่ 3.3 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S3T1 ดานราชสีห   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.4 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S4T1 มะขามปา มะขามยาน 
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รูปที่ 3.5 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S5T1 อัญชันปา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.6 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S6T1 กระดิ่งหายปา หิ่งเมนนอย 
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รูปที่ 3.7 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S7T1 หิ่งหายใบเล็ก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 3.8 แสดงภาพของใบ และฝกของพืชตระกูลถั่ว S8T1 Crotalaria sp. 
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รูปที่ 3.9 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S9T1 Crotalaria sp. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.10 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S10T1 กาวกะปอม 
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รูปที่ 3.11 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S11T1 กาสามปก ขมิ้นนาง 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 3.12 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S12T1 อีเหนียว 
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รูปที่ 3.13 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S13T1 ชอยนางรํา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 3.14 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S14T1 หญาสองปลอง  
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รูปที่ 3.15 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S16T1 ลูกพรวนหมา  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 3.16 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S17T1 มะกล่ําตาแดง มะกล่ําตาหนู 
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รูปที่ 3.17 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S18T1 หิ่งหาย  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 3.18 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S19T1 ชะคราม 
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รูปที่ 3.19 แสดงภาพของใบ และฝกของพืชตระกูลถั่ว S20T1 ตาลสานดอย  
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 3.20 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S21T1 มะขามเบี้ย  
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รูปที่ 3.21 แสดงภาพของใบ ดอกและฝกของพืชตระกูลถั่ว S22T1 Crotalaria sp. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



27 
 

ตารางท่ี 3.2 ตัวอยางพืชตระกูลถั่ว เสนทางสํารวจที่ 2 ปาเต็งรัง ผสมปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางวันที่ 15 ธันวาคม 2554 เวลา 12.30-15.30 น. 
ตัวอยาง ชื่อ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมล็ด ปม ดิน หมายเหตุ 
S1/T2 Unidentified  Faboideae เถาเลื้อย ฝกออนสีเขียว มเีสน

ขอบฝกสีเขียวเขม ฝก
แบน ยาว 7-10 ซม. 

ใบประกอบ มี 3 ใบ
ในกานเดียว ใบกวาง
ปลายใบแหลม ยาว 
5-7 ซม. 
 

ไมมีขอมลู ไมไดเก็บ 
เนื่องจากฝก
ออน 

พบปมราก เก็บดิน  

S2/T2 Unidentified  เถาเลื้อย ฝกแกสีน้ําตาล  ฝกยาว 
3-5 ซม. มีขน ฝกไม
แบน 

ใบลักษณะคลายรูป
หัวใจแคบ ปลายใบ
ยาวแหลม ยาว
ประมาณ 5-7 ซม.  

ไมมีขอมลู เก็บ พบปมราก เก็บดิน Pods 

unknown; 

the leaves 

are 

Aristolochia, 
not legume 

S3/T2 ครามปา, ครามดอย 

Indigofera 
cassioides Rottl. ex 

DC. 

Faboideae/ 

Indigofereae 
ไมพุม สูง
ประมาณ 2 ม. 

ฝกออนสีเขียว  ความ
ยาว 3-5 ซม. 
ฝกออกเปนพวงตาม
ตําแหนงของดอกบน
กานชอดอก 

ใบประกอบคลายใบ
ขี้เหล็ก ปลายใบมน 
ใบยาว 1-2 ซม.  

ดอกสีชมพู
เขม กลีบดอก
ดานนอนกบริ
เวณฐานกลบี
มีสีมวง ดอก
ออกเปนชอ 

ไมไดเก็บ 
เนื่องจากฝก
ออน 

ไมพบ เก็บดิน  

S4/T2 แกลบหน ู

Dendrolobium 

lanceolatum 

(Dunn.) Schindl. 

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมพุมขนาด
กลาง สูง 70-
100 ซม. 

ฝกกลมแบนขนาดเล็ก 
1 ซม. ในหนึ่งฝก
ประกอบดวย 1 เมล็ด 
เมลด็แกมีสีน้าํตาล 
เมลด็ออนสีเขียว 

 

ใบประกอบ 3 ใบตอ
กาน ใบยาวรีปลาย
แหลม ใบยาว 2-3 
ซม. 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดิน  
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ตัวอยาง ชื่อ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมล็ด ปม ดิน หมายเหตุ 
S5/T2 เสี้ยวใหญ, เสี้ยวปา 

Bauhinia 
saccocalyx Pierre 

Caesalpinioideae/ 

Cercideae 
ไมยืนตนขนาด
ใหญ สูง 10 ม. 

ฝกแบนสีน้ําตาล ปลาย
กวาง ฝกยาว 7-10 ซม. 

ใบลักษณะคลายกีบ
เทาสัตว ปลายใบ
แยกเปน 2 แฉก ยาว 
5 ซม. กวาง 7 ซม. 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S6/T2 ครามนอย 
Indigofera wightii 
Graham ex Wight & 

Arn. 

Faboideae/Indigofereae ไมพุม สูง 50-
80 ซม. 

ฝกแกสีน้ําตาลออน ฝก
ออนสีเขียว ยาว 1-2 
ซม. 

ใบประกอบ ลักษณะ
ใบรี ปลายมน ยาว 
0.5 ซม. 

ไมมีขอมูบล เก็บ ไมพบ เก็บดิน คลายโสน
ขน 

S7/T2 Crotalaria sp. Faboideae/Crotalarieae ไมพุมเตี้ย สูง 
50-80 ซม.  

ฝกแกสีน้ําตาลออน  ฝก
ออนสีเขียวออน มี
ขนาดยาว 3-5 ซม. 
ลักษณะยาวปอม 

ใบยาวรีปลายแหลม 
มีเสนใบสีขาวชัดเจน 
ตัดกับสีใบ ยาว 5 
ซม. 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดิน  
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รูปที่ 3.22 แสดงภาพของใบ ฝกและปมของพืชตระกูลถั่ว S1T2 unidentified 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 3.23 แสดงภาพของใบ ฝก เมล็ดและปมของพืชตระกูลถั่ว S2T2 unidentified 
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รูปที่ 3.24 แสดงภาพของใบ ฝก และดอกของพืชตระกูลถั่ว S3T2 ครามปา  ครามดอย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 3.25 แสดงภาพของใบ และฝกของพืชตระกูลถั่ว S4T2  แกลบหนู 
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รูปที่ 3.26 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S5T2 เสี้ยวใหญ เสี้ยวปา 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.27 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S6T2 ครามนอย  
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รูปที่ 3.28 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S7T2  Crotalaria sp. 
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ตารางท่ี 3.3 ตัวอยางพืชตระกูลถั่ว เสนทางสํารวจที่ 3 ปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางวันที่ 15 ธันวาคม 2554 เวลา 8.30-12.00 น. 
ตัวอยาง ชื่อ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมล็ด ปม ดิน หมายเหตุ 
S1/T3 เสี้ยวแดง 

Bauhinia 
penicilliloba 

Pierre ex 

Gagnep. 

Caesalpinioideae/ 

Cercideae 
เถาเลื้อย ฝกสีน้ําตาลแดง ฝกแบน 

ยาว 3-5 ซม. 
ใบคลายกีบเทาสัตว 
ปลายใบแยกเปน 2 แฉก 
ยาว 3-4 ซม. 

ไมมีขอมลู (สีแดง 
ตามคําบอกเลาของ
พราน) 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน รากใชทํา
ยา 

S2/T3 ถั่วปา 
Vigna minima 

(Roxb.) Ohwi & 

H.Ohashi 

Faboideae/ 

Phaseoleae/Subtribe 

Phaseolinae 

เถาเลื้อย ฝกแกสีน้ําตาลเขม ฝก
ออนสีเขียว  ฝกยาว 5-7 
ซม. เจอในท่ีลุมชื้น 

ใบประกอบ มี 3 ใบใน 1 
กาน ยาวประมาณ 5-7 
ซม.  

ดอกสีเหลืองสด เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S3/T3 กะตืกแป,  

เชียดนอย 

Desmodium 
heterocarpon 

(L.) DC. 

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมพุมเตี้ย สูงประมาณ 
50-80 ซม. 

ฝกออนสีเขียว  ฝกแกสี
น้ําตาล ความยาว 1-2 
ซม. ฝกแบนเรียงเปนขอ 
ๆ ตอกัน ฝกออกเปน
พวง 

ใบประกอบ มี 3 ใบใน 1 
กาน ใบยาวรีปลายมน 
ยาวประมาณ 3-5 ซม.  

ดอกสีมวงอมขาว 
ขนาดเล็ก ยาว 1-
1.5 ซม. 

เก็บ พบปม
ราก 

เก็บดิน  

S4/T3 ถั่วหิงหาย, 

ดาบฤาษ ี
Tephrosia 
coccinea Wall. 

Faboideae/ 

Millettieae 
ไมพุมขนาดเล็ก สูง 
30-50 ซม. พบเจริญ
บนดินตะกอนแทรก
อยูในรองหิน 

ฝกแบนผิวเรียบ ยาว 5-
7 ซม. ฝกแกมีสีน้ําตาล  

ใบประกอบ 3 ใบตอ
กาน ใบเล็ก ปลายมน 
ใบยาว 2-3 ซม. 

ไมมีขอมลู เก็บ พบปม
ราก ราก
มีขนาด
สั้น 

เก็บดิน  

S5/T3 ชงโค, เสี้ยวปา 
Bauhinia 
saccocalyx 
Pierre 

Caesalpiniodeae/ 

Cercideae 
ไมยืนตนขนาดใหญ 
สูง 8-10 ม. 

ฝกแบนสีน้ําตาล ปลาย
กวาง ฝกยาว 8-10 ซม. 

ใบลักษณะคลายกีบเทา
สัตว ปลายใบแยกเปน 2 
แฉก ยาว 5 ซม. กวาง 7 
ซม. 
 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ ไมได
เก็บดิน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 
 

ตัวอยาง ชื่อ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมล็ด ปม ดิน หมายเหตุ 
S6/T3 ชงโคเล็ก 

Bauhinia sp. 

Caesalpiniodeae/ 

Cercideae 
ไมพุม สูง 30-50 ซม. ฝกแกสีน้ําตาลเขม ขอบ

ฝกเรยีบ ฝกแบน ยาว 
5-7 ซม. 

ใบลักษณะคลายกีบเทา
สัตว ปลายใบแยกเปน 2 
แฉก ยาว 3-5 ซม. กวาง 
5-7 ซม. 

ไมมีขอมูบล เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S7/T3 อีเหนียว 

Desmodium 
gangeticum (l.) 

DC. 

 

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมพุมเตี้ย สูง 50-80 
ซม.  

ฝกแกสีน้ําตาลเขา  ฝก
ออนสีเขียวออน มีขนาด
ยาว 1 ซม. ลักษณะแบน
ตอเปนขอ ๆ ออกเรียง
ตอกันเปนชอ 

ใบกวางปลายแหลม 
ยาว 5 ซม. 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดิน คลาย 
S12/T1  

S8/T3 มะคาแตหนาม, 

มะคาแต 
Sindora 
siamensis 
Teijsm. & Miq. 

var. siamensis 

Caesalpinioideae/ 

Detarieae 
ไมยืนตนขนาดใหญ 
สูง 10 ม. 

ฝกแกมีสดีําแบน มี
หนามบนฝก ภายในมี
เมลด็กลมสีดํา ฝกยาว 
7-10 ซม. 

ใบออนระยะงอกจาก
เมลด็มีลักษณะเปนใบรี 
ปลายมน ผิวมันเรียบ สี
เขียว ยาว 5-7 ซม. (ไม
แนใจใบแกบนตน) 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S9/T3 ไมยราพเล็ก, 

หญาปนยอด 

Mimosa pudica 

L. 

Mimosoideae/ 

Mimoseae 
ไมเลื้อยขนาดเล็กมี
หนามตามใบและกาน 

ฝกมีขนหนามยาว 
ออกเปนชอ ฝกเปนขอ 
ยาว 0.5-1 ซม. ฝกออน
สีเขียว ฝกแกสีน้ําตาล 

ใบประกอบ ขนาดเล็ก 
คลายใบมะขาม เมื่อ
สัมผสัใบจะหุบลีบ 

ดอกสีมวงฝอย 
ขนาดเล็ก 0.5 ซม. 
ดอกกลมเปนฝอย 
คลายดอกกระถิน 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S10/T3  กาวกะปอม, 

ถั่วแปบ Cajanus 
scarabaeoides 
(L.) Thouars 

 

Faboideae/Phaseole

ae/ 

Subtribe Cajaninae 

เถาเลื้อย ลําตนเล็ก 
0.1-0.2 ซม. (เสนผาน
ศก.) 

ฝกแบน มีขน บรรจุ 4-5 
เมลด็ตอฝก สีน้ําตาล 
ความยาวฝก 2 ซม. 

ใบกลมขนาดเล็ก ยาว 2 
ซม. หนึ่งกาน
ประกอบดวย 3 ใบ 

ไมพบขอมูล เก็บ ไมพบ ไมได
เก็บดิน 

คลาย 
S10/T1 
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ตัวอยาง ชื่อ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมล็ด ปม ดิน หมายเหตุ 
S11/T3  มะขามปา, 

มะขามยาน 

Abrus 
pulchellus Wall. 

ex Thwaites  

Faboideae/Abreae เถาเลื้อย ฝกแบนใหญ สีน้ําตาล
ออน ยาวประมาณ 3 
ซม. 

ใบเหมือนใบมะขาม ไมมีขอมลู เก็บ พบปม ไมได
เก็บดิน 

คลาย 
S4/T1 

S12/T3 
 

อีเหนียว 

Desmodium 

gangeticum (L.) 

DC. 

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมพุม สูง 80-100 ซม. ฝกแบน มีขน ฝกคลาย

โสนขน เรยีงตัวเปนขอ 
ๆ สีน้ําตาลเขม ฝกอยู
เปนชอ ฝกยาว 2 ซม. 
ติดเสื้อผา 

ใบขนาดใหญ ยาว 7-10 
ซม. ปลายแหลม เห็น
เสนใบชัดเจน 

ไมพบขอมูล เก็บ ไมพบ ไมได
เก็บดิน 

คลาย 
S12/T1 

S13/T3  หญาสองปลอง 
Desmodium 

velutinum 

(Willd.) DC. 

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมพุม สูง 50-80 ซม. ฝกเปนพวง แตละฝก

เรียงเปนขอ ๆ ยาว 2-3 
ซม. ฝกแกสีน้าํตาล ฝก
ออนสีเขียว ฝกมี
ลักษณะแบน มีขน 

ใบใหญ ยาว 7-8 ซม. ไมพบขอมูล เก็บ ไมพบ ไมได
เก็บดิน 

คลาย 
S14/T1 
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รูปที่ 3.29 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S1T3 เสี้ยวแดง Bauhinia penicilliloba 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.30 แสดงภาพของใบ ฝก ดอก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S2T3  ถั่วปา 
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รูปที่ 3.31 แสดงภาพของใบ ฝก ดอก และปมของพืชตระกูลถั่ว S3T3  กระตืกแป เชียดนอย 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.32 แสดงภาพของใบ ฝก เมล็ด และปมของพืชตระกูลถั่ว S4T3  ถั่วหิ่งหาย ดาบฤาษี 
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รูปที่ 3.33 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S5T3  ชงโค เสี้ยวปา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.34 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S6T3  ชงโคเล็ก Bauhinia sp. 
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รูปที่ 3.35 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S7T3 อีเหนียว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 3.36 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S8T3 มะคาแตหนาม มะคาแต 
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รูปที่ 3.37 แสดงภาพของใบ ฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S9T3 ไมยราพเล็ก หญาปนยอด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.38 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S10T3 กาวกะปอม ถั่วแปบ 

S10T3 S10T3 
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รูปที่ 3.39 แสดงภาพของใบ ฝก ปมและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S11T3 มะขามปา มะขามยาน 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.40 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S12T3 อีเหนียว 

S11T3 

S12T3 
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รูปที่ 3.41 แสดงภาพของใบ ฝกและตนของพืชตระกูลถั่ว S13T3 หญาสองปลอง 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

  

S13T3 
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ตารางท่ี 3.4 ตัวอยางพืชตระกูลถั่ว เสนทางสํารวจที่ 2 ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางวันที่ 29 กุมภาพันธ 2555 เวลา 8.30-14.30 น. 
ตัวอยาง ช่ือ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมลด็ ปม ดิน หมายเหต ุ
S1/T2-2 Tephrosia 

vestita 

Vogel 

Faboideae/ 

Millettieae 
ไมพุม สูง 30-50 cm 

คลายคราม 
ฝกสีน้ําตาลออน ลักษณะแบน มี
ขน 

ใบลักษณะคลายมะขาม แตมี
ขนาดใหญกวา 

ไมมีขอมลู เก็บ พบ เก็บดิน  

S2/T2-2 unidentified  เถาเลื้อยขนาดเล็ก พัน
รอบตนไมใหญ 

ฝกสีน้ําตาลออน มีขน ไมมีขอมลู ไมมีขอมลู เก็บ พบ เก็บดิน  

S3/T2-2 Codoriocaly
x motorius 
(Houtt.) 

H.Ohashi 

Faboideae/ 

Desmodieae 
ไมตนขนาดเล็ก สูง
ประมาณ 30-50 ซม.  

ฝกสีดาํหยัก ตอนพบฝก เมลด็แตก
กระจายออกแลว เหลือเพยีงเมลด็
เดียว 

ใบเรียวปลายมน ไมมีขอมลู เก็บ 1 

เมลด็ 
พบ เก็บดิน  

S4/T2-2 unidentified   เถาเลื้อยขนาดเล็ก ไมพบฝก ใบใหญสามใบใน 1 กาน ไมมีขอมลู ไมม ี พบ เก็บดิน  
S5/T2-2 ขามปา  

Abrus 
pulchellus 
Wall. ex 

Thwaites 

Faboideae/ 

Abreae 
เถาเลื้อยขนาดเล็ก ฝกสีขาว ขนาดเล็ก ใบคลายใบมะขาม ไมมีขอมลู เก็บ พบ เก็บดิน  

S6/T2-2 unidentified   เถาเลื้อย ฝกสีน้ําตาลออน มีขน เก็บไดมา 1 

ฝก 
ใบเรียวแคบ ปลายแหลม ใน 
1 กานมี 3 ใบ 

ไมมีขอมลู เก็บ พบ เก็บดิน  

S7/T2-2 unidentified   ไมพุมสูง 2 m. ฝกแกสีน้ําตาล ยาว 3-4 cm ไมมีขอมลู ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดิน  
S8/T2-2 กวาวเครือ, 

จานเครือ 
Butea 
superba 

Roxb. 

Faboideae/ 

Phaseoleae/ 

Subtribe 

Erythrininae 

เถาเลื้อยขนาดใหญ 
สามารถเลื้อยข้ึนตนไม
ใหญได มหีัวเนื้อดานใน
สีแดง 

ไมพบฝก ใบกวาง ปลายมน ยาว 5 ซม. 
มี 3 ใบใน 1 กาน  

ไมมีขอมลู ไมม ี พบ เก็บดิน  
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ตัวอยาง ช่ือ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมลด็ ปม ดิน หมายเหต ุ
S9/T2-2 Millettia sp. Faboideae/ 

Millettieae 
ไมยืนตนสูง 5 m พบฝกแบนยาวประมาณ 10 cm 

สีน้ําตาลออน มีขนละเอียด 
ใบเล็ก คลายใบประดู แตเก็บ
ไมถึง 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดิน  

S10/T2-2 เสี้ยวแดง 
Bauhinia 
penicilliloba 

Pierre ex 

Gagnep. 

Caesalpinioideae

/ 

Cercideae 

ไมเถาเลื้อย (คลายเสี้ยว
แดง) 

ฝกแบนสีน้ําตาลแดง คอนขางหนา ใบคลายใบตนเสี้วย แตแฉกลึก
กวา มีขนาดใหญ และหนา
กวา 

ไมมีขอมลู เก็บ มี 1 

ฝก 
ไมพบ เก็บดิน  

S11/T2-2 ครามดอย 

Indigofera 
cassioides 
Rottl. ex DC. 

Faboideae/ 

Indigofereae 
ไมพุมสูง 2 m (คลาย
ครามปา) 

ฝกยาวประมาณ 2-3 cm สี
น้ําตาล 

ใบประกอบเล็กคลายใบ
มะขาม แตมีขนาดกวาง และ
กลมกวา 

ดอกชอสี
มวง 

เก็บ ไมพบ เก็บดิน  
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รูปที่ 3.42 แสดงภาพของใบ ฝก เมล็ด ตน และปมของพืชตระกูลถั่ว S1-T2-2 Tephrosia vestita Vogel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.43 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S2-T2-2 unidentified 

S1T2-2�S1-T2-2 
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รูปที่ 3.44 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S3-T2-2 Codoriocalyx motorius  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.45 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S4-T2-2 unidentified 
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รูปที่ 3.46 แสดงภาพของใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S5-T2-2 ขามปา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.47 แสดงภาพของใบ ฝก เมล็ดและปมของพืชตระกูลถั่ว S6-T2-2 unidentified 
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รูปที่ 3.48 แสดงภาพของฝก และเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S7-T2-2 unidentified 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.49 แสดงภาพของตน ใบ และปมของพืชตระกูลถั่ว S8-T2-2 กวาวเครือ จานเครือ 
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รูปที่ 3.50 แสดงภาพของตน ใบ ฝกและเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว S9-T2-2 Millettia sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที่ 3.51 แสดงภาพของใบ  และฝกของพืชตระกูลถั่ว S10-T2-2  เสี้ยวแดง 
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รูปที่ 3.52 แสดงภาพของใบ  และฝกของพืชตระกูลถั่ว S11-T2-2 ครามดอย 
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ตารางท่ี 3.5 ตัวอยางพืชตระกูลถั่ว เสนทางสํารวจที่ 3 ปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางวันที่ 28 กุมภาพันธ 2555 เวลา 8.30-15.30 น. 
ตัวอยาง ช่ือ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมลด็ ปม ดิน หมายเหต ุ
S1/T3-2 มะขามเครือ, 

สะบาลิง 
Entada 
glandulosa 

Pierre ex 

Gagnep. 

Mimosoideae/ 

Mimoseae 
ไมเถาเลื้อย มีกิ่งยดื
ออกมาเปนมือจับเพื่อ
พันกิ่งไมอื่น 

ไมพบฝก ใบคลายใบมะขาม ไมมีขอมลู ไมม ี ไมพบ เก็บดิน  

S2/T3-2 Acacia sp. Mimosoideae/ 

Acacieae 
ไมตนขนาดเล็ก ลักษณะ
คลายกระถิน 

ไมพบฝก ใบคลายตนกระถิน ไมมีขอมลู ไมม ี พบปมที่
ราก 
บริเวณ
โคนตน 

เก็บดิน  

S3/T3-2 Acacia sp. Mimosoideae/ 

Acacieae 
ไมตนขนาดเล็ก สูง
ประมาณ 20 ซม. อายุ
ประมาณ 3 ป  

ไมพบฝก ใบคลายใบกระถิน แตมี
ขนาดใบเล็กกวา 

ไมมีขอมลู ไมม ี พบ แต
คลายปุมที่
เตรียม
แตกตา
ออกมา  

เก็บดิน  

S4/T3-2 Acacia sp. Mimosoideae/ 

Acacieae 
ไมตนขนาดเล็ก คลาย
กระถิน หรือ Mimosoi 

พบมีหนามใตกานใบ 

 

ไมพบฝก ใบเหมือนใบมะขาม แต
ขนาดใบเล็กละเอียดกวา 
S3/T3-2 

ไมมีขอมลู ไมม ี พบปม เก็บดิน  

S5/T3-2 unidentified  ไมตนขนาดเล็ก คลาย
มะขาม ไมมีหนามใต
กานใบ 

 

ไมพบฝก ใบคลายใบมะขาม ไมมีขอมลู ไมม ี พบปม เก็บดิน  
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ตัวอยาง ช่ือ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมลด็ ปม ดิน หมายเหต ุ
S6/T3-2 unidentified  

(อาจเปน
แกลบหนู) 

Faboideae ไมตนขนาดเล็ก สูง 10 

cm 

ไมพบฝก ใบรีมน ปลายแหลม 
ขนาดเล็ก ประกอบดวย
สามใบใน 1 กาน 

ไมมีขอมลู ไมม ี พบปม เก็บดิน  

S7/T3-2 Vigna minima 
(Roxb.) Ohwi 

& H.Ohashi  

Faboideae/ 

Phaseoleae/Subtribe 

Phaseolinae 

ไมเลื้อย  ไมพบฝก ใบรีขนาดเล็กปลาย
แหลม ยาว 1-2 ซม. 

ไมมีขอมลู ไมม ี พบปม
ขนาดใหญ 

เก็บดิน  

S8/T3-2 Vigna minima 

(Roxb.) Ohwi 

& H.Ohashi  

Faboideae/ 

Phaseoleae/Subtribe 

Phaseolinae 

ไมขนาดเล็ก ไมพบฝก ใบรีแคบขนาดเล็ก 
ปลายแหลม ยาว 2-3 
ซม. จะมีใบแยกมออก
มาเปน 2 ขางจากกิ่ง
ดานลาง แลวก่ิงดานบน
มี 3 ใบใน 1 กาน 

 

ไมมีขอมลู ไมม ี พบปม เก็บดิน  

S9/T3-2 มะขามปา, 
มะขามยาน 
Abrus 
pulchellus 
Wall. ex 

Thwaites 

Faboideae/Abreae ไมเล็กสูง 4-5 cm 

(นาจะเปนตนออน) 
ไมพบฝก ใบคลายใบมะขาม ไมมีขอมลู ไมม ี พบปม เก็บดิน  

S10/T3-2 แกวตาไว 

Pterolobium 

macropterum 

Kurz 

Caesalpiniodeae/ 

Caesalpinieae 
ไมเลื้อยขนาดใหญ ลํา
ตนหนา ก่ิงใหญ มีหนาม
โคงท่ัวกานใบ 

ฝกแบนสีน้ําตาล 
คลายปก 1 ปก 
เมลด็อยูบริเวณขั้ว 
1 ฝกมี 1 เมล็ด 

 

ใบประกอบคลายมะขาม 
สีเขียวเขม มีหนามใต
กานใบคมโคง 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ ไมไดเก็บดิน
เนื่องจากพบ
อยูบริเวณ
หนาผา 
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ตัวอยาง ช่ือ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมลด็ ปม ดิน หมายเหต ุ
S11/T3-2 อะราง 

Peltophorum 
dasyrachis 
(Miq.) Kurz 

Caesalpinioideae/ 

Caesalpinieae 
ไมยืนตนขนาดใหญ สูง
ประมาณ 8 m  

ฝกเดี่ยวคลายรูป
หยดน้ําปลาย
แหลม สีน้าํตาล
ออน 1 ฝกมี 1 

เมลด็ 

ใบประกอบคลายใบตน
หางนกยูง 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดิน อยูบริเวณ
ทางออกของ 
Trail 3 

S12/T3-2 หันแดง  ไมมีขอมลู ฝกยาวแบน คลาย
ฝกกระถิน เมลด็
เรียงกันสีน้ําตาล 

ไมมีขอมลู ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดินผสม   

S13/T3-2 unidentified  

 
 ไมมีขอมลู ฝกยาวแบนสั้น

และกวางกวา 
S12/T3-2 คลาย
ฝกกระถิน เมลด็
เรียงกันสีน้ําตาล 

 

ไมมีขอมลู ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดินผสม   

S14/T3-2 คําพี้ควาย Faboideae ไมเถาเลื้อยขนาดใหญ  ฝกแกสีดาํ 
ลักษณะคลาย
ฝกถ่ัวแขก ยาว
ประมาณ 8-10 

cm เมื่อแกะฝก
ภายในพบเมล็ดถูก
หอหุมดวยเลือกสี
ขาวคลายใบพัดอีก
ช้ันหนื่ง 
 

ใบใหญ 2-3 cm เรียง
กันประมาณ 5 ใบใน 1
กานใบ (เรียงจาก
ดานลาง 2 และดาน
ปลาย 3 ใบ) 

ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดินผสม  
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ตัวอยาง ช่ือ Subfamily/Tribe ลักษณะตน ฝก ใบ ดอก เมลด็ ปม ดิน หมายเหต ุ
S15/T3-2 unidentified  

 
 ไมมีขอมลู ฝกยาวแบน คลาย

ฝกกระถิน (ยาว
กวา S12, 13/T3-

2 เมล็ดเรียงกันสี
น้ําตาล 

ไมมีขอมลู ไมมีขอมลู เก็บ ไมพบ เก็บดินผสม  

S16/T3-2 แสมสาร, 
ขี้เหล็กปา 
Senna 
garrettiana 
(Craib) Irwin & 
Barneby 

Caesalpinioideae/ 

Cassieae 
ไมยืนตน ฝกสีน้ําตาลแบน 

ยาว 4-5 ซม. 
คลายฝกกระถิน 
แตกวางกวา 

ใบคลายใบข้ีเหล็ก ไมพบ
ขอมูล 

เก็บ  ไมพบ เก็บดิน อยูบริเวณ
ทางออก 
Trail 3 
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รูปที่ 3.53 แสดงภาพของใบ  และตนของพืชตระกูลถั่ว S1-T3-2  มะขามเครือ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 3.54 แสดงภาพของใบ  ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S2-T3-2  Acacia sp. 
 

S1-T3-2 
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รูปที่ 3.55 แสดงภาพของใบ  ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S3-T3-2  Acacia sp. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.56 แสดงภาพของใบ  ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S4-T3-2  unidentified 
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รูปที่ 3.57 แสดงภาพของใบ  ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S5-T3-2  unidentified 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.58 แสดงภาพของใบ  ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S6-T3-2  unidentified 
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รูปที่ 3.59 แสดงภาพของใบ  ฝก ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S7-T3-2  Vigna minima  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.60 แสดงภาพของใบ ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S8-T3-2  Vigna minima  
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รูปที่ 3.61 แสดงภาพของใบ ตนและปมของพืชตระกูลถั่ว S9-T3-2  มะขามปา มะขามยาน 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.62 แสดงภาพของใบ ตนและฝกของพืชตระกูลถั่ว S10-T3-2  แกวตาไว 
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รูปที่ 3.63 แสดงภาพของใบ ตนและฝกของพืชตระกูลถั่ว S11-T3-2  อะราง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.64 แสดงภาพฝกของพืชตระกูลถั่ว S12-T3-2  หันแดง 
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รูปที่ 3.65 แสดงภาพฝกของพืชตระกูลถั่ว S13-T3-2  unidentified 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที่ 3.66 แสดงภาพตน ใบ เมล็ดและฝกของพืชตระกูลถั่ว S14-T3-2  คําพ้ีควาย 
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รูปที่ 3.67 แสดงภาพฝกของพืชตระกูลถั่ว S15-T3-2  unidentified 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
รูปที่ 3.68 แสดงภาพตน ใบ เมล็ดและฝกของพืชตระกูลถั่ว S16-T3-2  แสมสารหรือ ขี้เหล็กบาน 
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ดังนั้นจากการสํารวจพื้นที่ปาบริเวณเหนือเข่ือนน้ําพุง รวมสามารถเก็บตัวอยางพืชตระกูลถั่วไดทั้งหมด 68 

ตัวอยาง ในจํานวนนี้ทราบชื่อสามัญจํานวน 26 ตัวอยาง และทราบชื่อทางวิทยาศาสตรในระดับสกุลจํานวน 23 

ตัวอยาง โดยพืชสวนใหญอยูในสกุล โดยพบวาพืชสวนใหญอยูในสกุล Abrus sp., Crotalaria sp., Flemingia 

sp. และ Desmodium sp. และพบตัวอยางพืชที่ไมทราบทั้งชื่อสามัญและชื่อวิทยาศาสตรจํานวน 31 ตัวอยาง 
 
2.  การศึกษาความหลากหลายของเชื้อไรโซเบียมที่เขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วชนิดตาง ๆ ที่พบในบริเวณ
ปาเหนือเขื่อนน้ําพุง 

2.1  การคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมรากพืชตระกูลถั่ว 

การสํารวจครั้งที่ 1 วันที่ 13-16 ธันวาคม 2554  
- เสนทางท่ี 1 ปาเต็งรัง เก็บตัวอยางพืชไดทั้งหมด 21 ตัวอยาง 

พืชตระกูลถั่วที่พบปมราก จํานวน 4 ตัวอยาง 
จํานวนเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกไดจากปม จํานวน 48 ไอโซเลท 

- เสนทางท่ี 2 ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางพืชไดทั้งหมด 7 ตัวอยาง  
พืชตระกูลถั่วที่พบปมราก จํานวน 2 ตวัอยาง 
ไมสามารถคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากปมได 

- เสนทางท่ี 3 ปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางพืชไดทั้งหมด 13 ตัวอยาง  
พืชตระกูลถั่วที่พบปมราก จํานวน 3 ตัวอยาง 
จํานวนเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกไดจากปม จํานวน 24 ไอโซเลท 

 

ครั้งที่ 2 วันที่ 27 กุมภาพันธ – 1 มีนาคม 2555 

- เสนทางท่ี 2 ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางพืชไดทั้งหมด 11 ตัวอยาง  
พืชตระกูลถั่วที่พบปมราก จํานวน 7 ตัวอยาง 
จํานวนเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกไดจากปม จํานวน 36 ไอโซเลท 

- เสนทางท่ี 3 ปาเบญจพรรณ เก็บตัวอยางพืชไดทั้งหมด 16 ตัวอยาง  
พืชตระกูลถั่วที่พบปมราก จํานวน 7 ตัวอยาง 
จํานวนเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกไดจากปม จํานวน 29 ไอโซเลท 

  ดังนั้นจากการสํารวจทั้งสองครั้งพบพืชตระกูลถั่วที่มีการสรางปมจํานวน 23 ตัวอยาง สามารถคัดแยกเชื้อ
ไรโซเบียมจากปมรากของพืชตระกูลถั่วตัวอยางชนิดตาง ๆ ไดจํานวน 137 ไอโซเลท  
 

2.2  การคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากดินบริเวณรอบรากพืชตระกูลถั่ว 
  ในกรณีที่ไมสามารถเก็บตัวอยางปมรากจากพืชตระกูลถั่วที่ทําการสํารวจ หรือปมรากตัวอยางที่ไดไม
สมบูรณ จึงทําการคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากดินบริเวณรอบรากพืชโดยใชพืชตระกูลถั่วอาศัย (host plant) เปน
พืชคัดเลือกใหเชื้อไรโซเบียมที่อยูในดินบริเวณรอบรากพืชเขามาสรางปมกับพืชอาศัย โดยจากการทดสอบพบวา
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สามารถคัดแยกเชื้อไรโซเบียมจากดินที่สามารถเขาสรางปมรากกับพืชอาศัย (host plant) ไดจํานวน 34 ไอโซเลท 
จากการเก็บตัวอยางในครั้งที่ 1 อยางไรก็ตามไมสามารถคัดแยกไดจากการเก็บตัวอยางครั้งที่ 2 เนื่องจากเมล็ดของ
พืชตระกูลถั่วอาศัยมีนอย และมีความงอกต่ํา 

 

2. 3 การตรวจสอบลายพิมพ DNA (DNA fingerprint) ของเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกไดจากปมรากพืชตระกูล
ถั่ว และจากดินบริเวณรอบรากพืชโดยเทคนิค BOX-PCR 

ในจํานวนเชื้อที่คัดแยกไดอาจมีกลุมเชื้อที่ซ้ํากัน จึงทําการตรวจสอบลายพิมพ DNA (DNA 

fingerprint) ของเชื้อไรโซเบียมในแตละไอโซเลทเปรียบเทียบกันโดยใชเทคนิค BOX-PCR ดังตัวอยางในรูปที่ 3.69 

แสดงใหเห็นวาไอโซเลท S2/T1-11a มี DNA fingerprint เชนเดียวกับไอโซเลท S2/T1-12a และ S2/T1-12b 

เปนตน ทั้งนี้จากการเก็บตัวอยางทั้งสองครั้งพบไอโซเลทของเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกไดจากปมราก และจากดิน
บริเวณรอบรากพืช ที่มีลักษณะของ DNA fingerprint แตกตางกันจํานวน 45 ไอโซเลท โดยแบงเปนเชื้อไรโซเบียม
ที่คัดแยกมาจากปมที่มีลายพิมพ DNA ตางกันจํานวน 20 ไอโซเลท (จากการเก็บตัวอยางครั้งที่ 1 จํานวน 13 ไอโซ
เลท และจากการเก็บตัวอยางครั้งที่ 2 จํานวน 7 ไอโซเลท) และเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกจากดินบริเวณรอบรากพืช
จากการเก็บตัวอยางครั้งที่ 1 จํานวน 25 ไอโซเลท ซึ่งถูกนําไปตรวจสอบตอไป 

 

 
 

รูปที่ 3.69 ตัวอยาง DNA fingerprint จากไอโซเลทของเชื้อแบคทีเรียที่ไดจากปมรากถ่ัว โดยใชวิธี BOX-PCR 
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2.4  การจําแนกสายพันธุของไรโซเบียมที่คัดแยกได โดยใชเทคนิคการหาลําดับเบสสมบูรณ ของยีน 16S 

rRNA  

 ไรโซเบียมที่มีลายพิมพ DNA แตกตางกันไดถูกนํามาตรวจสอบเพื่อจําแนกสายพันธุของเชื้อไรโซเบียมที่ได 
โดยผลการตรวจสอบสายพันธุแสดงในตารางที่  3.6 ทั้งนี้พบวาไรโซเบียมที่พบสวนมากอยูในสกุล 
Bradyrhizobium และพบบางไอโซเลทอยูในสกุล Rhizobium 

 

ตารางท่ี 3.6 การบงชี้สายพันธุของไรโซเบียมที่สามารถเขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่ว 

รหัส  ไอโซเลท ชนิดพืช สกุลของแบคทีเรียที่มีความคลายคลึง 

เปอรเซ็นตความ
คลายคลึง (% 

homology) 

 

N4 N4-SH-S2/T1-3b เครือขน Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 99% 

N7 N7-SH-S2/T1-6c เครือขน Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 99% 

N9 N9-SH-S2/T1-9c เครือขน Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 99% 

SH-2 SH-S2/T1 (2) เครือขน Bradyrhizobium sp. PRNB-21  99% 

SH-3 SH-S2/T1 (3) เครือขน 
Bradyrhizobium genosp. TUXTLAS-12 

strain 1648v 
99% 

SH-6 SH-S2/T1 (6) เครือขน Bradyrhizobium sp. CCBAU 99% 

SH-8 SH-S2/T1 (8) เครือขน Bradyrhizobium sp. H10 99% 

N14 N14-S3/T1-4a 

ดานราชสีห 
(Tephrosia 
vestita) 

Bradyrhizobium elkanii CCBAU 43297 99% 

N15 N15-S3/T1-5a 

ดานราชสีห 
(Tephrosia 
vestita) 

Bradyrhizobium elkanii CCBAU 43297 99% 

N16 N16-S3/T1-6a 

ดานราชสีห 
(Tephrosia 
vestita) 

Bradyrhizobium elkanii CCBAU 43297 99% 

N17 N17-S4/T1-1a 
มะขามปา (Abrus 
pulchellus) 

Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 99% 

N26 N26-S5/T1-2a 
อัญชันปา (Clitoria 
macrophylla) 

Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 99% 
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SH-13 SH-S5/T1 (1) 
อัญชันปา (Clitoria 
macrophylla) 

Bradyrhizobium sp. PRNB-21 99% 

SH-14 SH-S5/T1 (2) 
อัญชันปา (Clitoria 
macrophylla) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 
99% 

SH-16 SH-S5/T1 (4) 
อัญชันปา (Clitoria 
macrophylla) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 
100% 

SH-17 SH-S5/T1 (5) 
อัญชันปา (Clitoria 
macrophylla) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 
100% 

SH-18 SH-S5/T1 (6) 
อัญชันปา (Clitoria 
macrophylla) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

 100% 

SH-20 SH-S6/T1 (2) 

กระดิ่งหายปา 
(Crotalaria 

alata) 

 Bradyrhizobium sp. UNPA324 

 

100% 

 

N29 N29-S9/T1-1a Crotalaria sp. Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 99% 

N32 N32-S9/T1 8b Crotalaria sp. Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 99% 

SH-23 SH-S11/T1 (1) 

กาสามปก 
(Flemingia 

macrophylla) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

 100% 

 

SH-24 SH-S11/T1 (2) 

กาสามปก 

(Flemingia 

macrophylla) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

100% 

 

SH-26 SH-S11/T1 (4) 

กาสามปก 

(Flemingia 

macrophylla) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

100% 

 

SH-27 SH-S17/T1 (1) 

มะกล่ําตาแดง 
(Abrus 
precatorius) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

100% 

 

SH-28 SH-S17/T1 (2) 

มะกล่ําตาแดง 
(Abrus 
precatorius) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

 99% 

 

SH-29 SH-S17/T1 (3) มะกล่ําตาแดง Bradyrhizobium elkanii strain USDA 99% 
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(Abrus 
precatorius) 

4348 

 

 

SH-30 SH-S17/T1 (4) 

มะกล่ําตาแดง 
(Abrus 
precatorius) 

Bradyrhizobium sp. PRNB-21 

 

 99% 

 

SH-31 SH-S17/T1 (5) 

มะกล่ําตาแดง 
(Abrus 
precatorius) 

 Bradyrhizobium sp. 21.4C.1 

 

99% 

 

SH-34 SH-S17/T1 (8) 

มะกล่ําตาแดง 
(Abrus 
precatorius) 

Bradyrhizobium sp. wssl4 

 

99% 

 

SH-35 SH-S17/T1 (10) 

มะกล่ําตาแดง 
(Abrus 
precatorius) 

 Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

 100% 

 

SH-38 SH-S17/T1 (13) 

มะกล่ําตาแดง 
(Abrus 
precatorius) 

 Bradyrhizobium genosp. TUXTLAS-

22 strain 1234v 

 

100% 

 

SH-39 SH-S18/T1 (1) 

หิ่งหาย 
(Crotalaria 

retusa) 

 Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

100% 

 

SH-40 SH-S18/T1 (2) 

หิ่งหาย 
(Crotalaria 

retusa) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

 100% 

 

SH-41 SH-S18/T1 (3) 

หิ่งหาย 
(Crotalaria 

retusa) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

 99% 

 

N59 N59-S4/T3-1a 

ถั่วหิ่งหาย 
(Tephrosia 
coccinea) 

Bradyrhizobium elkanii  100% 

N71 N71-S4/T3-8 

ถั่วหิ่งหาย 

(Tephrosia 
coccinea) 

Bradyrhizobium elkanii CCBAU 43297 99% 
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SH-9 SH-S4/T3 (1) 

ถั่วหิ่งหาย 
(Tephrosia 
coccinea) 

 Bradyrhizobium genosp. TUXTLAS-

21 strain 107m  

 

 99% 

 

SH-12 SH-S4/T3 (4) 

ถั่วหิ่งหาย 

(Tephrosia 
coccinea) 

Bradyrhizobium elkanii strain USDA 

4348 

 

 100% 

 

N72 N72-S8/T3-1a 

มะคาแตหนาม 
(Sindora 
siamensis var. 

siamensis) 

Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 

83387 
99% 

N2-2 N2-2-S1/T2-2 2b 

ดานราชสีห 
(Tephrosia 
vestita) 

Bradyrhizobium elkanii USDA 4348  99% 

N2-14 N2-14-S1/T2-2 7c 

ดานราชสีห 
(Tephrosia 
vestita) 

Bradyrhizobium elkanii USDA 4348  99% 

N2-20 N2-20-S8/T2-2 3c 

ดานราชสีห 
(Tephrosia 
vestita) 

Rhizobium sp. IPR-Pv680 100% 

N2-13 N2-13-S1/T3-2 1a 

มะขามเครือ 
(Entada 
glandulosa) 

Bradyrhizobium sp. H10 99% 

N2-19 N2-19-S6/T3-2 2d Unidentified 
Bradyrhizobium genosp. TUXTLAS-12 

strain 1648v 

99% 

N2-1 N2-1-S8/T3-2 1a Vigna minima Rhizobium sp. vgs-5  99% 

N2-16 N2-16-S9/T3-2 3b 
มะขามปา (Abrus 
pulchellus) 

Rhizobium sp. 8317  99% 

 
2.5 การหาความสัมพันธของลําดับเบสของยีน 16S rRNA โดยการสราง Phylogenetic tree 

  จากการสราง Phylogenetic tree เพ่ือตรวจสอบความสัมพันธของไรโซเบียมที่แยกไดจากปมรากพืช 
และดินบริเวณรอบรากพืช สามารถแยกไรโซเบียมออกไดเปน 4 กลุม คือ Bradyrhizobium elkanii, 
Bradyrhizobium sp., B. japonicum และ Rhizobium leguminosarum โดยพบวาไรโซเบียมที่ตรวจสอบได
สวนใหญอยูในกลุม B. elkanii รองลงมาไดแกกลุม Bradyrhizobium sp., B. japonicum และ R. 
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leguminosarum ตามลําดับ (รูปที่ 3.70) ทั้งนี้ในเสนทางสํารวจที่ 1 ซึ่งเปนปาเต็งรัง พบไรโซเบียมในกลุม B. 
elkanii, Bradyrhizobium sp. และ B. japonicum ในขณะที่เสนทางสํารวจที่ 2 ซึ่งเปนปาเต็งรังผสมปาเบญจ
พรรณ พบไรโซเบียมในกลุม B. elkanii และ R. leguminosarum และในเสนทางสํารวจที่ 3 ซึ่งเปนปาเบญจ
พรรณ พบไรโซเบียมทั้ง 4 กลุม (รูปที่ 3.71 และ 3.72) 

 

3.  ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกได 
ไดทําการตรวจสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไรโซเบียมที่คัดแยกไดกับพืชตระกูลถั่วชนิดนั้น ๆ 

(Host plant) และกับถ่ัว Siratro โดยใชวิธีการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสดวยวิธ ี Acethylene 

Reduction Assay (ARA) โดยทําการปลูกพืชในสภาพที่ขาดไนโตรเจน ดังนั้นเชื้อไรโซเบียมที่ไมมีประสิทธิภาพใน
การตรึงไนโตรเจนจะสงผลใหตนพืชมีอาการเหลืองเนื่องจากขาดธาตุไนโตรเจน ในขณะที่เชื้อไรโซเบียมที่มี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนจะสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศมาเปลี่ยนใหเปนปุยแกพืชได ทําใหพืชมี
ลักษณะที่เจริญเติบโตไดดีกวา (รูปที่ 3.73) ทั้งนี้พบไรโซเบียมไอโซเลท S4/T3 1a ซึ่งเปนไรโซเบียมในกลุม B. 
elkanii แยกไดจากปมรากของถั่วหิงหาย มีคากิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสสูงที่สุด (75.70 nmole/mg/h) 

เมื่อเขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วที่เปน Host plant ซึ่งสูงกวาเมื่อเขาสรางปมกับถั่ว Siratro ซึ่งไมใช Host plant 
ดังแสดงในตารางที่ 3.7 ซึ่งจะทําการเก็บรวบรวมไอโซเลทเหลานี้ไวใชประโยชนตอไป 
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รูปที่ 3.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.70 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของไรโซเบียมที่พบจากการสํารวจ 
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รูปที่ 3.71 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของไรโซเบียมกลุม Bradyrhizobium ที่พบจากการสํารวจ 

Bradyrhizobium  +  Sinorhizobium  out  group 
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รูปที่ 3.72 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของไรโซเบียมกลุม Rhizobium ที่พบจากการสํารวจ 
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รูปที่ 3.73 ภาพแสดงการเจริญเติบโตของพืชตระกูลถั่วที่เขาสรางปมโดยเชื้อไรโซเบียมในกลุมที่ไมมีประสิทธิภาพ
ในการตรึงไนโตรเจน (Ineffective nitrogen fixation) และกลุมที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน (Effective 

nitrogen fixation) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ineffective nitrogen fixation Effective nitrogen fixation 
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ตารางท่ี 3.7 แสดงคากิจกรรมเอนไซมไนโตรจีเนสของเชื้อไรโซเบียมไอโซเลทตาง ๆ ที่เขาสรางปมกับพืชตระกูล
ถั่ว (Host plant) ที่พบในปาบริเวณเหนือเข่ือนน้ําพุง และกับถ่ัว Siratro 

ตัวอยางพืชตระกูลถั่วที่ใช
ทดสอบ 

ไอโซเลทที่เขาสรางปม กิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส 
(nmole/mg/h) 

เครือขน 

S2/T1 1a 8.26 

S2/T1 2b 14.55 
S2/T1-9a 3.72 

ดานราชสีห  
(Tephrosia vestita) 

S3/T1 1a 5.59 

S3/T1 4a 4.18 

S3/T1 5a 15.68 

S3/T1 6a 16.55 

มะขามปา  
(Abrus pulchellus) S4/T1 1a 

55.65 

หิ่งหายใบเล็ก  

(Crotalaria albida) S7/T1 4a 
16.35 

ชอยนางรํา  

(Codoriocalyx motorius) S13/T1 3b 
71.37 

มะกล่ําตาแดง 
(Abrus precatorius) 

S17/T1 d 0.63 

S17/T1 f 1.55 

ถั่วหิ่งหาย  
(Tephrosia coccinea) 

S4/T3 1a 75.70 

S4/T3 1b 18.01 

S4/T3 5 31.93 

S4/T3 8 68.33 

Siratro 

(Macroptilium 
atropurpureum) 

S2/T1 1a 2.36 

S2/T1 3b 5.38 

S2/T1 6c 7.42 

S2/T1 9c 2.76 

S3/T1 1a 18.38 

S3/T1 4a 10.01 

S3/T1 5a 0.89 

S3/T1 6a 10.73 

S4/T1 1a 2.90 
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S4/T1 3a 1.94 

S4/T1 5b 2.65 

S4/T1 7a 7.25 

S5/T1 2a 2.43 

S7/T1 1a 8.12 

S7/T1 4a 5.20 

S9/T1 1a 0.91 

S9/T1 8b 2.75 

S13/T1 3b 17.74 

S13/T1 2c 3.84 

S4/T3 1a 33.62 

S4/T3 1b 16.34 

S4/T3 5 11.58 

S4/T3 8 12.31 

S8/T3 1a 15.28 

S1/T2-2 7c 0.50 

S1/T2-2 8a 0.60 

S1/T2-2 8a 0.86 

S1/T2-2 3b 0.11 

S3/T2-2 3b 2.49 

S4/T2-2 1b 0.72 

S8/T2-2 3a 2.09 

S8/T2-2 3b 2.56 

S2/T3-2 1a 15.28 

 
 

4. การอภิปรายผล 
 จากการสํารวจพืชตระกูลถั่วบริเวณปาเหนือเขื่อนน้ําพุงพบวามีความหลากหลายของพืชตระกูลถั่วใน
ระดับหนึ่งโดยชนิดของพืชตระกูลถั่วที่พบแตกตางกันไปตามแตละเสนทางสํารวจซึ่งมีทั้งปาเต็งรัง ปาเบญจพรรณ 
และปาผสมระหวางปาเบญจพรรณและปาเต็งรัง อยางไรก็ตามพืชตระกูลถั่วหลายชนิดยังอยูในขั้นตอนการจําแนก
สายพันธุซึ่งอาจทําใหเห็นถึงความสัมพันธระหวางชนิดของพืชตระกูลถั่วและชนิดของปาไดมากขึ้น ทั้งนี้ในจํานวน
พืชตระกูลถั่วที่สามารถจําแนกสายพันธุไดแลวพบวามีทั้งที่เปนพืชตระกูลถั่วไมยืนตนและพืชตระกูลถั่วขนาดเล็ก 
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โดยพืชตระกูลถั่วยืนตนที่พบ ไดแก เสี้ยวใหญ ซึ่งพบในเสนทางสํารวจที่ 2 (ปาเต็งรังผสมปาเบญจพรรณ) 
นอกจากนี้ยังพบ ชงโค มะคาแตหนาม และแสมสาร (ขี้เหล็กปา) ในเสนทางสํารวจที่ 3 (ปาเบญจพรรณ) ในขณะที่
พบพืชตระกูลถั่วขนาดเล็ก และพืชตระกูลถั่วเถาเลื้อยจํานวนมากในแตละเสนทาง ทั้งนี้การศึกษาความ
หลากหลายของพืชตระกูลถั่วปาหรือถั่วพื้นเมืองที่เปนถั่วขนาดเล็กยังไมมีขอมูลมากนัก เนื่องจากการวิจัยที่ผานมา
สวนใหญจะเปนการศึกษาพืชตระกูลถั่วไมยืนตน เชน จากการศึกษาของ พงษศักดิ์ สหุนาฬุ (2542) ไดทําการ
สํารวจพืชตระกูลถั่วไมยืนตนในปาเต็งรังบริเวณปาสะแกราช โดยพบวา มีพรรณไมยืนตนตระกูลถั่ว 8 ชนิด คือ 
กางขี้มอด เสี้ยวปา เก็ดดํา ประดู มะคาแต แดง ชงโคดํา และกระพ้ีเขาควาย  
 เมื่อศึกษาความหลากหลายของไรโซเบียมที่สามารถเขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วที่พบบริเวณปาเหนือ
เขื่อนน้ําพุง พบวามีความหลากหลายทั้งในระดับ genus และ specie โดยพบไรโซเบียมทั้งในจีนัส Rhizobium 

และ Bradyrhizobium โดยในจีนัส Rhizobium ไมพบความหลากหลายของไรโซเบียม แตพบความหลากหลาย
สูงในจีนัส Bradyrhizobium ซึ่งพบไรโซเบียมมีความสัมพันธกับ 3 species  ไดแก Bradyrhizobium sp., B. 
japonicum และ B. elakanii ทั้งนี้จากงานวิจัยที่ผานมาพบวาไรโซเบียมที่สามารถเขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่ว
ในประเทศไทยมีหลายชนิด ทั้งในกลุม Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium และ 

Allorhizobium แตที่พบสวนใหญจะอยูในกลุม Bradyrhizobium เชน จากการศึกษาของ Manassila et al. 

(2007) พบไรโซเบียมในกลุม Bradyrhizobium ทั้งที่เปน Bradyrhizobium sp. และ B. elkanii สามารถเขา
สรางปมรากกับพืชตระกูลถั่วไมยืนตน เชน Acacia  auriculaformis  Cunn.,  A.  mangium Willd., Millettia 
leucantha Kurz, Pterocarpus indicus Willd. และ Xylia xylocarpa Taub. นอกจากนี้จากการศึกษาของ 
Pongsilp et al. (2010) ซึ่งทําการศึกษาไรโซเบียมที่สามารถเขาสรางปมกับกวาวเครือ (Pueraria  mirifica) พบ
ไรโซเบียมจํานวน 12 ไอโซเลทสามารถเขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่วชนิดนี้ได โดยพบวาไรโซเบียมจํานวน 9 ไอ
โซเลทอยูในกลุม Rhizobium และอีกจํานวน 3 ไอโซเลท อยูในกลุม Bradyrhizobium ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัย
นี้ที่พบไรโซเบียมในกลุม Rhizobium leguminosarum สามารถเขาสรางปมกับกวาวเครือไดเชนกัน และเมื่อ
พิจารณาความสัมพันธของไรโซเบียมกับพืชตระกูลถั่วอาศัย (host plant) พบวาพืชอาศัยมีความจําเพาะเจาะจง
กับไรโซเบียมที่เขาสรางปมสูง อยางไรก็ตามพบพืชตระกูลถั่วบางชนิดที่สามารถเกิดปมรากไดกับเชื้อไรโซเบียม
หลายสกุล เชน พบไรโซเบียมในสกุล Bradyrhizobium sp. และ B. japonicum สามารถเขาสรางปมรากกับพืช
ตระกูลถั่วในกลุม Crotalaria, เครือขน หรือไรโซเบียมในกลุม Bradyrhizobium sp. และ B. elkanii สามารถ
เขาสรางปมกับ มะกล่ําตาแดง (Abrus sp.) เปนตน 
 ไรโซเบียมที่คัดแยกไดจากพืชตระกูลถั่วจากงานวิจัยนี้เมื่อนําไปตรวจสอบความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจน พบวาบางสายพันธุของไรโซเบียมมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนไดสูงเมื่อเขาสรางปมกับพืชอาศัย 
(host plant) ทั้งนี้สามารถนําไปใชผลิตเปนปุยชีวภาพสําหรับการฟนฟูปาไมไดตอไป 
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บทที่ 4 
สรุปผลการวิจัยและขอแนะนํา 

  งานวิจัยนี้พบวาบริเวณปาเหนือเขื่อนน้ําพุงพบความหลากหลายของพืชตระกูลถั่วทั้งที่เปนไมยืน
ตนขนาดใหญ ขนาดเล็ก และพืชตระกูลถั่วชนิดเถาเลื้อย ซึ่งพบความหลากหลายของไรโซเบียมโดยแบงออกเปน 4 

กลุม ไดแก Bradyrhizobium sp., B. japonicum, B. elkanii และ Rhizobium leguminosarum โดยไร
โซเบียมกลุม B. elkanii ถูกพบมากที่สุด และไรโซเบียม B. elkanii ไอโซเลท S4/T3-1a ซึ่งแยกไดจากถั่วหิงหาย
มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนไดสูงสุดเมื่อเขาสรางปมกับพืชอาศัย (host plant) ดังนั้นขอมูลที่ไดจาก
งานวิจัยนี้สามารถใชเปนแหลงขอมูลที่สําคัญสําหรับผูสนใจศึกษาพืชตระกูลถั่วและความสัมพันธกับไรโซเบียมที่
เขาสรางปม ซึ่งในอนาคตสามารถนําไปพัฒนาใหอยูในรูปของปุยชีวภาพเพ่ือใชสําหรับการฟนฟูปาไม หรือเพ่ือการ
บํารุงดินใหเกิดความอุดมสมบูรณสําหรับการเกษตรตอไป 
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ภาคผนวก 
ภาคผนวก ก. เสนทางสํารวจบริเวณปาเหนือเขื่อนน้ําพุง 
 

 
 

ภาคผนวก ข. สูตรอาหารและวิธีการเตรียม 
Yeast Extract-Mannitol Agar (YEM)    

Yeast extract     0.4  กรัม  
Mannitol      10  กรัม 

K2HPO4      0.5  กรัม 

MgSO4.7H20      0.2  กรัม 

NaCl        0.1  กรัม 

CaCO3        4  กรัม  
ผงวุน       16  กรัม 

น้ํากลั่น             1,000   มิลลลิตร  
เติมสารลงในน้ํา 1 ลิตร แลวปรับ pH ใหไดเทากับ 6.8-7.0 แลวเติมผงวุน จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

หมอนึ่งความดันไอ ที่ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว โดยใชระยะเวลา 15 นาที 
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Congo red เตรียม stock solution 250 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร H2O แลวเติม 10 มิลลิลิตร ตอ
อาหารที่เตรียม 1 ลิตร 

 
ภาคผนวก ค.  การเตรียมสารละลายธาตุอาหารพืช 

N-free solution 
Stock Solution 1 (ตอลิตร) 
CaCl2.2H2O     294.1 กรัม  

Stock Solution 2 (ตอลิตร) 
KH2PO4     136.1 กรัม  

Stock Solution 3 (ตอลิตร) 
FeC6H5O7.H20   4.99 กรัม  

MgSO4     87.0 กรัม  

MnSO4.H2O   0.338 กรัม  

Stock Solution 4 (ตอลิตร) 
H3BO3    0.247 กรัม  

ZnSO4.7H2O   0.288 กรัม  

CuSO4 .5H2O   0.100 กรัม  

CoSO4.7H2O   0.056 กรัม  

Na2MoO2.2H2O  0.048 กรัม  

นํา Stock Solution ไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว โดยใชระยะเวลา 15 นาที และเติม 1 มิลลิลิตร ของแตละ stock solution ลงน้ํา 1 ลิตร ที่ผานระบบรี
เวอรสออสโมซิส (Reverse Osmosis water) ที่ทําใหปลอดเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอแลวปรับคาความกรดดาง
ใหเปน pH 6.5 ดวย โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
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ประวัติคณะผูวิจัย 
นางสาว พรรณลดา  ติตตะบุตร (Miss Panlada  Tittabutr) ปจจุบันดํารงตําแหนงผูชวยศาสตราจารย

ประจําสาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ม.เทคโนโลยีสุรนารี จบการศึกษาระดับปริญญาตรี    สาขาวิชาเทคโนโลยี
อาหาร     ม.เทคโนโลยีสุรนารี ปการศึกษา 2541 และระดับปริญญาเอก   สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ    ม.
เทคโนโลยีสุรนารี ปการศึกษา 2548 มีความชํานาญทางดาน Nitrogen fixation technology, Inoculant 

production technology, Microbiology and Molecular microbiology มีประสบการณในการเปน
ผูอํานวยการแผนงานวิจัยเรื่องการเพ่ิมประสิทธิภาพของแหนแดงในการเปนปุยพืชสดเพ่ือใชในนาขาว และเปน
หัวหนาโครงการวิจัยตาง ๆ เชน การประยุกตใชแนวทางตาง ๆ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของหัวเชื้อไรโซเบียมในการ
แขงขันเพ่ือเขาสรางปมกับพืชตระกูลถั่ว, การทดสอบประสิทธิภาพของการใชหัวเชื้อไรโซเบียมที่ปรับปรุงแลวใน
ระดับกระถาง, ผลของเอทธิลีน และการใชเชื้อแบคทีเรียที่มีกิจกรรมของเอนไซม 1-amino-cyclopropane-1-

carboxylate (ACC) deaminase รวมกับหัวเชื้อไรโซเบียม ตอการเจริญของพืชตระกูลถั่วภายใตสภาวะที่
กอใหเกิดความเครียดกับพืช, การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียกลุม PGPR ที่มีกิจกรรมของเอนไซมไฮโดรจีเนส และ
ผลกระทบที่มีตอโครงสรางจุลินทรียทองถิ่นภายในดิน และผลผลิตของพืช, การปรับปรุงปุยชีวภาพ PGPR และไม
คอรไรซา ใหทนตอสภาวะเครียดที่เกิดจากภาวะภูมิอากาศเปลี่ยนแปลง และการตรวจสอบกลไกการดํารงอยูของ
เชื้อ และผลกระทบของภาวะภูมิอากาศเปลี่ยนแปลงตอโครงสรางประชากรจุลินทรียบริเวณรอบรากพืช ทั้งนี้
สามารถติดตอไดที่ โทรศัพท  044-224159 โทรสาร  044-224154 E-mail  panlada@sut.ac.th 
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