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กิตติกรรมประกาศ 
 

การวิจัยครั้งนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปีงบประมาณ 
2553-2554 และดําเนินการภายใต้การสนับสนุนทางด้านสถานที่ทดลอง และเครื่องมือวิเคราะห์โดย
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี คณะผู้วิจัยขอขอบคุณสถาบันเทคโนโลยีนิวเคลียร์แห่งชาติ (องค์การ
มหาชน) สําหรับการสนับสนุนการใช้รังสีแกมมาในงานวิจัย รวมทั้งกรมวิชาเกษตรสําหรับการ
สนับสนุนวัสดุพาหะในงานวิจัย และผู้เกี่ยวข้องทุกท่านที่ทําให้งานวิจัยนี้สําเร็จได้ด้วยดี 
 

คณะผู้วิจัย 
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บทคัดย่อ 
 

ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมเป็นปัจจัยจํากัดต่อการเจริญของถั่วเหลือง ซึ่งส่งผลต่อเชื้อไร
โซเบียมที่เข้าสร้างปมด้วยเช่นกัน โดยประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของหัวเชื้อขึ้นอยู่กับลักษณะ
แวดล้อมที่พืชเจริญอยู่ เชื้อไรโซเบียมที่ทนต่อสภาวะเครียดจะส่งผลต่อของถั่วเหลืองให้การเจริญเปน็
ปกติได้ ในการศึกษานี้ เป็นการศึกษาผลกระทบของสภาวะเครียดแบบต่างๆ ต่อการเจริญและการอยู่
รอดของเซลล์ไรโซเบียมบนอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมถึงพิจารณาผลการตรึงไนโตรเจน เพื่อส่งเสริมการ
เจริญของต้นถั่วเหลืองที่ปลูกในทราย และในดิน ซึ่งจากเชื้อที่คัดแยกได้ทั้งหมด 20 ไอโซเลท นํามา
ทดสอบพบว่ามี 5 ไอโซเลท ที่เจริญได้ดีบนอาหารที่ใช้คัดเลือก โดยเมื่อทดสอบกับถั่วเหลืองที่ปลูกใน
สภาวะเครียดในทราย และในดินพบว่าเชื้อไอโซเลท 194 ให้ผลในการตรึงไนโตรเจน และน้ําหนักแห้ง
ของถั่วสูงสุดในสภาวะเครียดแบบต่าง ๆ นอกจากนี้ยังพบว่า เชื้อไอโซเลท 194 ยังมีความสามารถใน
การแข่งขันเพื่อเข้าสร้างปมกับถั่วเหลือง ได้ดีกว่าเชื้อ USDA110การทดลองที่ช่วยให้เชื้อไรโซเบียมทน
ต่อสภาวะเครียด โดยการเสริม compatible solute พบว่าน้ําตาลซูโครส ที่ความเข้มข้น 300 มิลลิโม
ลาร์ ช่วยให้เชื้ออยู่รอด และเจริญได้ดีกว่าการเติมสารชนิดอื่นโดยเชื้อไอโซเลท 194 ที่เสริมซูโครส มี
การเจริญในสภาวะแห้งแล้งหลังวันที่ 5 และเจริญในสภาวะกรดหลังวันที่ 3 มีการสะสมทรีฮาโรส และ
กลีเซอรอลอยู่ภายในเซลล์ส่วนการเจริญของเช้ือในสภาวะเครียดแบบอุณหภูมิสูง ที่เสริมและไม่เสริม
ซูโครสพบว่ามีการสะสมกลีเซอรอลภายในเซลล์ตลอดช่วงของการเจริญ แต่หลังจากวันที่ 10 ของการ
เจริญที่ไม่ได้เสริมน้ําตาลนั้นไม่พบการสะสมกลีเซอรอลอีกซึ่งสอดคล้องกับการเจริญที่ลดลงของเชื้อ 
จากการศึกษาทําให้ทราบว่า เชื้อไรโซเบียมที่สามารถอยู่รอดได้ในสภาวะเครียด จะช่วยส่งเสริมการ
เจริญของต้นถั่วเหลือง อีกทั้งการเสริมซูโครส สามารถช่วยให้เชื้อไรโซเบียมอยู่รอดได้ในสภาวะเครียด 
โดยการสะสมน้ําตาลชนิดต่าง ๆ ภายในเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งน้ําตาลกลีเซอรอล และน้ําตาลทรีฮา
โรส ที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันเซลล์เมื่อเผชิญกับสภาะเครียดต่าง ๆ 
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Abstract 
 

  Several adverse environmental conditions are the limiting factors for soybean 
growth and symbiosis capability of rhizobia. The process of N2-fixation by symbiont is 
strongly related to physiological state development of the host plant. 
Bradyrhizobium spp. that can tolerate to environmental stress would increase 
soybean growth under stress conditions. This study examined the effect of single and 
mixed stress conditions on the growth and survival of Bradyrhizobium spp. in culture 
media, and the effect on symbiosis with soybean plant grew in the sand and soil 
conditions.  Twenty isolates of bradyrhizobia were isolated from nodules of soybean 
grew in fields, and five isolates were selected according to their tolerant ability under 
stress conditions in vitroexperiments. The efficiency of stress tolerant bradyrhizobia 
on soybean growth was investigated under various stress conditions. Bradyrhizobium 
sp. isolate 188 and 194 could promote high level of nitrogenase activity and plant 
biomass when plants were grown in sand and soil under stress conditions. 
Bradyrhizobium sp. isolate 194 also has higher nodulation competition ability than 
Bradyrhizobiumjaponicum USDA110 under stress conditions. Moreover, 
supplementation with compatible solute was used to improve the symbiosis 
efficiency of bradyrhizobialinoculant under stress conditions.  The isolate 194 was 
supplemented with sucrose showing highest percent survival of bacteria when 
cultured in medium under various stress conditions. The appropriate concentration of 
300 mMsucrose could promote the cell growth under stress conditions. It was found 
that the bacterial cells in sucrose supplemented medium were able to accumulated 
trehalose and glycerol after 5 days grow under drought condition.Trehalose and 
glycerol were also found to be accumulated in cell after 3 days grow under acid 
condition. The accumulation of glycerol was found in every bacterial growth periods 
under high temperature with and without sucrose supplementation, but it was not 
found in non-sucrose supplemented bacterial cell cultured after 10 days, This was 
related to the decreasing of cell survival. Results of this study suggested that the 
inoculation of stress tolerant bradyrhizobia could enhance the symbiosis efficiency 
and soybean growth under stress conditions and the sucrose supplementation in 
medium could improve their survival by accumulating several sugars, especially 
glycerol and trehalose inside the cell when encounter to the various stress. 
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สารบัญ 
 หน้า 
กิตติกรรมประกาศ ก 
บทคัดย่อภาษาไทย ข 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ค 
สารบัญ ง 
สารบัญตาราง … จ 
สารบัญภาพ จ 
บทที ่ 1 บทนํา  

- ความสําคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 1 
- วัตถุประสงค์ของการวิจัย 2 
- ขอบเขตของการวิจัย 3 
- ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 3 

บทที ่ 2 วิธีดําเนินการวิจัย  
- การทดสอบเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่ทนต่อสภาวะเครียด. 4 
- ขั้นตอนการตรวจสอบเชื้อแบรดีไรโซเบียมทีค่ัดเลือกได้ ในการเข้าสร้างปม และตรึง

ไนโตรเจนให้กับถั่วหลืองภายใต้สภาวะเครียด. 

4 

- การวัดประสิทธิภาพการแข่งขันเพื่อเข้าสร้างปมของเชื้อที่คัดเลือกกับเชื้อทาง
การค้า. 

- คัดเลือกชนิดและความเข้มขน้ของ Compatible solute ที่ช่วยให้เซลลแ์บคทีเรีย
อยู่รอด และเจริญได้ในสภาวะเครียดแบบต่าง ๆ 

- การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของน้ําตาลภายในเซลลแ์บรดีไรโซเบียม เมื่อเลี้ยง
และเสริม Compatible solute ในสภาวะเครียดแบบต่าง ๆ โดยใช้ HPLC ในการ
วิเคราะห์ 

- วิธีวิเคราะห์ข้อมูล 

5 
5 
 
6 
 
 
 
6 

  
บทที ่ 3 ผลการวิเคราะห์ข้อมูล  

- เช้ือแบรดีไรโซเบียมที่ทนต่อสภาวะเครียด 7 
- ประสิทธิภาพของเชื้อแบรดีไรโซเบียมในการตรึงไนโตรเจน และส่งเสริมการเจริญ

ของต้นถั่วเหลืองโดยปลูกในทรายภายใต้สภาวะเครียดแบบต่างๆ  
8 

- ประสิทธิภาพของเชื้อแบรดีไรโซเบียมในการตรึงไนโตรเจน และส่งเสริมการเจริญ
ของต้นถั่วเหลืองโดยปลูกในดินภายใต้สภาวะเครียดแบบต่างๆ  

11 

สารบัญ(ต่อ) 
 หน้า 

- การทดสอบประสิทธิภาพการแข่งขันเพื่อเข้าสร้างปมกับรากถั่วเหลืองระหว่างเชื้อ
ไอโซเลท 194 และเชื้อมาตรฐานUSDA 110 

13 

- การเพิ่มประสิทธิภาพการเจริญของเชื้อแบรดีไรโซเบียมทีค่ัดเลือก ในสภาวะเครียด 14 
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โดยการเสริม Compatible solute 
- ผลของน้ําตาลซูโคสต่อการเจริญ และการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลภายในเซลลข์องเชื้อ

แบรดีไรโซเบียมไอโซเลท 194 โดยการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC. 
บทที ่ 4 สรุปผลการวิจยัและข้อเสนอแนะ 

 
16 

- สรุปผลการวิจยัและข้อเสนอแนะ 19 
ภาคผนวก  

ประวัติผู้วิจัย I 
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สารบัญตาราง 
 หน้า 
ตารางที่ 3.1ผลการทดสอบการเจริญของเชื้อแบรดีไรโซเบียม ภายใต้สภาวะเครียดแบบต่างๆ 
ตารางที่ 3.2 ก. ผลการทดสอบเชื้อแบรด้ีไรโซเบียมที่คัดเลือกกับถั่วเหลืองโดยการปลูกใน

ทรายภายใต้สภาวะเครียดแบบต่างๆ  
ตารางที่ 3.2 ข. ค่า Stress tolerance index (STI) ของน้ําหนักแห้งถั่วเหลืองที่ทดสอบกับ

เช้ือแบรดีไรโซเบียม ในสภาวะเครียดแบบต่างๆที่ปลูกในทราย 
ตารางที่ 3.3 ก. ผลค่าวิเคราะห์ตัวอย่างดินที่ใช้ในการทดสอบ 
ตารางที่ 3.3 ข. ผลการทดสอบเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่คัดเลอืกกับถั่วเหลืองโดยการปลูกในดิน

ภายใต้สภาวะเครียดแบบต่างๆ 
ตารางที่ 3.3 ค. ค่า Stress tolerance index (STI) ของน้ําหนักแห้งถั่วเหลืองที่ทดสอบกับ

เชื้อแบรดีไรโซเบียม ในสภาวะเครียดแบบต่างๆ ที่ปลูกในดิน 
 

--------------------------------------- 
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สารบัญภาพ 
 หน้า 
รูปที่ 3.1 แสดงลักษณะแบนของดีเอ็นเอบนแผ่นเจลอะกาโรส ที่ได้จากการทํา Box-PCR 

(ซ้าย) และแผนภาพแสดงการจัดจําแนกเชื้อด้วยวิธี Neighbor Joining method 
(ขวา) 

รูปที่ 3.2กราฟแสดงเปอร์เซ็นต์การเข้าสร้างปมของเชื้อผสมระหว่าง เช้ือไอโซเลท 194 และ 
USDA 110 ภายใต้สภาวะที่ใช้ปลูกถั่วเหลืองแบบต่างๆ 

รูปที่ 3.3แสดงผลของอัตราการเจริญจําเพาะ(Specific growth rate (μ)) ที่มีการเสริมและ
ไม่เสริม compatible solute ทั้ง 6 ชนิด ภายใต้สภาวะเครียดแบบต่างๆ ระหว่าง
เชื้อไอโซเลท 194 และ USDA 110 โดยเปรียบเทียบกับเช้ือที่ไม่ได้เสริม 
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14 
 
 

15 

รูปที่ 3.4 ผลของน้ําตาลซูโคสต่อการเจริญ และการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลภายในเซลล์ของเชื้อ
แบรดีไรโซเบียมไอโซเลท 194 ที่เจริญในสภาวะเครียดแบบต่างๆ โดยการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคญัและที่มาของปัญหาการวจิัย 

ประเทศไทยมีการใช้หัวเช้ือไรโซเบียมเพื่อเพิ่มผลผลิตของถั่วเหลืองมานานแล้ว โดยเช้ือ
แบคทีเรียชนิด แบรดีไรโซเบียมเป็นแบคทีเรียที่มีความจําเพาะกับถั่วเหลืองในการเข้าสร้างปม และมี
ประสิทธิภาพในการตรึงในโตเจนในอากาศเพื่อเปลี่ยนให้เป็นสารประกอบไนโตรเจนให้กับต้นถั่ว
เหลืองเพิ่อใช้ในการเจริญเติบโต การนําหัวเชื้อไปใช้ก็มีหลากหลายรูปแบบ ทั้งใช้ผสมกับพีท
(peat)(Stephens และ Rask, 2000)ก่อนจะนําไปคลุกกับเมล็ดถั่วเหลืองเพื่อลงแปลงปลูก หรือใช้ใน
รูปของเหลว โดยนําไปผสมกับเมล็ดในอัตราส่วนที่แนะนํา หากจํานวนเซลล์ของเชื้อไรโซเบียมที่มี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตเจนสามารถเกาะอยู่บริเวณรอบผิวของเมล็ดถั่วเหลืองในจํานวนมากกว่า 
106เซลล์/เมล็ดทําให้อัตราการเข้าสร้างปมเพื่อส่งเสริมประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนให้กับพืชสูงขึ้น
(Kucey, 1988) ทั้งนี้การมีประสิทธิภาพดังกล่าวขึ้นอยู่กับปัจจัยหลักดังนี้ ปัจจัยทางชีวภาพ (Biotic 
factors) เป็นปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับสิ่งมีชีวิต ทั้งในด้านชนิดและปริมาณที่มีความสัมพันธ์กันทางด้านใด
ด้านหนึ่ง ในกรณีนี้ได้แก่ ชนิดพันธ์ุของถั่วเหลือง, เซื้อแบรดีไรโซเบียมที่คัดเลือก และจุลินทรีย์ที่อยู่ใน
ดินหรือบริเวณรอบๆ ที่ปลูกถั่วเหลืองปัจจัยที่ไม่ใช่ด้านชีวภาพ (Abiotic factors) หมายถึง
สิ่งแวดล้อมในแหล่งที่อยู่อาศัยที่มีผลต่อการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต เช่น อุณหภูมิ สารอาหาร ความซื้น 
ความเป็นกรด-ด่าง ความเค็ม เป็นต้น (Sadowsky. 2000)ในโครงการวิจัยนี้ต้องการพัฒนาหัวเช้ือไร
โซเบียมให้มีคุณสมบัติในการทนต่อAbiotic factors เน่ืองจากเราไม่สามารถควบคุมหรือกําหนด
สภาพแวดล้อมทางธรรมชาติให้เหมาะสมต่อการปลูกถั่วเหลืองได้ ดังนั้น ในการปลูกถั่วเหลืองโดยใช้
เชื้อไรโซเบียมที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนได้สูงแต่ไม่สามารถทนต่อสภาวะเครียดจาก
สภาพแวดล้อม อาจทําให้ไม่ประสบความสําเร็จในการเข้าสร้างปม และการตรึงไนโตรเจนกับพืชใน
ที่สุด (Zahran, 1999) การคัดเลือกเชื้อไรโซเบียมที่สามารถทนต่อสภาวะเครียดได้ และการปรับปรุง
หัวเชื้อโดยการเสริมสารประกอบต่างๆ ที่เรียกว่า compatible solute หรือ osmoprotectant 
เพื่อให้เชื้อไรโซเบียมทนต่อสภาวะเครียด จึงเป็นแนวทางที่นํามาใช้ในการปรับปรุงหัวเช้ือให้มี
ประสิทธิภาพ(Poolman and Glaasker,1998) เพื่อส่งเสริมให้เกษตรกรลดการใช้ปุ๋ยเคมีในการ
เพาะปลูกถั่วเหลืองในปัจจุบัน ทําให้เกษตรกรสามารถประหยัดต้นทุนการผลิตเนื่องจากเชื้อไรโซเบียม
มีราคาถูก และเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ไม่มีสารตกค้าง และไม่ก่อให้เกิดการเสื่อมสภาพของดินเมื่อใช้
ในระยะยาว  

 
เช้ือแบรดีไรโซเบียมสายพันธ์ุที่ทนทานต่อสภาวะเครียดมีประสิทธิภาพในการเข้าสร้างปม 

และการตรึงไนโตรเจนใหก้ับถั่วเหลืองได้ดีในสภาวะแวดล้อมแบบเครียด เมื่อปลูกเชื้อจะส่งเสริมให้ต้น
ถั่วอยู่รอด และเจริญในสภาวะเครียดได้เช่นกัน (Wei et al., 2007) ซึ่งกระบวนการเข้าสร้างปมของ
เชื้อแบรดีไรโซเบียมกับรากของถั่วเหลืองนั้น เป็นกระบวนการเริ่มต้นที่มีความสําคัญแม้จะอยู่ใน
สภาวะปกติ หรือสภาวะเครียด แต่ในสภาพแวดล้อมแบบเครยีดนั้นจะมีผลกระทบต่อการเข้าสร้างปม
ของเชื้อมากกว่า เนื่องจากสภาวะดังกล่าว สามารถทําให้คุณสมบัติการรักษาสมดุลระดับเซลล์ของเชื้อ
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เสียไป(Dimkpa et al. 2009)และทําให้เชื้อตายในที่สุด ดังนั้นเชื้อที่ทนทานต้องมีคุณสมบัติพิเศษใน
การปรับสมดุลระหว่างสภาวะเครียดภายนอกเซลล์กับภายในเซลล์ให้เป็นปกติได้ โดยอาศัยกลไกต่างๆ 
ของเซลล์ ทั้งการสร้างและดูดซึมสารประกอบหลากหลายชนิด โดยจะมีกระบวนการการเก็บสะสมไว้
ในเซลล์ และปลดปล่อยออกภายนอกเซลล์เพื่อป้องกันการรบกวนจากสภาวะเครียดแบบต่างๆ 
(Kempf and Bremer 1998) ทาํให้เชื้อสามารถมีชีวิตรอดได้ และเข้าสร้างปมกับถั่วเหลืองได้สําเร็จ 
การนําเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่ทนทานต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมนี้มาผลิตเป็นหัวเช้ือ เพื่อปลูกถั่ว
เหลืองในดินที่เริ่มมีการเสื่อมสภาพ ทั้งดินกรด ดินเค็ม หรือดินแห้งแล้ง จะช่วยปรับและพื้นฟู
สภาพแวดล้อมของดินนั้นๆให้กลับมาเป็นปกติได้ โดยหัวเช้ือที่สามารถเข้าสร้างปม และตรึงไนโตรเจน
ได้ดี จะทําให้การเจริญเติบโตของถั่วเหลืองเพิ่มขึ้น (Ali et al, 2009)และเมื่อเกษตรกรเก็บเกี่ยว
ผลผลิตแล้วใช้ต้นถั่วเป็นปุ๋ยพืชสด จะช่วยเพ่ิมปริมาณอินทรียวัตถุในดิน, เพิ่มธาตุไนโตรเจนซึ่งเปน็
ธาตุอาหารหลักให้แก่พืช, บํารุงและรักษาความอุดมสมบูรณ์ของดิน, รักษาความชุ่มช้ืนในดินและให้
ดินอุ้มน้ําได้ดีขึ้น, ทําให้ดินร่วนซุย สะดวกในการเตรียมดินและไถพรวนลดปริมาณการใช้ปุ๋ยเคมีลงได้ 

เพื่อเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบรดีไรโซเบียมให้ทนต่อสภาวะเครียดมากย่ิงขึ้น 
ควรมีการทดลอง และปรับปรุงคุณภาพของหัวเชื้อโดยการเสริมสารประกอบ กลุ่มcompatible 
solute หรือ osmoprotectant ซึ่งจัดว่าเป็น polar small organic osmolyte (Smith et al., 
1988)ช่วยป้องกันเชื้อจากสภาวะเครียด ทําให้อยู่รอด และแบ่งเซลล์เพื่อเพิ่มจํานวนต่อไปได้ เมื่อเซลล์
มีการดูดซึม  เพื่อ เก็บสะสม  หรือใช้ เป็นสารตั้ ง ต้นในกระบวนการสัง เคราะห์สารอินทรีย์ 
(Biosynthesis) และสลายสารอินทรีย์ (Catabolism) ภายในเซลล์ (Jennings and Burke 1990, 
Louis and Galinski 1997) คุณสมบัติในการป้องกันเซลล์แบคทีเรียเมื่อเจริญอยู่ในสภาวะเครียดของ 
compatible solute ก็ได้แก่ การเพิ่มแรงดันออสโมซิสภายในเซลล์ และปรับสมดุลของสารภายในให้
เป็นปกติ เมื่อมีเจริญในสภาวะเครียดแบบที่มีความเข้มข้นของสารภายนอกเซลล์สูงมาก เช่น สภาวะที่
มีเกลือสูงหรือแห้งแล้ง(Daniel, 2005) และคุณสมบัติในการป้องกันโครงสร้างของสารโมเลกุลใหญ่
ไม่ให้สูญเสียสภาพ เมื่อเจริญในอุณหภูมิสูง และความชื้นตํ่า (Chen et al. 2007) นอกจากน้ําตาลจะ
ช่วยให้เชื้อแบคทีเรียอยู่รอด และป้องกันเซลล์จากสภาวะเครียดได้แล้ว ยังพบว่าน้ําตาลบางชนิด
สามารถเป็นแหล่งของคาร์บอน ให้กับเช้ือแบรดีไรโซเบียมได้ (Roland et al, 1994)ซึ่งเป็นอีก
แนวทางหนึ่งที่เช้ือจะสามารถดํารงชีวิตได้นานขึ้นเมื่อใส่เชื้อคลุกกับเมล็ดถั่วลงไปในดินเพื่อรอเข้าสร้าง
ปมกับรากของถั่วเหลืองขณะที่ยังไม่งอก 

 
1.2 วัตถุประสงคข์องการวจิัย 

1.2.1 เพื่อคัดแยกเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่ทนต่อสภาวะเครียด 
1.2.2 เพื่อคัดเลือกเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่ทน และมีประสทิธิภาพในการตรึงไนโตรเจนให้กับ

ถั่วเหลือง เมื่อเจริญในสภาวะเครียด 
1.2.3 เพื่อปรับปรุง และเพิ่มประสิทธิภาพของหัวเชื้อไรโซเบียม ให้อยู่รอด และตรึงไนโตรเจน

ได้ในสภาวะเครียด โดยการเสริมด้วย compatible solute 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 การทดสอบเพื่อคัดเลือกเช้ือแบรดีไรโซเบียมที่ทนต่อสภาวะเครียด ต้องแยกทดสอบในแต่ละ
สภาวะเครียด ได้แก่ สภาวะกรดสภาวะแห้งแล้ง และที่สภาวะอุณหภูมิ เชื้อแบคทีเรียที่เจริญได้ดีในแต่
ละสภาวะเครียดสูงๆ จะถูกคัดเลือกเพื่อใช้ทดสอบประสิทธิภาพในการทดลองต่อไป โดยเปรียบเทียบ
กับเชื้อทางการค้า Bradyrhizobium japonicumUSDA 110 และเช้ืออ้างอิง Bradyrhizobium 
japonicumCB 1809 ที่มีรายงานว่าสามารถทนต่อสภาวะเครียดได้โดยการทดสอบเชื้อกับถั่วเหลืองที่
ปลูกในทรายที่มีการปรับให้มีสภาวะเครียด และใช้ตัวอย่างดินที่มีสภาวะเครียดเป็นดินกรดร่วมกับการ
ปรับสภาวะเครียดอ่ืน ๆ ร่วมด้วยจากนั้นวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ เพื่อให้ได้เช้ือที่ทน และมี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนสูงให้กับถั่วเหลือง จากนั้นทดสอบเชื้อที่คัดเลือกได้กับ 
compatible solute ทั้งหมด6 ชนิด ได้แก่ glucose, mannitol, sucrose,  trehalose, glycerol, 
และPolyvinyl alcohol (PVA)โดยนํามาใช้เสริมในอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วพิจารณาผลกระทบต่อการอยู่
รอด และการเจริญของเซลล์ในแต่ละสภาวะเครียด เพื่อคัดเลือกชนิดของ compatible solute แล้ว
จึงทําการทดสอบเพื่อหาความเข้มข้นที่เหมาะสม โดยการคัดเลือกจะคํานึงถึง compatible solute 
ชนิดที่มีราคาไม่สูง หาซื้อง่าย และต้องไม่เพิ่มต้นทุนการผลิตหัวเชื้อให้สูงขึ้นมากนัก แล้วจึงนําไป
ทดสอบกับถั่วเหลืองต่อไป 
 
1.4 ประโยชนท์ี่ได้รับจากการวิจัย 

1.  ได้เชื้อแบรดีไรโซเบียมที่ทนต่อสภาวะเครียดแบบต่างๆ 
2.  ได้เชื้อแบรดีไรโซเบียมทีท่นต่อสภาวะเครียด โดยสามารถเข้าสร้างปมได้ดี และมีประสิทธิภาพ

ในการตรึงไนโตรเจน เมื่อใช้กับถั่วเหลือง 
3.  ได้ชนิดและความเข้มข้นที่เหมาะสมของcompatible soluteเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพให้กับหัว

เชื้อแบรดีไรโซเบียม ให้ทนต่อสภาวะเครียด 
บทที่ 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
2.1  การทดสอบเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่ทนต่อสภาวะเครยีด 

2.1.1  คัดแยกและทดสอบคุณลักษณะทั่วไปของเชื้อแบรดีไรโซเบียม 
เชื้อแบรดีไรโซเบียมที่ใช้ในการศึกษานี้ ได้จากกรมวิชาการเกษตร รวมทั้งได้คัดแยก

เชื้อจากปมถั่วเหลืองในพื้นที่อําเภอแม่แตง จังหวัดเชียงใหม่ ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งหมดในอาหาร 
YM แล้วตรวจสอบการติดสีเซลล์ที่ย้อมแกรม และย้อม Carbol fuchsin จากนั้นจึงน้ําเชื้อที่เลี้ยงไว้มา
ทดสอบความสามารถในการเข้าสร้างปมกับถั่วเหลืองอีกครั้ง (Somasegaran and Hoben, 1994) 

2.1.2  การเตรียมสภาวะเครียด เพื่อใช้ทดสอบกับเชื้อแบรดีไรโซเบียม  
 นําอาหารแข็ง YM ที่ปรับค่าpHเป็น 4, 5, และ 6.8 เทลงบนจานเพาะเชื้อเพื่อใช้

คัดเลือกเชื้อในสภาวะกรด โดยใช้เทคนิค drop plate แล้วจึงนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
ส่วนที่สภาวะอุณหภูมิสูงนั้นใช้อาหารแข็ง pH6.8 และใช้อุณหภูมิบ่มเชื้อที่ 30, 35, 40 และ 45 องศา
เซลเซียสตรวจสอบผลเมื่อบ่มเชื้อที่ทดสอบได้ 7 วัน และในสภาวะแห้งแล้ง ทําการทดลอง โดยการ

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

หยดเซลล์ของเชื้อจํานวน 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ลงบนกระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตร ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 2.5 มิลลิเมตร แล้วจึงนําไปบ่มในตู้บ่มขนาดเล็ก (desiccator chamber) ที่บรรจุด้วย 
silica gel, สารละลายอิ่มตัวของ CH3COOK.5H2O, K2CO3.2H2O, และ KI ที่สามารถปรับค่า R.H. ใน
การบ่มเชื้อ เป็น3, 20, และ 67ตามลําดับ(ณ30 °เซลเซียส) (Boumahdi et al. 1999) การอยู่รอด
ของเซลล์แบคทีเรียในแต่ละสภาวะ ตรวจสอบด้วยการเจือจางเชื้อ และเลี้ยงบนอาหารหลังจากบ่มได้ 
2 วัน 

 
2.2 ขั้นตอนการตรวจสอบเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่คัดเลือกได้ ในการเข้าสร้างปม และตรึงไนโตรเจน

ให้กับถ่ัวหลืองภายใต้สภาวะเครียด 
         2.2.1 การทดสอบถั่วเหลืองในทราย 
 นําถั่วเหลืองมาเพาะเพื่อรากงอกยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตร วางลงในภาชนะปลูกที่
บรรจุด้วยทรายฆ่าเชื้อแล้วจึงใส่เช้ือที่คัดเลือกเท่ากับ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตรต่อเมล็ด โดยที่ภาชนะปลูก
และทรายทําการฆ่าเชื้อก่อนการทดลอง ในสภาวะกรดทําโดยรดน้ําด้วยอาหารปราศจากไนโตรเจนที่
ปรับpHเท่ากับ 4.5  และควบคุม pH ด้วยบัฟเฟอร์ชนิด MES buffer (Somasegaran and Hoben, 
1994) ในสภาวะเครียดแห้งแล้งนั้น รดด้วยอาหารปราศจากไนโตรเจน ที่เติมสาร polyethylene 
glycol 8000 หรือ PEG8000 เพื่อปรับสภาวะให้เป็น -3.02 bars  และในสภาวะอุณหภูมิสูง อุณหภูมิ
ในการปลูกถั่วถูกควบคุม ที่ 40 องศาเซลเซียส โดยใช้ตู้ควบคุมสภาวะการเจริญของพืช (Growth 
chamber) สําหรับสภาวะเครียดที่ทดสอบแบบสองสภาวะร่วมกันนั้น ใช้สภาวะดังกล่าวข้างต้นมา
รวมกันโดยที่สภาวะกรดรวมกับสภาวะแห้งแล้ง และสภาวะกรดรวมกับอุณหภูมิสูง เมื่ออายุของถั่ว
ปลูกในแต่สภาวะได้ 30 วัน นําไปวัดค่าการตรึงไนโตรเจนของปม ด้วยเครื่อง Gas chromatography 
(GC) เพื่อพิจารณาร่วมกับน้ําหนักแห้งของปม และต้นถั่ว รวมไปถึงจํานวนปมที่เกิดขึ้น เมื่อเทียบกับ
ถั่วเหลืองที่ปลูกเชื้อทางการค้า USDA 110 
2.2.2 การทดสอบถั่วเหลืองในดิน 
 การทดลองนี้ใช้ตัวอย่างดิน 2 ชนิดได้แก่ ดิน pH4.4 และ pH6.95 นํามานึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 95 นาที จํานวน 2 ครั้ง ห่างกันนาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําดิน 
pH4.4 มาใช้คัดเลือกเชื้อแบรดีไรโซเบียมในสภาวะดินกรดที่ปลูกถั่วเหลือง ส่วน pH6.95 นั้นใช้
คัดเลือกในสภาวะแห้งแล้ง และสภาวะอุณหภูมิสูง โดยควบคุมและปรับสภาวะเหมือนกับการปลูกใน
ทราย และในสภาวะเครียดที่มีสองสภาวะร่วมกันนั้น ใช้ดินกรด pH4.4 แล้วปรับสภาวะให้เป็นไปตาม
การทดลองในทราย 
 
2.3 การวัดประสิทธิภาพการแข่งขันเพื่อเข้าสร้างปมของเชื้อที่คัดเลือกกับเชื้อทางการค้า 
 นําพลาสมิด pCAM120 (ที่ตําแหน่งของ Tn5 เชื่อมด้วยยีนgusซึ่งสามารถสร้างเอนไซม์β-
glucuronidase (GUS) (Wilson et al. 1995) ส่งถ่ายให้กับเชื้อทางการค้า USDA 110 เพื่อใช้เป็น
ยีนเครื่องหมายในการติดตามเชื้อในการทดลอง เพื่อทดสอบการแข่งขันในการเข้าสร้างปมกับถั่ว
เหลืองในสภาวะเครียดแบบต่าง ๆ โดยการผสมเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่คัดเลือกได้กับเชื้อการค้าที่ติดยีน
เครื่องหมาย ในอัตรา 1:1 ของ 108เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นนําไปทดสอบกับถั่วเหลือง ในปริมาตร 1 
มิลลิลิตรต่อ 1 เมล็ด ซึ่งลักษณะการทดลองทําเหมือนกับการทดลองในข้อ 2.2.1 และเมื่อครบ
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ระยะเวลา 1 เดือน ปมของถั่วเหลืองในทุกสภาวะของการทดลอง ถูกตรวจสอบด้วยสาร5-bromo-4-

chloro-3-indolyl glucuronide (X-Gluc) ที่ย่อยได้ด้วยเอนไซม์β-glucuronidase (GUS) ทําให้แสดงสีฟ้า
(Krause et al. 2002)บันทึกจํานวนของปมที่เปลี่ยนและไม่เปลี่ยนสี เพื่อนําไปคํานวณหาเปอร์เซ็น
ของความสามารถในการเข้าสร้างปม(nodule occupancy) (Payakapong et al. 2004) 

 
2.4 คัดเลือกชนิดและความเข้มข้นของ Compatible solute ที่ช่วยให้เซลล์แบคทีเรียอยู่รอด 

และเจริญได้ในสภาวะเครียดแบบต่าง ๆ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ MSM (minimal salt medium) (Talibart et al. 1994) ที่ปรับ pH4.5 สําหรับ
เลี้ยงเชื้อในสภาวะกรด ส่วนอาหาร pH6.8 ใช้สําหรับเลี้ยงเชื้อในสภาวะแห้งแล้ง และอุณหภูมิสูง โดย
ที่จะเติม PEG8000 เพื่อปรับให้ได้ -3.02 bars ในสภาวะแห้งแล้ง อาหารที่เตรียมในแต่ละสภาวะ
เครียดจะเสริมด้วย Compatible solute ที่ใช้ทดสอบทั้งหมด 6 ชนิด ได้แก่ glucose, mannitol, 
sucrose,  trehalose, glycerol, และ PVA(Talibart et al. 1994, Gouffi et al. 1999, Le 
Rudulier 2005) นําอาหารท่ีเสริมด้วยสารแต่ละชนิดและในแต่ละความเข้มข้นมาทดสอบกับเชื้อที่
คัดเลือก โดยการวัดการเจริญด้วยการนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ก่อนจะคํานวณออกมา
เป็นค่าอัตราการเจริญ (μ/time)  
 
2.5 การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของน้ําตาลภายในเซลล์แบรดีไรโซเบียม เม่ือเลี้ยงและเสริม

Compatible solute ในสภาวะเครียดแบบต่าง ๆโดยใช้ HPLC ในการวิเคราะห์ 
        เลี้ยงเชื้อแบรดีไรโซเบียมในอาหาร MSM ที่เสริมด้วยความเข้มข้นของ compatible solute 
ชนิดที่เหมาะสม ทําการนับจํานวนเซลล์ในแต่ละวันจากทุกสภาวะเครียด และสกัดสารภายในเซลล์ 
โดยทําการสกัด 2 ครั้ง ด้วย 70% ethanol ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที (Lai et al. 
1991) สารสกัดจากเซลล์ที่ได้นําไประเหยให้ ethanol ออก ด้วยเครื่อง evaporator อุณหภูมิที่ใช้
ระเหยเท่ากับ 45 องศาเซลเซียส แล้วจึงนําส่วนที่เหลือจากการระเหยมาเจือจางด้วยน้ําที่ปราศจาก
ไอออน และกรองผ่านกระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตร  นําสารสกัดที่ผ่านการกรองมาตรวจวิเคราะห์
ด้วยเครื่อง High performance liquid chromatography (HPLC) เพื่อหาชนิดของน้ําตาล และ
ความเข้มข้นต่อจํานวนเซลล์ของเชื้อโดยใช้คอลัมน์แบบ ion exchange (Aminex HPX-87H, 
7.8x300 mm, Bio-Rad) อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสโดยใช้4 mM กรดซัลฟูริกเป็นmobile phase  
และควบคุมอัตราการไหลที่ 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที (Sangproo et al. 2012) และสําหรับการวิเคราะห์
น้ําตาลซูโครส ใช้อัตราการไหลที่ 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิของคอลัมน์เท่ากับ 60องศาเซลเซียส 
 
2.6วิธีวิเคราะห์ข้อมูล 

วิเคราะห์วาเรียนซ์ (ANOVA) ด้วยโปรแกรม  SPSS v. 17for window (Levesque and 
SPSS Inc., 2006) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT)(Duncan 1955) 
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บทที่ 3 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
3.1เชื้อแบรดีไรโซเบียมที่ทนต่อสภาวะเครียด 

เชื้อแบรดีไรโซเบียมทั้งหมด 20 ไอโซเลท เป็นเชื้อทดสอบแล้วว่าสามารถเข้าสร้างปมกับถั่ว
เหลืองได้ เมื่อนํามาทดสอบบนอาหารภายใต้สภาวะเครียดที่ได้ออกแบบไว้ พบว่าเชื้อไอโซเลท 184, 
188, 193, 194, และ 197 สามารถเจริญได้ในสภาวะเครียดที่ทดสอบ โดยที่การเจริญในสภาวะกรด 
และอุณหภูมิสูง แสดงผลการทดลองด้วยการให้คะแนนการเจริญจากมาก จนถึงไม่มีการเจริญ ส่วนใน
สภาวะแล้งแสดงด้วยเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์แบคทีเรียดังแสดงในตารางที่ 3.1 โดย
เปรียบเทียบผลกับเชื้อแบรดีไรโซเบียมทางการค้า USDA 110 และ CB 1809ซึ่งให้ผลดังนี้ การเจริญ
ของเชื้อการค้า USDA 110 ในสภาวะแล้งไม่แตกต่างจากเชื้อไอโซเลทที่ทดสอบ ส่วนในสภาวะกรด 
และอุณหภูมิสูง พบว่าเชื้อเจริญได้ไม่ดี แตกต่างจากกับไอโซเลทอย่างมีนัยสําคัญ   สําหรับเช้ือ CB 
1809 จากการทดลอง พบว่าเชื้อสามารถเจริญได้ดีในทุกสภาวะเครียด และให้ผลแตกต่างอย่างมี
นัยสําคัญกับเชื้อทางการค้า USDA 110 ทั้งนี้มีหลายงานวิจัยที่พบว่าเชื้อ CB 1809 เป็นเชื้อที่ทนต่อ
สภาวะเครียดได้ ทั้งสภาวะกรด ด่าง (Botha et al. 2004, Indrasumunar et al. 2011) และมี
รายงานว่าเชื้อนี้สามารถปรับตัวให้เจริญได้ในดินประเทศบราซิลที่มีอุณหภูมิสูง 40 องศาเซลเซียส 
(Ramos 1996) ดังนั้นการทดลองนี้จึงเลือกเชื้อที่มีคุณสมบติที่ทนกว่า USDA 110 และเจริญใน
สภาวะเครียดได้เช่นเดียวกับเชื้อ CB 1809และเพื่อให้ผลการทดลองชัดเจนขึ้นจึงใช้เชื้อไอโซเลท 199 
เป็นตัวแทนของเชื้อที่ไม่ทน และเจริญไม่ได้ในสภาวะเครียด 

เช้ือแบรดี้ไรโซเบียมทั้ง 5 ไอโซเลทที่คัดเลือกจากการทดลองในข้างต้น เมื่อนํามาตรวจ
ลักษณะความใกล้เคียงกันของเชื้อ โดยใช้เทคนิค Box-PCR พบว่าเชื้อไอโซเลท 197 มีความเหมือน
ของลักษณะทางพันธุกรรมใกล้เคียงกับ USDA 110 ส่วนเชื้อไอโซเลท 184 เหมือนกับเชื้ออ้างอิง CB 
1809 และ DASA 1014 นอกจากนี้เชื้อไอโซเลท 193, 188 และ 194 ก็ถูกจัดอยู่ในกลุ่มที่มีความ
คล้ายคลึงกัน (ดังที่แสดงในรูปที่ 3.1)เมื่อพิจารณาถึงผลการทดลองในตารางที่ 3.1และ รูปที่ 3.1จึง
คัดเลือกเชื้อไอโซเลท 184 188 และ 194 เพื่อใช้ทดสอบในการทดลองต่อไป 
  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ตารางที่ 3.1 
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34
b
 

42
a
 

43
a
 

48
a
 

39
b
 

21
e
 

CR (ซ้าย) 

ของต้นถ่ัว
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       จากการทดลองพบว่าในสภาวะปกติลักษณะการส่งเสริมการเจริญของต้นถั่วเหลือง เมื่อทดสอบ
กับเช้ือที่คัดเลือกได้ไม่แตกต่างกัน โดยพิจารณาจากน้ําหนักแห้งของถั่วเหลืองส่วนการตรึงไนโตรเจน
ของเชื้อที่อยู่ในปมถั่วนั้นมีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญระหว่างไอโซเลท 194 ที่ตรึงไนโตเจนได้สูง
กว่าไอโซเลท 184 แต่ไม่พบความแตกต่างเมื่อเทียบกับ USDA 110 และเชื้อไอโซเลทอื่น ส่วนใน
สภาวะเครียดนั้น พบว่าที่สภาวะกรดเชื้อไอโซเลท 188 และ194 ตรึงไนโตรเจนได้สูง แต่ไม่แตกต่าง
จาก USDA 110 โดยสัมพันธ์กับน้ําหนักแห้ง และจํานวนปมของถั่วเหลือง ที่อุณหภูมิสูงนั้นพบว่า ไอ
โซเลท 194 ให้ผลการทดสอบที่ดีกว่าไอโซเลทอื่น โดยมีค่าการตรึงไนโตรเจนที่สูง และสัมพันธ์กับน้ํา
หนังแห้งของต้น และปมถั่วเหลือง ขณะที่ผลการทดลองในสภาพแห้งแล้งนั้น ไอโซเลท 184 และ194 
ให้ผลการตรึงไนโตรเจนที่สูงสัมพันธ์กับลักษณะการส่งเสริมการเจริญของต้นถั่วเหลืองด้วยเช่นกัน และ
มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับเชื้อ USDA 110(ตารางที่ 3.2 ก.) ในการทดลองที่มีการ
ออกแบบให้มีสภาวะเครียดร่วมกันสองสภาวะ พบว่าสภาวะเครียดที่เป็นกรด และอุณหภุมิสูงขณะ
ปลูกถั่วเหลือง ค่าการตรึงไนโตเจน น้ําหนักแห้งของพืช และจํานวนปมของถั่วเหลือง เมื่อทดสอบกับ
เชื้อทุกไอโซเลท และเชื้อทางการค้าที่เป็นเชื้อมาตรฐาน ไม่มีความแตกต่างกัน ส่วนการทดลองในการ
ปลูกในสภาพที่เป็นกรดกับแห้งแล้งพบว่า เชื้อไอโซเลท 194 ให้ผลการทดลองที่ดีกว่าเชื้อไอโซเลทอื่น 
แต่ไม่แตกต่างกับเชื้อทางการค้า ดังตารางที่ 3.2 ก. จากการทดลองนี้ยังพบว่าการที่ถั่วเหลืองใส่เชื้อไร
โซเบียมก่อนปลูกจะช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้ดีกว่าพืชที่ไมใ่ส่เช้ือ  

ในการคัดเลือกเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่ช่วยส่งเสริมการเจริญของต้นถั่วเหลืองในสภาวะเครียด
ได้พิจารณาร่วมกับค่าดัชนีความสามารถในการทนต่อสภาวะเครียด(Stress tolerance index)หรือ 
STI (Shetty et al. 1995) ดังแสดงในตารางที่3.2 ข. ทั้งนี้พบว่าถั่วเหลืองที่ใช้เชื้อไอโซเลท 194 มีค่า 
STI สูงกว่าถั่วเหลืองที่ใช้กับเชื้อไอโซเลทอื่น ๆ อย่างมีนัยสําคัญในสภาวะต่าง ๆ ดังนั้นไอโซเลท 194 
จึงเป็นเชื้อที่ส่งเสริมการเจริญการเจริญของถั่วเหลืองได้ดีในทุกๆสภาพการปลูกที่ทําการทดลอง 
ขณะที่เชื้อไอโซเลท 188 ให้ผลรองลงมา ส่วนเช้ือไอโซเลทอื่นพบว่าให้ค่าSTI ตํ่าและไม่คงที่ในการ
ทดสอบในสภาวะต่าง ๆ อย่างไรก็ตามพบว่าค่า STI ที่ได้จากการทดลองนี้สามารถยืนยันได้ว่าพืชที่
ไม่ได้ใช้เชื้อไรโซเบียมมีค่า STI ตํ่ากว่าพืชที่ใส่เชื้อ นอกจากนี้ค่า STI ของพืชที่ปลูกทดสอบในสภาวะ
เครียดต่าง ๆ ยังแสดงถึงผลกระทบจากสภาวะเครียดต่อการเจริญของถั่วเหลืองได้ (Zare and 
Mahdi, 2012) 

 
 

ตารางที่ 3.2 ก. ผลการทดสอบเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่คัดเลือกกับถ่ัวเหลือง ในสถาวะเครียดแบบ
ต่างๆ ที่ปลูกในทราย 

Conditions* Isolates 

Nitrogenase 
activity 

(μmole h
-1
 g 

nodule-1) 

Biomass dry weight 
(g plant

-1
) 

Nodule dry weight 
(g plant

-1
) 

Nodule 
number 
(plant

1
) 

Normal Uninoculated - 0.53±0.24
b
 - - 

 
USDA 110 70.01±31.51

ab
 0.91±0.22

 a
 0.06±0.02 19±3

 
184 35.01±6.00

 b
 0.83±0.11

 a
 0.07±0.02 24±2
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188 55.45±12.22

 ab
 0.80±0.28

 ab
 0.05±0.01 23±7

 
194 89.21±16.43

 a
 0.89±0.137

 a
 0.06±0.01 20±6

   Acidity Uninoculated - 0.24±0.03
 c
 - - 

 
USDA 110 45.76±8.85

 ab
 0.55±0.11

 ab
 0.03±0.01 10±4

 a

 
184 22.59±2.93

 b
 0.47±0.13

 b
 0.02±0.01 9±2

 ab

 
188 33.69±5.08

 a
 0.51±0.05

 ab
 0.04±0.00 11±2

 a

 
194 60.17±9.42

 a
 0.59±0.16

 a
 0.04±0.01 9±3

 ab

   Drought Uninoculated - 0.14±0.02
 c
 - - 

 
USDA 110 27.79±6.88

 b
 0.17±0.03

 b
 0.08±0.01

 a
 12±2

 a

 
184 64.22±6.15

 a
 0.27±0.03

 a
 0.03±0.02

 b
 7±2

 b

 
188 22.91±3.90

 b
 0.15±0.03

 c
 0.02±0.03

 b
 7±2

b

 
194 48.10±6.74

 ab
 0.30±0.10

 a
 0.08±0.05

 a
 12±3

a

   High temperature Uninoculated - 0.14±0.04
 c
 - - 

 
USDA 110 88.37±39.06

 a
 0.19±0.02

 ab
 0.02±0.01

 ab
 8±1

a

 
184 27.51±13.41

 bc
 0.18±0.03

 b
 0.04±0.01

 a
 5±1

 b

 
188 50.94±25.91

 b
 0.20±0.02

 a
 0.03±0.00

 ab
 7±1

 ab

 
194 96.36±24.16

 a
 0.25±0.01

 a
 0.03±0.01

 ab
 10±1

 a

Mixed stress 
    

   Acidity+Drought Uninoculated - 0.08±0.01
 b
 - - 

 USDA 110 71.03±12.87
 a
 0.14±0.02

a
 0.01±0.00

 ab
 8±1

 b

 
184 25.64±6.22

 b
 0.17±0.11

 a
 0.01±0.01

 a
 10±4

 a

 
188 39.43±4.32

 b
 0.19±0.10

 a
 0.02±0.00

 a
 11±1

 a

 
194 67.65±13.38

 a
 0.19±0.04

 a
 0.01±0.00

 a
 8±2

 b

   Acidity+High temp. Uninoculated - 0.12±0.04
 ab

 - - 

 
USDA 110 54.81±12.30

 ab
 0.14±0.01

 ab
 0.04±0.02

 a
 9±0

 ab

 
184 60.66±9.42

 a
 0.16±0.07

 a
 0.03±0.03

 b
 8±0

 ab

 
188 40.48±4.32

 ab
 0.13±0.01

 ab
 0.028±0.03

 b
 8±1

 ab

 
194 65.21±8.99

 a
 0.17±0.13

 a
 0.038±0.01

 a
 12±2

 a
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ตารางที่ 3.2 ข. ค่า Stress tolerance index (STI) ของน้ําหนักแห้งถ่ัวเหลืองที่ทดสอบกับเชื้อ
แบรดีไรโซเบียม ในสภาวะเครียดแบบต่างๆ 

 

Conditions 
Stress Tolerance Index (STI) 

Uninoculated USDA 110 184 188 194 

Normal 1.00±0.00
b
 1.70±0.23

a
 1.55±0.40

ab
 1.52±0.06

ab
 1.66±0.04

a
 

Single stress 

   Acidity 1.00±0.00 
c
 2.31±0.39

a
 1.97±0.20

b
 2.13±0.08

b
 2.46±0.33

a
 

   Drought 0.99±0.05
c
 1.23±0.11

bc
 1.93±0.41

ab
 1.05±0.06

c
 2.09±0.10

a
 

   High temperature 0.99±0.02
b
 1.43±0.14

a
 1.46±0.11

a
 1.22±0.11

a
 1.80±0.53

a
 

Mixed stress 

   Acidity and Drought 1.00±0.00
 c
 1.67±0.31

b
 2.01±0.21

ab
 2.21±0.54

 a
 2.26±0.23

a
 

   Acidity and High temp. 1.00±0.00
 c
 1.23±0.22

ab
 1.38±0.05

ab
 1.12±0.09

 b
 1.45±0.25

 a
 

 
3.3 ประสิทธิภาพของเชื้อแบรดีไรโซเบียมในการตรึงไนโตรเจน และส่งเสริมการเจริญของต้นถ่ัว

เหลืองโดยการปลูกในดินทดสอบภายใต้สภาวะเครียดแบบต่าง ๆ 
จากผลทดสอบในทรายได้คัดเลือกเชื้อไอโซเลท 188 และ 194 เพื่อทดสอบกับถั่วเหลืองที่

ปลูกในดิน ซึ่งเป็นตัวอย่างดิน2 รูปแบบคือดินที่มี pH เป็นกลาง ซึ่งนํามาจากจังหวัดนครราชสีมา เพื่อ
ใช้ทดสอบในสภาวะปกติ แห้งแล้ง และอุณหภูมิสูง และดินที่มี pH เป็นกรด จากจังหวัดปทุมธานี 
สําหรับทดสอบเชื้อในสภาวะที่เป็นกรด จากผลวิเคราะห์ดินก่อนปลูก แสดงว่าดินจากจังหวัดปทุมธานี
เป็นดินกรดที่มีค่าpH 4.4 และเป็นดินกรดประเภทชัลเฟต (SO4

2-) เนื่องจากมีค่าซัลเฟตสูง และมีการ
ละลายของแคลเซียมอยู่มาก (Daud et Al. 2002) ส่วนดินจากจังหวัดนครราชสีมามีค่า pH 6.98 
(ตารางที่ 3.3 ก.) 

 
ตารางที่ 3.3 ก. ค่าวิเคราะห์ตัวอย่างดินที่ใช้ในการทดสอบ 
 

Soil samples (Province) pH % OM EC (mS/cm) P (ppm) K (ppm) Ca (ppm) SO2
-4(S/kg) 

Phathum Thani  4.4 1.83 3.30 21.96 418.56 3,878.00 725 

Nakhon ratchasima  6.98 0.08 1.87 157.60 227.47 430.00 51.22 
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ผลการทดลองให้ผลเช่นเดียวกับการทดสอบกับถั่วเหลืองที่ปลูกในทราย โดยท่ีผลของเชื้อต่อ
การส่งเสริมการเจริญของถั่วเหลืองเมื่อพิจารณาจากน้ําหนักแห้งของถั่วนั้น ไม่แตกต่างกันในกลุ่มของ
ถั่วที่มีการใส่เชื้อ แต่พบว่าค่าการตรึงไนโตรเจนของเชื้อไอโซเลท 188 และ 194 แตกต่างกันอย่างมี
นัยสําคัญทางสถติิ โดยที่เช้ือ 194 ให้ค่าการตรึงในโตรเจนได้สูงกว่าในทุกสภาวะที่ใช้ปลูกถั่วเหลือง แต่
ในสภาพกรดและอุณหภูมิสูง การทดสอบของเชื้อ 188 194 และUSDA 110 ไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ นอกจากนี้ในการทดสอบเชื้อกับถั่วเหลืองที่สภาวะแล้ง พบว่าเชื้อไอโซเลท 194 มีค่าการตรึง
ไนโตรเจนที่ดีกว่าไอโซเลท 188 และเชื้อทางการค้าUSDA110 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 3.3 
ข.) 

เมื่อนําข้อมูลของน้ําหนักแห้งถั่วเหลืองที่ปลูกในทุกๆสภาวะ มาคํานวณเพื่อหาค่า STI ที่ได้
พบว่ามีสัมพันธ์กับผลการทดลองที่ได้ในข้างต้น โดยที่เชื้อไอโซเลท 188, 194 และเชื้อการค้า ให้ผลที่
ไม่แตกต่างกันเมื่อทดสอบกับถั่วเหลืองที่ปลูกในทุกสภาวะ ยกเว้นที่สภาวะแล้ง และท่ีสภาวะกรด
ร่วมกับสภาวะแล้ง เชื้อไอโซเลท 194 มีค่า STI ที่สูงกว่า ไอโซเลท 188 (ดังตารางที่ 3.3 ค.) ดังนั้นเชื้อ
ไอโซเลท194 เป็นเชื้อที่มีศักยภาพที่แนะนํามาพัฒนาเป็นหัวเชื้อต้นแบบในการผลิตปุ๋ยชีวภาพไร
โซเบียมสําหรับการปลูกถั่วเหลืองต่อไป 
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ตารางที่ 3.3 ข.ผลการทดสอบเชื้อแบรดี้ไรโซเบียมที่คัดเลือกกับถ่ัวเหลือง ในสถาวะเครียดแบบ
ต่างๆ ที่ปลูกในดิน 

 

  

Conditions* Isolates 

Nitrogenase 
activity 

(μmole h
-1
 g 

nodule-1) 

Biomass dry weight  

(g plant
-1
) 

Nodule dry 
weight 

(g plant
-1
) 

Nodule 
number 

(plant
-1
) 

Normal Uninoculated  0.46±0.00b   
 USDA 110 107.50±6.97ab 0.52±0.05a 0.024±0.00 10±2
 188 66.51±20.79b 0.63±0.04a 0.036±0.01 13±2
 194 118.19±20.06a 0.56±0.12a 0.022±0.00 14±2
Single stress     
   Acidity Uninoculated  0.49±0.01b  
 USDA 110 143.19±23.38ab 0.57±0.11a 0.01±0.00b 9±2b

 188 98.31±20.45b 0.66±0.15a 0.02±0.00a 13±4a

 194 165.98±27.60a 0.62±0.01a 0.02±0.00a 9±1b

   Drought  Uninoculated  0.41±0.09b  
 USDA 110 70.18±20.87 b 0.51±0.07ab 0.03±0.00 14.5±6
 188 70.83±35.98 b 0.47±0.05ab 0.02±0.00 15±5
 194 100.04±21.43a 0.58±0.04a 0.02±0.00 15±4
   High temperature  Uninoculated  0.35±0.01b  
 USDA 110 88.37±39.06

a
 0.50±0.03a 0.01±0.01 8±2

 188 50.94±25.91
b
 0.50±0.03a 0.01±0.00 9 ±3

 194 96.36±24.16
 a
 0.50±0.02a 0.01±0.00 10±2

Mixed stress     
   Acidity and Drought Uninoculated  0.12±0.01c  
 USDA 110 51.82±9.24ab 0.47±0.03ab 0.05±0.01 21±10a

 188 42.56±3.48ab 0.21±0.06b 0.05±0.00 17±2b

 194 67.41±10.76a 0.57±0.13a 0.05±0.01 21±7a

   Acidity and High 
temp. 

Uninoculated  0.16±0.07b   

 USDA 110 50.68±2.46 0.24±0.06ab 0.04±0.00a 6±2
 188 59.25±10.39 0.30±0.03a 0.03±0.00ab 7±2
 194 51.26±5.42 0.27±0.03ab 0.05±0.00a 8±4
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ตารางที่ 3.3 ค. ค่า Stress tolerance index (STI) ของน้ําหนักแห้งถ่ัวเหลืองที่ทดสอบกับเชื้อ
แบรดี้ไรโซเบยม ในสภาวะเครียดแบบต่างๆที่ปลูกในดิน 

 

3.4 ผลทดสอบประสิทธิภาพการแข่งขันเพื่อเข้าสร้างปมกับถ่ัวเหลืองระหว่างเชื้อไอโซเลท 194 
และเชื้อมาตรฐานUSDA 110 

เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเชื้อต่อการเข้าสร้างปมที่จําเพาะกับถั่วเหลืองในสภาวะ
เครียดแบบต่างๆ ทําการใช้เช้ือผสมในการทดสอบกับถั่วเหลือง ซึ่งในการทดลองนี้ใช้เชื้อผสมของไอโซ
เลท 194 กับ USDA 110 ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 มีจํานวนเซลล์สายพันธ์ุละ108เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยที่ 
USDA 110มีการติดยีนเครื่องหมายเอาไว้ดังที่กล่าวในวิธีการศึกษา ผลการทดสอบพบว่า เชื้อไอโซเลท 
194 มีจํานวนปมที่เชื้อสามารถเข้าสร้างได้มากกว่าเชื้อทางการค้า USDA 110 ในสภาวะการปลูกถั่ว
เหลืองภายใต้สภาวะปกติ แล้ง และที่อุณหภูมิสูงอย่างมีนัยสําคัญโดยแสดงข้อมูลเป็นเปอร์เซ็นต์ของ
การเข้าครอบครองปม  (% nodule occupancy)  ในขณะที่สภาวะกรดของการปลูกถั่วเพื่อทดสอบ 
มีค่าการเข้าสร้างปมของเชื้อไม่แตกต่างกัน จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า มีปมที่มีลักษณะติดสีฟ้า
ไม่ชัดเจนหลังการย้อม ซึ่งจะแสดงเป็น Dual nodule occupancy (Waraporn et al, 2003) ที่เกิด
จากการเข้าสร้างปมของเชื้อผสม 194 และ USDA 110ซึ่งพบโดยเฉลี่ย24.7 เปอร์เซ็นต์ เมื่อทดสอบ
กับถั่วในสภาวะปกติ กรด และแล้ง และพบลักษณะของการเป็น Dual nodule occupancy อีก 
14.6เปอร์เซ็นต์ กับถั่วที่ทดสอบภายใต้สภาวะอุณหภูมิสูง ดังรูปที่ 3.2ดังนั้นจึงสรุปว่า เชื้อไอโซเลท 
194 มีประสิทธิภาพในการแข่งขันเพื่อเข้าสร้างปมกับถั่วเหลืองได้ดีกว่าเชื้อมาตรฐานUSDA 110 
 

Conditions 
Stress Tolerance Index (STI) 

Uninoculated USDA 110 188 194 
Normal 1.00±0.56b 1.14±0.11ab 1.381±0.09ab 1.22±0.26ab 

Acidity 0.81±0.18a 1.51±0.29a 1.738±0.39a 1.59±0.02a 
drought 1.00±0.17c 1.38±0.14ab 1.220±0.13b 1.66 ±0.39a 

High temperature 1.00±0.02ab 1.13±0.06a 1.160±0.08a 1.14 ±0.02a 
Mixed stress condition 
Acidity and Drought 1.00±0.05c 4.03±0.27ab 1.83±0.48c 4.851±1.08a 
Acidity and High temp. 1.00±0.64c 1.50±0.36ab 2.15±0.18a 1.671±0.16ab 
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อย่างมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับการเสริมด้วยน้ําตาลชนิดอ่ืน หรือการไม่เสริมน้ําตาล ดังนั้นจะ
เห็นได้ว่าน้ําตาลซูโครสมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของเชื้อไรโซเบียมไอโซเลท 194 ได้ดี
ทั้งในสภาวะปกติ และสภาวะเครียดแบบต่าง ๆ ดังนั้นจึงคัดเลือกน้ําตาลซูโครสเพ่ือทําการทดสอบหา
ระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สุดในการส่งเสริมการเจริญของเชื้อภายใต้สภาวะเครียดต่อไป และเมื่อ
ทําการทดสอบพบว่าระดับของน้ําตาลซูโครสที่ความเข้มข้น 300 มิลลิโมลาร์ (mM) สามารถส่งเสริม
ให้เชื้อไรโซเบียมไอโซเลม 194 มีการเจริญในสภาวะเครียดแบบต่าง ๆ ได้ดีที่สุด ดังนั้นจึงเลือกใช้
ความเข้มข้นของน้ําตาลซูโครสที่ 300 มลิลิโมลาร์ ในการศึกษาเพื่อพัฒนาหัวเชื้อไรโซเบียมต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
รูปที่ 3.3แสด
เครียดแบบต่
*ค่าเฉลี่ยและ
P≤0.05

ดงผลของอัตราการ
ต่างๆ ระหวา่งเชือ้ไ
ะส่วนเบี่บงเบนมาต

รเจรญิจําเพาะ (Sp
ไฮโซเลท 194 และ
ตรฐานคํานวณจากก

pecific growth r
ะ USDA 110 โดย
การทดลอง 3 ซ้ํา แ

 rate (μ)) ที่มีการเ
เปรยีบเทียบกับเชื้

และค่าค่าเฉลี่ยทีต่าม

เสริมและไม่เสริม c
อ้ที่ไม่ได้เสริม 
มด้วยตัวอักษรต่างก

compatible solu

กันที่ความแตกต่าง

ute ทั้ง 6 ชนิด ภา

ทางสถิติอย่างมีนัย

ายใต้สภาวะ

สําคัญที ่ 

 

 

 

 

 

 

 

 



3.6 ผลของน้ําตาลซูโครสต่อการเจริญและการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลภายในเซลล์ของเชื้อแบรดีไร
โซเบียมไอโซเลท 194 โดยการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC 

เมื่อพิจารณาลักษณะกราฟการเจริญของเชื้อไรโซเบียมไอโซเลท 194 ในแต่ละช่วงเวลา 
ร่วมกับผลการวิเคาระห์น้ําตาลที่สะสมอยู่ภายเซลล์ดังแสดงในรูปที่ 3.4พบว่าการสะสมน้ําตาลของ
เช้ือที่มีการเติม และไม่เติมน้ําตาลอยู่ในระดับใกล้เคียงกันในการเลี้ยงภายใต้สภาวะปกติ และพบว่ามี
การสะสมน้ําตาลหลายชนิด เช่น น้ําตาลซูโครส แมนนิทอล กลูโคส และทรีฮาโลสในเชื้อที่มีการเติม
น้ําตาลซูโครสในช่วง 2-10 วันของการเจริญ ในขณะที่น้ําตาลแมนนิทอล และกลูโคสพบว่าเป็น
น้ําตาลส่วนใหญ่ที่พบในเชื้อไรโซเบียมที่ไม่ได้มีการเสริมน้ําตาลซูโครส (รูปที่ 3.4a) 

ในสภาวะกรดพบว่าเชื้อไม่มีการเจริญเพิ่มขึ้นแต่สามารถดาํรงชีวิตอยู่ในระดับ 107 CFU ต่อ
มิลลิลิตร โดยเชื้อที่มีการเสริมน้ําตาลซูโครสมีปริมาณเซลล์มากกว่า และเมื่อวิเคราะห์น้ําตาลท่ีสะสม
ในเซลล์พบว่าเชื้อไรโซเบียมไอโซเลท 194 ที่มีการเสริมน้ําตาลซูโครส มีการสะสมน้ําตาลซูโครส 
แมนนิทอล กลูโคส และทรีฮาโลส ในวันที่ 4-6 ของการเจริญ ในขณะที่พบเพียงการสะสมน้ําตาล
แมนนิทอล และกลูโคสในเชื้อที่ไม่มีการเสริมน้ําตาลซูโครส แสดงให้เห็นว่าน้ําตาลชนิดต่าง ๆ ที่
สะสมอยู่ภายในเซลล์ของเชื้อที่มีการเสริมด้วยน้ําตาลซูโครสสามารถช่วยให้เชื้อไรโซเบียมดํารงชีวิต
ในสภาวะกรดได้ดีขึ้น (รูปที่ 3.4b) 

ในสภาวะแห้งแล้ง จากการวิเคราะห์น้ําตาลพบว่าการใช้ซูโครสเสริมทําให้จุลินทรีย์มีปริมาณ
น้ําตาลสะสมอยู่ในเซลล์สูงกว่าการไม่ให้น้ําตาลซูโครส และพบว่าถ้าไม่ใส่น้ําตาลซูโครส สามารถ
วิเคราะห์น้ําตาลได้เพียงสองชนิด ได้แก่ แมนนิทอล และกลูโคส การใช้น้ําตาลซูโครสทําให้การ 
uptake ของน้ําตาลซูโครสเข้าไปในเซลล์สูงขึ้นในวันที่ 2-10 และยังพบน้ําตาลทรีฮาโลส และกลีเซล
รอล เพิ่มขึ้นในวันที่ 6-10 และการเจริญของเชื้อไรโซเบียมก็สูงขึ้นเช่นกัน (รูปที่ 3.4c) 

ในสภาวะอุณหภูมิสูง พบว่าเชื้อไรโซเบียมที่มีการเสริมน้ําตาลซูโครสสามารถเจริญได้ดีกว่า
ตํารับที่ไม่มีการเติมน้ําตาล และเมื่อวิเคราะห์น้ําตาลภายในเซลล์ พบว่าในการเจริญช่วงวันที่ 2-8 มี
การสะสมนํ้าตาลกลีเซอรอล ทั้งในเชื้อที่มีการเสริมและไม่เสริมน้ําตาลซูโครส แต่พบว่ามีการสะสม
น้ําตาลกลีเซอรอลลดลงในวันที่ 10 ในเชื้อที่ไม่ได้เสริมซูโครสซึ่งสอดคล้องกับการเจริญของเชื้อที่
ลดลง ในขณะที่เซลล์ที่มีการเสริมน้ําตาลซูโครส มีปริมาณน้ําตาลทุกชนิดที่สะสมในเซลล์เพิ่มขึ้นใน
วันที่ 10 ของการเลี้ยง 

ทั้งน้ีการสะสมน้ําชนิดต่างๆ ภายในเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียที่มีการเจริญในสภาวะแตกต่าง
กันนั้น มีหลายงานวิจัยที่ศึกษาว่า การสะสมของสารภายในเซลล์แบคทีเรีย มีผลโดยตรงต่อการ
เปลี่ยนแปลงสภาวะที่เชื้อเจริญ และการปรับตัวเพื่อให้เซลล์สามารถอยู่รอด สามารถเจริญได้แม้ใน
สภาวะเครียด (Pedro et al., 1998) ส่วนการสะสมน้ําตาลท่ีพบในเซลล์ที่เจริญในสภาวะเครียดนั้น 
คาดว่าเซลล์แบคทีเรียมีการสะสมได้ด้วยการดูดซึมเอาสารที่อยู่รอบๆ เซลล์ เพื่อใช้ปรับระดับสมดุล
ของออสโมซิสภายใน และภายนอกเซลล์ให้กลับมาคงที่ (Gouffi et al., 1998) ยกตัวอย่างเช่นการ
สะสมน้ําตาล ซูโครส  ทรีฮาโรส และสารในกลุ่มโพลีออล เช่น แมนนิทอล หรืออนิโอสิทอล เป็นต้น
(Matthias, 2008) นอกจากนี้ยังพบว่า เชื้อแบคทีเรียเองก็มีกระบวนการในการสังเคราะห์สารกลุ่ม
ดังกล่าวเพื่อช่วยในการปกป้องเซลล์ให้อยู่รอดได้ในสภาวะเครียด โดยผ่านกระบวนการที่เรียกว่า de 
novo ซึ่งจะเกิดขึ้นเมื่อเชื้อมีการเจริญในสภาวะที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญอย่างสภาวะเครียด
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3. เชื้อที่คัดเลือกได้นี้สามารถเข้าสร้างปม(percent of nodule occupancy) ได้ดีกว่าเชื้อแบรดีไร
โซเบียมมาตรฐาน USDA110 ทั้งในสภาวะการปลูกแบบปกติ และสภาวะเครียดแบบต่าง ๆ  
4. สารกลุ่มcompatible soluteสามารถเพิ่มการอยู่รอดของเชื้อไอโซเลท 194ในสภาวะปกติ และ
สภาวะเครียดแบบต่าง ๆ ได้ โดยผลการทดลองพบว่าน้ําตาลซูโครสที่เสริมในระหว่างการเลี้ยงเชื้อใน
สภาวะเครียด ช่วยให้อัตราการเจริญของเชื้อในสภาวะเครียดดีกว่าการเจริญของเชื้อที่ไม่ได้เสริม
ซูโครส  
5. ความเข้มข้นของน้ําตาลซูโครสที่เหมาะสมในการส่งเสริมการเจริญของเชื้อแบรดีไรโซเบียมใน
สภาวะเครียดแบบต่าง ๆ คือ 300 มิลลิโมลลาร์  
6. เชื้อแบรดีไรโซเบียมที่เลี้ยงในอาหารที่มีการเสริมด้วยน้ําตาลซูโครส พบว่ามีการสะสมน้ําตาล
หลายชนิดภายในเซลล์เพื่อทําหน้าที่เป็น compatible solute ซึ่งการสะสมน้ําตาลภายในเซลล์นี้
สัมพันธ์กับการเจริญและการอยู่รอดของเซลล์ภายใต้สภาวะเครียดแบบต่าง ๆ 
7. สภาวะเครียดที่แตกต่างกันส่งผลต่อปริมาณซูโครส ทรีฮาโรส กลูโคส แมนนิทอล และกลีเซอรอล 
ที่แตกต่างกัน โดยเฉพาะที่สภาวะแล้ง เมื่อมีการเสริมน้ําตาลซูโครส น้ําตาลจะสะสมอยู่ในเซลล์ และ
พบว่ามีการสะสม ทรีฮาโรส กับ กลีเซอรอล ในระหว่างการเจริญ และในสภาวะอุณหภูมิสูงที่มีการ
เสริมด้วยน้ําตาล พบว่ามีการสะสมของ กลีเซอรอล ในทุกช่วงของการเจริญ เมื่อเทียบกับเช้ือที่ไม่มี
การเสริมซูโครส 
8. น้ําตาลกลีเซอรอล และทรีฮาโลส สามารถถูกสังเคราะห์ได้ภายในเซลล์โดยการใช้น้ําตาลซูโครส
เสริมในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อเป็นแหล่งของ compatible solute ภายนอกเซลล์ 
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ข้อเสนอแนะ 
1. เพื่อเป็นการพัฒนาหัวเชื้อให้มีประสิทธิภาพ ควรมีการทดลองและศึกษาการส่งเสริมการเจริญของ
เช้ือแบรดีไรโซเบียมกับถั่วเหลืองในสภาพดินแบบต่าง ๆ ต่อไป รวมทั้งควรนําไปทดสอบในสภาพไร่ 
2. ควรมีการพัฒนาหัวเชื้อบราดีไรโซเบียม ในรูปแบบปุ๋ยชีวภาพที่สามารถนําไปใช้ได้จริง โดยควร
พัฒนาในส่วนของอาหารเลี้ยงเชื้อ วัสดุพาหะ และตรวจสอบอายุการเก็บรักษาเพื่อเป็นแนวทางใน
การใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพสําหรับการปลูกถั่วเหลืองต่อไป 
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