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วตัถุประสงค์ของงำนวิจยัน้ี เพื่อคดัเลือกสำยพนัธ์ุของกลุ่มแบคทีเรีย PGPR ท่ีเหมำะสม 

และประเมินอิทธิพลในกำรส่งเสริมกำรสร้ำงปม และกำรเพิ่มประสิทธิภำพกำรตรึงไนโตรเจนใน 
ถั่ว เหลือง (Glycine max) โดยกำรใช้หัวเช้ือร่วมกันระหว่ำง Bradyrhizobium japonicum และ
แบคทีเรีย PGPR พบวำ่ แบคทีเรีย PGPR ท่ีผำ่นกำรคดัเลือกทั้งหมด 12 ไอโซเลต มีประสิทธิภำพใน
กำรส่งเสริมกำรตรึงไนโตรเจน กำรเพิ่มจ ำนวนปม กำรเพิ่มน ้ ำหนกัแห้งของปม และน ้ ำหนักแห้ง
ของต้นถั่วเหลือง เม่ือมีกำรใช้หัวเช้ือร่วมกับ B. japonicum สำยพันธ์ุ  THA6 และ USDA110 
(p<0.05) นอกจำกน้ี PGPR 2 ไอโซเลตท่ีดีท่ีสุด คือไอโซเลต S141 และ S222 ท่ีมีควำมสัมพนัธ์
อย่ำงใกล้ชิดกบัแบคทีเรีย Bacillus subtilis และ Staphylococcus sp. นั้น ได้ถูกคดัเลือกเพื่อใช้เป็น
เช้ือร่วมกับแบคทีเรีย B. japonicum สำยพันธ์ุ THA6 และ USDA110 ส ำหรับกำรทดลองต่อไป 
ปริมำณหัวเช้ือ PGPR : B. japonicum ทั้งสองสำยพนัธ์ุ ท่ีมีประสิทธิภำพในกำรส่งเสริมกำรเจริญ
ของถั่วเหลืองมำกท่ีสุดเม่ือใช้เป็นหัวเช้ือร่วม คือท่ี 106 : 106 CFU ml-1 กำรใช้หัวเช้ือร่วมกันใน
สภำพแปลงปลูกจริง สำมำรถเพิ่มผลผลิตเมล็ดถัว่เหลืองต่อเฮกตำร์ สูงกวำ่กำรใชห้วัเช้ือ PGPR หรือ 
B. japonicum เพียงชนิดเดียวถึง 9.7-43.6% กำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของยีนท่ีตอบสนองต่อกำร
ใช้หัวเช้ือร่วมกนั ดว้ยเทคนิค RT- PCR ทั้งยีนของพืชและของเช้ือแบคทีเรีย ทั้งในรำกและปมถัว่
เหลือง พบว่ำ ยีนท่ีเก่ียวข้องในช่วงแรกของกำรสร้ำงปม ได้แก่ยีน nodD1, GmCaMK1 และ 
GmNIN1A ในรำกถั่วเหลืองอำยุ 7 วนัหลังกำรใส่หัวเช้ือ (DAI) ร่วมระหว่ำง B. japonicum และ 
PGPR มีกำรแสดงออกเพิ่มข้ึนอยำ่งเห็นไดช้ดั โดยเฉพำะยีน nodD1 และ GmCCaMK แต่ระดบักำร
แสดงออกของยีน GmNIN1A ไม่แตกต่ำงอยำ่งมีนยัส ำคญั เม่ือเทียบกบักำรใส่หวัเช้ือเพียงชนิดเดียว 
ระดบักำรแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวกบักำรท ำงำนของ PGPR ได้แก่ ยีน iaaH และ ipdC พบว่ำ ยีน
ดงักล่ำวถูกควบคุมโดยกำรใส่หวัเช้ือร่วมระหวำ่ง B. japonicum และ PGPR นอกจำกน้ี เม่ือทดลอง
ใส่หัวเช้ือเพียงชนิดเดียว เปรียบเทียบกับกำรใส่หัวเช้ือร่วมระหว่ำง B. japonicum และ PGPR ท่ี
ช่วงเวลำท่ีแตกต่ำงกนั ต่อกำรแสดงออกของยีนของทั้งถัว่เหลืองและเช้ือแบคทีเรีย (ยีน GmMyb , 
otsA , phbC , dctA และ nifH) ท่ีพบในปมถัว่เหลือง พบวำ่ ยีนดงักล่ำวมีกำรแสดงออกทั้งท่ีเพิ่มข้ึน
และลดลง แสดงถึงกำรถูกควบคุมโดยผลของกำรใส่เช้ือร่วมระหวำ่ง B. japonicum และ PGPR ผล
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กำรศึกษำดงักล่ำวสอดคล้องกบักำรทดลองด้ำนกำยภำพ ทั้งกำรทดลองใน Leonard’s jar และใน
สภำพแปลงปลูกจริง อีกทั้งยงัสอดคลอ้งกบักำรศึกษำดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผำ่น 
(TEM) ในปมถั่วเหลือง ท่ีแสดงให้เห็นถึงควำมหนำแน่นของแกรนูล poly-ß-hydroxybutyrate 
(PHB) ภำยใน bacteroids ซ่ึง PHB น้ี พบมำกในปมแก่ของตวัอย่ำงปมท่ีใส่หัวเช้ือร่วม ในขณะปม
ของตวัอยำ่งท่ีใส่หวัเช้ืออยำ่งเดียวกลบัมีกำรเส่ือมสภำพ เม่ือน ำผลกำรศึกษำทั้งหมดน้ีมำรวมกนั ท ำ
ใหส้รุปไดว้ำ่ เช้ือจุลินทรีย ์PGPR อำจช่วยใหเ้กิดกำรชกัน ำกำรสะสมของน ้ำตำล Trehalose และเพิ่ม
กำรขนส่ง C4-dicarboxylic acid ซ่ึงบ่งบอกถึงกำรเพิ่มข้ึนของกำรสะสม PHB ในปม ส่งผลต่อเน่ือง
ในกำรส่งเสริมกำรสร้ำงปม และกำรตรึงไนโตรเจนในถัว่เหลือง ดงันั้น กำรเพิ่มประสิทธิภำพกำร
ตรึงไนโตรเจนของถัว่เหลือง โดยใช้กลยุทธ์กำรใช้หัวเช้ือร่วมระหว่ำง PGPR ไอโซเลต S141 และ 
S222 ร่วมกบัแบคทีเรีย B. japonicum สำยพนัธ์ุ USDA110 และ THA6 นั้น สำมำรถพฒันำเพื่อเป็น
ใชเ้ป็นหวัเช้ือท่ีมีประสิทธิภำพส ำหรับถัว่เหลืองได ้ 
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The objectives of this research are to select the appropriate PGPR and evaluate 

its influence on promoting nodulation and N2-fixing efficiency of soybean (Glycine 

max) by coinoculation with Bradyrhizobium japonicum strain. The selected 12 

appropriate PGPR had significant capability of promoting N2-fixation, nodule number, 

nodule and plant dry weight with both commercial Bradyrhizobial strains, B. 

japonicum THA6 and USDA110 (P<0.05). Furthermore, the best two PGPR, isolates 

S141 and S222 which are closely related to Bacillus subtilis and Staphylococcus sp., 

were selected for coinoculation with B. japonicum USDA110 and THA6. The 

effective coinoculation doses of PGPR:Bradyrhizobium on soybean were 106:106 CFU 

ml-1. The effect of coinoculation experiment under field condition could increase 9.7-

43.6% of seed yield per hectare which is higher than those of uninoculated or single 

inoculation of PGPR or B. japonicum. The effects of simultaneous presence of 

coinoculation on the plant and bacterial response by the gene expression analyses 

were identified under soybean root and nodule associated stage. The early nodulation 

response genes including nodD1, GmCaMK1 and GmNIN1A were monitored by RT-

PCR on 7 DAI soybean roots. The coinoculation of B. japonicum and PGPR 

obviously enhanced the up-regulation of nodD1 and GmCCaMK genes, but the 
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expression level of GmNIN1A gene was not significantly different from those of single 

inoculation. The relative expression levels of PGPR mode of action related genes 

including iaaH and ipdC were also up-regulated by coinoculation of B. japonicum and 

PGPR. Moreover, the expressions of soybean and the bacterial related genes (GmMyb, 

otsA, phbC, dctA and nifH) in nodule after single and coinoculation with B. japonicum 

and PGPR were identified using RT-PCR at different time frames. The results 

revealed that the related genes expression triggered discontinuously both up- and 

down regulations by B. japonicum-PGPR coinoculation. These results were in 

accordance with phenotyptic characters in Leonard’s jar and field experiments in 

terms of enhancing the nodulation and N2-fixation in soybean. The TEM micrograph 

of soybean nodule demonstrated densely packed poly-ß-hydroxybutyrate (PHB) 

granules within the bacteroids. PHBs were present in mature nodule of coinoculated 

treatments whilst those in single inoculated nodules were senescent. These results 

taken together suggest that the PGPR may facilitate the induction of trehalose 

accumulation and the transport of C4-dicarboxylic acids which present an increase in 

PHB accumulation, resulting in the enhanced nodulation and N2-fixation in soybean. 

Therefore, the efficiency to enhance soybean N2-fixation by PGPR S141 and S222 

with B. japonicum coinoculation strategy could be developed for supreme inoculants 

for soybean. 
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