
 
บทที ่2 

 
การตรวจเอกสาร 

 
 ถัว่พุ่ม (cowpea, Vigna unguiculatata) เป็นพืชตระกูลถัว่ท่ีนิยมใชส้ ำหรับปลูกเพื่อเป็น
ปุ๋ยพืชสดในเขตค่อนขำ้งแห้งแลง้ในเอเชียใต ้นอกจำกน้ียงัมีกำรใชเ้ป็นอำหำรและใชเ้ล้ียงสัตวใ์น
เขตแห้งแลง้ใน sub-Saharan ในแอฟริกำ พืชตระกูลถัว่ชนิดน้ีสำมำรถเจริญเติบโตไดร้วดเร็วและ
ตรึงไนโตรเจนไดม้ำก แต่ให้ผลผลิตเมล็ดค่อนขำ้งต ่ำ (Franzluebbers et al.,1994) จำกรำยงำนของ 
Morris et al. (1986), Singh et al. (1981) ซ่ึงอำ้งโดย Franzluebbers et al. (1994) ถัว่พุ่มซ่ึงปลูกใน
อินเดียและฟิลิปปินส์ท่ีมีอำย ุ6 สัปดำห์ สำมำรถสะสม N ในส่วนเหนือดินไดถึ้ง 70-80 กก./เฮกตำร์ 
นอกจำกน้ีถัว่พุม่ยงัมีควำมสำมำรถทนแลง้และควำมเป็นกรดของดินไดดี้ (John et al., 1992) 
 เน่ืองจำกถัว่พุ่มเป็นถัว่ชนิดหน่ึงท่ีสำมำรถเปล่ียนรูป N ท่ีไดจ้ำกกำรตรึง N ท่ีปมถัว่ให้
เป็นสำรประกอบยริูไอด์ และเคล่ือนยำ้ย N ในรูปของสำรประกอบยริูไอด์จำกปมไปยงัส่วนเหนือ
ดินผ่ำนท่อน ้ ำเล้ียง (xylem) ดงันั้นในกำรประเมินปริมำณ N ท่ีไดจ้ำกกำรตรึง N ของถัว่พุ่มจึง
สำมำรถใชว้ธีิกำรวเิครำะห์องคป์ระกอบของ N จำกน ้ ำเล้ียงได ้(Mcclurre and Tsrael, 1979 อำ้งโดย 
Herride and Peoples, 2002a) ซ่ึงเทคนิคดงักล่ำวเรียกวำ่ วิธีวิเครำะห์ยริูไอด์ในท่อน ้ ำเล้ียง (xylem 
solute method) ส ำหรับวธีิกำรวดักำรตรึง N ของถัว่ชนิดต่ำงๆท่ีอยูใ่นกลุ่มล ำเลียงยริูไอด์ จ  ำเป็นตอ้ง
ใชว้ธีิกำรเก็บขอ้มูลจำกกำรปลูกถัว่ 6-8 คร้ัง ตั้งแต่ระยะกำรเจริญเติบโตทำงล ำตน้และใบจนถึงช่วง
ทำ้ยของระยะเจริญพนัธ์ุ (Herride, 1982 ; People et al., 1989 อำ้งโดย Herride and Peoples, 2002a)   
 Herride and Peoples (2002b) ไดพ้ฒันำวิธีกำรวิเครำะห์ N โดยยริูไอด์เทคนิคท่ีใชใ้น
กำรเก็บตวัอย่ำงพืชและวิเครำะห์องค์ประกอบจำกท่อน ้ ำเล้ียงเพียง 1 คร้ังตลอดฤดูเพำะปลูก ใน
กำรศึกษำใชพ้ืชตระกูลถัว่ 4 ชนิด ไดแ้ก่ ถัว่เหลือง ถัว่พุ่ม ถัว่เขียวผิวมนั (V. radiate) ถัว่เขียวผิวด ำ 
(black gram, V. mango) เก็บตวัอยำ่งน ้ ำเล้ียงจำกท่อน ้ ำเล้ียงท่ีระยะ R.3.5-R.4 ซ่ึงเป็นระยะท่ีฝักเร่ิม
ติดเมล็ดเพียงระยะเดียว เพื่อใช้ในกำรวิเครำะห์หำสัดส่วนของยูริไอด์-N จำกท่อน ้ ำเล้ียง เม่ือ
เปรียบเทียบกบั N ทั้งหมดและประเมินหำเปอร์เซ็นตข์อง N ท่ีไดจ้ำกกำรตรึง (% N derived from 
air, % Ndfa) จำกสัดส่วนของยริูไอด์- N ในท่อน ้ ำเล้ียง พบวำ่วิธีกำรท่ีพฒันำโดยกำรใชก้ำรเก็บ
ขอ้มูลเพียงหน่ึงคร้ังท่ีระยะ R.3.5-R.4 เป็นวิธีกำรท่ีใชไ้ดดี้ % Ndfa ท่ีเกิดจำกกำรวิเครำะห์สัดส่วน
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ของยริูไอด์-N ท่ีระยะกำรเจริญเติบโตดงักล่ำวใกลเ้คียงกบั % Ndfa ท่ีไดจ้ำกกำรวิเครำะห์ 15N ของ
ส่วนเหนือดินท่ีระยะ R. 6 - 7  
 ส ำหรับกำรค ำนวณ % Ndfa ของถัว่พุม่จำกสัดส่วนของยริูไอด-์ N ในน ้ำเล้ียงจำกตอรำก
ท่ีระยะ R.3.5-R.4 นั้น Herride and Peoples (2002b) ไดเ้สนอสมกำรส ำหรับค ำนวณโดยใชส้มกำร
ถดถอยระหวำ่งเปอร์เซ็นตย์ริูไอด์- N ของน ้ ำเล้ียงจำกตอรำกกบัเปอร์เซ็นต ์N ท่ีไดจ้ำกกำรตรึงโดย
วเิครำะห์ 15N (%Pfix) ดงัน้ี      
    y  =  8.6 + 0.75x             (r = 0.97) 
  เม่ือ y      คือ  % ยริูไอด์-N ของน ้ ำเล้ียงจำกตอรำก 
   x      คือ  % Pfix หรือ % Ndfa 
 
ลกัษณะทัว่ไปของแบรดดีไรโซเบียม (Bradyrhizobium)  
 

Bradyrhizobium เป็นเช้ือชนิดโตช้ำ และผลิตเบสเม่ือเล้ียงด้วยอำหำร mineral salt 
mannitol (Jordan, 1984) ดงันั้นถำ้เพำะเล้ียงดว้ยอำหำร YM (pH 6.8) ท่ีเติม bromthymol blue เป็น
อินดิเคเตอร์จะเปล่ียนสีของอำหำรจำกสีเขียวเป็นสีฟ้ำหรือสีน ้ ำเงิน (Somasegaran and Hoben, 
1994) เช้ือกลุ่มน้ีท ำให้เกิดปมในถัว่เหลือง (Glycine) cowpea (Vigna) siratro (Macroptitium) บวั 
(Lotus) และพืชตระกลูถัว่หลำยชนิด (Jordan, 1984) ปัจจุบนัมีรำยงำนไว ้3 สปีชีส์ตำมลกัษณะควำม
แตกต่ำงในระดบัโมเลกุลคือ B. japonicum (Jordan, 1984) B. elkanii (Kuykendall et al., 1992) และ 
B. liaoniogensis (Xu et al., 1995) อำ้งโดย Sato et al. (1999) ส ำหรับ bradyrhizobia ท่ียงัไม่ไดจ้ดั
จ ำแนกใหจ้ดัอยูใ่นกลุ่มของ Bradyrhizobium ตำมดว้ยช่ือของพืชอำศยั (Jordan, 1984) 

 
ความจ าเป็นในการคลุกเช้ือแบคทเีรียปมรากถั่ว 
 
 ในเขตร้อนกำรขำด N เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีจ  ำกดักำรให้ผลผลิตสูงของธญัพืชซ่ึงพบบ่อย
มำกระดบัของควำมขำดแคลน N ข้ึนกบัปัจจยัหลำยอยำ่งเช่นควำมอุดมสมบูรณ์ตำมธรรมชำติ ชนิด
ของพืชท่ีปลูกว่ำเป็นพืชตระกูลถัว่หรือพืชชนิดอ่ืนท่ีไม่ใช่พืชตระกูลถัว่ ระบบกำรปลูกพืชและ
ควำมช ำนำญของเกษตรกรท่ีปลูกพืชชนิดนั้นๆ ส ำหรับระบบกำรปลูกพืชและควำมช ำนำญของ
เกษตรกรมีหลำกหลำยคือ มีต ่ำแค่ระดบัพื้นฐำนซ่ึงเกษตรกรไม่ไดใ้ชเ้คร่ืองจกัรกลในกำรเพำะปลูก
จนกระทัง่กำรปลูกแบบกำรคำ้ขนำดใหญ่ซ่ึงตอ้งอำศยัเคร่ืองจกัรกลในกำรด ำเนินงำน อยำ่งไรก็ตำม
ไม่วำ่จะเป็นระดบัใด ควำมส ำเร็จในกำรปลูกพืชตระกูลถัว่ข้ึนกบัควำมสำมำรถของพืชชนิดชนิดน้ี



 5 

ในกำรตรึง N ไดอ้ยำ่งมีประสิทธิภำพ ในกรณีท่ีดินไม่มีเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ท่ีมีประสิทธิภำพอยู่
ในดินตำมธรรมชำติ ผูป้ลูกสำมำรถเพิ่มปริมำณเช้ือโดยกำรคลุกเมล็ดถัว่ดว้ยเช้ือแบคทีเรียปมรำก
ถัว่ท่ีผำ่นกำรคดักรองแลว้วำ่มีประสิทธิภำพดี 
 Date (2000) ไดอ้ำ้งถึงผลงำนของ Hellriegel (1886a, b) และ Hellriegel and Wilfarth 
(1888) ซ่ึงไดค้น้พบแบคทีเรียท่ีท ำใหพ้ืชตระกูลถัว่เกิดปมและเป็นผลท ำให้มีกำรใชดิ้นท่ีมีกำรปลูก
ถัว่มำก่อนคลุกเมล็ดถัว่ก่อนปลูกและยงัได้อำ้งถึงผลงำนของ Beijerinck (1888) ซ่ึงได้แยกเช้ือ
แบคทีเรียปมรำกถัว่บริสุทธ์ิไดจ้ำกปมถัว่ซ่ึงเป็นผลให้มีกำรเร่ิมใช้หัวเช้ือไรโซเบียมในรูปของผง
ดินพีทและต่อมำก็ไดมี้กำรผลิตหวัเช้ือไรโซเบียมในรูปแบบอ่ืนๆ (Fred et al., 1932 อำ้งโดย Date, 
2000) แต่ก็มีรำยงำนเก่ียวกบัควำมลม้เหลวในกำรใชเ้ช้ืออยูเ่สมอซ่ึงควำมลม้เหลวในกำรใชเ้ช้ือไร
โซเบียมมีสำเหตุมำจำกกำรใช้หัวเช้ือท่ีมีคุณภำพต ่ำ เช้ือไรโซเบียมท่ีใช้คลุกไม่สำมำรถมีชีวิตอยู่
รอดได้บนเมล็ดท่ีผ่ำนกำรคลุกเช้ือ เช้ือท่ีอยู่ในหัวเช้ือไม่สำมำรถเพิ่มปริมำณได้ในดินหรือใน
บริเวณรำกถัว่ หรือเช้ือท่ีใช้ไม่สำมำรถแข่งขนักบัเช้ือไรโซเบียมท่ีมีอยู่ในธรรมชำติในกำรเขำ้ไป
สร้ำงปมกบัตน้ถัว่ท่ีเป็นพืชอำศยัของเช้ือ ซ่ึงปัญหำเหล่ำน้ีพบทั้งในถัว่ท่ีใชผ้ลิตเมล็ดเพื่อกำรบริโภค 
ถัว่ท่ีเป็นพืชอำหำรสัตวแ์ละถัว่ท่ีปลูกเป็นพืชบ ำรุงดิน ในบำงกรณีเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ท่ีมีอยูใ่น
ดินตำมธรรมชำติสำมำรถสร้ำงปมท่ีมีประสิทธิภำพไดส้ ำหรับพืชตระกูลถัว่ชนิดใหม่ท่ีเพิ่งปลูกใน
พื้นท่ีเป็นคร้ังแรก และพืชตระกูลถั่วหลำยชนิดก็สำมำรถเกิดปมกับเช้ือแบคทีเรียปมรำกถั่ว
หลำกหลำยพนัธ์ุ ในขณะท่ีพืชตระกูลถัว่บำงชนิดจะเกิดปมท่ีมีประสิทธิภำพกบัเช้ือแบคทีเรียปม
รำกถัว่บำงสำยพนัธ์ุเท่ำนั้น (Date, 1977)  
 ถึงแมว้่ำในปัจจุบนัยงัไม่มีกฎเกณฑ์ทัว่ไปท่ีผูป้ลูกถัว่สำมำรถใช้ท ำนำยลกัษณะกำร
ตอบสนองของพืชตระกูลถัว่ต่อเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ท่ีผำ่นกำรคดัเลือกแลว้หรือกำรตอบสนอง
ต่อเช้ือท่ีมีอยู่ในดินตำมธรรมชำติ แต่ Thies et al. (1991) ได้เสนอโมเดลท่ีจะใช้ท ำนำยกำร
ตอบสนองของพืชตระกูลถัว่ต่อเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ซ่ึงโมเดลดงักล่ำวไดค้  ำนึงถึงปริมำณของ
เช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ในธรรมชำติและสภำวะของ N ในดิน จำกควำมรู้เก่ียวกบัควำมจ ำเพำะ
เจำะจงในกำรเกิดปมและประสิทธิภำพในกำรตรึง N ในพืชตระกูลถัว่ท่ีอยูใ่นเขตร้อนซ่ึงเพิ่มข้ึน
อยำ่งรวดเร็วในช่วงไม่ก่ีปีท่ีผำ่นมำโดยเฉพำะพื้นท่ีท่ีเปิดใหม่ส ำหรับใชใ้นกำรปลูกพืช จุดประกำย
ใหเ้ห็นถึงควำมจ ำเป็นในกำรใชเ้ช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่และมีรำยช่ือท่ีพืชตระกลูถัว่ท่ีมีควำมจ ำเพำะ
เจำะจงในกำรเกิดปมกบัเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่เพิ่มข้ึน ซ่ึงขอ้มูลเหล่ำน้ีขดัแยง้กบัรำยงำนเดิมท่ีมีอยู่
ก่อนหนำ้น้ีท่ีกล่ำววำ่ พืชตระกลูถัว่ท่ีอยูใ่นเขตร้อนสำมำรถเกิดปมไดดี้กบัเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ท่ี
อยูใ่นดินตำมธรรมชำติและไม่มีควำมจ ำเป็นในกำรใชเ้ช้ือ จำกรำยงำนของ Ayanaba (1977) และ 
Graham (1985) ไดก้ล่ำวถึงพื้นท่ีบำงพื้นท่ีในบริเวณตอนกลำงของอเมริกำ อเมริกำกลำง และ
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ประเทศอินเดียซ่ึงถัว่เหลืองมีกำรตอบสนองต่อกำรใช้เช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ในช่วงตั้งแต่ 14-
603% ส ำหรับพื้นท่ีปลูกถัว่เหลืองส่วนใหญ่ในโลกพนัธ์ุถัว่เหลืองพฒันำมำจำกถัว่เหลืองลูกผสม
ของประเทศอเมริกำ ซ่ึงค่อนขำ้งมีควำมจ ำเพำะเจำะจงในกำรเกิดปมและกำรตรึง N กบัเช้ือ
แบคทีเรียปมรำกถั่วบำงสำยพนัธ์ุ ในขณะท่ีถั่วเหลืองจำกเอเชียไม่ค่อยมีควำมจ ำเพำะเจำะจง 
(promiscuous) กบัสำยพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ และส่วนใหญ่ไม่ตอบสนองต่อกำรใส่เช้ือ
แบคทีเรียปมรำกถัว่ (Iita, 1978, 1979; Pluver et al., 1982 อำ้งโดย Date, 2000) และไม่สำมำรถตรึง 
N ไดดี้เม่ือใชส้ำยพนัธ์ุไรโซเบียมท่ีมำจำกประเทศอเมริกำ (Keysea et al., 1982; Eaglesham, 1985 
อำ้งโดย Date, 2000) 
 ในแง่ของควำมจ ำเป็นในกำรใชเ้ช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ Allen and Allen (1958) (อำ้ง
โดย Date, 2000) ไดก้ล่ำวถึงสภำวะท่ีกำรใชแ้บคทีเรียปมรำกถัว่จะไดผ้ลดีดงัน้ี 
 1. เม่ือพื้นท่ีท่ีจะปลูกถัว่ไม่เคยมีกำรปลูกถัว่มำก่อนหรือถัว่ท่ีจะปลูกเป็นถัว่ต่ำงกลุ่มกบั
ถัว่ท่ีเคยปลูกในพื้นท่ีนั้นมำก่อน 
 2. เม่ือพื้นท่ีท่ีจะปลูกถัว่มีกำรเกิดปมนอ้ย 
 3. เม่ือมีกำรปลูกถัว่ตำมหลงัพืชชนิดอ่ืนท่ีไม่ใช่พืชตระกลูถัว่ 
 4. เม่ือพื้นท่ีท่ีจะปลูกถัว่เป็นพื้นท่ีเส่ือมโทรมซ่ึงเพิ่งไดรั้บกำรฟ้ืนฟูสภำพ 
 นอกจำกน้ีกำรใส่เช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่จะไดผ้ลดีหรือไม่ยงัข้ึนอยูก่บัควำมจ ำเพำะของ
ถั่วท่ีจะปลูกต่อเช้ือแบคทีเรียปมรำกถั่ว  กำรแพร่กระจำยของเช้ือแบคทีเรียปมรำกถั่วท่ี มี
ประสิทธิภำพดีหลงัจำกปลูกถัว่คร้ังแรก ประวติักำรปลูกถัว่ในพื้นท่ี และจ ำนวนคร้ังของกำรปลูก
ถัว่อยำ่งต่อเน่ือง     
 
สาเหตุในการใช้เช้ือแบคทเีรียปมรากถั่วไม่ได้ผล  
 
 ควำมลม้เหลวในกำรคลุกเช้ือมกัเกิดจำกสำเหตุใดสำเหตุหน่ึงดงัต่อไปน้ี  
(Singleton and Tavares, 1986) 
 1. เช้ือท่ีใชค้ลุกไม่สำมำรถแข่งขนักบัเช้ือท่ีมีอยูเ่ดิมในดิน 
 2. เช้ือท่ีคลุกไม่สำมำรถมีชีวติรอดอยูไ่ด ้เน่ืองจำกดินมีอุณหภูมิหรือควำมช้ืนต ่ำเกินไป 
 3. ดินท่ีใชป้ลูกมีควำมเป็นประโยชน์ของไนโตรเจนในดินสูง 
 4. เช้ือท่ีมีอยูเ่ดิมในดินมีประสิทธิภำพดี 
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เกณฑ์ประเมินปริมาณเช้ือไรโซเบียมในดิน 
 ในกำรหำปริมำณเช้ือไรโซเบียมในดินใชว้ิธีกำรหำปริมำณโดยวิธี plant infection count 
โดยน ำดินท่ีจะหำปริมำณเช้ือไรโซเบียมไปเจือจำงด้วยน ้ ำกลัน่ท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือแล้วให้มีควำม
เขม้ขน้ของสำรละลำยดินในระดบัต่ำงๆ ใส่สำรละลำยดินแต่ละควำมเขม้ขน้ให้กบัตน้ถัว่ท่ีใช้เป็น
พืชอำศยั ซ่ึงปลูกใน plastic growth pouch เพื่อให้เช้ือไรโซเบียมท่ีอยูใ่นสำรละลำยดินเขำ้ไปสร้ำง
ปมท่ีรำกถัว่ แต่ละควำมเขม้ขน้ใชต้น้ถัว่ 2-5 ตน้ในกำรทดสอบ นบัจ ำนวนตน้ถัว่ท่ีมีปม จำกจ ำนวน
ตน้ถัว่ท่ีมีปมน ำไปอ่ำนค่ำปริมำณของเช้ือไรโซเบียมในดินจำกตำรำง most probable number 
(MPN) (Somasegaran and Hoben, 1994) 
 ส ำหรับเกณฑ์กำรประเมินปริมำณเช้ือไรโซเบียมในดินโดยวิธี plant infection count มี
ดงัน้ี (Vincent, 1970) 
 

ปริมำณเช้ือไรโซเบียม 
(เซลล/์กรัมดินแหง้) 

กำรประเมิน 

< 25 มีนอ้ยมำก 
25 - 1000 มีนอ้ย 

1000 - 100000 มีมำก 
> 100000 มีมำกท่ีสุด 

 
 รำยงำนกำรศึกษำปริมำณเช้ือไรโซเบียมในธรรมชำติในเขตก่ึงแห้งแลง้และก่ึงช้ืนของ 
Maingi et al. (2006) พบว่ำมีประชำกรเช้ือในธรรมชำติ 2.59x102-1.89x105 เซลล์/กรัมดิน และ 
1.33x102-7.56x103 เซลล์/กรัมดินตำมล ำดบั ซ่ึงเป็นปริมำณท่ีเพียงพอต่อกำรตรึง N และกำรเกิดปม
ของถัว่เหลืองของทั้ง 2 พื้นท่ี ในปีเดียวกนั Theuri et al. (2006) ศึกษำปริมำณของเช้ือพื้นเมืองท่ีเกิด
ปมกบัถัว่ cowpea และ common bean ในดินของประเทศเคนยำตอนกลำงซ่ึงมีค่ำ pH 4-6.4 พื้นท่ีท่ี
มีค่ำ pH 4 จะมีเช้ือในธรรมชำติ 78 เซลล์/กรัมดิน ในขณะท่ีพื้นท่ีอ่ืนมีปริมำณเช้ือมำกกว่ำ 900 
เซลล์/กรัมดิน Fening and Denso (2002) และ Fening et al. (2001) ศึกษำปริมำณและประเมิน
ศกัยภำพกำรตรึง N ของเช้ือธรรมชำติกบัถัว่ cowpea 45 สำยพนัธ์ุในดิน 20 ชนิดท่ีประเทศกรำนำ 
พบวำ่ดินส่วนใหญ่มีปริมำณเช้ือไรโซเบียมสูง คืออยูใ่นช่วง 0.6x10-3.1x104  เซลล์/กรัมดิน พื้นท่ี 
60% มีเช้ือมำกกวำ่ 3x103 เซลล/์กรัมดิน ในแง่ของประสิทธิภำพกำรตรึง N สำมำรถแบ่งกลุ่มไดเ้ป็น 
ineffective 6% moderately effective 68% และ highly effective 26% ส ำหรับกลุ่มท่ีตรึง N ไดดี้
สำมำรถให้ผลผลิตถัว่ไดดี้เท่ำกบักำรใส่ปุ๋ย 70 กก.N/เฮกตำร์ ซ่ึงกำรทดลองน้ีช้ีให้เห็นว่ำเช้ือใน
ธรรมชำติหำกคดัเลือกแลว้สำมำรถใชเ้ป็นหวัเช้ือท่ีมีประสิทธิภำพได ้
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ปัจจัยทีม่ีอทิธิพลต่อความสามารถในการแข่งขันการเข้าสู่ปมของเช้ือไรโซเบียม 
  
 1. ปัจจยัดำ้นชีวภำพ (Bological factor) เช่น bacteriophages (Evans et al., 1979 อำ้งโดย 
Romdhane et al., 2007) epiphytic bacteria (Handelsmom and Brill, 1985 อำ้งโดย Romdhane et 
al., 2007) ปริมำณเช้ือไรโซเบียมในธรรมชำติ (Thies et al., 1991, 1992) และใน Rhizosphere 
(Moawat et al., 1984) ในกรณีผลกระทบเน่ืองจำก epiphytic bacteria นั้น จำกรำยงำนของ 
Handelsmom and Brill (1985) พบวำ่ Erwinia herbicola ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีพบบนเมล็ดของถัว่ 
alfalfa ทุกพนัธ์ุสำมำรถยบัย ั้งกระบวนกำรเขำ้ไปสร้ำงปมในระยะแรกของเช้ือ R. meliloti บำงสำย
พนัธ์ุท่ีมีควำมอ่อนแอ (sensitive) ต่อเช้ือแบคทีเรียชนิดน้ี โดยท่ีเช้ือ E. herbicola สร้ำง toxin หรือ
ขดัขวำงไม่ใหเ้ช้ือ R. meliloti เกำะติดรำกขนอ่อนของถัว่ alfalfa ได ้ในกรณีของ bacteriophage จำก
รำยงำนของ Schwinghamer and Blockwell (1987) ซ่ึงอำ้งโดย Dowling and Broughton (1986) 
พบวำ่ R. trifolii ซ่ึงมี virus (phage) อยูใ่นเซลลส์ำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือ R. trifolii สำยพนัธ์ุท่ี
อ่อนแอต่อ virus อยำ่งรุนแรง Dowling and Broughton (1986) ยงัไดอ้ำ้งถึงผลงำนของ Evan et al. 
(1979) และ Barnet (1980) ซ่ึงพบวำ่กำรใส่ virus ท่ีมีควำมรุนแรง (virulent bacteriophage) ให้ R. 
trifolii 2 สำยพนัธ์ุ เป็นผลท ำให้สำยพนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อ virus ในบริเวณถัว่ clover มีปริมำณนอ้ยลง 
ซ่ึงท ำให้สำยพนัธ์ุท่ีตำ้นทำน virus สร้ำงปมไดม้ำกข้ึน นอกจำกน้ี Almendras and Bottomley 
(1985) และ Stacy et al. (1984) อำ้งโดย Dowling and Broughton (1986) ยงัไดร้ำยงำนวำ่ควำม
อ่อนแอหรือควำมตำ้นทำนต่อ virus ของเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่มีผลกระทบต่อควำมสำมำรถใน
กำรอยูร่่วมกนัแบบพึ่งพำอำศยัซ่ึงกนัและกนัระหวำ่งเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่กบัพืชอำศยั เน่ืองจำก
ต ำแหน่งท่ีพืชอำศยัขบัสำร polysaccharide เป็นต ำแหน่งท่ีแบคทีเรียกบัพืชอำศยัเกิดปฏิสัมพนัธ์ซ่ึง
กนัและกนั และเป็นต ำแหน่งเดียวกนักบัท่ี virus เขำ้สู่เช้ือแบคทีเรีย อยำ่งไรก็ตำมในสภำพแปลง
ทดลองปฏิสัมพนัธ์ร่วมกนัระหวำ่งเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่กบั virus อำจแตกต่ำงไปจำกขอ้มูลท่ีได้
จำกกำรศึกษำในห้องปฏิบติักำร เพรำะอนุภำคดินเหนียวและอินทรียวตัถุอำจท ำให้ผลกระทบ
ในทำงลบดงักล่ำวลดลงหรือไม่เกิดข้ึน (Rossen et al., 1984 อำ้งโดย Dowling and Broughton, 
1986)     
 ส ำหรับอิทธิพลของ rhizosphere ซ่ึงเป็นดินท่ีไดรั้บอิทธิพลจำกรำกพืชและเป็นดินใน
พื้นท่ีประมำณ 2 ซม.จำกผวิรำกเป็นบริเวณท่ีมีคำร์โบไฮเดรต กรดอะมิโน และไวตำมินสะสมอยูใ่น
ปริมำณท่ีสูง (Rovira, 1596 อำ้งโดย Dowling and Broughton, 1986) และเป็นบริเวณท่ีมีกำรแข่งขนั
ระหว่ำงเช้ือจุลินทรียต่์ำงๆรวมทั้งเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่สูงมำก เช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ตอ้งเพิ่ม
จ ำนวนประชำกรในบริเวณ rhizosphere และเกำะยึดกบัรำกถัว่ท่ีเป็นพืชอำศยัเพื่อเขำ้ไปสร้ำงปม 
จำกรำยงำนของ Moawat et al. (1984) ซ่ึงไดศึ้กษำกำรแข่งขนัในกำรเกิดปมของเช้ือ B. japonicum 3 
serogroup พบวำ่ในช่วง 1 สัปดำห์หลงักำรปลูกถัว่ประชำกรของ B. japonicum ทั้ง 3 serogroup 
เพิ่มข้ึนจำก 104 เซลล์/กรัมเป็น 106 เซลล์/กรัม ในขณะท่ีดินท่ีไม่ไดป้ลูกถัว่มีประชำกรของเช้ือ
ดงักล่ำวคงอยูท่ี่ 104 เซลล์/กรัม ประชำกรของเช้ือ B. japonicum serogroup 123 ซ่ึงครอบครองปมท่ี
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เกิดข้ึนทั้งหมดไดถึ้ง 60-100% มีประชำกรของเช้ือในบริเวณ rhizosphere ไม่แตกต่ำงจำก serogroup 
ท่ีเหลืออีก 2 serogroup ประชำกรของเช้ือทั้ง 3 serogroup ในบริเวณ rhizosphere ยงัคงเดิมในช่วง
ตั้งแต่ออกดอกจนถึงฝักเร่ิมติดเมล็ด จำกขอ้มูลท่ีไดจ้ำกกำรศึกษำดงักล่ำว ผูท้ดลองสรุปวำ่กำรมรำ
เช้ือ serogroup 123 มีควำมสำมำรถในกำรแข่งขนัดีกว่ำไม่ใช่เป็นเพรำะเช้ือ serogroup น้ีมี
ควำมสำมำรถเหนือกวำ่ serogroup อ่ืนในกำรครอบครองพื้นท่ีในบริเวณ rhizosphere อยำ่งไรก็ตำม
กำรท่ีเช้ือแบคทีเรียปมรำกถั่วมีประชำกรเพิ่มข้ึนในบริเวณ rhizosphere อำจเก่ียวข้องกับ
ควำมสำมำรถคงอยูร่อดของเช้ือส ำหรับกำรปลูกถัว่ในฤดูกำลต่อไป (Bushy, 1984 อำ้งโดย Dowling 
and Broughton, 1986)       
 2. ปัจจยัทำงดำ้นส่ิงแวดลอ้ม เช่น อุณหภูมิ (Trinick et al., 1983 อำ้งโดย Romdhane et 
al., 2007) ควำมเป็นกรดเป็นด่ำงของดินโดยกำรจ ำกดักำรอยูร่อดของเช้ือไรโซเบียมในดิน ซ่ึงเช้ือ
ไรโซเบียมมีควำมแตกต่ำงกนัของสำยพนัธ์ุในกำรปรับตวัภำยใตส้ภำพดินท่ีมี pH ต่ำงๆ (Damirgi et 
al., 1967 อำ้งโดย Romdhane et al., 2007; Appunu and Dhar, 2006) N ในดิน (Mcneil, 1982 อำ้ง
โดย Romdhane et al., 2007) กำรเจริญเติบโตของพืช ควำมเป็นพิษของ Al ในดิน ( Wolff et al., 
1991) 
 3. ควำมสำมำรถของเช้ือท่ีใชใ้นกำรมีชีวิตรอดในดินเพื่อกำรสร้ำงปมในฤดูกำลถดัไป 
(Brockwell and Davis, 1987 อำ้งโดย Romdhane et al., 2007) 
 4. พนัธ์ุของถัว่และกำรเขำ้กนัไดข้องเช้ือและพืชอำศยั 
 5. วิธีกำรใชเ้ช้ือ จำกรำยงำนของ Bogino et al. (2008) ศึกษำควำมสำมำรถในกำร
แข่งขนัของ Bradyrhizobium ท่ีใชเ้ป็นกำรคำ้กบัเช้ือท่ีมีอยูต่ำมธรรมชำติ และวิธีกำรใส่เช้ือ 2 วิธีคือ
กำรคลุกเช้ือกบัเมล็ดโดยตรงในอตัรำ 2x106 เซลล์/เมล็ด และใส่เช้ือลงไปในร่องปลูกในอตัรำ 1.5 
ลิตร/เฮกตำร์ ซ่ึงเช้ือท่ีใชท้ั้งสองวิธีเป็นของเหลวมีปริมำณเช้ือ 109 เซลล์/มล. โดยท ำกำรทดลองใน
กระถำง ผลกำรทดลองพบว่ำ วิธีกำรคลุกเช้ือกบัเมล็ดโดยตรงท ำให้เช้ือ Bradyrhizobium ท่ีใช้
สำมำรถเกิดปมได้เพียง 9% จำกปมท่ีเกิดข้ึนทั้งหมด ในขณะท่ีกำรใส่เช้ือในร่องปลูกท ำให้เช้ือ
สำมำรถเขำ้ไปสร้ำงปมไดถึ้ง 78% 
 
ผลของปริมาณเช้ือแบคทีเรียปมรากถั่วในดินต่อความสามารถในการแข่งขันเข้าสู่ปมของเช้ือ
แบคทเีรียปมรากถั่ว 
 
 มีรำยงำนท่ีหลำกหลำยเก่ียวกบัควำมสัมพนัธ์ระหวำ่ปริมำณของเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่
ในดินกบักำรตอบสนองของตน้ถัว่ต่อกำรคลุกเช้ือ จำกรำยงำนของ Ikram and Broughton (1980) 
ซ่ึงได้ศึกษำควำมสำมำรถของเช้ือไรโซเบียม 8 สำยพนัธ์ุในกำรเกิดปมกับถั่ว Psophocarpus 
tetragonolobus (L.) DC. ในดินท่ีแตกต่ำงกนั 3 ชนิดคือ ดินเหนียวปนทรำย (Renggam series) ดิน
ร่วนปนทรำย (Sungei Buloh series) และดินเหนียวปนร่วน (Munchong series) ทั้งในกระถำงและ
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แปลงทดลอง พบวำ่จำกกำรทดลองในกระถำงดินท่ีใชท้ดลองมีเช้ือในธรรมชำติ 4-13 cell/กรัมดิน 
ไรโซเบียมทั้ง 8 สำยพนัธ์ุมีเพียง 2 สำยพนัธ์ุคือสำยพนัธ์ุ RRIM 56 และ 698 ซ่ึงสร้ำงปมไดม้ำกกวำ่ 
50 % ในดินทุกชนิด ส ำหรับในดินเหนียวปนร่วน เช้ือสำยพนัธ์ุ RRIM 56 สำมำรถสร้ำงปมไดถึ้ง 
90% ถำ้เช้ือในธรรมชำติมี 5 เซลล/์กรัมดิน แต่ถำ้มีถึง 700 เซลล์/กรัมดิน เช้ือสำยพนัธ์ุดงักล่ำวสร้ำง
ปมไดเ้พียง 14% ส่วนกำรทดลองในแปลงทดลอง ในดินชนิดเดียวกนัท่ีมีเช้ือธรรมชำติ 700 cell/
กรัมดิน พบวำ่กำรใส่เช้ือไรโซเบียมทั้ง 8 สำยพนัธ์ุไม่ท ำให้ถัว่มีกำรตอบสนองต่อกำรใส่เช้ือ โดย
เช้ือท่ีใส่สำมำรถสร้ำงปมไดไ้ม่เกิน 18% ของจ ำนวนปมทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนท่ีรำกและมี 2 สำยพนัธ์ุท่ี
ไม่สร้ำงปมเลย จำกกำรทดลองน้ี Ikram และ Broughton (1980) ไดใ้หข้อ้คิดเห็นวำ่ไม่มีควำมจ ำเป็น
ในกำรใส่เช้ือส ำหรับกำรปลูกถัว่ส ำหรับดินท่ีมีเช้ือยูใ่นธรรมชำติปริมำณมำก แต่ก็พบวำ่สำยพนัธ์ุท่ี
ใชใ้นกำรคลุกเมล็ดสำมำรถสร้ำงปมไดม้ำกข้ึนเม่ือระยะเวลำต่อมำ  
 Singleton and Tavares (1986) ศึกษำปริมำณเช้ือไรโซเบียมในดินท่ีมีผลต่อกำรใชเ้ช้ือ
คลุกกบัเมล็ดถัว่จ  ำนวน 6 ชนิดท่ีปลูกในดิน 4 ชนิดในมลรัฐฮำวำย ซ่ึงมีเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ใน
ธรรมชำติอยูใ่นช่วงตั้งแต่ 6x10-1x104 เซลล์/กรัมดิน พบวำ่เช้ือท่ีใชค้ลุกเมล็ดสำมำรถสร้ำงปมได ้
76% ของจ ำนวนปมทั้งหมดเม่ือมีเช้ือในธรรมชำติ 2x10 เซลล์/กรัมดิน และจำกรำยงำนของ Beattie 
and Handelsman (1993) อำ้งโดย Palaniappan et al. (1997) พบวำ่ถำ้ดินมีเช้ือพื้นเมืองมำกกวำ่ 100 
เซลล์/กรัมดินถั่วท่ีปลูกมีกำรตอบสนองต่อกำรใส่เช้ือแบคทีเรียปมรำกถั่วน้อยหรือไม่มีกำร
ตอบสนองต่อกำรใส่เช้ือเลย ถ้ำดินไม่มีเช้ือเลยกำรใส่เช้ือ 102 เซลล์/เมล็ด ก็ท  ำให้ถั่วมีกำร
ตอบสนองต่อกำรใส่เช้ือสูงสุด หำกจะให้เช้ือท่ีใชค้ลุกสร้ำงปมไดถึ้ง 50% ของจ ำนวนปมท่ีเกิดข้ึน
ทั้งหมดตอ้งใส่เช้ือให้มำกกว่ำเช้ือพื้นเมือง 1000 เท่ำ (Weaver and Frederick, 1974 อำ้งโดย 
Palaniappan et al., 1997) 
 จำกรำยงำนของ Thies et al. (1991) ซ่ึงไดศึ้กษำปริมำณของเช้ือไรโซเบียมในธรรมชำติ
ท่ีมีอิทธิพลต่อกำรตอบสนองกำรใส่เช้ือไรโซเบียมกบัถัว่ 9 ชนิดในสภำพแปลงทดลองท่ีมีปริมำณ
เช้ือในดินตั้งแต่ 0-3.5x104 เซลล/์กรัมดิน รวม 29 กำรทดลอง พบวำ่มี 22 กำรทดลองซ่ึงคิดเป็น 76% 
ของกำรทดลองทั้งหมดท่ีกำรใส่เช้ือไรโซเบียมมีผลท ำให้ผลผลิตเพิ่มข้ึนมำกกวำ่ 100 กก./เฮกตำร์ 
และมี 11 กำรทดลองซ่ึงเป็น 38% ท่ีกำรใส่เช้ือไรโซเบียมมีผลท ำให้ผลผลิตเพิ่มข้ึนอยำ่งมีนยัส ำคญั
ทำงสถิติ ในจ ำนวนถัว่ท่ีใช้ศึกษำถัว่เหลืองมีกำรตอบสนองต่อกำรใช้เช้ือมำกท่ีสุด ในขณะท่ีถัว่ 
cowpea ไม่ตอบสนองต่อกำรใส่เช้ือทุกกำรทดลอง ส่วนถัว่พนัธ์ุอ่ืนมีกำรตอบสนองต่อกำรใส่เช้ือ
ผนัแปรตำมพื้นท่ี กำรตอบสนองต่อกำรใส่เช้ือและควำมสำมำรถในกำรแข่งขนัจะแปรผกผนักบั
จ ำนวนเช้ือในธรรมชำติ ถำ้ในดินมีเช้ือในธรรมชำติ 50 เซลล์/กรัมดิน ถัว่จะไม่ตอบสนองต่อกำรใส่
เช้ือหำกปริมำณเช้ือในธรรมชำติมีนอ้ยกวำ่ 10 เซลล์/กรัมดิน กำรใส่เช้ือมีผลท ำให้ผลผลิตเพิ่มข้ึน
อยำ่งมีนยัส ำคญัร้อยละ 85 ของกำรทดลองทั้งหมดและเม่ือปริมำณเช้ือมีมำกกวำ่ 10 เซลล์/กรัมดิน
กำรทดลองซ่ึงกำรใส่เช้ือมีผลท ำให้ผลผลิตเพิ่มข้ึนมีประมำณ 6% ของกำรทดลองทั้ งหมด 
นอกจำกน้ีเม่ือตรวจสอบชนิดของเช้ือท่ีอยูใ่นปม พบวำ่แมเ้ช้ือท่ีใชค้ลุกอยูใ่นปมไดถึ้ง 50% ผลผลิต
ก็ไม่จ  ำเป็นจะตอ้งเพิ่มข้ึน ผลผลิตถัว่จะเพิ่มข้ึนอยำ่งมีนยัส ำคญัไดเ้ม่ือเช้ือท่ีใชส้ำมำรถสร้ำงปมถึง 
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66% ต่อมำในปี 1992 Thies et al. ไดศึ้กษำปัจจยัสภำพแวดลอ้มต่อกำรแข่งขนัเชำ้สู่ปมของเช้ือไร
โซเบียม พบวำ่ปัจจยัสภำพแวดลอ้มท่ีมีควำมสัมพนัธ์ต่อควำมสำมำรถในกำรแข่งขนัของเช้ือท่ีใช้
คลุกอยำ่งมีนยัส ำคญัคือ ปริมำณของเช้ือในธรรมชำติ และไดเ้สนอสมกำรท่ีใชอ้ธิบำยควำมสัมพนัธ์
ดงักล่ำวไวด้งัน้ี  
         y  =  97.88 – 15.03 (log10(x+1)) 
 
เม่ือ   y  =  เปอร์เซ็นตก์ำรเกิดปมของเช้ือท่ีใชค้ลุก 
  x  =  ปริมำณเช้ือไรโซเบียมในธรรมชำติโดยวธีิ MPN count  
 
 Mcdermott and Graham (1990) รำยงำนวำ่ในพื้นท่ีทำงตะวนัออกเฉียงใตข้องอเมริกำ
หวัเช้ือไรโซเบียมท่ีผลิตเป็นกำรคำ้และมีประสิทธิภำพสูงเม่ือใช้กบัถัว่เหลืองท่ีปลูกในแปลงสร้ำง
ปมไดน้อ้ย สำเหตุส่วนหน่ึงมำจำกสำยพนัธ์ุท่ีใชไ้ม่มีควำมสำมำรถอยู่รอดไดใ้นดินในช่วงท่ีระบบ
รำกถั่วเหลืองก ำลังพฒันำและเป็นผลท ำให้ให้สำยพนัธ์ุดังกล่ำวไม่สำมำรถแข่งขนักับเช้ือไร
โซเบียมท่ีมีอยู่ตำมธรรมชำติได ้นอกจำกน้ีทั้งสองยงัไดท้  ำกำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรแข่งขนั
และประสิทธิภำพของ Bradyrhizobium japonigum รวมทั้งหมด 9 สำยพนัธ์ุ ซ่ึงมี 7 สำยพนัธ์ุท่ีมีกำร
ใช้เป็นหัวเช้ือทำงกำรคำ้และอีก 2 สำยพนัธ์ุมำจำกกำรแยกเช้ือจำกปมท่ีเกิดข้ึนในแปลง โดยมี 
USDA110 เป็นสำยพนัธ์ุเปรียบเทียบ ในกำรศึกษำใชต้วัช้ีวดัสองอยำ่งคือ จ ำนวนปมท่ีเกิดข้ึนในแต่
ละต ำแหน่งของรำกและต ำแหน่งหรือระยะห่ำงของปมท่ีเกิดข้ึนเม่ือเทียบกับปลำยรำกซ่ึงท ำ
เคร่ืองหมำยไว ้พบวำ่สำยพนัธ์ุท่ีแข่งขนัไดไ้ม่ค่อยดีจะเขำ้ไปสร้ำงปมในต ำแหน่งใกลก้บัปลำยรำก
และมีจ ำนวนปมไม่มำกนกั เม่ือน ำขอ้มูลดำ้นควำมสำมำรถในกำรแข่งขนัมำหำควำมสัมพนัธ์กบัทั้ง
สองตวัช้ีวดั พบวำ่มีควำมสัมพนัธ์กนัอยำ่งมีนยัส ำคญั 
 จำกรำยงำนของ Denton et al. (2003) ซ่ึงไดศึ้กษำควำมสำมำรถในกำรแข่งขนัของเช้ือ 
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii ท่ีใชเ้ป็นกำรคำ้กบัเช้ือธรรมชำติท่ีแยกไดจ้ำกแปลงปลูก
จ ำนวน 2 isolates ในกำรเกิดปมกบัถัว่ clover โดยงำนทดลองน้ีเป็นงำนวิจยัต่อเน่ืองจำกปี 2002 
พบว่ำ เช้ือไรโซเบียมท่ีใช้ผลิตหัวเช้ือเป็นกำรคำ้เม่ือใช้กบัถัว่ท่ีปลูกในดินซ่ึงมีสภำพเป็นด่ำงไม่
สำมำรถแข่งขันกับเช้ือธรรมชำติได้ต่อมำจึงท ำกำรทดลองในกระถำงท่ีบรรจุทรำยผสมกับ 
vermiculite พบว่ำหัวเช้ือท่ีใช้ผลิตเป็นกำรคำ้สำมำรถแข่งขนัเกิดปมได้ดีกว่ำเช้ือท่ีแยกได้จำก
ธรรมชำติ แต่เม่ือปลูกถั่วในกระถำงท่ีบรรจุดินท่ีมีสภำพเป็นด่ำงท่ีผ่ำนกำรอบฆ่ำเช้ือและเพิ่ม
ปริมำณเช้ือท่ีไดจ้ำกธรรมชำติ พบว่ำหลงักำรใส่เช้ือปริมำณของเช้ือท่ีใช้ผลิตหัวเช้ือเป็นกำรคำ้ใน
ดินท่ีใช้ทดลองลดลงและท ำให้สัดส่วนของเช้ือดงักล่ำวในปมท่ีเกิดข้ึนลดลงด้วย กำรทดลองน้ี
ช้ีให้เห็นวำ่กำรใชเ้ช้ือท่ีผลิตเป็นกำรคำ้ไม่ประสบควำมส ำเร็จในกำรเพิ่มผลผลิตถัว่ท่ีปลูกในแปลง
ไดเ้น่ืองจำกหวัเช้ือทำงกำรคำ้ไม่สำมำรถอยูร่อดไดใ้นสภำพดงักล่ำว จึงท ำให้ปมส่วนใหญ่ท่ีเกิดข้ึน
จำกเช้ือในธรรมชำติ ส ำหรับเช้ือในธรรมชำติท่ีมีประสิทธิภำพดีสำมำรถใชผ้ลิตเป็นหวัเช้ือในทำง
กำรคำ้ได ้ดงัรำยงำนของ Blanco et al. (2010) ซ่ึงไดท้ดสอบควำมสำมำรถในกำรแข่งขนัในกำรเกิด
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ปมของเช้ือไรโซเบียมสำยพนัธ์ุธรรมชำติ 2 สำยพนัธ์ุกบัเช้ือไรโซเบียมท่ีใช้ผลิตหัวเช้ือเชิงกำรคำ้
เช้ือธรรมชำติท่ีใชศึ้กษำแยกไดจ้ำกปมถัว่จำกพื้นท่ีซ่ึงไม่มีกำรคลุกเช้ือไรโซเบียมในธรรมชำติ โดย
ท่ีสำยพันธ์ุหน่ึงมีประสิทธิภำพดีส่วนอีกสำยพันธ์ุหน่ึงไม่ มีประสิทธิภำพ พบว่ำ เ ช้ือท่ี มี
ประสิทธิภำพดีสำมำรถแข่งขนัเขำ้สู่ปมได้อย่ำงสมบูรณ์เม่ือเปรียบเทียบกบัเช้ือท่ีใช้เป็นกำรค้ำ  
ส่วนเช้ือสำยพนัธ์ุท่ีไม่มีประสิทธิภำพไม่สำมำรถแข่งขนัไดก้บัเช้ือธรรมชำติท่ีมีประสิทธิภำพและ
กบัเช้ือไรโซเบียมท่ีใชผ้ลิตหวัเช้ือเป็นกำรคำ้ 
 อยำ่งไรก็ตำมก็มีหลำยพื้นท่ีท่ีกำรใส่เช้ือสำมำรถปรับปรุงกำรเจริญเติบโต เพิ่มผลผลิต
ให้แก่ถัว่ และสำมำรถแข่งขนัไดดี้กบัเช้ือในธรรมชำติ จำกรำยงำนของอ ำพรรณและคณะ, (2537) 
ศึกษำกำรตอบสนองกำรใส่เช้ือไรโซเบียมในพื้นท่ีเกษตรกรในหมู่บำ้นต่ำงๆ 8 หมู่บำ้น ณ ก่ิงอ ำเภอ
ปำงมะผำ้ จงัหวดัแม่ฮ่องสอนและพบว่ำกำรใส่เช้ือไรโซเบียมมีผลท ำให้ผลผลิตในปีแรกเพิ่มข้ึน 
30-70% และเช้ือไรโซเบียมท่ีใช้ในปีแรกยงัมีชีวิตอยู่รอด และมีประสิทธิภำพในกำรเพิ่มผลผลิต
ของถัว่แดงในปีท่ี 2 ในช่วง 3-37% ของผลผลิตถัว่แดงท่ีปลูกโดยไม่คลุกเช้ือ จำกรำยงำนของ 
Denso and Owiredut (1988) กำรใส่เช้ือ Bradyrhizibium เพียง 103 เซลล์/เมล็ดก็ท ำให้จ  ำนวนปมกำร
สะสม N และน ้ำหนกัแหง้ของถัว่ cowpea เพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบักำรไม่คลุกเช้ือ แต่กำรเพิ่มข้ึน
จะมำกน้อยข้ึนอยู่กบัชนิดของดิน แต่กำรใส่เช้ือ 102 เซลล์/เมล็ดไม่เพียงพอท่ีจะท ำให้ถัว่มีกำร
ตอบสนองต่อกำรใส่เช้ือ กำรใช้เช้ือท่ีผลิตเป็นกำรคำ้ยงัสำมำรถสร้ำงปมไดถึ้ง 60-94% ของปม
ทั้งหมด กำรทดลองน้ีช้ีให้เห็นวำ่มีควำมเป็นไปไดท่ี้จะเพิ่มกำรเกิดปม กำรตรึง N และผลผลิตของ
ถัว่ cowpea โดยกำรใช้เช้ือท่ีเหมำะสมในกำรคลุกเช้ือ Brutti et al. (1999) ได้ใช้หัวเช้ือ 
Bradyrhizibium ท่ีพฒันำข้ึนมำใหม่โดยกำรคดัเลือกเช้ือท่ีมีควำมสำมำรถในกำรแข่งขนัในกำรปลูก
ถัว่เหลืองในประเทศอำเจนตินำ โดยปลูกถัว่ในแปลงท่ีมีเช้ือธรรมชำติ 5.5x102 เซลล์/กรัมดิน พบวำ่
เช้ือ Bradyrhizibium ท่ีใช้สำมำรถแข่งขนัและเขำ้สู่ปมไดเ้ป็นส่วนใหญ่และยงัท ำให้น ้ ำหนกัแห้ง
ของถัว่เหลืองสูงสุดอีกดว้ย เช่นเดียวกบั Simon and Salava (2006) ไดท้ดสอบควำมสำมำรถในกำร
แข่งขนักำรเกิดปมกบัถัว่ clover ของเช้ือไรโซเบียมสำยพนัธ์ุใหม่กบัเช้ือในธรรมชำติในกระถำง 
พบวำ่เช้ือไรโซเบียมท่ีใชมี้ประสิทธิภำพในกำรตรึง N และสำมำรถเกิดปมไดแ้มใ้ชป้ริมำณเช้ือเพียง 
1x103แต่ยงัสำมำรถแข่งขนักบัเช้ือในธรรมชำติไดดี้ 
 รำยงำนของ Romdhane et al. (2007) ทดสอบกำรตอบสนองของถัว่ chickpea ต่อเช้ือ 
Mesorhizobium ciceri ซ่ึงคดัเลือกมำจำกในแปลงและมีประสิทธิภำพดี (Romdhane et al., 2004, 
2005 อำ้งโดย Romdhane et al., 2007) ในดินท่ีขำด N P สภำพอำกำศไม่เหมำะสม และมีเช้ือไร
โซเบียมในธรรมชำติโดยท ำกำรทดลองท่ีประเทศทูนีเซีย พบวำ่เช้ือ Mesorhizobium ciceri ท่ีใชท้  ำ
ใหจ้  ำนวนปมและน ้ำหนกัแหง้ของถัว่ chickpea ทุกพื้นท่ีเพิ่มข้ึนและเป็นเช้ือท่ีท ำให้เกิดปมเป็นส่วน
ใหญ่อีกดว้ย 
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วธีิการทีใ่ช้ศึกษาด้านความสามารถในการแข่งขันเข้าสู่ปมของเช้ือแบคทเีรียปมรากถั่ว 
 
 ในกำรผลิตหวัเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่น ำไปใชค้ลุกเมล็ดส ำหรับกำรเพิ่มผลผลิตถัว่จะ
ใชเ้ช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ท่ีผำ่นกำรคดัเลือกแลว้วำ่มีประสิทธิภำพดี ซ่ึงกำรคดัเลือกเช้ือท่ีเหมำะสม
จ ำเป็นตอ้งมีกำรตรวจสอบควำมสำมำรถในกำรอยู่รอดในสภำวะแวดลอ้ม ควำมสำมำรถในกำร
แข่งขนัเขำ้สู่ปมของพืชอำศยั และประสิทธิภำพกำรตรึง N ของเช้ือภำยใตส้ภำพแวดลอ้มในพื้นท่ีท่ี
ใชใ้นกำรปลูกถัว่ (Selenska-Pobell, 1994 อำ้งโดย Blanco et al., 2010) กำรศึกษำควำมสำมำรถใน
กำรแข่งขนัของเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่โดยกำรตรวจสอบสำยพนัธ์ุของเช้ือในปมสำมำรถท ำได้
หลำยวิธี เช่น ควำมตำ้นทำนต่อสำรปฏิชีวนะ (Ramirez et al., 1998; Chamway and Holl, 1986 อำ้ง
โดย Blanco et al., 2010; Denso and Owiredut, 1988; Thies et al., 1992; Pepper et al., 1989) 
ส่วนประกอบของ extracellular polysaccharide (Minamisava et al., 1992) สมบติัทำงซีโรโลย ี
(Ikram and Broughton, 1979; Denso and Owiredut, 1988; Jenkins and Bottomley, 1985) รูปแบบ
ของแถบโปรตีนหรือ Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
กำรวิเครำะห์ gel-immune-diffusion (Jenkins and Bottomley, 1985) immunological หรือ ELISA 
(Brutti et al., 1999) plasmid profile (Pepper et al., 1989) กำรผลิตเมลำนิน (Blanco et al, 2010) 
 ส ำหรับวิธีกำรศึกษำโดยกำรใช้ลกัษณะทำงพนัธุกรรม (genotype) อำศยัเทคนิคทำง   
อณูพนัธุศำสตร์ซ่ึงมีบทบำทมำกในปัจจุบนัมีหลำกหลำยวิธี เช่นวิธีกำรใช้ random amplified 
polymorphic DNA (RAPD) (Selenka-Pobell et al., 1995, 1996; Young and Cheng, 1998; Simon 
and Salava, 2006) กำรวิเครำะห์ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA (Hashem et al., 2006) กำรติด
ฉลำก 32P บนยีน (Pepper et al., 1989) กำรวิเครำะห์ลำยพิมพ ์DNA จำก REP- และ ERIC-PCR 
(DeBroijin, 1992; Denton et al., 2002; Svening et al., 2001) และกำรใช้ gusA gene (Diouf et al., 
2000) 
 
การจัดจ าแนก rhizobia ด้วยการวเิคราะห์ลายพมิพ์ DNA จาก REP- และ ERIC-PCR  
 
 กำรจดัจ ำแนกแบคทีเรียโดยกำรวิเครำะห์ลำยพิมพ ์DNA จำก REP- และ ERIC-PCR 
เร่ิมตน้จำกกำรคน้พบ repetitive extragenic palindromic sequences (REP) หรือ palindromic unit 
(PU) ภำยในจีโนมของ Escherichia coli และ Salmonella typhimurium (Stern et al., 1984) และ 
enterrobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) sequences หรือ intergenic repeat unit 
(IPU) ภำยในจีโนมของ E. coli S. typhimurium และแบคทีเรียกรัมลบบำงสปีชีส์ (Sharples et al., 
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1990) ซ่ึงล ำดบันิวคลีโอไทด์ทั้งสองชนิดมีลกัษณะเป็น highly conserved inverted repeat และมี
ล ำดบัเบสในนิวคลีโอไทด์แตกต่ำงกนั Versalovic et al. (1991) ไดศึ้กษำกำรกระจำยตวัของล ำดบั 
REP และ ERIC ใน eubacteria ดว้ยเทคนิค slot blot hybridization และ PCR กบั genomic DNA 
โดยใช ้probe และ primer ท่ีมีเบสคู่สมกบัล ำดบันิวคลีโอไทด์ของ REP และ ERIC  ผลกำรทดลอง
ช้ีใหเ้ห็นวำ่มีล ำดบันิวคลีโอไทดท่ี์คลำ้ยกบั REP และ ERIC ภำยในจีโนมของแบคทีเรียกรัมลบกลุ่ม 
enteric และในสปีชีส์ท่ีเก่ียวขอ้ง ผลผลิตจำก PCR ให้ลำยพิมพ ์DNA ท่ีใชแ้ยกควำมแตกต่ำงของ
แบคทีเรียท่ีใชใ้นกำรทดลองในระดบัสปีชีส์และสำยพนัธ์ุ (strain) ได ้และนบัวำ่เป็นกำรศึกษำแรก
ท่ีจุดประกำยใหน้ ำเทคนิค REP- และ ERIC-PCR มำใชใ้นกำรจดัจ ำแนกแบคทีเรีย 
 หลงัจำกนั้น DeBruijn et al. (1992) น ำเอำเทคนิคดงักล่ำวมำใช้ในกำรจดัจ ำแนก
แบคทีเรียในแฟมิลี Rhizobiaceae คือ Rhizobium Bradyrhizobium Azorhizobium และAgobacterium 
และแบคทีเรียจีนสั Pseudomonas  พบวำ่ลำยพิมพ ์ DNA ของแบคทีเรียชนิดต่ำงๆมีควำมแตกต่ำง
กนัและลำยพิมพ ์ DNA ของ R. meliloti ก็มีควำมแตกต่ำงกนั ซ่ึงสัมพนัธ์กบักำรจดัจ ำแนกดว้ยวิธี 
multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) (Eardly et al., 1990) ผลท่ีไดน้อกจำกแสดงให้เห็นวำ่มี
ล ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีคล้ำยกับ REP และ ERIC ในแบคทีเรียแฟมิลี Rhizobiaceae และ 
Pseudomonas แลว้ยงัช้ีใหเ้ห็นถึงประสิทธิผลในกำรใชเ้ทคนิคดงักล่ำวส ำหรับแยกควำมแตกต่ำงกนั
ของ Rhizobium ท่ีมีสำยพนัธ์ุใกลเ้คียงกนัได ้
 Judd et al. (1993) ใช ้REP-PCR และ ERIC-PCR จดักลุ่ม Bradyrhizobium japonicum 
ท่ีสัมพนัธ์กบั B. japonicum serocluster 123 B. japonicum ใน serogroup 129 และ Bradyrhizobium 
spp. ในกำรทดลองน้ีมีกำรวิเครำะห์ RFLP ดว้ย hyperreiterated probe ร่วมดว้ย พบว่ำลำยพิมพ ์
DNA ท่ีได้จำกกำรทดลองแต่ละซ ้ ำมีควำมใกล้เคียงกัน ช้ีให้เห็นว่ำเทคนิคน้ีให้ผลท่ีมีควำม
สม ่ ำเสมอ (reproducibility)  ผลจำกกำรวิ เครำะห์เดนโดรแกรมแสดงให้เห็นว่ำ เทคนิคน้ีมี
ประสิทธิภำพในกำรจดัจ ำแนกสำยพนัธ์ุท่ีมีควำมใกลชิ้ดกนั ซ่ึงไม่สำมำรถท ำไดถ้ำ้ใชว้ิธีอ่ืน ขอ้มูล
จำก REP-PCR และ ERIC-PCR เม่ือใช้ร่วมกันสำมำรถใช้แยกควำมแตกต่ำงระหว่ำง 
Bradyrhizobium spp. ชนิดต่ำงๆ ท่ีมีควำมหลำกหลำยสูงและผลท่ีไดมี้ควำมสอดคลอ้งกบักำรจดั
กลุ่มดว้ยเทคนิค RFLP 
 Niamsup and Bhromsiri (1988) ไดท้ดลองหำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรท ำ ERIC-PCR 
เพื่อจดัจ ำแนกสำยพนัธ์ุของ Rhizobium leguminosarum พบวำ่ท่ีระดบัควำมเขม้ขน้ของ Mg2+ เท่ำกบั 
2.5 mM และ annealing temperature ท่ี 48 o C เป็นสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรท ำ ERIC-PCR และ
สำมำรถให้ลำยพิมพ ์DNA ท่ีใชแ้ยกควำมแตกต่ำงของเช้ือท่ีใชเ้ป็นเช้ืออำ้งอิง 3 สำยพนัธ์ุออกจำก
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กนัได ้เม่ือน ำสภำวะดงักล่ำวไปใชใ้นกำรจดัจ ำแนก R. leguminosarum จ ำนวน 33 isolates พบวำ่
สำมำรถจดักลุ่มเช้ือไดเ้ป็น 11 กลุ่ม 
 ในกำรศึกษำสำยพนัธ์ุของไรโซเบียมในปมถั่วด้วยวิธีกำร PCR-DNA fingerprint 
Santasup et al., (2000) ไดพ้ฒันำวิธีกำรทำงชีวโมเลกุลเพื่อใชศึ้กษำสำยพนัธ์ุของเช้ือไรโซเบียมใน
ปมถัว่แดงท่ีผำ่นกำรอบแห้งซ่ึงประกอบดว้ยขั้นตอนท่ีส ำคญั 3 ขั้นตอนไดแ้ก่ 1) กำรสกดั genomic 
DNA จำกเซลลข์องไรโซเบียมท่ีอยูใ่นปมถัว่ท่ีผำ่นกำรอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 70 0C โดยกำรตม้ใน water 
bath 2) กำรตกตะกอน DNA ท่ีสกดัไดโ้ดยใช ้เอทำนอลและ 3) กำรท ำให้ DNA บริสุทธ์ิโดยใช ้
Sephadex G-50 column วิธีกำรดงักล่ำวสำมำรถใช้แยกควำมแตกต่ำงของสำยพนัธ์ุของเช้ือไร
โซเบียมไดเ้ป็นอยำ่งดี และสำมำรถใชต้รวจสอบกำรเกิดปมของเช้ือท่ีใชค้ลุกเมล็ดส ำหรับถัว่ท่ีปลูก
ในแปลงทดลองได ้
 ในปี 2551 ฉำยกริชไดจ้  ำแนกแบคทีเรียท่ีตรึงไนโตรเจนในถัว่พุ่มโดยใชเ้ทคนิค ERIC- 
และ REP-PCR ซ่ึงในกำรทดลองได้ใชก้ำรเปรียบเทียบลำยพิมพดี์เอ็นเอของสำยพนัธ์ุแบคทีเรียปม
รำกถัว่ท่ีมีควำมสำมำรถในกำรตรึงไนโตรเจนสูง ปำนกลำง และต ่ำ พบว่ำเป็นสำยพนัธ์ุท่ีต่ำงกนั
ทั้งหมด และในกลุ่มแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนสูง ไดแ้ก่ CP-PHT4 CP-TLA5 และ CP-NK3 ก็เป็น
สำยพนัธ์ุต่ำงกนัอีกดว้ย จำกกำรทดลองพบวำ่ สภำวะท่ีเหมำะสมของ ERIC- และ REP-PCR ท่ีใช้
จ  ำแนกแบคทีเรียท่ีตรึงไนโตรเจนในถัว่พุม่มีดงัน้ี 
 
ตาราง 1 สภำวะ (condition) ท่ีเหมำะสมในกำรท ำ REP- และ ERIC-PCR (ฉำยกริช, 2551) 

 
REP-PCR 

 
ERIC-PCR 

I 95 oC   6  min.           1   cycle       I 95 oC   5  min.           1   cycle       

II 94 oC   1  min. II 94 oC   1  min. 

 
42 oC   1 min. 

 
49 oC   1 min. 

 
65 oC   8 min. 

 
72 oC   5 min. 

III 65 oC   16 min.          1   cycle III 72 oC   10 min.           1   cycle 

IV Final constant temperature 4 oC IV Final constant temperature 4 oC 
 

ข้อดีของเทคนิค REP- และ ERIC-PCR genomic fingerprint (ชนกานต์, 2545) 
 จำกกำรรวบรวมขอ้มูลของชนกำนต ์(2545) ไดข้อ้สรุปเก่ียวกบัขอ้ดีของเทคนิค REP- 
และ ERIC-PCR genomic fingerprint ไวด้งัน้ี  

40 cycles 40 cycles 
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 1. เป็นเทคนิคท่ีใหผ้ลท่ีมีควำมคงท่ีถำ้มีกำรควบคุมปัจจยัต่ำงๆ ในขั้นตอนท ำ PCR และ 
gel electrophoresis ใหค้งท่ีและมีมำตรฐำน 
 2. เป็นเทคนิคท่ีง่ำยและรวดเร็ว แต่มีประสิทธิภำพในกำรจดัจ ำแนกและหำเอกลกัษณ์
เช้ือสำยพนัธ์ุต่ำงๆไดดี้เน่ืองจำก สำมำรถใช ้primer เพียงชนิดเดียวในกำรจดัจ ำแนกและบ่งช้ีเช้ือท่ีมี
ควำมใกลเ้คียงกนัสูงหรือเช้ือท่ีมีควำมแตกต่ำงกนัมำกได ้ในกรณีท่ีมีควำมซบัซ้อนของรูปแบบลำย
พิมพจ์ำก REP- และ ERIC-PCR ก็สำมำรถดดัแปลงไดโ้ดยเลือกใช้คู่ primer หลำยๆแบบเพื่อให้
ครอบคลุมกบัระดบัควำมใกลชิ้ดของตวัอยำ่ง นอกจำกน้ีเทคนิคดงักล่ำวสำมำรถใชว้ิธี agarose gel 
electrophoresis ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีง่ำยในกำรวิเครำะห์ผลผลิตจำก PCR ไม่จ  ำเป็นตอ้งใช้เทคนิคท่ี
เก่ียวขอ้งสำรรังสีและใช้เวลำนำน เช่น southern blot hybridization และ polyacrylamide gel 
electrophoresis อีกทั้งยงัเป็นวิธีท่ีมี PCR เป็นพื้นฐำนสำมำรถใช ้DNA แม่แบบท่ีมีปริมำณนอ้ยใน
กำรวิเครำะห์ไดจึ้งไม่จ  ำเป็นตอ้งเพำะเล้ียงเช้ือและท ำ DNA ให้บริสุทธ์ิ DNA ท่ีเตรียมไดจ้ำกเซลล์
หรือปมของพืชอำศยัสำมำรถใชใ้นกำรวเิครำะห์ไดโ้ดยตรง 
 
การทดลองในสภาพต่างๆ และปริมาณการสุ่มเกบ็ตัวอย่างเพือ่ศึกษาความสามารถในการแข่งขันการ
เกดิปมของเช้ือแบคทเีรียปมรากถั่ว 
 ในกำรศึกษำควำมสำมำรถของเช้ือแบคทีเรียปมรำกถัว่ในกำรแข่งขนักำรเกิดปมกบัพืช
อำศยั สำมำรถใช้วิธีกำรทดลองในห้องปฏิบติักำร กำรทดลองในโรงเรือนไปจนถึงกำรทดลองใน
สภำพแปลงทดลอง ปริมำณกำรสุ่มเก็บตวัอยำ่งปมเพื่อน ำไปศึกษำชนิดของเช้ือไรโซเบียมท่ีอยูใ่น
ปมจะแตกต่ำงกันไปตำมกำรทดลองแต่ละสภำพ ส ำหรับกำรทดลองในห้องปฏิบัติกำรได้แก่
รำยงำนของ Malek et al. (1998) ท่ีปลูกถัว่ Astragalus sinicus ในหลอดทดลองขนำด 40x150 mm 
ใชถ้ัว่ 1 เมล็ด/หลอดทดลอง จ ำนวน 10 ซ ้ ำและสุ่มเก็บตวัอยำ่งปม 30 ปม/กรรมวิธีก่อนท่ีจะน ำไป
แยกเช้ือให้บริสุทธ์ิและน ำไปจ ำแนกชนิดของเช้ือไรโซเบียมท่ีอยู่ในปม ส ำหรับกำรทดลองท่ีใช้
วิธีกำรปลูกพืชในกระถำงวสัดุปลูกท่ีใช้ไดแ้ก่ vermiculite ท่ีผ่ำนกำรอบฆ่ำเช้ือแลว้หรืออำจมีกำร
ผสมทรำยในอตัรำส่วนต่ำงๆ เช่น ทรำย: vermiculite ในอตัรำ 9:1 (Mcdermott and Graham, 1990) 
หรือ 1:1 (Palaniappan et al., 1997) จ ำนวนปมท่ีใชแ้ต่ละกำรทดลองมีควำมหลำกหลำยเช่น ใช้
ตวัอยำ่งปมท่ีเกิดข้ึนทั้งหมด (Denton et al., 2003, Lochner et al., 1989, Romdhane et al., 2007) 
100 ปม/กรรมวิธี (Bogino et al., 2008) เก็บปมเฉพำะ tap root (Mcdermott and Graham, 1990) 
และ 80 ปม/กรรมวิธี (Palaniappan et al., 1997) เป็นตน้ นอกจำกน้ีหลำยกำรทดลองมีกำรใชท้รำย
(Blanco et al., 2010) ท่ีผำ่นกำรอบฆ่ำเช้ือแลว้และเก็บตวัอยำ่งปม 10 ปมใน 3 ซม.แรกของรำกท่ี
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เกิดข้ึน/กระถำง (Blanco et al., 2010) quartz (Lochner et al., 1989) และ perlite (Romdhane et al., 
2007)  
 นอกจำกน้ีกำรทดลองในสภำพโรงเรือนก็สำมำรถใช้กำรปลูกถัว่ในกระถำงท่ีบรรจุดิน
จำกแปลงทดลองซ่ึงมีเช้ือไรโซเบียมในธรรมชำติอยูด่งัรำยงำนของ Singleton and Taveres (1986) 
ในกำรทดลองดงักล่ำวผูท้ดลองไดเ้ก็บตวัอยำ่งปมถัว่ 6 ชนิดไดแ้ก่ ถัว่เหลือง cowpea Leucaena 
leucocephala ถัว่ลิสง Phaseolus lunatus และ Phaseolus vugalis อยำ่งนอ้ย 35 ปมหรือ 5% ของ
จ ำนวนปมทั้งหมด/กรรมวธีิในกระถำงท่ีบรรจุดิน 7 กิโลกรัมก่อนท่ีจะน ำไปตรวจสอบชนิดของเช้ือ
ไรโซเบียมในปมด้วยวิธีทำง serology ในกำรทดลองของ Denso et al. (1988) ทดสอบ
ควำมสำมำรถในกำรแข่งขนัของเช้ือไรโซเบียมท่ีใชก้บัเช้ือไรโซเบียมในธรรมชำติโดยปลูกถัว่พุ่ม 2 
ตน้/กระถำงท่ีบรรจุดิน 1.5 กก.และเก็บตวัอย่ำงปม 20 ปม/ซ ้ ำ ส่วนกำรทดลองของ Simon and 
Salava (2006) ซ่ึงปลูกถัว่ clover ในกระถำงขนำดบรรจุดิน 10 กก.เก็บปมถัว่ clover จ ำนวน 10 ปม/
กระถำง และตรวจสอบชนิดของเช้ือไรโซเบียมโดยใช้เทคนิค amplified polymorphic DNA 
(RAPD) ในขณะท่ี Amarger and Lobreau (1982) ใชก้ำรปลูกถัว่ในดินโดยใชก้ระถำงท่ีมีควำมจุ
บรรจุ 1 ลิตร และเก็บปมท่ีจะใช้ศึกษำชนิดของเช้ือในปม 20 ปม/กระถำง ส่วน Law et al.        
(2007) ปลูกถัว่ในกระถำงขนำดบรรจุดิน 1.8 กก./กระถำงและศึกษำเช้ือในปมโดยเก็บปมจำก tap 
root ทั้งหมดและอีก 18 ปมจำก lateral root /กระถำง ส่วน Cregen et al. (1989) ปลูกถัว่ในดินใน
กระถำงขนำดควำมจุ 2.2 ลิตรและเก็บปม 17-62 ปม/กระถำงเพื่อใชศึ้กษำเช้ือในปมถัว่  
 ส ำหรับกำรทดลองในแปลงทดลอง จำกรำยงำนของ Svenning et al. (2001) ซ่ึงปลูกถัว่ 
clover ในสภำพแปลงไดเ้ก็บตวัอยำ่งปม 10 ปมท่ีไดจ้ำก รำกแกว้/ตน้และคดัเลือกตน้ถัว่จ  ำนวน 9-
12 ตน้/กรรมวธีิหลงัจำกนั้นน ำปมไปแยกเช้ือไรโซเบียมเพื่อตรวจสอบชนิดของเช้ือไรโซเบียมท่ีอยู่
ในปมดว้ยเทคนิค ERIC-PCR ส่วนกำรทดลองของ Hungria et al. (2003) ใชต้วัอยำ่งปม 40 ปม/
กรรมวิธีและ Thies et al. (1991, 1992) สุ่มเก็บตวัอยำ่งปมจำกแปลงทดลองจ ำนวน 24-36 ปม/
แปลง และน ำไปทดสอบดว้ยวิธีทำง serology (fluorescent antibodies) ในขณะท่ี Brutti et al. 
(1999) ใชต้วัอยำ่งปมทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนจำก 15 ตน้/แปลง และน ำไปทดสอบเช้ือไรโซเบียมในปม
ดว้ยวิธี ERISA จำกขอ้มูลท่ีกล่ำวมำขำ้งตน้กล่ำวไดว้ำ่ปริมำณกำรสุ่มเก็บตวัอยำ่งปมถัว่ข้ึนกบักำร
ออกแบบกำรทดลองและเทคนิคท่ีใชจ้  ำแนกชนิดของเช้ือท่ีอยูใ่นปม  


