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4. บทคัดย่อ 
การตรวจวิเคราะห์ประสิทธิภาพ และการจ าแนกสกุลและชนิดของปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม พบว่าการใช้น  า

กลั่นนึ่งฆ่าเชื อและการใช้น  าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ เป็น สารละลายเจือจางส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณไรโซเบียม
ในปุ๋ยชีวภาพ ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ จากการนับปริมาณไรโซเบียม มีปริมาณเท่ากันในทั ง
สองกรรมวิธี  การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื อไรโซเบียม และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วยวิธี 
phylogenetic tree analysis โดยใช้โปรแกรม MEGA 5.0 พบว่า การจ าแนกโดยวิธีการหาล าดับเบสและ
วิเคราะห์ phylogenetic tree ของยีน 16S rRNA ขนาด 850 basepair (bp) พบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ของไรโซเบียมถั่วเหลือง  ถั่วเขียว และถั่วลิสง มีลักษณะทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับ Bradyrhizobium japonium 
แ ล ะ  Bradyrhizobium liaoniggense แ ล ะ  Mesorhizobium spp. ซึ่ ง เ ป็ น จี นั ส อ่ื น ที่ ไ ม่ ใ ช่ จี นั ส 
Bradyrhizobium การวิเคราะห์ phylogenetic tree ของยีน 16S rRNA ที่ 1400 bp พบว่าเมื่อจ านวน base 
เพ่ิมขึ นความสัมพันธุ์ระหว่างไรโซเบียม มีความชัด เจนขึ น  ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Bradyrhizobium 
liaoningeses อย่างชัดเจนมากขึ น การใช้ล าดับเบสของ 16S rRNA gene + atpD gene + recA gene ที่ความ
ยาว ~2,400 bp มาสร้างแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) ท าให้การวิเคราะห์หรือการจ าแนกชนิดของเชื อไร
โซเบียม ในผลิตภัณฑ์ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม กรมวิชาการเกษตร สามารถจ าแนกเชื อไรโซเบียมได้จ าเพาะมากขึ น
กว่าการใช้เฉพาะ 16S rRNA gene การจ าแนกไรโซเบียมโดยใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื อไรโซเบียมจากพืชตระกูล



ถั่วชนิดโดยใช้ primer BOXAIR และ primer TP-RAPD จากลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพ่ือสร้างแผนภูมิต้นไม้ ด้วย
โปรแกรม Quantity One® - Bio-Rad พบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างเชื อไรโซเบียมจากพืชตระกูลถั่วชนิด
เดียวกัน ดังนั นการวิเคราะห์หรือการจ าแนกชนิดของเชื อไรโซเบียม ในผลิตภัณฑ์ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมด้วยการ
สร้างแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree analysis) ต้องมีการใช้ยีนอนุรักษ์ (House keeping gene) มากกว่า 1 
ยีนเพื่อความแม่นย าในการจ าแนกชนิดและสกุลของปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม 
Abstract 

An efficiency analysis and identification of genus and species of Rhizobium fertilizer. 
Found that the use of sterile water and saline solution was 0.85 percent for the determination 
of Rhizobium in fertilizer. No difference was statistically significant. The count of Rhizobium. An 
equal amount in both processes. The nucleotide sequence of Rhizobium and the relationship 
with the phylogenetic tree analysis using MEGA 5.0 were identified by sequencing and analyzing 
the phylogenetic tree of the gene 16S rRNA size 850 basepair (bp) showed the genetic 
relationship of rhizobium from soybeans. mungbean and peanuts are genetically closer to 
Bradyrhizobium japonium and Bradyrhizobium liaoniggense and Mesorhizobium spp. The genus 
other than the genus. Bradyrhizobium spp. phylogenetic tree analysis of 16S rRNA gene of 1400 
bp was found that increasing the number of base inextricably between rhizobium clear up. 
Close relationship with B. liaoningeses more clearly. The sequencing of the 16S rRNA gene + 
atpD gene + recA gene to create a length of 2,400 bp. Phylogenetic tree makes the analysis or 
identification of rhizobium. Rhizobium fertilizer products fromDepartment of Agriculture Identify 
have available more than using specific 16S rRNA gene for identification. Using DNA fingerprinting 
of the bacteria from of legume species using primer BOXAIR and primer TP-RAPD of. DNA 
fingerprinting to build a tree with the Quantity One® - Bio-Rad found that no relationship 
between rhizobium from legumes of the same type. Therefore, the analysis or identification of 
rhizobium biofertilizer products by creating a tree. (Phylogenetic tree analysis) requires the use 
of gene conservation (Housekeeping gene), more than one gene for precise identification of 
species and genus of rhizobium biofertilizer. 

 
5. ค าน า 

ปัจจุบันการเกษตรส่วนใหญ่เป็นระบบการเกษตรที่ใช้ปุ๋ยเคมีและสารเคมีมากขึ นซึ งส่งผลต่อต้นทุน
การผลิตและผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะปุ๋ยเคมีและสารเคมีมีราคาสูงขึ นเรื่อยๆ จึงมีการใช้ปัจจัยการผลิต
ที่ท ามาจากจุลินทรีย์และสารสกัดจากธรรมชาติมาใช้กันมากขึ น การใช้ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม สามารถทดแทนปุ๋ย
ไนโตรเจนในพืชตระกูลถั่วได้ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ปัจจุบันปุ๋ยชีวภาพเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการช่วยเพ่ิมผลผลิต



ให้แก่เกษตรกร ในขณะเดียวกันนั นได้มีการออกพระราชบัญญัติปุ๋ย พ.ศ. 2518 แก้ไขเพ่ิมเติมโดยพระราชบัญญัติ
ปุ๋ย (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 ได้มีการแก้ไขเพ่ิมเติมระบุชนิดแห่งปุ๋ย เป็น 3 ประเภทด้วยกัน ซึ่งหนึ่งในสามก็คือ ปุ๋ย
ชีวภาพ ท าให้หน่วยงานต่าง ๆ ของ กรมวิชาการเกษตรที่รับผิดชอบเกี่ยวกับเรื่องปุ๋ยชีวภาพโดยตรง ต้องมีการวิจัย
และพัฒนารูปแบบวิธีการเก็บ ตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพให้มีมาตรฐานเทียบเท่ามาตรฐานสากล เนื่องจากปุ๋ยชีวภาพมี
ความแตกต่างจากปุ๋ยประเภทอ่ืน รวมไปถึงการวิจัยและพัฒนาเทคนิคการวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพให้ทันสมัยมากขึ น เพ่ือ
รองรับการเข้าสู่มาตรฐานสากล และลดข้อขัดแย้งระหว่างบริษัท ผู้ผลิตปุ๋ยชีวภาพเกี่ยวกับกระบวนการเก็บตัวอย่าง
และการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างปุ๋ย เนื่องจากหน่วยงานของกรมวิชาการเกษตรต้องเป็นผู้รับรองการตรวจวิเคราะห์
ปุ๋ยชีวภาพเพ่ือการขึ นทะเบียนตามพระราชบัญญัติปุ๋ยฉบับดังกล่าว ปุ๋ยชีวภาพตามพระราชบัญญัติปุ๋ย พ.ศ. 2518 
แก้ไขเพ่ิมเติมโดยพระราชบัญญัติปุ๋ย (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 มี 5 ชนิด คือ ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม ปุ๋ยชีวภาพอาบัสคู
ลาไมโคไรซ่า ปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ ปุ๋ยชีวภาพสาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงิน ปุ๋ยชีวภาพละลายฟอสเฟต และปุ๋ยชีวภาพ
ละลายโพแทสเซียม ซึ่งแต่ละชนิดมีจุลินทรีย์ที่แตกต่างกัน ส่งผลให้วิธีการเก็บรักษาปุ๋ยชีวภาพแต่ละชนิดแตกต่าง
กันด้วย จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งในการวิจัยและพัฒนาเทคนิคการเก็บตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพ รวมไปถึงวิจัยและพัฒนา
เทคนิควิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพแต่ละชนิดที่มีมาตรฐานเทียบเท่ามาตรฐานสากล 

 

6. วิธีการด าเนินการ 

อุปกรณ์  

สิ่งที่ใช้ในการทดลอง 

 1. เชื อไรโซเบียมไอโซเลทต่าง ๆ 

 2. วัสดุ อุปกรณ์ วิทยาศาสตร์ 

 แบบและวิธีการทดลอง 

  - 

 กรรมวิธี 

 1. ใช้ primer fD1 กับ rP2 จ าแนกโดยวิธี Phylogenetic analysis 

 2. ใช้ primer atpD255F กับ atpD728R จ าแนกโดยวิธี Phylogenetic analysis 

 3. ใช้ primer recA 41F กับ recA 640R จ าแนกโดยวิธี Phylogenetic analysis 

 4. ใช้ primer nodA1 กับ nodA2 จ าแนกโดยวิธี Phylogenetic analysis 



5. ใช้ primer BOXAIR-PCR จ าแนกโดยวิธี UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean)  

6. ใช้ primer 8F-1509R จ าแนกโดยวิธี UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean)  

7. ใช้ primer 8F-1522R จ าแนกโดยวิธี UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean)  

8. ใช้ primer 849F-1509R จ าแนกโดยวิธี UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean)  

9. ใช้ primer 849F-1522R จ าแนกโดยวิธี UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean)  

 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

 1. แยกเชื อจุลินทรีย์ในอาหารจ าเพาะจากปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม 

 2. ด าเนินการเตรียมตัวอย่างและวัสดุตามวิธีการวิเคราะห์ระดับชีววิทยาโมเลกุล เพ่ือให้ได้ดีเอ็นเอ ของ
เชื อจุลินทรีย์จากปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม ด าเนินการสกัดดีเอ็นเอจากเชื อ Bradyrhizobium ตามวิธีของ Manassila 
et. al., (Afr. J. Biotechnol., 2007. 6:1393-1402)  

 3. เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยเครื่อง PCR และใช้ primer ที่ก าหนดขึ นมาจนไดป้ริมาณดีเอ็นเอ ตามที่
ต้องการ 

 3.1. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ 16S rRNA geneด้วย primer fD1 กับ rP2 ตามวิธีของ Manassila et. al. 
(Afr. J. Biotechnol., 2007. 6:1393-1402)  

 3.2 . เพ่ิมปริมาณดี เอ็น เอของ atpD gene ด้วย primer atpD255F กับ  atpD728R ตามวิธีของ 
Noisagiam et. al. (Syst. Appl. Microbiol., 2010. 33:374-382)  

 3.3 . เพ่ิมปริมาณดี เอ็นเอของ recA gene ด้วย primer recA 41F กับ  recA 640R ตามวิธีของ 
Noisagiam et. al. (Syst. Appl. Microbiol., 2010. 33:374-382)  

 3.4. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ nodA gene ด้วย primer nodA1 กับ nodA2 ตามวิธีของ Manassila et. 
al. (Afr. J. Biotechnol., 2007. 6:1393-1402)  

 3.5. ด าเนินการอ่านล าดับเบสของ 16S rRNA gene,  atpD gene, recA gene และ nodA gene 



 16S rRNA gene ร่วมกับ atpD gene , 16S rRNA gene ร่วมกับ  recA gene , atpD gene ร่วมกับ  recA 
gene , 16S rRNA gene ร่วมกับ  atpD gene และ recA gene 

3.6. ศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื อไรโซเบียมจากพืชตระกูลถั่ว โดยใช้เทคนิค BOXAIR-PCR และ TP-
RAPD ใช้ primer 4 คู่ ได้แก่ primer คู่ที่ 1 8F-1509R, คู่ที่ 2 8F-1522R, คู่ที่ 3 849F-1509R และ คู่ที่ 4 849F-
1522R, 

4. การวิเคราะห์ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ท าการเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลของ Genbank จากเวปไซต์ของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) เลือก ที่ BLAST แล้วเลือกที่ 
Nucleotide BLAST (blastn) จากนั นใส่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ผลของการเปรียบเทียบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์จะแสดงตามล าดับความคล้ายคลึงกันจากมากไปหาน้อย วิเคราะห์หาความสัมพันธ์และสร้าง
แผนภูมิต้นไม ้(phylogenetic tree) ด้วยวิธี Neighbor-joining โดยใช้โปรแกรม MEGA 5.0 จากลายพิมพ์ดีเอ็น
เอเพ่ือสร้างแผนภูมิต้นไม้ UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) ด้วย
โปรแกรม Quantity One® - Bio-Rad 

สถานที่ด าเนินการ 

 กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

 การบันทึกข้อมูล 

 วิธีการมาตรฐานที่จะใช้ในการตรวจวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมในห้องปฏิบัติการวิเคราะห์  

 

ผลการทดลอง 

2554 

ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมถั่วเขียวประกอบด้วยไรโซเบียมสกุล Bradyrhizobium spp. เป็นไรโซเบียม
ชนิดโตช้า ประกอบด้วยกรรมวิธีใช้น  ากลั่นนึ่งฆ่าเชื อ เปรียบเทียบกับการใช้น  าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD ท า 10 ซ  า ผลการทดลองพบว่า การใช้น  ากลั่นฆ่าเชื อและการใช้น  าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ เป็น 
สารละลายเจือจางส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณไรโซเบียมในปุ๋ยชีวภาพ ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยส าคัญ จากการนับปริมาณไรโซเบียม มีปริมาณเท่ากันในทั งสองกรรมวิธี และให้ผลที่เที่ยงตรงและแม่นย าทั ง
สองกรรมวิธี ดังนั น การนับปริมาณไรโซเบียมชนิดที่โตช้าของห้องปฏิบัติการไรโซเบียม สามารถใช้สารละลายเจือ
จางส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณไรโซเบียมทั งสองชนิดนี ได ้
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ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื อไรโซเบียม และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วยวิธี 
phylogenetic tree analysis โดยใช้โปรแกรม MEGA 5.0 แสดงดังภาพที่ 1 พบว่า การจ าแนกโดยวิธีการหา
ล าดับเบสและวิเคราะห์ phylogenetic tree ของยีน 16S rRNA ขนาด 850 basepair (bp) พบความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมที่เป็นชุด Cowpea ของถั่วเหลือง  ถั่วเขียว และถ่ัวลิสง โดยไรโซเบียมไอโซเลทที่ 
DASA 01011 DAS 01013 DASA 01015 ที่เป็นเชื อไรโซเบียมที่จ าเพาะเจาะจงกับถ่ัวเหลือง มีความสัมพันธ์กับ 
DASA 02009 DASA 02010 และ DASA 03183 ซึ่งเป็นเชื อไรโซเบียมที่จ าเพาะเจาะจงกับถ่ัวเขียว และถ่ัวลิสง
ตามล าดับ และยังพบว่ามีความสัมพันธ์กับ DASA 19022 ซึ่งเป็นเชื อไรโซเบียมถ่ัวเหลืองฝักสด และมีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกล้ชิดกับ Bradyrhizobium japonium และ Bradyrhizobium liaoniggense และ 
Mesorhizobium ซึ่งเป็นจีนัสอ่ืนที่ไม่ใช่จีนัส Bradyrhizobium ดังนั นจึงท าการวิเคราะห์ phylogenetie ของยีน 
16S rRNA ที่ 1400 bp ต่อไป ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 2 พบว่าเมื่อจ านวน base เพ่ิมขึ นความสัมพันธุ์
ระหว่างไรโซเบียมถั่วเหลือง ถั่วเขียว ถั่วลิสง และถ่ัวเหลืองฝักสด มีความชัดเจนขึ น โดยจะเห็นได้ว่า DASA 
01011 DASA 01013 DASA 01015 DASA 02009 DASA 02010 DASA 03183 และ DASA 19019   มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Bradyrhizobium liaoningeses อย่างชัดเจนมากขึ น 

 

ภาพที่ 1  Neighbor-joining phylogenetic tree โดยใช้ ยีน 16S rRNA 850 bp แสดงความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมระหว่างเชื อไรโซเบียม ถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง  



          

          

(          )

          

               

               

        

         
         

 

ภาพที่ 2  Neighbor-joining phylogenetic tree โดยใช้ ยีน 16S rRNA 1400 bp แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุ์
กรรมระหว่างเชื อไรโซเบียม ถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง  
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  การใช้ล าดับเบสของ 16S rRNA gene + atpD gene + recA gene ที่ความยาว ~2,400 bp มาสร้าง
แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) ท าให้การวิเคราะห์หรือการจ าแนกชนิดของเชื อไรโซเบียม ในผลิตภัณฑ์ปุ๋ย
ชีวภาพไรโซเบียม กรมวิชาการเกษตร สามารถจ าแนกเชื อไรโซเบียมได้จ าเพาะมากขึ นกว่าการใช้เฉพาะ 16S 
rRNA gene 



 

ภาพที่ 1  Neighbor-joining phylogenetic tree โดยใช้ ยีน 16S rRNA แสดงความสัมพันธ์ 
            ทางพันธุกรรมระหว่างชนิดเชื อไรโซเบียม ถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง  

 
ภาพที่ 2  Neighbor-joining phylogenetic tree โดยใช้ ยีน atpD gene แสดงความสัมพันธ์ 
            ทางพันธุกรรมระหว่างชนิดเชื อไรโซเบียม ถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง  



 

 
ภาพที่ 3  Neighbor-joining phylogenetic tree โดยใช้ ยีน recA gene แสดงความสัมพันธ์ 
            ทางพันธุกรรมระหว่างชนิดเชื อไรโซเบียม ถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง  



 
ภาพที่ 4  Neighbor-joining phylogenetic tree โดยใช้ ยีน 16S rRNA gene ร่วมกับ atpD gene  
   แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างชนิดเชื อไรโซเบียม ถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง  

 
ภาพที่ 5  Neighbor-joining phylogenetic tree โดยใช้ ยีน 16S rRNA gene ร่วมกับ recA gene  
   แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างชนิดเชื อไรโซเบียม ถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง  



 
ภาพที่ 6  Neighbor-joining phylogenetic tree โดยใช้ ยีน atpD gene  ร่วมกับ recA gene แสดง

ความสัมพันธ์ทาพันธุกรรมระหว่างชนิดเชื อไรโซเบียม ถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง  



 
 
ภาพที่ 7  Neighbor-joining phylogenetic tree โดยใช้ ยีน 16S rRNA gene ร่วมกับ atpD gene และ recA 

gene แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างชนิดเชื อไรโซเบียม ถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง  
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 จากผลการทดลองพบว่าการใช้ล าดับเบสของ nodA ยีน ที่ความยาวตั งแต่ 628-633 bp มาสร้าง

แผนภู มิ ต้ น ไม้  (phylogenetic tree) แสดงความสั ม พันธ์ของ เชื อไรโซเบี ยมด้ วยวิธี  Neighbor-joining 

phylogenetic tree พบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างเชื อไรโซเบียมกับพืชตระกูลถั่วที่เป็นพืชอาศัย 

 

ภาพที่  1 แผนภูมิต้นไม้  (phylogenetic tree) ของเชื อไรโซเบียมจากความสัมพันธ์ของ nodA ยีนด้วยวิธี 
Neighbor-joining phylogenetic tree 
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การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื อไรโซเบียมจากพืชตระกูลถั่วชนิดต่างๆ โดยใช้ primer BOXAIR พบว่า
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื อไรโซเบียมจากพืชตระกูลถั่วแต่ละชนิดมีลายพิมพ์ดีเอ็นเอแตกต่างกัน แต่เชื อไรโซเบียม
บางไอโซเลท (DASA 03001 DASA 03006) ที่แยกได้จากพืชตระกูลถั่วชนิดเดียวกันมีลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนกัน 
และการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย primer TP-RAPD ประกอบด้วย primer คู่ที่  1 8F-1509R, คู่ที่  2 8F-
1522R, คู่ท่ี 3 849F-1522R และ คู่ที่ 4 849F-1522R พบว่าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื อไรโซเบียมจากพืชตระกูลถั่ว
ชนิดต่างๆ จากการใช้ primer คู่ที่ 1 และ 2 ไม่มีความแตกต่างกัน แต่ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื อไรโซเบียมจากพืช
ตระกูลถั่วชนิดต่างๆ มีความแตกต่างกันเมื่อใช้ primer คู่ท่ี 3 และ 4  

จากผลการทดลองนี ท าให้ได้เทคนิคการจ าแนกไรโซเบียมโดยใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื อไรโซเบียมจาก
พืชตระกูลถั่วชนิดต่างๆ 3 วิธี คือ การจ าแนกเชื อโซเบียมโดยใช้ primer BOXAIR และ primer TP-RAPD โดยใช้ 
primer 849F-1522R และ 849F-1509R 

จากศึกษาความสัมพันธ์ของเชื อไรโซเบียมโดยใช้ primer BOXAIR และ primer TP-RAPD โดยใช้ 
primer 849F-1522R  จากลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพ่ือสร้างแผนภูมิต้นไม้ ด้วยโปรแกรม Quantity One® - Bio-Rad 
พบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างเชื อไรโซเบียมจากพืชตระกูลถั่วชนิดเดียวกัน 
  



 

            ภาพที่ 1 แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ของเชื อไรโซเบียมจากพืชตระกูลถั่ว  โดยใช้เทคนิค BOXAIR-

PCR 

 



ภาพที่ 2 แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ของเชื อไรโซเบียมจากพืชตระกูลถั่ว  โดยใช้เทคนิค TP-RAPD โดยใช้ 

primer 849F-1522R 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

การวิจัยและพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ประสิทธิภาพและการจ าแนกสกุลและชนิดปุ๋ยชีวภาพ      

ไรโซเบียมด้วยการใช้เทคนิคทางอญูพันธุศาสตร์ เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลที่มีอยู่ สามารถจ าแนกสกุลและชนิด

ของเชื อไรโซเบียมได้อย่างแม่นย า แต่เทคนิคทางอญูพันธุศาสตร์มีวิธีการด าเนินงานที่ประกอบด้วยขั นตอนและ

กรรมวิธีที่ซับซ้อน ต้องการบุคลากรที่มีความรู้และเข้าใจ จึงจะสามารถท าการจ าแนกได้อย่างแม่นย า 

 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

มาตรฐานการตรวจวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม 
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