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อิทธิพลของ endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4 และ  
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 ต่อการเกิดปม การตรึงไนโตรเจน 

และผลผลิตของถั่วเหลือง [Glycine max (L.) Merrill]

Effects of endophytic Streptomyces sp.; P4 isolate and  
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 on nodulation,  

nitrogen fixation and yield of soybean [Glycine max (L.) Merrill]
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บทคดัย่อ: เกษตรกรยงัคงใช้สารเคมทีางการเกษตรทีเ่ป็นผลเสยีต่อสขุภาพของผูผ้ลติและผูบ้รโิภค รวมทัง้ต่อสิง่แวดล้อม 
ดงันัน้การวจิยันีจ้งึมวีตัถปุระสงค์เพือ่ ศกึษาผลของการใช้ endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4 กบั Bradyrhizobium 
japonicum USDA 110 ต่อการเกิดปม การตรึงไนโตรเจน และผลผลิตของถั่วเหลืองโดยทดลอง ในกระถางกับถั่วเหลือง
พันธุ์เชียงใหม่ 2 วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ ท�า 3 ชุดๆ ละ 4 ซ�้ามี 8 กรรมวิธี ได้แก่ กรรมวิธีควบคุมซึ่งไม่ใส่
เชื้อจุลินทรีย์และปุ๋ยไนโตรเจน และอีก 7 กรรมวิธีที่ใส่ B. japonicum USDA 110 endophytic Streptomyces ไอโซเลท 
P4 ปุ๋ยไนโตรเจนทั้งใส่เดี่ยว และใส่ร่วมกัน จากการศึกษาพบว่า การใส ่B. japonicum USDA 110 ร่วมกับ endophytic 
Streptomyces ไอโซเลท P4 ส่งผลให้น�้าหนักแห้งส่วนเหนือดิน น�้าหนักแห้งปม และน�้าหนักแห้งรวมของถั่วเหลือง 
ในระยะเจรญิเตบิโต ( V

6
) และระยะเจรญิพนัธุ ์(ระหว่าง R

3
 กบั R

4
) เพิม่ขึน้อย่างมนียัส�าคญัทางสถติ ิ(P < 0.05) โดยเฉพาะ 

น�า้หนกัแห้งปมในระยะ V
6
 เพิม่ขึน้อย่างมนียัส�าคญัยิง่ทางสถติ ิ(P < 0.01) แต่ไม่มผีลต่อน�้าหนกัแห้งรากทัง้ 2 ระยะ ส�าหรบั

การตรึงไนโตรเจน พบว่าการใส ่B. japonicum USDA 110 ร่วมกับ endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4 เพิ่มค่าดัชนี 
ยรูไีอด์สมัพทัธ์ เปอร์เซน็ต์ไนโตรเจนทีไ่ด้จากการตรงึตลอดฤดปูลกู ปรมิาณไนโตรเจนทัง้หมดทีส่ะสม และปรมิาณไนโตรเจน
ทีไ่ด้จากการตรงึอย่างมนียัส�าคญัยิง่ทางสถติ ิ(P < 0.01) ส่วนผลผลติในระยะเกบ็เกีย่วพบว่าค่าเฉลีย่ของจ�านวนฝักต่อต้น 
จ�านวนเมล็ดตอ่ฝักและผลผลิตเมล็ดของ ถั่วเหลืองทุกกรรมวิธีไม่แตกตา่งกนัทางสถิต ิผลการวจิัยชีใ้หเ้ห็นถึงความเป็นไป
ได้ที่จะน�า endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4 มาใช้ร่วมกับ Bradyrhizobium japonicum USDA 110 เพื่อส่งเสริม
การเกิดปม การตรึงไนโตรเจน และผลผลิตของถั่วเหลือง
ค�ำส�ำคัญ: endophytic actinomycetes, Rhizobium, ดัชนียูรีไอด์สัมพัทธ์, การผลิตถั่วเหลือง

ABSTRACT: The agrochemicals which harm farmers, consumers’ health and the environment are still being used 
with rhizobia in soybean production. The objective of this study was, therefore, to study the effects of endophytic 
Streptomyces sp.; P4 isolate and Bradyrhizobium japonicum USDA 110 on nodulation, nitrogen fixation and yield of 
soybeans [Glycine max (L.) Merrill]. The Chiang Mai 2 soybean variety was used in a pot experiment. The experimental 
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บทน�ำ

ถั่วเหลืองเป็นพืชอาหารแหล่งโปรตีนและน�้ามัน

ของมนุษย์และสัตว์ที่ส�าคัญของโลก ประเทศไทยมี

ความต้องการถัว่เหลอืงปรมิาณมากเพือ่บรโิภคภายใน

ประเทศ และเป็นผลจากการเปิดตลาดการค้าโดยเสรี

ตามข้อตกลงองค์การค้าโลก แต่ผลผลิตถั่วเหลืองของ

ไทยในปัจจบุนัมไีม่เพยีงพอต่อความต้องการ มกีารน�า

เข้าจากต่างประเทศ ทั้งในรูปเมล็ด และกากถั่วเหลือง

ได้จากการสกัดน�้ามันมูลค่าถึง 19,456  32,226  

23,813  25,799  34,354  ล้านบาท ระหว่างปี พ.ศ. 

2550-2554 ตามล�าดับ (ศูนย์สารสนเทศการเกษตร 

ส�านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2555) ประกอบกับ

แหล่งปลกูถัว่เหลอืงส�าคญัในประเทศลดลง โดยเฉพาะ

ในภาคเหนอืและภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื ในปี 2550 

/ 2551 มีพื้นที่เพาะปลูกและผลผลิตลดลงเกือบ 20 % 

(ส�านกังานวจิยัเศรษฐกจิการเกษตร, 2553) จ�าเป็นต้อง

มีการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตควบคู่กับการอนุรักษ์

และฟ้ืนฟคูณุภาพสิง่แวดล้อม และทรพัยากรธรรมชาติ 

ข้อแนะน�าในการผลิตถั่วเหลืองส�าหรับเกษตรกรโดย

ทั่วไปนิยมใช้วิธีการคลุกเมล็ดพันธุ์ด้วยแบคทีเรียปม

รากที่มีประสิทธิภาพสูง คือ ไรโซเบียม (Rhizobium) 

ซึง่เป็นจลุนิทรย์ีทีส่ามารถตรงึไนโตรเจนจากอากาศมา

ใช้ประโยชน์ต่อถั่วเหลืองได้จึงช่วยลดการใช้ปุ๋ยเคมี

ไนโตรเจนบ�ารุงดินในพื้นที่เพาะปลูก (สมศักดิ์, 2541) 

วิธีการนี้จึงเป็นวิธีทางชีวภาพวิธีหนึ่งที่มีผลกระทบ 

ทางบวกต่อสิ่งแวดล้อม และทรัพยากรธรรมชาติ 

อย่างไรก็ตาม ยังมีเกษตรกรใช้สารเคมีทางการเกษตร

ในการผลิตถั่วเหลืองอยู ่เพื่อควบคุมโรคที่เกิดจาก 

เชื้อราและท�าให้ถั่วเหลืองเน่าตาย หรือผลผลิตลดลง 

เช่น โรครากและโคนเน่า และโรคราสนิม เป็นต้น  

ตามข้อแนะน�าของกรมวชิาการเกษตร (2552) สมควร

หาแนวทางลดปัญหาการใช้สารเคมทีีอ่าจมผีลตกค้าง

ที่ไม่ปลอดภัยต่อผู้ผลิต ผู้บริโภค และสิ่งแวดล้อมใน

กระบวนการผลติอาหารเช่นนี ้ทัง้นีอ้าจพจิารณาใช้การ

ควบคมุทางชวีภาพ เช่น ใช้จลุนิทรย์ีทีส่ามารถต้านเชือ้

ที่ก่อให้เกิดโรคเนื่องจากจุลินทรีย์เหล่านี้สามารถเพิ่ม

ความต้านทานต่อโรค หรือส่งเสริมการเจริญเติบโต 

ของพชื และผลติสารทตุยิภมู ิ(secondary metabolites) 

ที่อาจเป็นแหล่งของสารปฏิชีวนะ (antibiotic) และ 

สารควบคุมการเจริญเติบโต (growth regulators) 

(Hasegawa et al., 2006)

จุลินทรีย์ดังกล่าวที่น่าสนใจคือ endophytic  

actinomycetes ใน Streptomycetes spp. เนื่องจาก

ได้รับการพิสูจน์ว่าเป็นจุลินทรีย์ที่ผลิตสารควบคุมทาง

ชีวภาพ (biocontrol agent) ที่ดีมากส�าหรับโรคพืช

สามารถยบัยัง้เชือ้ทีก่่อโรคได้ (พรพรรณ, 2550; ปราณี 

และคณะ, 2552; รชัน,ี 2552; พรนภา และคณะ, 2554; 

Tian et al., 2003; Inderiati and Franco, 2008; 

Mohd-Fuat et al., 2010;  Taechowisan et al., 2012) 

จากการศกึษาความสามารถในการต่อต้านเชือ้จลุนิทรย์ี

ของ endophytic actinomycetes จ�านวน 17 ไอโซเลท 

(isolate) ทีแ่ยกมาจากใบ ล�าต้น และรากของมะเขอืเทศ 

แตงกวา ถั่วลันเตา และ Vicia sativa L. ของ  

Thapanapongworakul (2003) พบว่า actinomycetes 

ไอโซเลท P4 ที่แยกได้จากรากถั่วลันเตา (Pisum  

design was a completely randomized design (CRD) with 3 sets, 4 replications and 8 treatments. These treatments 
consisted of control, single and combined applications of B. japonicum USDA 110, endophytic Streptomyces sp.;  
P4 isolate and nitrogen fertilizer. For nodulation, it was found that the use of B. japonicum USDA 110 with endophytic  
Streptomyces sp.; P4 isolate could significantly improve the shoot, nodule and total dry weights of soybeans (P<0.05) 
at growth (V6) and flowering stages (between R3 and R4), especially the nodule dry weight at V6 (P<0.01). It had 
no effect on root dry weight at both growth stages. It could also significantly improve the relative ureide index,  
percentage of seasonal fixed nitrogen, total nitrogen accumulation and amount of fixed nitrogen (P < 0.01) for nitrogen 
fixation. At harvesting stage, the number of pods per plant, seeds per pod and seed yield of soybeans in all treatments 
did not differ statistically. The results of this study indicated the possibility of using endophytic Streptomyces sp.;  
P4 isolate with Bradyrhizobium japonicum USDA 110 to promote nodulation, nitrogen fixation and yield of soybeans.
Keywords: endophytic actinomycetes, rhizobium, relative ureide index, soybean production 
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sativum L.) จัดอยู่ในสกุล (genus) Streptomyces  

มปีระสทิธภิาพในการควบคมุโรคพชืโดยแสดงการเป็น

ปฏิปักษ์กับ Bacillus subtilis Staphylococcus  

aureus และ Micrococcus lutues ทั้งยังเข้ากันได้กับ

พชือาศยัตระกลูถัว่ และแบคทเีรยีปมรากหลายชนดิอกี

ด้วย เมือ่ Tang-um and Niamsup (2012a) ตรวจสอบ

ด้วย 16s r RNA sequence analysis  พบว่า  

จากการมีความเป็นไปได้ถึง 99.7 % ที่ endophytic 

Streptomyces ไอโซเลท P4 จะเป็น Streptomyces 

griseoflavus จุลินทรีย์นี้สามารถผลิต chitinase  

ที่แสดงปฏิปักษ์ต่อ Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici โดยส่งผลให้ผนังเซลล์ของเชื้อดังกล่าว

แตก ทั้งยังสามารถผลิตเอนไซม์ amylase อีกด้วย 

(Tang-um and Niamsup, 2012b) เมือ่น�า endophytic 

Streptomyces ไอโซเลท P4 ไปใช้ พบว่า มีแนวโน้มที่

จะเป็นประโยชน์ต่อการควบคุมโรคพืชในการปลูกพืช

ตระกูลถั่ว ดังเช่น เมื่อใช้กับเมล็ดถั่วลันเตาที่ปลูกใน

กระถางกลางแจ้งบนพื้นที่สูงในภาคเหนือของไทย

แสดงแนวโน้มที่จะลดอาการของโรคราแป้ง (อังสนา

และคณะ, 2550) เมื่อใช้กับเมล็ดถั่วลันเตาที่ปลูกใน

แปลงพบว่าส่งผลให้ลดพื้นที่ใบที่มีการเกิดโรคราแป้ง

เมือ่คดิเป็นค่าร้อยละของพืน้ทีใ่บทัง้หมด (Sangmanee 

et al., 2009) เมื่อใช้กับเมล็ดถั่วเหลืองก่อนปลูกใน

กระถางพบว่ามแีนวโน้มเพิม่การดดูไนโตรเจน (nitrogen 

uptake) ในต้น (Thapanapongworakul, 2003) และ

แนวโน้มให้ผลเชิงบวกเกี่ยวกับการเกิดปม การตรึง

ไนโตรเจน และการเจริญเติบโต ทั้งนี้เมื่อน�าไปใช้ร่วม

กับแบคทีเรียปมรากหลายไอโซเลทในถั่วเหลืองพบว่า

ให้ผลแตกต่างกนัผนัแปรตาม  ไอโซเลทของแบคทเีรยี

ปมรากที่ใช้ (Cheach, 2010) และความเข้ากันได้

ระหว่าง endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4 กับ

แบคทเีรยีปมรากแต่ละไอโซเลท หรอืแต่ละสายพนัธุม์ี

แนวโน้มที่จะผันแปรตามพันธุ ์พืชทั้งในถั่วลันเตา 

(อังสนา และคณะ, 2551) และในถั่วเหลืองโดยการใช้

จุลินทรีย์ดังกล่าวร่วมกัน ช่วยเพิ่มการเกิดปมและ 

การตรงึไนโตรเจนในถัว่เหลอืงบางพนัธุ ์แต่ไม่ได้ผลใน

ถั่วเหลืองบางพันธุ์ (Soe et al., 2012) นอกจากนั้น  

Asai et al. (2012) ได้ศึกษาความสามารถในการเข้า

อยูอ่าศยัของ endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4 

กับถั่วเหลืองพันธุ ์ต ่างๆ ได้แก่ พันธุ ์ เชียงใหม่ 2 

เชยีงใหม่ 60 สโุขทยั 2 และศรสี�าโรง 1 ด้วยการทดสอบ 

re-isolation พบว่าเชือ้ดงักล่าวสามารถเข้าอยูอ่าศยัใน

ต้นกล้าถั่วเหลืองทั้ง 4 สายพันธุ์ได้ กล่าวคือถั่วเหลือง

ที่ใช้ทดสอบสามารถเป็นพืชอาศัยของ endophytic 

Streptomyces ไอโซเลท P4 ได้โดยเปอร์เซ็นต์ในการ

เข้าอยู่อาศัยในถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่ 2 สูงกว่าอีก  

3 พันธุ์ที่ใช้ในการทดสอบ 

ผลการวจิยัเหล่านีช้ีใ้ห้เหน็ว่า การใช้ endophytic 

Streptomyces ทีม่ปีระสทิธภิาพร่วมกบัไรโซเบยีมสาย

พนัธุท์ีม่ปีระสทิธภิาพในพนัธุถ์ัว่เหลอืงทีเ่หมาะสมอาจ

เป็นวธิกีารเพิม่ผลผลติถัว่เหลอืงอย่างปลอดภยัวธิหีนึง่ 

นับเป็นประเด็นที่น่าสนใจเพราะการจัดการทรัพยากร

ดินในปัจจุบันควรค�านึงถึงผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม 

แต่ปัจจุบันข้อมูลและการศึกษาเกี่ยวกับเรื่องนี้ใน

ประเทศไทยยงัมน้ีอย ดงันัน้จงึเป็นเรือ่งทีน่่าสนใจมาก

ในการศกึษาเกีย่วกบัผลของ endophytic Streptomyces 

ไอโซเลท P4 และ Bradyrhizobium japonicum USDA 

110 ต่อการเกดิปม การตรงึไนโตรเจน และผลผลติของ

ถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่ 2 ที่คัดเลือกโดยอาศัยข้อมูล

ของความสามารถในการเข้าอยูอ่าศยัของ endophytic 

Streptomyces  ไอโซเลท P4 ด ้วยการทดสอบ  

re-isolation ของ Asai et al. (2012) ข้อมลูทีไ่ด้รบัจาก

การวิจัยครั้งนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาแนวทาง

และเทคนิคปฏิบัติเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต 

ถั่วเหลืองต่อไป

การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลการใช้ 

endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4 กับ  

B. japonicum USDA 110 ต่อการเกิดปม การตรึง

ไนโตรเจน และผลผลิตของถั่วเหลือง

วิธีกำรศึกษำ

ใช้ดินจากแปลงปลูกถั่วเหลืองของเกษตรกร 

อ�าเภอบางระก�า จังหวัดพิษณุโลก ด�าเนินการ  
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ณ เรอืนทดลองและห้องปฏบิตักิารคณะเกษตรศาสตร์ 

ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลัย

นเรศวร อ�าเภอเมือง จังหวัดพิษณุโลก ระหว่างเดือน

กรกฎาคม 2554 ถงึเดอืนพฤษภาคม 2555 ท�าการปลกู

ถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่ 2 ในกระถางพลาสติกขนาด

เส้นผ่านศนูย์กลาง 8 นิว้ สงู 12 นิว้ วางแผนการทดลอง

แบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design; 

CRD) มี 8 กรรมวิธี และ 4 ซ�้า กรรมวิธีต่างๆ ประกอบ

ด้วย 1) ไม่ใส่เชื้อจุลินทรีย์และไม่ใส่ปุ ๋ยไนโตรเจน 

(Control) 2) ใส ่  B. japonicum  USDA 110 

(USDA110) 3) ใส่ endophytic Streptomyces  

ไอโซเลท P4 (P4) 4) ใส่ปุ๋ยไนโตรเจน  (N) 5) ใส่  

B. japonicum USDA 110 ร่วมกับปุ๋ยไนโตรเจน 

(USDA110+N) 6) ใส่ endophytic Streptomyces  

ไอโซเลท P4 ร่วมกับปุ๋ยไนโตรเจน  (P4+N) 7) ใส่  

B. japonicum USDA 110 ร่วมกับ endophytic  

Streptomyces ไอโซเลท P4 (USDA110+P4) และ 8) 

ใส่ B. japonicum USDA 110 ร่วมกับ endophytic 

Streptomyces ไอโซเลท P4 และปุ ๋ยไนโตรเจน  

(USDA110+ P4+N) โดยใช้หวัเชือ้ทัง้สองชนดิในอตัรา 

106 cfu ต่อเมลด็ และใส่ปุย๋ยเูรยีอตัรา 3 กก.ไนโตรเจน

ต่อไร่ ท�า 3 ชุด โดยชุดที่ 1 ใช้เก็บข้อมูลในระยะเจริญ

เติบโตทางล�าต้น (vegetative stage) เมื่อใบจริงที่ 5 

ในข้อที่ 6 บนล�าต้นคลี่กาง (V
6
 ) ชุดที่ 2 ใช้เก็บข้อมูล

ในระยะเจริญพันธุ์ (reproductive stage) เมื่อฝัก 

เริ่มเต็ม (early pod filling stage) (ระหว่าง R
3 
กับ R

4 
) 

และชุดที่ 3 ใช้เก็บข้อมูลในระยะเก็บเกี่ยว (Cheach, 

2010)

เตรียมหัวเชื้อ endophytic Streptomyces  

ไอโซเลท P4 ในอาหารเหลว Inhibitory mold agar 

(IMA-2) (ซึ่งเตรียมโดยละลาย glucose 5.0 กรัม 

soluble starch 5.0 กรัม beef extract 1.0 กรัม yeast 

extract 1.0 กรัม enzyme hydrolyzed casein 2.0 

กรัม NaCl 2.0 กรัม และ CaCO
3
 1.0 กรัม ในน�้ากลั่น

ปลอดเชื้อ 1.0 ลิตร น�าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ 

ความดัน 15 ปอนด์ นาน 30 นาที) ให้มีโคโลนีอย่าง

น้อย 106 cfu ต่อ มล. ตรวจสอบจ�านวนโคโลนทีีเ่กดิขึน้

โดยวิธี drop plate (Somasegaran and Hoben, 

1985) ในอาหาร IMA-2 (เตรยีมเช่นเดยีวกนักบัอาหาร

เหลว IMA-2 และเติมผงวุ้น 15.0 กรัม น�าไปนึ่งฆ่าเชื้อ

ที่อุณหภูมิ 121 °ซ ความดัน 15 ปอนด์ นาน 30 นาที          

แล้วเติมสารปฏิชีวนะ 3 ชนิด คือ Trimethoprim 20 

มล.ละลายใน Dimethyl sulfoxide 2 มล. Naldixic 

acid 10 มก.ละลายใน 0.1 N NaOH 10 มล. และ 

Axoxystrobin 1 กรัม ละลายในน�้ากลั่น 29 มล. ต่อ

อาหาร IMA-2 ปริมาตร 1 ลิตร) (Shimizu et al., 2000 

และ ปิยะธิดา, 2549) กรณีหัวเชื้อ B. japonicum 

USDA 110 ใช้อาหารเหลว yeast mannitol broth 

(YEMB) (เตรียมโดยละลาย mannitol 10.0 กรัม 

K
2
HPO

4
 0.5 กรัม MgSO

4
.7H

2
O 0.2 กรัม NaCl 0.1 

กรมั และ yeast extract 0.5 กรมั ในน�้ากลัน่ปลอดเชือ้ 

1.0 ลิตร แล้วน�าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ  

ความดัน 15 ปอนด์ นาน 30 นาที) ให้มีโคโลนีอย่าง

น้อย 106 cfu ต่อ มล. ตรวจสอบจ�านวนโคโลนีด้วยวิธี 

dilution plate count ในอาหาร yeast mannitol agar 

(YEMA) (เตรียมเช่นเดียวกันกับอาหารเหลว YEMB 

และเติมผงวุ ้น 15.0 กรัม แล้วน�าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ 

อุณหภูมิ 121 °ซ ความดัน 15 ปอนด์ นาน 30 นาที) 

(Somasegaran and Hoben, 1985)

เก็บรวบรวมตัวอย่างดินจากแปลงเกษตรกร 

อ�าเภอบางระก�า จังหวัดพิษณุโลก น�าตัวอย่างดินมา

ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ ความดัน 15 ปอนด์ นาน 60 

นาท ีจ�านวน 3 ครัง้ แต่ละครัง้ห่างกนั 24 ชม. ดนิทีใ่ช้ศกึษา

เป็นดินร่วนปนตะกอน (silt loam) ความเป็นกรด-ด่าง 

(pH) เท่ากับ 6.4 ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 56 ppm 

ฟอสฟอรัสที่เป็นประโยชน์ 40 ppm โพแทสเซียม 

ที่แลกเปลี่ยนได้ 183 ppm แคลเซียมที่แลกเปลี่ยนได้ 

1,711 ppm และแมกนีเซียมที่แลกเปลี่ยนได้ 9,755 

ppm ท�าการเพาะเมล็ดถั่วเหลืองโดยฝังในดินที่ผ่าน

การฆ่าเชื้อ บรรจุดิน 3, 6 และ 9 กิโลกรัม/กระถาง  

ในชุดที่ 1, 2 และ 3 ตามล�าดับ วางไว้ในเรือนทดลอง 

จ�านวน 4 เมล็ดต่อกระถาง หยดหัวเชื้อ B. japonicum 

USDA 110 ในกรรมวิธีที่ 2, 5, 7, 8 และ endophytic 

Streptomyces ไอโซเลท P4 ในกรรมวิธีที่ 3, 6, 7, 8 
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หลังจากต้นกล้าเกิดใบแท้คู ่แรกถอนให้เหลือต้นที่

สมบูรณ์จ�านวน 2 ต้นต่อกระถาง ใส่ปุ๋ยยูเรีย ที่ 14 วัน

หลังปลูกในกรรมวิธีที่ 4, 5, 6, 8 

บนัทกึผลการทดลองโดยเกบ็เกีย่วถัว่เหลอืงทัง้ต้น

ที่ระยะ V
6
 และที่ระยะระหว่าง R

3 
กับ R

4 
(Cheach, 

2010)น�ามาแบ่งออกเป็นส่วนเหนือดิน ราก และปม

แล้วน�ามาอบที่อุณหภูมิ 70 °ซ เป็นเวลาอย่างน้อย 72 

ชม. เพือ่ค�านวณหาน�า้หนกัแห้ง น�าส่วนเหนอืดนิทีร่ะยะ

ระหว่าง R
3 

กับ R
4 

ซึ่งอบแห้งแล้วไปบด วิเคราะห์หา

ปรมิาณไนโตรเจนทัง้หมด (Novozamsky et al, 1974; 

Walinga et al, 1989) เกบ็รวบรวมน�้าเลีย้งจากตอราก 

(root breed sap) น�ามาเติม ethanol (C
2
H

5
OH)  

95 % ปริมาณเท่ากันในหลอดเก็บรวบรวมแล้วน�าไป

เก็บในระยะยาวที่อุณหภูมิ -15 °ซ น�าน�้าเลี้ยงจากตอ

รากมาวิเคราะห์หา amino-N (Herridge, 1984),  

NO
3
-N (Cataldo et al., 1975) และ ureide-N (Young 

and Conway, 1942) จากนัน้ น�าข้อมลูของ amino-N, 

NO
3
-N, ureide-N และน�้าหนักแห้งไปค�านวณหาดัชนี

ยรูไีอด์สมัพทัธ์ (relative ureide index; RUI) (Peoples 

et.al., 1988) ร้อยละของไนโตรเจนที่ได้จากการตรึง

ตลอดฤดูปลูก (percentage of seasonal fixed  

nitrogen) (Herridge and Peoples, 2002) ปริมาณ

ไนโตรเจนทัง้หมดทีส่ะสม หรอืไนโตรเจนทีด่ดูขึน้มาใน

ส่วนเหนอืดนิของพชื (total nitrogen accumulation or 

nitrogen uptake of shoot) และปริมาณไนโตรเจนที่

ได้จากการตรงึ (amount of fixed nitrogen) ตามล�าดบั 

ดังนี้

ดัชนียูรีไอด์สัมพัทธ์ (%)  =                …(1)

   Y    =    4.8 + 0.83 x               …(2)

 โดย  y   =    ดัชนียูรีไอด์สัมพัทธ์ (%)

   X   =    ไนโตรเจนที่ได้รับจากการตรึงในอากาศตลอดฤดูปลูก (%)

        N-uptake  =                    …(3)

 โดย   N-uptake  =    ไนโตรเจนที่ดูดขึ้นมาในส่วนเหนือดินของพืช (กรัมไนโตรเจนต่อต้น)

    % N     =    ความเข้มข้นของไนโตรเจนทั้งหมดในตัวอย่างพืช (%)

           DW   =    น�้าหนักแห้งของส่วนเหนือดิน (กรัม)

ปริมาณไนโตรเจนที่ได้จากการตรึง =        …(4)

 โดย  X   =    ไนโตรเจนที่ได้รับจากการตรึงในอากาศตลอดฤดูปลูก (%)

          N-uptake      =    ไนโตรเจนที่ดูดขึ้นมาในส่วนเหนือดินของพืช (กรัมไนโตรเจนต่อต้น)

x 1004 x ureide-N

4 x ureide-N + amino-N + NO
3
-N

% N x DW

100

X  x N-uptake

100

เมือ่ถัว่เหลอืงสกุแก่เกบ็เกีย่วผลผลติและรวบรวม

ข้อมลูจ�านวนฝักต่อต้น จ�านวนเมลด็ต่อฝัก และผลผลติ

เมล็ด น�าข้อมูลน�้าหนักแห้งปม ราก และส่วนเหนือดิน 

จ�านวนฝักต่อต้น จ�านวนเมล็ดต่อฝัก ผลผลิตเมล็ด  

ค ่าดัชนียูรีไอด์สัมพัทธ์ ร ้อยละและปริมาณของ

ไนโตรเจนทีไ่ด้จากการตรงึตลอดฤดปูลกู และปรมิาณ

ไนโตรเจนทั้งหมดที่สะสมต่อต้นมาวิเคราะห์สถิติโดย

ใช้ F-test และเปรยีบเทยีบความแตกต่างของค่าเฉลีย่

โดยใช้ Least significant different (LSD) ทีร่ะดบั 0.05 

(Gomez and Gomez, 1984)
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ผลกำรศึกษำ

จากการศกึษาผลของ endophytic Streptomyces 

ไอโซเลท P4 กับ B. japonicum USDA 110 ต่อการ

เกิดปม การตรึงไนโตรเจน และผลผลิตของถั่วเหลือง 

ปรากฏผลดังนี้

กำรเกิดปม

ทีร่ะยะ V
6
 พบว่าการใส่ B. japonicum USDA 110 

ร่วมกับ endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4  

ทั้งที่ใส่ และไม่ใส่ปุ ๋ยไนโตรเจนร่วมด้วยส่งผลให้ 

น�้าหนักแห้งปมเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญยิ่งทางสถิติ  

(P < 0.01) ใกล้เคยีงกบั การใส่ปุย๋ไนโตรเจน รองลงมา 

คอื การใส่ B. japonicum USDA 110 หรอื endophytic 

Streptomyces  ไอโซเลท P4 ร่วมกับปุ๋ยไนโตรเจน  

ทั้งยังเพิ่มน�้าหนักแห้งส่วนเหนือดินและน�้าหนักแห้ง

ทัง้หมดอย่างมนียัส�าคญัทางสถติ ิ(P < 0.05) ใกล้เคยีง

กับการใส่ปุ๋ยไนโตรเจน และใส ่B. japonicum USDA 

110 ร่วมกับปุ ๋ยไนโตรเจน อย่างไรก็ตาม พบว่า  

ทุกกรรมวิธีไม่มีผลท�าให้ค่าเฉลี่ยของน�้าหนักแห้งราก

แตกต่างกันทางสถิติ (Table 1) เมื่อพิจารณาข้อมูล 

จะเห็นว่า การใส่ B. japonicum USDA 110 ร่วมกับ 

endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4 มีแนวโน้ม

ให้ค่าสูงกว่ากรรมวิธีอื่นๆ 

Table 1 Effects of endophytic Streptomyces sp.; P4 isolate and B. japonicum USDA 110 on shoot, root and 
total dry weights (g/plant) and nodule dry weights (mg/plant)  of soybean at V

6 
stage.

Treatment Shoot dry weight1/

(g/plant)
Root dry weight

(g/plant)
Nodule dry 

weight1/ (mg/plant)
Total dry weight1/

(g/plant)

Control         0.6783 d 0.2802            32.1 d 0.9906 d

USDA110         0.7515 cd 0.3318            34.3 d   1.1175 cd

P4         0.8148 bcd 0.2677            27.3 d   1.1097 cd

N         1.2516 a 0.3349            75.6 a 1.6621 a

USDA110+N         1.1011 ab 0.3304            44.2 c     1.4757 abc

P4+N         0.8837 bcd 0.2984            53.2 b     1.2353 bcd

USDA110+P4         1.1020 ab 0.3503            72.1 a          1.5244 ab

USDA110+ P4+N         1.0497 abc 0.3020            80.7 a    1.4323 abc

F-test * NS ** *

CV (%) 28.6 27.5 39.9 24.6
1/ Means within a column followed by the same letter are not significantly different according to LSD 0.05.
NS, *, ** non-significant, significant at  P< 0.05 and P < 0.01 level respectively.

ทีร่ะยะระหว่าง R
3 
กบั R

4 
พบว่าการใส่ B. japonicum 

USDA 110 ร่วมกับ endophytic Streptomyces ไอโซ

เลท P4 ทั้งที่ใส่ และไม่ใส่ปุ๋ยไนโตรเจนร่วมด้วยส่งผล

ให้น�้าหนักแห้งปมเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ  

(P < 0.05) ใกล้เคียงกับการใส่ B. japonicum USDA 

110 หรือ endophytic Streptomyces  ไอโซเลท P4 

ร่วมกับปุ๋ยไนโตรเจน ทั้งยังเพิ่มน�า้หนักแห้งส่วนเหนือ

ดนิ และน�า้หนกัแห้งทัง้หมดอย่างมนียัส�าคญัทางสถติิ 

(P < 0.05) ใกล้เคียงกับการใส่ B. japonicum USDA 

110 ร่วมกับปุ๋ยไนโตรเจน อย่างไรก็ตาม ทุกกรรมวิธี

ไม่มผีลท�าให้ค่าเฉลีย่ของน�า้หนกัแห้งรากของถัว่เหลอืง

แตกต่างกันทางสถิติ  (Table 2 ) ทั้ งนี้  การใส  ่ 

B. japonicum USDA 110 ร่วมกับ endophytic  

Streptomyces ไอโซเลท P4 มีแนวโน้มให้ค่าสูง 

รองลงมาจากการใส่ B. japonicum USDA 110  

ร่วมกับปุ๋ยไนโตรเจน 
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กำรตรึงไนโตรเจน

ทีร่ะยะระหว่าง R
3 
กบั R

4 
พบว่าการใส่ B. japonicum 

USDA 110 ร่วมกับ endophytic Streptomyces             

ไอโซเลท P4 ส่งผลให้เพิ่มค่าเฉลี่ยของค่าดัชนียูรีไอด์

สมัพทัธ์ เปอร์เซน็ต์ไนโตรเจนทีไ่ด้จากการตรงึตลอดฤดู

ปลูก ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดที่สะสม และปริมาณ

ไนโตรเจนทีไ่ด้จากการตรงึอย่างมนียัส�าคญัยิง่ทางสถติิ 

(P<0.01) โดยให้ค่าสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรม

วธิอีืน่ๆ ในขณะทีก่ารใส่ปุย๋ไนโตรเจนเดีย่ว และใส่ร่วม

กับ B. japonicum USDA 110 ส่งผลให้ลดค่าดัชน ี

ยูรีไอด์สัมพัทธ์ และเปอร์เซ็นต์ไนโตรเจนที่ได้จากการ

ตรึงตลอดฤดูปลูก (Table 3)

Table 2  Effects of endophytic Streptomyces sp.; P4 isolate and Bradyrhizobium japonicum USDA 110 on 
shoot, root and total dry weights (g/plant) and nodule dry weights (mg/plant) of soybean between  
R

3
 and R

4 
stage.

Treatment Shoot dry weight1/

(g/plant)
Root dry weight

(g/plant)
Nodule dry 

weight1/ (mg/plant)
Total dry weight1/

(g/plant)
Control             4.1 c              1.1           89.3 c            5.3 d 
USDA110             4.4 bc              1.2         151.5 abc            5.8 cd
P4             5.0 abc              1.3         109.6 bc            6.4 bcd
N             4.9 bc              1.6         151.7 abc            6.6 bcd
USDA110+N             6.0 a              2.0         193.0 a            8.2 a
P4+N             4.7 bc              1.4         180.0 a            6.3 bcd
USDA110+P4             5.4 ab              2.0         171.5 ab            7.6 ab
USDA110+ P4+N             5.1 abc              1.6         192.3 a            7.0 abc
F-test * NS * *
CV (%) 17.5 36.5 35.8 19.7

1/ Means within a column followed by the same letter are not significantly different according to LSD 0.05.
NS, * non-significant, significant at P < 0.05 level.

Table 3  Effects of endophytic Streptomyces sp.; P4 isolate and Bradyrhizobium japonicum USDA 110 on 
relative ureide index, seasonal fixed N (%),  total nitrogen accumulation and amount of fixed nitrogen 
in soybean (mg N/plant) between R

3  
and R

4
 stage.

Treatment

Relative ureide 
index1/

(%)

Seasonal
fixed N1/

(%)

Total nitrogen 
accumulation1/

(mg N/plant)

Amount of fixed N1/

(mg N/plant)

Control          33.4 bc          34.5 b          44.9 c           15.6 bc
USDA110          38.3 abc          40.3 b          49.3 c            20.2 b
P4          23.3 d          22.3 d          60.1 bc            13.2 bc
N          22.5 d          21.3 d          53.1 c            11.4 c
USDA110+N          20.4 d          18.8 d          72.9 ab            13.1 bc
P4+N         31.6 c          32.3 bc          56.8 c            18.3 bc
USDA110+P4          45.2 a          48.6 a          84.1 a            40.9 a
USDA110+ P4+N          31.8 bc          32.6 bc          51.5 c            16.7 bc
F-test               **               ** ** **
CV (%)            30.0             35.5 26.3 54.9

1/ Means within a column followed by the same letter are not significantly different according to LSD 0.05.
** significant at P <0.01 level.
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วิจำรณ์

จากผลการศึกษาข้างต้นชี้ให ้เห็นว ่าการใช ้  

B. japonicum USDA 110 ร่วมกับ endophytic  

Streptomyces ไอโซเลท P4 สามารถส่งเสริมการเกิด

ปม รวมทัง้การเจรญิเตบิโตของถัว่เหลอืงในระยะเจรญิ

เติบโต และระยะเจริญพันธุ์ได้ สอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Gregor et.al. (2003) ที่ศึกษาผลของการใช้ 

Streptomyces kanamycetious ร่วมกบั B. japonicum 

ต่อ nodule occupancy ในถัว่เหลอืงพนัธุ ์LS 90-1920 

และ Soe et. al. (2012)  ที่ศึกษาการใช้ endophytic 

Streptomyces ไอโซเลท P4 ร่วมกับ B. japonicum 

USDA 110 ในถั่วเหลืองพันธุ์ Hinthada จากประเทศ

พม่า และพันธุ์  สจ.4 จากประเทศไทย นอกจากนั้น 

กรรมวิธีดังกล่าวยังสามารถเพิ่มการตรึงไนโตรเจน 

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Cheach (2010) ที่ศึกษา

การใช้แบคทีเรียปมราก ไอโซเลท CD
2
P ร่วมกับ  

endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4 ในถัว่เหลอืง

พันธุ์ DT 84 จากประเทศกัมพูชา รวมทั้งมีแนวโน้มที่

จะเพิ่มผลผลิตเมล็ดของถั่วเหลืองสอดคล้องกับงาน

วิจัยของ Soe et al. (2012)

มข้ีอสงัเกตว่า กรรมวธิอีืน่ๆ ให้ผลแตกต่างออกไป 

กล่าวคือการใช้เชื้อเดี่ยวไม่ว่าจะเป็น B. japonicum 

USDA 110 หรอื endophytic Streptomyces ไอโซเลท 

P4 ไม่ส่งเสริมการเกิดปม หรือเพิ่มการตรึงไนโตรเจน 

การใช้ปุ๋ยไนโตรเจนเดี่ยวช่วยส่งเสริมการเกิดปมใน

ระยะเจรญิเตบิโตแต่ไม่มผีลในการเกดิปม และการตรงึ

ไนโตรเจนในระยะเจริญพันธุ์ การใช ้ B. japonicum 

USDA 110 และ/หรือ endophytic Streptomyces  

ไอโซเลท P4 ร่วมกบัปุย๋ไนโตรเจน ช่วยส่งเสรมิการเกดิ

ปมทั้ง 2 ระยะ ไม่เพิ่มการตรึงไนโตรเจน แต่ยังคงม ี

แนวโน้มที่จะเพิ่มผลผลิตเมล็ดถั่วเหลือง ชี้ให้เห็นว่า

สามารถใช้เชื้อดังกล่าวร่วมกับปุ๋ยไนโตรเจนได้ ทั้งนี้

ต้องพิจารณาชนิดและอัตราปุ๋ยที่เหมาะสมด้วย

ผลผลิต

พบว่าทกุกรรมวธิไีม่มผีลท�าให้ค่าเฉลีย่ของจ�านวน

ฝักต่อต้น จ�านวนเมล็ดต่อฝัก และผลผลิตเมล็ดของ 

ถั่วเหลืองในระยะเก็บเกี่ยวแตกต่างกันทางสถิติ  

(Table 4) อย่างไรกต็าม การใส่ B. japonicum USDA 

110 ร่วมกับปุ๋ยไนโตรเจน หรือร่วมกับ endophytic 

Streptomyces ไอโซเลท P4 มีแนวโน้มที่จะให้จ�านวน

ฝักต่อต้น และผลผลิตเมล็ดสูงกว่ากรรมวิธีอื่นๆ  

ในขณะทีก่ารใส่ปุย๋ไนโตรเจนมแีนวโน้มทีจ่ะให้จ�านวน

ฝักต่อต้น และผลผลิตเมล็ดต�่ากว่าทุกกรรมวิธีรวมทั้ง

กรรมวิธีควบคุมด้วย

Table 4  Effects of endophytic Streptomyces sp.; P4 isolate and Bradyrhizobium japonicum USDA 110 on the 
amount of pods per plant, seeds per pod and seed yield (g/plant) of soybean.

Treatment Number of
Pod/plant

Number of
Seed/pod

      Seed yield
        (g/plant)

Control      17.6        1.9             4.5
USDA110      18.6        1.8             5.0
P4      18.3        1.9             4.6
N      16.0        2.0             4.0
USDA110+N      21.5        1.8             5.6
P4+N      19.9        1.9             5.1
USDA110+P4      21.5        1.9             5.2
USDA110+ P4+N      19.9         1.8             4.7
F-test       NS         NS             NS
CV (%)      18.0         8.2            20.3
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 สรุป

การใส่ B. japonicum USDA 110 และ endophytic 

Streptomyces ไอโซเลท P4 ส่งผลให้เพิ่มน�้าหนักแห้ง

ส่วนเหนอืดนิ น�า้หนกัแห้งปม และน�า้หนกัแห้งรวมของ

ถั่วเหลืองทั้งในระยะเจริญเติบโตและระยะเจริญพันธุ์ 

และมีแนวโน้มที่จะเพิ่มผลผลิตเมล็ดถั่วเหลือง โดย

เฉพาะอย่างยิ่งการใช ้B. japonicum USDA 110 ร่วม

กบั endophytic Streptomyces ไอโซเลท P4 ส่งผลให้

เพิ่มการตรึงไนโตรเจนอย่างมาก การศึกษาในครั้งนี้

แสดงให้เห็นว่ามีความเป็นไปได้ที่จะน�า endophytic 

St rep tomyces  ไอโซ เลท P4  มาใช ้ ร ่ วมกับ  

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 เพือ่ส่งเสรมิ

การเกิดปม การตรึงไนโตรเจน และผลผลิตของ 

ถัว่เหลอืง อย่างไรกต็าม ควรท�าการศกึษาเกีย่วกบัการ

ใช้เชือ้ดงักล่าวร่วมกนัในดนิอืน่ๆ หรอืกบัถัว่เหลอืงพนัธุ์

อืน่ๆ รวมทัง้การทดสอบในสภาพไร่เพือ่ยนืยนัผลต่อไป

ค�ำขอบคุณ

การศึกษาครั้งนี้ได้รับการสนับสนุนทุนอุดหนุน 

การวิจัยจากบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยนเรศวร 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณคุณสุรีย์รัตน์ บัวชื่น เจ้าหน้าที่

ห้องปฏิบัติการ คุณอัษฎาวุธ สนั่นนาม นิสิตระดับ

ปรญิญาเอก และคณุอรว ีค�าแดง นสิติระดบัปรญิญาตรี 

ภาควิชาวิทยาศาสตร์การเกษตรที่ให้การช่วยเหลือ 

ในการศึกษา
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