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รูปแบบ Abstract (บทคัดยอ) 

 

Project Code: TRG5780022 

 

Project Title: การศึกษาผลกระทบของสารอินทรียที่ใสในระยะยาวที่มีตอจุลินทรียดินที่

เกี่ยวของกับกระบวนการไนตริฟเคชันเพื่อเพิ่มความอุดมสมบูรณของไนโตรเจนในดิน (Effects 

of long-term application of organic amendments on soil microorganisms mediating 

ecosystem functioning for nitrification to enhance N fertility of soil) 

 

Investigator: ดร.พฤกษา หลาวงษา สังกัด มหาวิทยาลัยขอนแกน 

 

E-mail Address: phrueksa@gmail.com 

 

Project Period: 2 ป (2 มิถุนายน 2557 – 1 มิถุนายน 2559) 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัยคือเพื่อศึกษาผลกระทบของการใสสารอินทรียตาง

คุณภาพระยะยาวที่มีตอจํานวนประชากรจุลินทรียในดินรวมทั้งชนิดและความหลากหลายทาง

ชีวภาพของจุลินทรียในดนิโดยจะเนนไปที่กลุมแบคทีเรียที่เกีย่วของกับการหมนุเวียนธาตุอาหาร

พืชไนโตรเจนซึ่งเปนธาตุอาหารหลักในดิน เชน กระบวนการไนตริฟเคชัน ผลการศึกษาพบวา

เมื่อทําการเก็บตัวอยางดินในดินที่ไมมีการใสสารอินทรีย (กรรมวิธีทดลองควบคุม) ดินที่ใส

สารอินทรียซากถ่ัวลิสง และใบมะขามรวง เพื่อทดลองหาจํานวนประชากรแบคทีเรีย อารเคีย 

แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย แอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียในแปลงทดลองดวยวิธี real-

time polymerase chain reaction และ พบวาจํานวนประชากรของแบคทีเรีย อารเคีย และ

แอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียในกรรมวิธีทดลองที่มีการใสสารอินทรียทั้งสองชนิด ไดแก ซาก

ถ่ัวลิสง และใบมะขามรวง มีจํานวนประชากรของจุลินทรียดังกลาวสูงกวาในกรรมวิธทีดลองที่ไม

มีการใสสารอินทรีย อยางไรก็ตามพบวาจํานวนประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย

ในกรรมวิธีทดลองที่มีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงมีจํานวนประชากรสูงที่สุด รองลงมาคือ

กรรมวิธีทดลองที่มีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง และกรรมวิธีทดลองควบคุมมีจํานวน

ประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียต่ําที่สุด ทั้งนี้การศึกษาโครงสรางชุมชนและ

หลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียวิเคราะหโดยวิธี T-RFLP (Terminal Restriction 

Fragment Length Polymorphism) และ Pyrosequencing ผลการทดลองวิเคราะหความ

โครงสรางชุมชนและหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียพบวาในดินทั้งสามกรรมวิธทีดลองจะ

สามารถพบแบคทีเรียในสกุล Bacillus มากที่สุด รองลงมาคือแบคทีเรียในสกุล Paenibacillus 



โดยในกรรมวิธีทดลองที่มีการใสสารอินทรียใบมะขามและกรรมวิธทีดลองควบคุมยังสามารถพบ

แบคทีเรียในสกุล Tumebacillus และ Herbaspirillum ดวย อยางไรก็ตามพบแบคทีเรียในสกุล 

Alicyclobacillus เฉพาะในกรรมวิธีทดลองที่มีการใสสารอินทรียใบมะขามเพียงกรรมวิธีทดลอง

เดียว และพบแบคทีเรียในสกุล Ochrobactrum และ Rhodococcus เฉพาะในกรรมวิธีทดลอง

เทานั้น นอกจากนี้พบวาความหลากหลายทางชีวภาพของอารเคียในดินทั้ง 3 กรรมวิธีการ

ทดลองจะสามารถพบอารเคียในไฟลัม Crenarchaeota มากที่สุด รองลงมาคืออารเคียในไฟลัม 

Euryarcheota และ อารเคียในไฟลัม Parvarchaeota ตามลําดับ โดยกรรมวิธีทดลองที่มีการใส

สารอินทรียใบมะขามรวงจะสามารถพบอารเคียในไฟลัม Euryarcheota มากที่สุด และกรรมวิธี

ทดลองที่มีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงจะสามารถพบอารเคียในไฟลัม Crenarchaeota มาก

ที่สุด เปนที่นาสนใจวาโครงสรางชุมชนของอารเคียในกรรมวิธทีดลองควบคุมมีความแตกตางกับ

โครงสรางชุมชนของอารเคียในกรรมวิธีทดลองที่มีการใสสารอินทรียอยางชัดเจน โดยสรุปแลว

ผลการทดลองดังกลาวจะสามารถอธิบายไดวาคุณภาพสารอินทรียซึ่งไดแก องคประกอบทาง

เคมี ไดแก ไนโตรเจน คารบอน ลิกนิน และโพลีฟนอล รวมทั้งสาร allelochemicals ที่ไดจากใบ

มะขาม และคุณสมบัติทางกายภาพของสารอินทรียสามารถสงผลทําใหจํานวนประชากรของ

จุลินทรียดินในดินที่เกี่ยวของกับการหมุนเวียนธาตุอาหารพืชไนโตรเจนแตกตางกันได ทั้งนี้ยัง

รวมถึงโครงสรางชุมชนและความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียดินดวย  

  

Keywords: จํานวนประชากรและโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียและอารเคียในดิน (soil 

bacterial and archaeal abundance and community structure) อินทรียวัตถุในดิน (Soil 

organic matter) คุณภาพสารอินทรีย (organic input quality) การหมุนเวียนธาตุอาหาร 

(nutrient cycling)   
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Output จากโครงการวิจัยที่ไดรบัทุนจาก สกว. 

1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาต ิ(ระบุช่ือผูแตง ช่ือเร่ือง ช่ือวารสาร ป 

เลมที่ เลขที่ และหนา) หรือผลงานตามที่คาดไวในสัญญาโครงการ 

อยูระหวางการจัดเตรียมตนฉบับในการตีพิมพ 

2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

- เชิงวิชาการ (มีการพัฒนาการเรียนการสอน/สรางนักวิจัยใหม) 

ผลที่ไดจากการดําเนินงานโครงการ “การศึกษาผลกระทบของสารอินทรียที่ใส

ในระยะยาวที่มีตอจุลินทรียดินที่เกี่ยวของกับกระบวนการไนตริฟเคชันเพื่อเพิ่ม

ความอุดมสมบูรณของไนโตรเจนในดิน” ไดมีการนําไปใชในการสอนระดับ

ปริญญาตรีวิชาจุลชีววิทยา นิเวศวิทยา และเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน (122 

462) และวิชาดินเขตรอน (122 433) ในหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต 

(เกษตรศาสตร) วิชาเอกปฐพีศาสตร และหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต 

(ทรัพยากรที่ดินและสิ่งแวดลอม) และนําไปใชในการสอนระดับบัณฑิตศึกษา

วิชาจุลชีววิทยาทางดินขั้นสูง (129 761) ในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

(ปฐพีศาสตรและสิ่งแวดลอม) และหลักสูตรปรัชญาดุษฎีบัณฑิต (ปฐพีศาสตร

และสิ่งแวดลอม) 

3. อื่นๆ (เชน ผลงานตีพมิพในวารสารวิชาการในประเทศ การเสนอผลงานในที่ประชุม

วิชาการ หนงัสือ การจดสิทธิบัตร) 

องคความรูจากผลงานวิจัยไดถูกนําเสนอในการประชุมวิชาการเกษตร คร้ังที่ 

17 และตีพิมพลงในวารสารแกนเกษตร ฉบับพิเศษ รายละเอียด ดังนี้ 

Lawongsa, P., Rungthong, R., Kamolmanit, B., Saenjan, P. and 

Vityakon, P. (2016). Responses of soil bacterial population to the 

appearance of allelopathic substances. Khon Kaen agriculture 

Journal 44 supplement 1: 983-990.  

องคความรูจากผลงานวิจัยไดถูกนําเสนอในการประชุมระดับนานาชาติ The 4
th
 

International Symposium on Biological Engineering and Natural Sciences 

รายละเอียด ดังนี้ 

Lawongsa, P. and Vityakon, P. (2016). Diversity and Structure of Soil 

Bacterial Communities under Long-Term Application of Different 

Quality of Organic Residues in Tropical Sandy Soil. The 4
th
 

International Symposium on Biological Engineering and Natural 

Sciences. July. 19-21. Sapporo, Japan. 941-952. 
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ผูวิจัยใครขอขอบคุณทุนสงเสริมนักวิจัยรุนใหม ประจําปงบประมาณ 2557 จาก สํานักงาน

กองทุนสนับสนุนการวิจัย และมหาวิทยาลัยขอนแกน สําหรับสนับสนุนการทําวิจัยในโครงการการศึกษา

ผลกระทบของสารอินทรียท่ีใสในระยะยาวท่ีมีตอจุลินทรียดินท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการไนตริฟเคชันเพื่อเพิ่ม

ความอุดมสมบูรณของไนโตรเจนในดิน (Effects of long-term application of organic amendments on 

soil microorganisms mediating ecosystem functioning for nitrification to enhance N fertility of 

soil) ขอขอบคุณ คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน และ Faculty of Agricultural Sciences, 

Institute of Agricultural Sciences in the Tropics (Hans-Ruthenberg-Institute), University of 

Hohenheim ประเทศเยอรมนี ท่ีอํานวยความสะดวกในเรื่องอุปกรณและเครื่องมือวิทยาศาสตรท่ีเกี่ยวของใน

โครงการวิจัย ขอขอบคุณอาจารย เจาหนาท่ี และนักศึกษาสาขาทรัพยากรท่ีดินและส่ิงแวดลอม ภาควิชา    

พืชศาสตรและทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร ท่ีอํานวยความสะดวกและใหความชวยเหลือท้ังในสวน

ของการใสสารอินทรียและการเก็บตัวอยางดินในภาคสนาม และการทดลองในสวนของหองปฏิบัติการ และ

ขอขอบคุณผูรวมงานวิจัยทุกทาน ท่ีมีสวนชวยใหโครงงานวิจัยนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยดี  

 

 

 

ดร.พฤกษา หลาวงษา  

(หัวหนาโครงการวิจัย) 
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บทคัดยอ 

 

ผลการศึกษาผลกระทบของสารอินทรียท่ีใสในระยะยาวท่ีมีตอจุลินทรียดินท่ีเกี่ยวของกับ

กระบวนการไนตริฟเคชันในดินพบวาเมื่อทําการเก็บตัวอยางดินในดินท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (กรรมวิธีทดลอง

ควบคุม) ดินท่ีใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง และใบมะขามรวง เพื่อทดลองหาจํานวนประชากรแบคทีเรีย อารเคีย 

แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย แอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียในแปลงทดลองดวยวิธี real-time 

polymerase chain reaction พบวาจํานวนประชากรของแบคทีเรีย อารเคีย แอมโมเนียออกซิไดซิ่ง

แบคทีเรีย และแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียในกรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรียท้ังสองชนิด ไดแก ซากถ่ัว

ลิสง และใบมะขามรวง มีจํานวนประชากรของจุลินทรียดังกลาวสูงกวาในกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใส

สารอินทรีย ท้ังนี้ผลการทดลองวิเคราะหความโครงสรางชุมชนและหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียพบวา

ในดินท้ังสามกรรมวิธทีดลองจะสามารถพบแบคทีเรียในสกุล Bacillus มากท่ีสุด รองลงมาคือแบคทีเรียในสกุล 

Paenibacillus โดยในกรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามและกรรมวิธีทดลองควบคุมยังสามารถ

พบแบคทีเรียในสกุล Tumebacillus และ Herbaspirillum ดวย อยางไรก็ตามพบแบคทีเรียในสกุล 

Alicyclobacillus เฉพาะในกรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามเพียงกรรมวิธีทดลองเดียว และพบ

แบคทีเรียในสกุล Ochrobactrum และ Rhodococcus เฉพาะในกรรมวิธีทดลองเทานั้น นอกจากนี้พบวา

ความหลากหลายทางชีวภาพของอารเคียในดินท้ัง 3 กรรมวิธีการทดลองจะสามารถพบอารเคียในไฟลัม 

Crenarchaeota มากท่ีสุด รองลงมาคืออารเคียในไฟลัม Euryarcheota และ อารเคียในไฟลัม 

Parvarchaeota ตามลําดับ โดยกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงจะสามารถพบอารเคียใน

ไฟลัม Euryarcheota มากท่ีสุด และกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงจะสามารถพบอารเคียใน

ไฟลัม Crenarchaeota มากท่ีสุด เปนท่ีนาสนใจวาโครงสรางชุมชนของอารเคียในกรรมวิธีทดลองควบคุมมี

ความแตกตางกับโครงสรางชุมชนของอารเคียในกรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรียอยางชัดเจน โดยผลการ

ทดลองดังกลาวช้ีใหเห็นวาคุณภาพสารอินทรียซึ่งไดแก องคประกอบทางเคมี ไดแก ไนโตรเจน คารบอน 

ลิกนิน และโพลีฟนอล รวมท้ังสาร allelochemicals ท่ีไดจากใบมะขาม และคุณสมบัติทางกายภาพของ

สารอินทรียสามารถสงผลทําใหจํานวนประชากรของจุลินทรียดินในดินท่ีเกี่ยวของกับการหมุนเวียนธาตุอาหาร

พืชไนโตรเจนแตกตางกันได ท้ังนี้ยังรวมถึงโครงสรางชุมชนและความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียดิน

ดวย 
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Abstract 

 

The project “Effects of long-term application of organic amendments on soil 

microorganisms mediating ecosystem functioning for nitrification to enhance N fertility of 

soil” appeared that higher bacterial, archaeal, ammonia oxidizing bacterial and Ammonia 

oxidizing archaeal population were found in soil treated with organic residues (groundnut 

stover and tamarind) when compared to control (soil without organic residue application) by 

real-time polymerase chain reaction. In all three gene libraries, the majority of sequences 

were affiliated with the firmicutes which was predominantly represented by sequences of 

Bacillus sp. and Paenibacillus sp. (all treatment). Several sequences were affiliated with 

firmicute (Tumebacillus sp.) and beta-proteobacteria (Herbaspirillum sp.) with large 

proportions in control and tamarind treatment. The other majority of isolates obtained from 

tamarind treatment belonged to the firmicutes Alicyclobacillus sp., In the control treatment, 

several sequences were, in contrast to the others, assigned as alpha-proteobacteria, 

Ochrobacterium tritici and Ochrobactrum anthropi with the high G-C gram-positive bacteria 

Rhodococcus gingshengii. The finding of archaeal biodiversity showed that dominant 

archaeal phylum of Euryarcheota was found in soil treated with tamarind. Crenarchaeota 

was found to be dominant archaeal family in soil treated with groundnut strover. Different 

archaeal community structures in control was observed when compared with archaeal 

community structures in soil treated with organic residues. The findings appeared that 

different quality of organic residues such as nitrogen content, carbon contents, lignin 

contents, polyphenol contents including allelochemicals from tamarind and physical 

properties of organic residues can alter bacterial and archaeal population and biodiversity.  
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บทนํา 

 

ความสําคัญ และท่ีมาของปญหา  

การแกปญหาดินทรายท่ีขาดความอุดมสมบูรณ สามารถทําไดโดยการใสสารอินทรียลงไปในดินเพื่อ

ปรับปรุงโครงสรางของดินและเปนการบํารุงดิน เชน ซากใบมะขาม ใบพลวง ฟางขาว หรือซากตนใบถ่ัวลิสง เปน

ตน (Vityakon et al., 2000; Puttaso et al., 2011; Samahadthai et al., 2010) สารอินทรียเหลานี้มี

ศักยภาพชวยเพิ่มความอุดมสมบูรณของดินไดเนื่องจากเกิดกระบวนการสลายตัว (decomposition) ข้ึนในดิน 

ท้ังนี้ระบบการยอยสลายอินทรียวัตถุในดิน (decomposition subsystem) ไดรับอิทธิพลจากปจจัยท่ีสําคัญ 3 

ชนิดไดแก คุณภาพของสารอินทรีย (quality หรือ Q) ไดแก องคประกอบทางเคมี และคุณสมบัติทางกายภาพ 

ของสารอินทรีย รวมท้ัง modifiers ซึ่งเปนองคประกอบทางเคมีของสารอินทรียชนิดหนึ่งท่ีมีโครงสรางโมเลกุลท่ีมี

อิทธิพลตอการทํางานหรือพฤติกรรมของส่ิงมีชีวิตท่ีเขายอยสลายสารอินทรียโดยกลไกท่ีนอกเหนือจากการเปน

แหลงคารบอน ธาตุอาหาร และพลังงาน เชนสาร allelochemicals เปนตน ส่ิงมีชีวิตท่ีทําการยอยสลาย ท้ังสัตว

และจุลินทรีย ดิน (organism หรือ O) และสภาพแวดลอมทางกายภาพและเคมี (physicochemical 

environment หรือ P) เชน อุณหภูมิ เนื้อดิน ความช้ืนดิน และ pH ของดิน เปนตน สําหรับส่ิงมีชีวิตในดิน ท้ัง

สัตวและจุลินทรียดิน เปนปจจัยการยอยสลายท่ีมีบทบาทสําคัญยิ่ง จํานวนประชากรและชนิดของจุลินทรียตางกัน 

รวมท้ังกิจกรรม ความสามารถของจุลินทรียดินในการปลดปลอยเอนไซมออกมาเพื่อทําหนาท่ีในการยอยสลาย

สารอินทรียตางกันสามารถกอใหเกิดการยอยสลายท่ีตางกันไป  

เนื่องจากในการใสสารอินทรียตางคุณภาพลงในดินเปนระยะเวลายาวนานนั้นอาจสงผลกระทบตอ

จํานวน ชนิด และกิจกรรมของจุลินทรียด่ังเดิม ทําใหแมวาสารอินทรียดังกลาวอาจชวยในการปรับปรุงบํารุงดิน

และเพิ่มผลผลิตของพืชไดในระยะแรก แตก็อาจสงผลกระทบตอจุลินทรียดินในระยะยาว ดังนั้นการวิจัยในครั้งนี้จึง

ทําการศึกษาผลกระทบของสารอินทรียตางคุณภาพตอความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียดิน โดยเนนท่ี

จํานวนประชากรของจุลินทรียดิน ไดแก แบคทีเรีย (Bacteria) อารเคีย (Archaea) แอมโมเนียออกซิได-ซิ่ง

แบคทีเรีย (Ammonia oxidizing bacteria; AOB) และแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคีย (Ammonia oxidizing 

archaea; AOA) ในดิน ซึ่งเปนจุลินทรียท่ีมีความสําคัญตอการเกิดกระบวนการแปรรูปของแอมโมเนียใหมาเปนไฮ

ดรอกซีเอมีนโดยการทํางานของเอนไซมแอมโมเนียโมโนออกซิจีเนส และความหลากหลายทางชีวภาพของ

จุลินทรียดินซึ่งกระบวนการดังกลาวนี้เปนกระบวนการเริ่มตนของการเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันในดิน ท้ังนี้

เพื่อใหเกิดความรู ความเขาใจในการประยุกตใชสารอินทรียตางคุณภาพมาใชในการแกไขปญหาดินเส่ือมโทรม

ความอุดมสมบูรณของภาคตะวันออกเฉียงเหนือท่ีมีดินทรายมากในภาคนี้ไดอยางถูกจุด โดยท่ีไมสงผลกระทบตอ

ความเปนประโยชนของจุลินทรียในดิน ซึ่งจะนําไปสูการพัฒนาทางดานการเกษตรแบบยั่งยืนตอไป  



2 
 

วัตถุประสงค 

1. เพื่อศึกษาผลกระทบของสารอินทรียท่ีใสในระยะยาวท่ีมีตอจํานวนประชากรแบคทีเรียและอารเคีย 

ในดิน 

2. เพื่อศึกษาผลกระทบของสารอินทรียท่ีใสในระยะยาวท่ีมีตอจํานวนประชากรแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง 

แบคทีเรียและแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียในดิน 

3. เพื่อศึกษาผลกระทบของสารอินทรียท่ีใสในระยะยาวท่ีมีตอความหลากหลายทางชีวภาพของประชากร 

จุลินทรียในดิน 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการวิจัยการศึกษาผลกระทบของสารอินทรียท่ีใสในระยะยาวท่ีมีตอจุลินทรียดินท่ีเกี่ยวของ

กับกระบวนการไนตริฟเคชันเพื่อเพิ่มความอุดมสมบูรณของไนโตรเจนในดิน (Effects of long-term application 

of organic amendments on soil microorganisms mediating ecosystem functioning for nitrification 

to enhance N fertility of soil) มีขอบเขตการศึกษามุงเนนศึกษาจํานวนประชากรของจุลินทรียดิน ไดแก 

แบคทีเรีย อารเคีย แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย และแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียในดิน ซึ่งเปนจุลินทรียท่ีมี

ความสําคัญตอการเกิดกระบวนการแปรรูปของแอมโมเนียใหมาเปนไฮดรอกซีเอมีนโดยการทํางานของเอนไซม

แอมโมเนียโมโนออกซิจีเนส และความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียดินซึ่งกระบวนการดังกลาวนี้เปน

กระบวนการเริ่มตนของการเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันในดินท่ีมีการใสสารอินทรียตางคุณภาพระยะยาว 

 

ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

การแกปญหาดินทรายท่ีขาดความอุดมสมบูรณ สามารถทําไดโดยการใสสารอินทรียลงไปในดิน

เพื่อปรับปรุงโครงสรางของดินและเปนการบํารุงดิน เชน ซากใบมะขาม ใบพลวง ฟางขาว หรือซากตนใบถ่ัวลิสง 

เปนตน (Vityakon et al., 2000; Puttaso et al., 2011; Samahadthai et al., 2010) สารอินทรียเหลานี้มี

ศักยภาพชวยเพิ่มความอุดมสมบูรณของดินไดเนื่องจากเกิดกระบวนการสลายตัว (decomposition) ข้ึนในดิน 

ท้ังนี้ระบบการยอยสลายอินทรียวัตถุในดิน (decomposition subsystem) ไดรับอิทธิพลจากปจจัยท่ีสําคัญ 3 

ชนิดไดแก คุณภาพของสารอินทรีย (quality หรือ Q), ส่ิงมีชีวิตท่ีทําการยอยสลาย ท้ังสัตวและจุลินทรียดิน 

(organism หรือ O) และสภาพแวดลอมทางกายภาพและเคมี (physicochemical environment หรือ P) 

สําหรับส่ิงมีชีวิตในดิน ท้ังสัตวและจุลินทรียดิน เปนปจจัยการยอยสลายท่ีมีบทบาทสําคัญยิ่ง จํานวนประชากรและ

ชนิดของจุลินทรียตางกัน รวมท้ังกิจกรรม ความสามารถของจุลินทรียดินในการปลดปลอยเอนไซมออกมาเพื่อทํา

หนาท่ีในการยอยสลายสารอินทรียตางกัน ก็กอใหเกิดการยอยสลายท่ีตางกันไป  
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เนื่องจากในการใสสารอินทรียตางคุณภาพลงในดินนั้นอาจสงผลกระทบตอจุลินทรียดินด่ังเดิม ทํา

ใหแมวาสารอินทรียดังกลาวอาจชวยในการปรับปรุงบํารุงดินและเพิ่มผลผลิตของพืชไดในระยะแรก แตก็อาจสงผล

กระทบตอจุลินทรียดินในระยะยาว รวมท้ังอัตราสารอินทรียท่ีใสก็สามารถสงผลกระทบตอจุลินทรียดินดังกลาว

ดวยเชนกัน ดังนั้นการวิจัยในครั้งนี้จึงทําการศึกษาผลกระทบของสารอินทรียท่ีใสในระยะยาวท่ีมีตอจุลินทรียดินท่ี

เกี่ยวของกับกระบวนการไนตริฟเคชันเพื่อเพิ่มความอุดมสมบูรณของไนโตรเจนในดิน (ภาพท่ี 1) เพื่อใหเกิดความรู 

ความเขาใจในการประยุกตใชสารอินทรียตางคุณภาพมาใชในการแกไขปญหาดินเส่ือมโทรมความอุดมสมบูรณของ

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือท่ีมีดินทรายมากในภาคนี้ไดอยางถูกจุด โดยท่ีไมสงผลกระทบตอความเปนประโยชนของ

จุลินทรียในดิน ซึ่งจะนําไปสูการพัฒนาทางดานการเกษตรแบบยั่งยืนตอไป  

 

 

ภาพท่ี 1 กรอบแนวความคิด (conceptual framework) ของโครงการวิจัย 
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ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

1. ทราบถึงผลกระทบของสารอินทรียตางคุณภาพท่ีมีตอประชากรและความหลากหลายทาง

ชีวภาพของจุลินทรียในดิน  

2. สามารถนําผลงานวิจัยตีพิมพในวารสารระดับชาติในฐาน TCI และในวารสารระดับนานาชาติ

ในฐาน ISI อยางนอย 1 เรื่อง 

3. สามารถนําผลงานในการประชุมระดับชาติและ/หรือนานาชาติ  

4. ผลจากงานวิจัยท่ีไดจะถูกนําไปถายทอดแกนักวิชาการท่ีเกี่ยวของของมหาวิทยาลัยขอนแกน 

กรมวิชาการเกษตร กรมพัฒนาท่ีดิน สํานักงานส่ิงแวดลอม และพนักงานดานเกษตรในองคการบริหารสวนตําบล 

เพื่อนําผลไปประยุกตใชใหถึงมือเกษตรกรตอไป 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

1. การปรับปรุงบํารุงดิน  

ดินท่ีเหมาะสมสําหรับการเพาะปลูกนั้นจะตองมีคุณสมบัติท่ีดีสามประการไดแกคุณสมบัติทางเคมี 

คือ ดินตองมีความสมดุลของแรธาตุอาหารพืช ท้ังธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรองและจุลธาตุ และมีปฏิกิริยาของ

ดินท่ีเปนกลางคือดินตองไมเปนกรดเปนดางหรือมีความเค็มจนเกินไป คุณสมบัติทางกายภาพ คือ ดินตองมีความ

สมดุลของอากาศและน้ํา คือดินตองมีโครงสรางท่ีดี มีการรวนซุย อากาศถายเทไดดี มีความสามารถในการอุมน้ําได

ดี เม็ดดินเกาะกันอยางหลวมๆ เพื่อชวยใหรากพืชสามารถแผขยายและชอนไชไปหาแรธาตุอาหารพืชไดงายใน

ระยะท่ีกวางและไกล เปนดินท่ีออนนุมไมแข็งกระดาง คุณสมบัติทางชีวภาพ คือเปนดินท่ีมีความสมดุลของ

จุลินทรีย เปนดินท่ีมีจุลินทรียและส่ิงท่ีมีชีวิตขนาดเล็กในดินท่ีเปนประโยชนในปริมาณมาก สามารถสรางกิจกรรม

ตางๆ ท่ีกอใหเกิดประโยชนแกพืชไดดี เชนสามารถยอยแรธาตุในดินท่ียังไมเปนประโยชนแกพืชหรือใหประโยชน

นอยใหเปนประโยชนแกพืช  

ดินท่ีใชทําการเพาะปลูกท่ีมีปญหาไมวาจะเปนดินท่ีเส่ือมคาขาดความอุดมสมบูรณ ดินเหลานี้ 

สามารถปรับปรุงใหเกิดประโยชนใชในการเพาะปลูกได การปรับปรุงบํารุงดินโดยวิธีธรรมชาติเปนทางหนึ่งท่ี

สามารถนํามาใชไดเปนวิธีท่ีทําไดงาย เปนการใชวัสดุท่ีเกิดข้ึนโดยธรรมชาติหรือวัสดุเหลือใชมาทําใหเกิดประโยชน

ในการปรับปรุงบํารุงดิน เปนการใชพืชและสัตวเปนแหลงของธาตุอาหารพืชในดิน ตลอดจนการเขตกรรมและ

ระบบการจัดการเกษตรท่ีเหมาะสม เปนการหลีกเล่ียงการใชสารเคมีสังเคราะหมาใชเปนวัสดุปรับปรุงบํารุงดินทํา

ใหเกิดผลผลิตท่ีบริสุทธิ์ เปนประโยชนตอผูผลิตและผูบริโภค ชวยลดตนทุนการผลิตและลดปญหาส่ิงแวดลอมท่ีเปน

พิษอีกดวย 
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อยางไรก็ตาม การปรับปรุงบํารุงดินโดยวิธีธรรมชาตินั้นจะตองคํานึงถึงความสมดุลทางเคมี ชีวะ 

และ กายภาพ เปนหลัก ซึ่งสามารถดําเนินการไดโดยวิธีตางๆ เชนการปรับปรุงบํารุงดินโดยปลูกพืชหมุนเวียน การ

ปลูกพืชสดเปนปุยปรับปรุงบํารุงดิน และการใชปุยคอก ปุยหมัก รวมท้ังสารอินทรียชนิดตางๆ เปนตน ท้ังนี้เพื่อ

เพิ่มอินทรียวัตถุ เพิ่มธาตุอาหารพืชใหแกดิน ชวยใหดินรวนซุย ดินอุมน้ําไดดีข้ึน ดินไมแข็งกระดาง และรักษา

อุณหภูมิดินไดดวย 

2. อินทรียวัตถุและสารอินทรีย 

อินทรียวัตถุ (Organic matter) หมายถึง ส่ิงท่ีไดจากการยอยสลายตัวของสารอินทรีย ไดแก 

ซากพืช ซากสัตว รวมท้ังส่ิงขับถายของมนุษยและสัตว เศษขยะตาง ๆ เปนตน 

กระบวนการสลายตัวของสารอินทรียท่ีเกิดข้ึนในระบบดินเปนกระบวนการท่ีสําคัญมาก โดย

ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอกระบวนการยอยสลายมี 3 ตัวหลัก คือ คุณภาพของสารอินทรีย (quality หรือ Q) ไดแก 

องคประกอบทางเคม ีและคุณสมบัติทางกายภาพของสารอินทรีย รวมท้ัง modifiers ซึ่งเปนองคประกอบทางเคมี

ของสารอินทรียชนิดหนึ่งท่ีมีโครงสรางโมเลกกุลท่ีมีอิทธิพลตอการทํางานหรือพฤติกรรมของส่ิงมีชีวิตท่ีเขายอย

สลายสารอินทรีย เชนสาร allelochemicals เปนตน, ส่ิงมีชีวิตท่ีทําการยอยสลาย ท้ังสัตว และจุลินทรียดิน 

(organisms หรือ O) และสภาพแวดลอมทางกายภาพและเคมี (physicochemical environment หรือ P) เชน 

อุณหภูมิ เนื้อดิน ความช้ืนดิน และ pH ของดิน เปนตน 

3. ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอกระบวนการสลายตัวของสารอินทรีย 

3.1. ปจจัยคุณภาพสารอินทรีย (quality factor)  

คุณภาพของสารอินทรียแบงไดเปนคุณภาพทางกายภาพ (physical quality) และทางเคมี 

(chemical quality) คุณภาพทางกายภาพหมายถึงคุณสมบัติทางกายภาพของสารอินทรียซึ่งมี 3 ลักษณะหลัก 

ไดแก คุณสมบัติ พื้นผิว ความเหนียวทนทาน (toughness) หรือความแข็ง และขนาดช้ิน (Swift et al., 1979) 

สวนคุณภาพของสารอินทรียทางเคมีเปนประเด็นท่ีมีการศึกษามาก องคประกอบทางเคมีเปนปจจัยท่ีใหพลังงาน

คารบอน (C) และธาตุอาหารอื่น ๆ แกส่ิงมีชีวิตท่ีเขายอยสลายโดยเฉพาะจุลินทรีย โดยผานทางกระบวนการท่ี

เปล่ียนรูปสารประกอบอินทรียใหเปนรูปสารประกอบอนินทรียเรียกวา mineralization เชน คารโบไฮเดรตถูก

เปล่ียนรูปเปน CO2, โปรตีนถูกเปล่ียนรูปเปนแอมโมเนียม ( NH4
+ ) และไนเตรต ( NO3

- ) และไฟเตต ถูก

เปล่ียนเปนฟอสเฟต ( H2PO4
- ) เปนตน สําหรับธาตุอาหารไนโตรเจน (N) การใชตัวช้ีอัตราสวน C ตอ N (C/N 

ratio) เปนตัวบงบอกวาจะเกิด net N mineralization หรือ net N immobilization ในการสลายตัวของ

สารอินทรียชนิดหนึ่ง โดยอัตราสวน C/N จะถูกใชเปนตัวช้ีคุณภาพสารอินทรียทางเคมีท่ีใชมาต้ังแตยุคตนของ

การศึกษาการยอยสลาย และในปจจุบันยังมีการใชอัตราสวน ลิกนิน/ N ประกอบดวย (Melillo et al., 1982)  
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3.2. ปจจัยสภาพแวดลอมทางดิน (physicochemical environment) 

ปจจัยสภาพแวดลอมทางดินเปนผลมาจากปจจัยภูมิอากาศท่ีมีปฏิสัมพันธกับดิน ท่ีมีผลตอการ

ยอยสลายในระบบดินซึ่งเปนปจจัยทางกายภาพของดิน ไดแก ความช้ืนดิน และอุณหภูมิดิน นอกจากนี้ยังมีปจจัย

ทางเคมีดิน ไดแก pH ของดิน โดยท่ัวไปสารอินทรียในสภาพดินท่ีความช้ืนตํ่ากวามีการสลายตัวนอย พิจารณาจาก

นาหนักแหงปราศจากเถาท่ีเหลืออยูมากกวาในสภาพดินแหง (พจนีย, 2551) Paul and Clark (1996) พบวา

จุลินทรียยังมีความไวตอความเครียด หรือ แรงยึดน้ํา (moisture tension) ของดิน โดยกิจกรรมจุลินทรียจะลดลง

เมื่อคาแรงยึดน้ําเปนศูนยในสภาพน้ําขัง และเมื่อคาแรงยึดน้ําของดินเพิ่มข้ึนในสภาพดินแหงข้ึน นอกจากนี้การ

เปล่ียนรูปไนโตรเจนจากรูปอินทรียไปอยูในรูปของอนินทรียไนโตรเจน (N mineralization) เปนกระบวนการยอย

สลายท่ีไดรับอิทธิพลจากความช้ืนดินดวย  

3.3. ปจจัยส่ิงมีชีวิตในดิน (decomposer organisms) 

ส่ิงมีชีวิตในดินท่ีมีบทบาทในการยอยสลายมีท้ังสัตว (macroorganism หรือ fauna) และ

จุลินทรีย (microorganism) โดยสัตวไมมีกระดูกสันหลังซึ่งมีขนาดใหญกวาจุลินทรียจะมีหนาท่ีหลักในการยอย

สลายทางกายภาพ ไดแก กระบวนการทําใหซากอินทรียมีขนาดเล็กลงซึ่งทําใหจุลินทรียสามารถเขายอยสลายทาง

ชีวเคมีไดอยางมีประสิทธิภาพยิ่งข้ึน จุลินทรียมีปริมาณนอยในดิน เพียง 1-3% ของอินทรียคารบอนท้ังหมดของดิน 

(SOC) แตมีบทบาทสูงท่ีสุดในการยอยสลาย ดังเห็นไดจากคากิจกรรมจุลินทรียท่ีวัดจากการหายใจของดินหรือการ

ปลดปลอย CO2 จากดิน โดยจุลินทรียปลดปลอย CO2 คิดเปน 80-95% ของการปลดปลอยท้ังหมด (Lavelle et 

al., 1993) จุลินทรียท่ีทําการยอยสลายไดแก แบคทีเรียและเช้ือราสวนใหญเปน chemoheterotrophs ซึ่งไดรับ

พลังงานและคารบอนจากสารอินทรีย จุลินทรียท่ีทําการยอยสลายไดแก แบคทีเรียและเช้ือราสวนใหญเปน 

chemoheterotrophs ซึ่งไดรับพลังงานและคารบอนจากสารอินทรีย ท้ังนี้การใสสารอินทรียลงในดินเพื่อปรับปรุง

และเพิ่มอินทรียวัตถุใหกับดินนั้นอาจสงผลกระทบตอจํานวนจุลินทรียในดินรวมท้ังโครงสรางชุมชนจุลินทรียได โดย 

Kamolmanit et al., 2013 พบวาหลังจากมีการใสสารอินทรีย ไดแก ซากถ่ัวลิสง ซากใบมะขาม ใบพลวง และ

ฟางขาว เปนระยะเวลานาน 16 ป สามารถสงผลกระทบตอจํานวนประชากรของจุลินทรีย (เช้ือรา) ในดินได โดย

ในดินท่ีมีการใสสารอินทรียสงผลกระทบทําใหจํานวนเช้ือราในดินเพิ่มมากข้ึนได ท้ังนี้นอกจากจํานวนประชากร

แลวการใสสารอินทรียยังสงผลกระทบตอโครงสรางชุมชนจุลินทรีย (เช้ือรา) ดวย โดยเช้ือราหลักท่ีพบในดินทีมีการ

ใส ฟางขาว ไดแก Mycelioptera thermophila  เช้ือราหลักท่ีพบในดินท่ีมีการใสซากถ่ัวลิสง ไดแก 

Mycelioptera thermophila Proleptomonas faecicola และ Aspergillus fumigates เช้ือราหลักท่ีพบใน

ดินท่ีมีการใสใบพลวง ไดแก Mycelioptera thermophila  Aspergillus versicolor Anguillospora 

longissima และ Aspergillus fumigates เช้ือราหลักท่ีพบในดินท่ีมีการใสใบมะขาม ไดแก Mycelioptera 

thermophila  Aspergillus versicolor Fusarium oxysporum และ Cryptococcus podzolicus เปนตน 
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ท้ังนี้นอกจากการใสสารอินทรียจะสงผลกระทบตอเช้ือราในดินแลวยังสงผลกระทบตอเช้ือแบคทีเรียในดินดวย 

(Rasche et al., 2014) อยางไรก็ตามงานวิจัยท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายสารอินทรียโดยแบคทีเรียยังมีจํากัดจึงมี

ความจําเปนท่ีจะตองทําการวิจัยผลกระทบของสารอินทรียตางคุณภาพท่ีมีตอความหลากหลายทางชีวภาพ ชนิด 

ประชากร และกิจกรรมของแบคทีเรียในดินเพิ่มเติม 

วิธีการดําเนินการวิจัย  

1. แบบการวิจัย 

วางแผนงานทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) 3 ซ้ํา 

2. ข้ันตอนและวิธีในการวิจัย การเก็บขอมูล การกําหนดพื้นท่ี  

   ทําการทดลองในแปลงทดลอง ณ สถานีทดลองของสํานักงานเกษตรและสหกรณ ตําบลทาพระ 

อําเภอเมือง จังหวัดขอนแกน (16°20´ N; 102°49´ E) ซึ่งดินในแปลงทดลองดังกลาวจะใสสารอินทรียปละครั้ง 

ในชวงปลายเดือนเมษายนถึงตนเดือนพฤษภาคมของทุกป โดยเริ่มมาต้ังแตป 2538 โดยแตละแปลงยอยมีขนาด 4 

x 4 เมตร ท้ังนี้ตัวอยางดินท่ีนํามาวิเคราะหในการทดลองในครั้งนี้จะดําเนินการเก็บตัวอยางดินในการใส

สารอินทรียปท่ี 16 ดําเนินการตามกรรมวิธีตางๆจํานวน 3 กรรมวิธีทดลองดังมีรายละเอียดและวิธีการปฏิบัติแสดง

ในตารางท่ี 1 สารอินทรียท่ีใช ไดแก ใบมะขามรวง และเศษซากถ่ัวลิสง โดยเศษซากของถ่ัวลิสงจะใชท้ังตนและราก 

โดยสับเปนทอนเล็ก ๆ นําไปตากใหแหง  กรณีใบมะขามจะใชเฉพาะใบท่ีรวงหลนจากตนใหม ทําการรวบรวมใบ

มะขามรวง และเศษซากถ่ัวลิสง ใหไดประมาณท่ีตองการจากนั้นหาเปอรเซ็นตความช้ืนเพื่อนํามาคํานวณน้ําหนัก

แหงท่ีแทจริงของสารอินทรียท่ีตองใสในแตละกรรมวิธีทดลอง (ตารางท่ี 1)  
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ตารางท่ี 1 กรรมวิธีทดลองของการทดลองภาคสนามในสถานีทดลอง 

กรรมวิธี

ทดลอง 

การทดลองสภาพไร คุณภาพสารอินทรีย อัตรา 

(ตัน นน. แหง 

ตอเฮกตาร ตอป) 

1 ไมใสสารอินทรีย (Control) - 

 

0 

2 ใบมะขามรวง 

(tamarind leaves residues) 

(intermediate quality) 

มี C=42.7%, N=1.36%, C/N=31.5, 

Lignin=8.77%, Polyphenols=3.15%  

และ cellulose=14.3% (Puttaso et al., 2011) 

10 

3 ซากถ่ัวลิสง  

(groundnut strover) 

(high N) 

มี C=38.8%, N=2.28%, C/N=17.1, 

Lignin=6.76%, Polyphenols=1.29%  

และ cellulose=17.8% (Puttaso et al., 2011) 

10 

 

3. การเก็บขอมูล 

ทําการเก็บตัวอยางดิน และทําการวิเคราะหหาจํานวนประชากร ชนิด และโครงสรางชุมชนของ

จุลินทรียดิน   

4. การวิเคราะหสมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคมีของดิน 

ดําเนินการวิเคราะหตัวอยางดินในหองปฏิบัติการท้ังคุณสมบัติทางกายภาพและคุณสมบัติทาง

เคมีของดิน ไดแก การวิเคราะหหาเปอรเซ็นตอินทรียวัตถุ (% organic matter) โดยวิธี Wet oxidation การ

วิเคราะหเนื้อดิน โดยรอนดินผานตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร หรือขนาด 10 เมช (Mash) เพื่อหาลักษณะเนื้อดิน 

(Soil Texture: % Sand, % Silt, % Clay) โดยวิธี Hydrometer การวิเคราะหคาความเปนกรด–ดางของดิน 

(Soil pH) การวิเคราะหหาคาการนําไฟฟาในดิน (Electrical conductivity; EC) การวิเคราะหหาความสามารถใน

การแลกเปล่ียนประจุบวก (Cation exchange capacity; CEC) โดยวิธี Ammonium Acetate Extract การ

วิเคราะหหาเปอรเซ็นตความช้ืนในดิน (Moisture content) การวิเคราะหหาคาความหนาแนนของดิน วิเคราะห

หาไนโตรเจนท้ังหมดในดิน (total nitrogen) ตามวิธี Kjeldahl method การวิเคราะหหาฟอสฟอรัสท่ีเปน
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ประโยชน (Available P:ppm) ตามวิธี Bray II การวิเคราะหหาโพแทสเซียมท่ีสกัดได (extractable K) โดยใช 

Ammonium acetate เปนตัวสกัดแลวอานคาจาก Atomic absorption spectrophotometer เปนตน 

5. การวิเคราะหจํานวนประชากรของจุลินทรียดินในหองปฏิบัติการ 

การศึกษาจํานวนประชากรของจุลินทรียทําโดยวิธี RT-PCR (Real-time polymerase chain 

reaction) โดยทําการสกัดดีเอ็นเอจากดินตัวอยางจากท้ัง 3 กรรมวิธีทดลอง แลวทําการเพิ่มปริมาณช้ินสวนดีเอ็น

เอเปาหมายแบบเรียลไทม ทําใหสามารถวัดปริมาณของดีเอ็นเอเปาหมายต้ังตนจากส่ิงตองการตรวจวัดไดและ

สามารถวัดปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึนมาไดทันที โดยไมจําเปนตองรอใหกระบวนการเสร็จส้ินกอน ซึ่งปริมาณดีเอ็นเอ

ท่ีเพิ่มข้ึนในปฏิกิริยา PCR ในแตละรอบทําใหไดคาปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มจํานวนจริงจากคาของ exponential 

phase ท่ีไดจากการเริ่มตนของดีเอ็นเอเปาหมาย โดยทําการสกัดดีเอ็นเอจากดินตัวอยางจากท้ัง 3 กรรมวิธีทดลอง 

แลวทําการเพิ่มปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมาย 16SrRNA gene และ amoA gene แบบเรียลไทม โดยใชชุดไพร

เมอรดังนี้ amoA1f (5’-GGGGTTTCTACTGGTGGT-3’) - amoA2r (5’-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3’) 

(Rotthauwe et al., 1997) และ Arch-amoAf (5’-STAATGGTCTGGCTTAGACG-3’) - Arch-amoAr (5’- 

GCGGCCATCCATCTGTATGT-3’) (Francis et al., 2005) จะถูกใชสําหรับการศึกษาจํานวนประชากรของ

แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย และแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคีย ตามลําดับ โดยชุดไพรเมอร Eub338 (5’-

ACCTACGGGAGGCAGCAG-3’) (Lane, 1991) - Eub518 (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) (Muyzer et al., 

1993) และ Ar109f (5’-ACKGCTCAGTAACACGT-3’) - Ar912r (5’- CTCCCCCGCCAATTCCTTTA-3’) 

(Lueders and Friedrich, 2000) ถูกใชสําหรับการศึกษาจํานวนประชากรของแบคทีเรีย และอารเคีย ตามลําดับ 

 

6. การศึกษาชนิด ความหลากหลายทางชีวภาพ และกิจกรรมของแบคทีเรียในดิน   

การศึกษาชนิด โครงสรางชุมชน และความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียดิน ไดแก 

แบคทีเรีย อารเคีย แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย และแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคีย ทําโดยวิธี T-RFLP 

(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) ซึ่งเปนการวิเคราะหความแตกตางหรือความ

หลากหลายของขนาดช้ินดีเอ็นเอสวนปลายท่ีเกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) AluI 

ท้ังนี้ชุดไพรเมอรท่ีใชในวิธี T-RFLP จะเปนไพรเมอรชุดเดียวกันกับการทํา RT-PCR ขางตน แตจะมีการติดฉลาก

สารกัมมันตรังสีไวท่ีไพรเมอรเสนหนึ่ง หลังจากนั้นทําการวิเคราะห T-RFs (Terminal restriction fragments) 

ดวยโปรแกรม GeneScan และใชเทคนิค 454 pyrosequencing ควบคูไปดวย โดยมีดีเอ็นเอเปาหมายคือ 

16SrRNA gene Amplicon V1-V3 โดยทําการสกัดดีเอ็นเอจากดินตัวอยางจากท้ัง 3 กรรมวิธีทดลอง แลวทําการ

เพิ่มปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมาย 16SrRNA gene โดยใชเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) ศึกษา

โดยใช primer 27f และ 1492r (Lane, 1991) สําหรับศึกษาโครงสรางชุมชนแบคทีเรียและ primer Ar109f และ 
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Ar912r (Lueders and Friedrich, 2000) สําหรับศึกษาโครงสรางชุมชนอารเคีย แบคทีเรียปฏิกิริยาประกอบดวย

ดีเอ็นเอตนแบบ, PCR buffer (10x), MgCl2 1.5 มิลลิโมลาร, dNTPs 200 ไมโครโมลาร, primer 27f และ 1492r 

0.45 ไมโครโมลาร, DNA polymerase 1 ยูนิต และน้ํา จากนั้นนําเขาเครื่องง Thermocycler ดวยรอบการ

ทํางานดังตารางท่ี 2 และ 3 แลวทําการตรวจสอบดีเอ็นเอดวยเครื่อง Electrophoresis โดยใช 1% Agarose gel 

ท่ีความตางศักยไฟฟา 110 โวลต 1 ช่ัวโมง ยอมแถบดีเอ็นเอท่ีไดดวย Ethidium bromide และอานผลท่ีไดดวย

เครื่อง Gel documentation หลังจากนั้นทําการโคลนยีน 16SrRNA gene โดยใชพลาสมิดชุดโคลนของ TOPO 

TA cloning ของบริษัท Invitrogen (USA) และตรวจสอบ PCR products และจัดกลุมโคลนท่ีมีรูปแบบ

เหมือนกันใหเปน Operational taxonomic units (OTUs) เดียวกัน จากนั้นนํา OTUs ท่ีเปนตัวแทนจากแตละ

กรรมวิธีทดลองไปหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยสงตัวอยางโคลนไปวิเคราะหดวยวิธี 454 pyrosequencing ท่ี 1st 

BASE DNA Sequencing Service นําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาคนหาในฐานขอมูล GenBank ในเว็บไซตของ 

National Center for Biotechnology Information; NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) เพื่อหาลําดับนิ

วคลีโอไทดท่ีตรงกันกับดีเอ็นดีของตัวอยางท่ีตองการตรวจสอบ 

 

ตารางท่ี 2 สภาวะท่ีใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับแบคทีเรีย 

ข้ันตอน องศาเซลเซียส เวลา รอบ 

Pre-denaturation 95 5 นาที 1 

Denaturation 95 30 วินาที 

 Annealing 58 1 นาที 30 

Extension 72 2 นาที 

 Final-extension 72 7 นาที 1 

 

 

 

 

 

 



11 
 

ตารางท่ี 3 สภาวะท่ีใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับอารเคีย 

ข้ันตอน องศาเซลเซียส เวลา รอบ 

Pre-denaturation 95 5 นาที 1 

Denaturation 95 30 วินาที 

 Annealing 52 1 นาที 30 

Extension 72 2 นาที 

 Final-extension 72 7 นาที 1 

 

7. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

         วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS 17.0 ทําการวิเคราะหอิทธิพลของ กรรมวิธี

การทดลองสารอินทรียโดยวิธีวิเคราะห ANOVA ตามแผนการทดลองแบบ RCBD เปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี 

Least Significant Difference (LSD) และวิเคราะหความสัมพันธของขอมูลในแตละกรรมวิธีทดลองท่ีไดในแตละ

ชวงเวลาโดยใชวิธีองคประกอบหลัก (Principal Component Analysis: PCA) ซึ่งเปนวิธีท่ีเหมาะสมตอการศึกษา

การเปล่ียนแปลงและเหมาะสมตอการศึกษารูปแบบความสัมพันธของชนิดประชากรของจุลินทรียในแตละกรรมวิธี

การทดลองและในแตละชวงเวลาโดยผลของ PCA ท่ีไดจะมีลักษณะเปนกราฟ 2D หรือ 3D เพื่อใหงายตอการทํา

ความเขาใจความสัมพันธระหวางตัวอยางท่ีตางกรรมวิธีการทดลองกัน และวิเคราะห OTUs ในแตละกรรมวิธีโดย

ใชโปรแกรม Cytoscape V. 2.8 และจัดทํา heatmap analysis โดยใชโปรแกรม Mothur v.1.33.3  

ระยะเวลาทําการวิจัย  

  2 ป เริ่มตนต้ังแตเดือน 2 มิถุนายน 2557 – 1 มิถุนายน 2559 
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ผลการวิจัย 

1. การวิเคราะหสมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคมีของดิน  

ตารางท่ี 4 คาวิเคราะหสมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคมีของดิน 

สมบัติดิน กรรมวิธทีดลอง 
F-test 

 ควบคุม ซากถ่ัวลิสง ใบมะขามรวง 

Soil texture Sand Sand Sand - 

Bulk density (g/cm3) 1.65 1.59 1.52 ns 

Soil moisture (%) 6.04b 6.91a 7.02a ** 

pH 5.08b 6.05a 6.52a ** 

EC 33b 212a 94b ** 

CEC (cmol/kg) 2.11 2.03 2.20 ns 

Total C (g/kg) 0.17b 0.35a 0.39a ** 

Total N (g/kg) 0.06b 0.25a 0.21a ** 

Soil C/N ratio 29.0a 14.0c 18.8b ** 

Organic matter (%) 0.30b 0.60a 0.68a ** 

Available phosphorus (mg/kg)    20.42 21.42 18.07 ns 

Exchangeable potassium (mg/kg) 30.7c 66.7a 48.7b ** 

ns คาเฉล่ียไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ** คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ

ท่ีระดับความเช่ือมั่น 99%  

จากการทดสอบสมบัติทางกายภาพของดินนั้นพบวาการใสสารอินทรียเปนระยะเวลา 16 ป 

ถึงแมจะทําใหสมบัติทางกายภาพของดินดีข้ึนบาง แตไมสามารถทําใหเนื้อดินท่ีเปนดินทรายเปล่ียนแปลงได 

(ตารางท่ี 4) ซึ่งสัมพันธกับความหนาแนนรวมของดินและเปอรเซ็นตความช้ืนของดินดวย พบวาการใสสารอินทรีย
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มีผลทําใหดินเก็บความช้ืนไดมากข้ึนท้ังนี้ข้ึนอยูกับสภาพอากาศ ความช้ืนสัมพัทธ และปริมาณน้ําฝนเปนปจจัย

สําคัญ เนื่องจากสมบัติทางกายภาพของดินมีความเปล่ียนแปลงไดคอนขางยากและใชระยะเวลานาน หากจะ

ปรับปรุงสมบัติทางกายภาพของดินตองใชระยะเวลานานมาก นอกจากนี้ยังพบวาสมบัติทางกายภาพของดินมีผล

มากจากปจจัยอื่นๆ เชน สภาพภูมิประเทศ ความชัน และตําแหนงทางภูมิศาสตร เปนตน (FAO, 1989 และ 

Smaling, 1993)  จึงสามารถสรุปไดวาการใสสารอินทรียมีผลทําใหการเปล่ียนแปลงโครงสรางของดินมีแนวโนนดี

ข้ึน อยางไรก็ตามสมบัติของดินนี้มีความสัมพันธนอยมากกับปริมาณ ชนิด และความหลากหลายทางชีวภาพของ

แบคทีเรียในดิน ซึ่งอาจเปนไปไดวากิจกรรมของจุลินทรียในดินท่ีมีความอุดมสมบูรณตํ่าไดรับอิทธิพลจากปจจัยการ

เพิ่มสารอาหารลงในดินโดยการใสสารอินทรีย และจากการทดลองพบวาการใสสารอินทรียเปนระยะเวลานาน

สามารถปรับปรุงสมบัติทางเคมีของดินได เชน การใสสารอินทรียสามารถปรับปรุงดินท่ีมีความเปนกรดจัด โดยมี

สวนชวยเพิ่มความเปนกรด-ดางของดินใหเขาใกลความเปนกลางมากข้ึน รวมไปถึงมีผลทําใหคาการนําไฟฟาของ

ดิน ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดในดิน ปริมาณอินทรียวัตถุในดิน ความสามารถในการแลกเปล่ียนแคทไอออนของดิน 

และโพแทสเซียมในดินสูงข้ึน ทําใหดินมีความอุดมสมบูรณสูงข้ึนสงผลใหมีความเหมาะแกการเจริญเติมโตของพืช

มากข้ึนดวย อยางไรก็ตามธาตุอาหารพืชตางๆท่ีตรวจพบสวนใหญยังอยูในระดับท่ีตํ่ากวาท่ีพืชตองการ นอกจากนี้

ปฏิกิริยาของดินยังมีความสัมพันธกับการเจริญเติบโตและกิจกรรมของจุลินทรียดินซึ่งมีผลในทางออมตอสถานะ

ความเปนประโยชนของธาตุอาหารพืช โดยมีผลใหจํานวนประชากรแบคทีเรียสูงข้ึน รวมถึงสงผลใหแบคทีเรียท่ีมี

คุณสมบัติสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชมีความหลากหลายทางชีวภาพสูงข้ึนดวย อยางไรก็ตามพบวาในดินท่ีไมได

รับอิทธิพลจากการใสสารอินทรียมีปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเปนประโยชนในดินคอนขางสูง โดยสวนใหญมีคาสูงกวาใน

กรรมวิธีท่ีมีการใสสารอินทรีย โดยพบวาฟอสฟอรัสท่ีเปนประโยชนในดินมีคามากท่ีสุดในกรรมวิธีทดลองท่ีไมใส

สารอินทรีย คือ 20.42 mg/kg ซึ่งจัดวาเปนปริมาณท่ีคอนขางสูง (พจนีย, 2544) อยางไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับ

กรรมวิธทีดลองท่ีใสสารอินทรียท้ังสองชนิดพบวามีคาใกลเคียงกันและไมมีผลแตกตางทางสถิติ ท้ังนี้อาจเปนผลมา

จากในดินท่ีคอนขางเปนกรดจัด (pH ตํ่ากวา 5.0) อาจมีการตกคางของปุยฟอสฟอรัสจากการทําการเกษตรกอน

การทดลองในปริมาณท่ีสูง เนื่องจากฟอสฟอรัสจากปุยเคมีท่ีมีการใสลงในดินสามารถตกคางในดินไดเปนระยะ

เวลานาน อยางไรก็ตามพบวาในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียมีผลลดปริมาณฟอสฟอรัสในรูปท่ีเปน

ประโยชนในดิน ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากในแปลงทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียท้ังซากถ่ัวลิสงและใบมะขามรวงมีสมบัติ

ท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของพืชมากกวาเปนผลใหพบวัชพชืข้ึนปกคลุมในแปลงทดลองอยูเสมอและมีปริมาณ

ท่ีมากกวาในแปลงควบคุม ซึ่งวัชพืชเหลานี้มีการนําเอาฟอสฟอรัสในดินไปใชอยางตอเนื่องจนทําใหปริมาณ

ฟอสฟอรัสท่ีในรูปนี้ลดลงได  
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2. การวิเคราะหจํานวนประชากรของจุลินทรียดินในหองปฏิบัติการ 

การศึกษาจํานวนประชากรของจุลินทรียดินทําโดยวิธี RT-PCR (real-time PCR) โดยทําการสกัด

ดีเอ็นเอจากดินตัวอยางจากท้ัง 3 กรรมวิธีทดลอง แลวทําการเพิ่มปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมาย 16SrRNA 

gene และ amoA gene แบบเรียลไทม 

ผลการทดลองวิเคราะหหาจํานวนประชากรแบคทีเรียท่ีไดมีดังนี้ 

เมื่อทําการเก็บตัวอยางดินหลังการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และซากถ่ัวลิสง) เพื่อทดลองหา

จํานวนประชากรแบคทีเรียในแปลงทดลองโดยวิธี Real-time PCR (RT-PCR) พบวาจํานวนประชากรของ

แบคทีเรียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และซากถ่ัวลิสง) มีจํานวนประชากรของ

แบคทีเรียสูงกวาจํานวนประชากรของแบคทีเรียในกรรมวิธทีดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (Control) ท้ังนี้จํานวน

ประชากรของแบคทีเรียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงซึ่งเปนสารอินทรียคุณภาพสูงจะมี

จํานวนประชากรของแบคทีเรียสูงท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงซึ่ง

เปนสารอินทรียคุณภาพปานกลาง และกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย ตามลําดับ อยางไรก็ตามพบวา

จํานวนประชากรของแบคทีเรียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงไมมีความแตกตางกันทางสถิติ

กับจํานวนประชากรของแบคทีเรียในกรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง ดังแสดงในตารางท่ี 5   

ตารางท่ี 5 จํานวนประชากรของแบคทีเรียเมื่อทําการเก็บตัวอยางดินหลังการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และ

ซากถ่ัวลิสง) 

กรรมวิธทีดลอง 
จํานวนประชากรของแบคทีเรีย 

(gene copies g-1 soil DW) 

 
Mean SD 

Control 6.70E+07 b 5.99E+06 

Ground nut strover 4.21E+08 a 8.16E+07 

Tamarind 3.93E+08 a 3.83E+07 

F-test * - 

* = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 
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ผลการทดลองวิเคราะหหาจํานวนประชากรอารเคียท่ีไดมีดังนี้ 

เมื่อทําการเก็บตัวอยางดินหลังการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และซากถ่ัวลิสง) เพื่อทดลองหา

จํานวนประชากรอารเคียในแปลงทดลองโดยวิธี Real-time PCR พบวาจํานวนประชากรของอารเคียในกรรมวิธี

ทดลองท่ีมีการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และซากถ่ัวลิสง) มีจํานวนประชากรของอารเคียสูงกวาจํานวน

ประชากรของอารเคียในกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (Control) ท้ังนี้จํานวนประชากรของอารเคียใน

กรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงซึ่งเปนสารอินทรียคุณภาพปานกลางจะมีจํานวนประชากรของ

อารเคียสูงท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงซึ่งเปนสารอินทรียคุณภาพสูง 

และกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 6  

ตารางท่ี 6 จํานวนประชากรของอารเคียเมื่อทําการเก็บตัวอยางดินหลังการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และซาก

ถ่ัวลิสง) 

กรรมวิธทีดลอง 
จํานวนประชากรอารเคีย 

 (gene copies g-1 soil DW) 

 
Mean SD 

Control 1.42E+06 c 1.32E+05 

Groundnut 3.40E+07 b 8.69E+06 

Tamarind 5.76E+07 a 4.49E+06 

F-test * - 

* = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 

ผลการทดลองวิเคราะหหาจํานวนประชากรแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียท่ีไดมีดังนี้ 

เมื่อทําการเก็บตัวอยางดินหลังการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และซากถ่ัวลิสง) เพื่อทดลองหา

จํานวนประชากรแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียในแปลงทดลองโดยวิธี Real-time PCR พบวาจํานวนประชากร

ของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และซากถ่ัวลิสง) มี

จํานวนประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียสูงกวาจํานวนประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย

ในกรรมวิธทีดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (Control) ท้ังนี้จํานวนประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน

กรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงซึ่งเปนสารอินทรียคุณภาพสูงจะมีจํานวนประชากรของแอมโมเนีย

ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียสูงท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงซึ่งเปน

สารอินทรียคุณภาพปานกลางและกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย ตามลําดับ อยางไรก็ตามพบวาจํานวน

ประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการไมมีการใสสารอินทรียไมมีความแตกตาง
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กันทางสถิติกับจํานวนประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบ

มะขามรวง ดังแสดงในตารางท่ี 7     

ตารางท่ี 7 จํานวนประชากรของแบคทีเรียท่ีทําหนาท่ีในการออกซิไดซแอมโมเนียเมื่อทําการเก็บตัวอยางดินหลัง

การใสสารอินทรีย (ซากถ่ัวลิสง และใบมะขามรวง) 

กรรมวิธทีดลอง 
จํานวนประชากรของแบคทีเรียท่ีทําหนาท่ีในการออกซิไดซแอมโมเนีย 

(gene copies g-1 soil DW) 

 
Mean SD 

Control 1.96E+06 b 4.09E+05 

Groundnut 7.41E+06 a 1.50E+06 

Tamarind 3.36E+06 b 7.34E+05 

F-test * - 

* = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 

ผลการทดลองวิเคราะหหาจํานวนประชากรแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียท่ีไดมีดังนี้ 

เมื่อทําการเก็บตัวอยางดินหลังการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และซากถ่ัวลิสง) เพื่อทดลองหา

จํานวนประชากรแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียในแปลงทดลองโดยวิธี Real-time PCR พบวาจํานวนประชากร

ของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และซากถ่ัวลิสง) มี

จํานวนประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียสูงกวาจํานวนประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียใน

กรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (Control) ท้ังนี้จํานวนประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียใน

กรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงซึ่งเปนสารอินทรียคุณภาพสูงจะมีจํานวนประชากรของแอมโมเนีย

ออกซิไดซิ่งอารเคียสูงท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงซึ่งเปน

สารอินทรียคุณภาพปานกลางและกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย ตามลําดับ อยางไรก็ตามพบวาจํานวน

ประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียในกรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงไมมีความแตกตาง

กันทางสถิติกับจํานวนประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอารเคียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบ

มะขามรวง ดังแสดงในตารางท่ี 8       
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ตารางท่ี 8 จํานวนประชากรของอารเคียท่ีทําหนาท่ีในการออกซิไดซแอมโมเนียเมื่อทําการเก็บตัวอยางดินหลังการ

ใสสารอินทรีย (ซากถ่ัวลิสง และใบมะขามรวง) 

กรรมวิธทีดลอง 
จํานวนประชากรของอารเคียท่ีทําหนาท่ีในการออกซิไดซแอมโมเนีย 

(gene copies g-1 soil DW) 

 
Mean SD 

Control 1.22E+06 b 5.28E+05 

Groundnut 4.26E+07 a 1.25E+07 

Tamarind 4.01E+07 a 7.17E+06 

F-test * - 

* = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 

ท้ังนี้ผลการวิเคราะหจํานวนประชากรของแบคทีเรียในแปลงทดลองระยะยาวแสดงใหเห็นวา

คุณภาพของสารอินทรียสามารถสงผลตอจํานวนประชากรของแบคทีเรียท่ีทําหนาท่ีในการออกซิไดซแอมโมเนีย 

และอารเคียท่ีทําหนาท่ีในการออกซิไดซแอมโมเนียในดินได โดยสารอินทรียคุณภาพสูง เชนซากถ่ัวลิสง จะสงผลให

จํานวนประชากรของจุลินทรียดังกลาวสูงท่ีสุด ซึ่งท้ังนี้เปนผลมาจากในสารอินทรียดังกลาวมีแหลงอาหารของ

แบคทีเรียและอารเคียโดยเฉพาะแหลงอาหารไนโตรเจนสูงท่ีสุด ซึ่งพบวาซากถ่ัวสิลง 1 กิโลกรัมจะมีไนโตรเจนอยู

ถึง 22.8 กรัม (Puttaso et al., 2011) และองคประกอบทางเคมีของสารอินทรีย เชนสารอัลลีโลพาทีท่ีมีอยูใน

สารอินทรียใบมะขามรวงอาจเปนปจจัยหนึ่งท่ีสงผลกระทบตอจํานวนประชากรของแบคทีเรียในดินดวย 

 

3. การศึกษาผลกระทบของสารสกัดใบมะขามและสารอัลลีโลพาทีท่ีมีตอจํานวนประชากรของจุลินทรียดิน 

จากการศึกษาผลกระทบจากการใสสารอินทรียเปนระยะเวลานานพบวาการใสสารอินทรียใบ

มะขามรวงจะสงผลใหจํานวนแบคทีเรีย จํานวนแบคทีเรียท่ีทําหนาท่ีในการออกซิไดซแอมโมเนีย และจํานวน   

อารเคียท่ีทําหนาท่ีในการออกซิไดซแอมโมเนียลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง ท้ังนี้

เนื่องจากใบมะขามรวงมีการปลดปลอย allelopathic substances เชน แทนนิน (tannin) สารประกอบ    ฟนอ

ลิก (phenolic compounds) ฟลาโวนอยด (flavoniod) และ อัลคาลอยด (alkaloids) ออกมา โดยสารดังกลาว

นี้สามารถสงผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียในดินได (Lorenzo et al., 2013; Al-Fatimi et al., 2007) ดังนั้น

งานวิจัยในสวนนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาถึงผลกระทบของ allelopathic substances ในดินท่ีมีการใส

สารอินทรียเปนระยะเวลานานท่ีมีตอกลไกทางชีวภาพเนนท่ีจํานวนประชากรของแบคทีเรียในดิน โดยทําการเก็บ

ตัวอยางดินหลังการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง ใบมะขามรวง เปนเวลา 19 ป เพื่อวิเคราะหจํานวนประชากรของ
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แบคทีเรียในสภาวะปกติและสภาวะท่ีมีการใสสาร allelopathic chemicals ไดแก gallic acid, caffeic acid 

และ tannic acid รวมท้ังสารสกัดใบมะขามรวมดวย โดยการศึกษาแบงเปน 2 การทดลอง การทดลองแรกวาง

แผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) ดําเนินการศึกษาจํานวนประชากรของแบคทีเรีย

ในดินแตและกรรมวิธีโดยวิธี serial dilution รวมกับสารสกัดจากใบมะขาม (Tamarind Crude extract) 10% 

โดยการบดใบมะขามแหงแลวช่ังน้ําหนัก 10 กรัม ใสในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 100 

มิลลิลิตร ปดฝาแลวนําไปเขยาท่ีความเร็ว 70 รอบตอนาที  เปนเวลา 2 วัน จากนั้นนํามากรองดวยกระดาษกรอง

เบอร 5 (Syeda et al., 2003) และหัวกรองขนาด 0.25 µm จากนั้นนําสารสกัดจากใบมะขามท่ีผานการกรองฆา

เช้ือแลว  500 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient agar (NA) บมเปนเวลา 1 วัน แลวนับจํานวนโคโลนี 

การทดลองท่ีสองวางแผนการทดลองแบบ Factorial in completely randomized design (CRD) โดยปจจัยท่ี

หนึ่งคือดินในแตละกรรมวิธีทดลอง ปจจัยท่ีสองคือความเขมขนของสารอัลลีโลพาที (allelopathic chemicals) 

ดําเนินการศึกษาจํานวนประชากรของแบคทีเรียในดินแตและกรรมวิธีโดยวิธี serial dilution รวมกับ 

allelopathic chemicals 3 ชนิด ไดแก caffeic acid, tannic acid และ gallic acid โดยใชสารละลายของ

สารเคมีท้ัง 3 ชนิด ท่ีความเขมขน 3 ระดับ คือ 500, 1000 และ 1500 ppm  

โดยผลการทดลองท่ีไดมีดังนี้คือ สารสกัดใบมะขามรวง 10% ไมสงผลตอประชากรของแบคทีเรีย

ในดินท้ัง 3 กรรมวิธี นอกจากนี้การใสสารอัลลีโลพาที ไดแก gallic acid, caffeic acid ไมสงผลตอประชากรของ

แบคทีเรียในดินท้ัง 3 กรรมวิธี (ภาพท่ี 2) อยางไรก็ตาม การใสสารอัลลีโลพาที คือ Tannic acid ลงในดินท้ัง 3 

กรรมวิธี สงผลใหจํานวนประชากรของแบคทีเรียในดินลดลงอยางมีนัยสําคัญ (ตารางท่ี 9, 10 และ 11) ดังนั้นการ

ทดลองนี้จึงช้ีใหเห็นวาสารอัลลีโลพาทีบางชนิดสามารถสงผลตอจํานวนประชากรของแบคทีเรียในดินได  

 
ภาพท่ี 2 ผลของสารสกัดใบมะขามท่ีมีตอจํานวนประชากรแบคทีเรียในดิน  
กรรมวิธีทดลอง: Control (กรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย), GN (กรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง) และ 

TM (กรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง). กราฟแทงสีดํา: nutrient agar ท่ีไมไดใสสารสกัดใบมะขาม กราฟแทงสี
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ขาว: nutrient agar ท่ีใสสารสกัดใบมะขาม 10% รวมดวย C.V. (%) = 17.04. คาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95%.   

 

ตารางท่ี 9 ผลของ caffeic acid ท่ีมีตอจํานวนประชากรแบคทีเรียในดิน 

กรรมวิธีทดลอง จํานวนประชากรแบคทีเรีย 

(CFU/g soil) 

A: ดินทดลอง  

     Control 3.90 x 105 b 

     GN 8.24 x 105 a 

     TM 2.15 x 105 c 

F-test A ** 

B: ความเขมขนของ caffeic acid   

     Caffeic acid 0 ppm 5.49 x 105 

     Caffeic acid 500 ppm 4.41 x 105 

     Caffeic acid 1,000 ppm 4.54 x 105 

     Caffeic acid 1,500 ppm 4.60 x 105 

F-test B ns 

F-test A x B ns 

กรรมวิธีทดลอง: Control (กรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย), GN (กรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง) และ 

TM (กรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง) ns คาเฉลี่ยไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ** คาเฉลี่ยมี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 99%  
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ตารางท่ี 10 ผลของ tannic acid ท่ีมีตอจํานวนประชากรแบคทีเรียในดิน 

กรรมวิธีทดลอง จํานวนประชากรแบคทีเรีย 

(CFU/g soil) 

A: ดินทดลอง  

     Control 1.18 x 105 b 

     GN 4.45 x 105 a 

     TM 1.37 x 105 b 

F-test A * 

B: ความเขมขนของ tannic acid   

     Tannic acid 0 ppm 5.31 x 105 

     Tannic acid 500 ppm 1.92 x 105 

     Tannic acid 1,000 ppm 1.13 x 105 

     Tannic acid 1,500 ppm 9.72 x 104 

F-test B ns 

A x B: control soil with 0 ppm tannic acid 3.05 x 105   bc 

      control soil with 500 ppm tannic acid 1.13 x 105  ef 

      control soil with 1,000 ppm tannic acid 3.75 x 104   f 

      control soil with 1,500 ppm tannic acid 2.13 x 104   f 

      GN with 0 ppm tannic acid  1.05 x 106   a 

      GN with 500 ppm tannic acid 3.32 x 105   b 

      GN with 1,000 ppm tannic acid 2.00 x 105 cde 

      GN with 1,500 ppm tannic acid 1.98 x 105 cde 

      TM with 0 ppm tannic acid  2.35 x 105 bcd 

      TM with 500 ppm tannic acid 1.32 x 105 def 

      TM with 1,000 ppm tannic acid 1.07 x 105   ef 

      TM with 1,500 ppm tannic acid  7.33 x 104    f 

F-test A x B ** 

กรรมวิธีทดลอง: Control (กรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย), GN (กรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง) และ 

TM (กรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง) ns คาเฉลี่ยไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ * คาเฉลี่ยมี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% ** คาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเชื่อมั่น 99%  
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ตารางท่ี 11 ผลของ gallic acid ท่ีมีตอจํานวนประชากรแบคทีเรียในดิน 

 

กรรมวิธีทดลอง จํานวนประชากรแบคทีเรีย 

(CFU/g soil) 

A: ดินทดลอง  

     Control 6.56 x 105 b 

     GN 2.28 x 106 a 

     TM 6.33 x 105 b 

F-test A ** 

B: ความเขมขนของ gallic acid   

     Gallic acid 0 ppm 1.40 x 106 

     Gallic acid 500 ppm 1.29 x 106 

     Gallic acid 1,000 ppm 1.01 x 106 

     Gallic acid 1,500 ppm 1.05 x 106 

F-test B ns 

F-test A x B ns 

กรรมวิธีทดลอง: Control (กรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย), GN (กรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง) และ 

TM (กรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง) ns คาเฉลี่ยไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ** คาเฉลี่ยมี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 99%  
 

จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการใสสารอินทรียมีผลทําใหมีจํานวนประชากรของแบคทีเรียใน

ดินสูงข้ึนและมีความสัมพันธกับความอุดมสมบูรณของดิน โดยพบวาดินท่ีมีความอุดมสมบูรณสูงจะมีจํานวน

ประชากรของจุลินทรียในดินสูงตามไปดวย ท้ังนี้เนื่องจากจุลินทรียดินมีสวนชวยสงเสริมกระบวนการตางๆ ท่ีเปน

ประโยชนภายในดิน เชน กระบวนการยอยสลายอินทรียสาร กระบวนการตรึงไนโตรเจน เปนตน อยางไรก็ตามการ

ใสสารอินทรียท่ีมีสารอัลลีโลพาทีเปนองคประกอบ มีอิทธิพลทําใหจํานวนประชากรของแบคทีเรียลดจํานวนลง  

  อยางไรก็ตามพบวาการเปล่ียนแปลงปริมาณและกิจกรรมของจุลินทรียดินนอกจากจะมีผล

เนื่องมาจากปริมาณและชนิดของอินทรียวัตถุในดินแลว ยังไดรับอิทธิพลจากปจจัยอื่นๆ แลวยังพบวา 

สภาพแวดลอมก็มีบทบาทสําคัญมากตอชนิด ปริมาณ และกิจกรรมของเช้ือจุลินทรียดิน สภาพแวดลอมท่ีสําคัญ

ไดแก ความช้ืน การถายเทอากาศ อุณหภูมิ pH ของดิน ปริมาณและชนิดอินทรียสารในดิน เปนตน สวนใหญ

คารบอนในอินทรียวัตถุจะถูกปลอยออกมาในรูปของคารบอนไดออกไซด ดังนั้นในการใชสารอินทรียในการ

ปรับปรุงคุณภาพของดินจะตองคํานึงคุณสมบัติตางๆ ของวัสดุอินทรีย เชน C/N ratio ไมควรสูงเกินไป ซึ่งอาจ
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สงผลเสียตอพืช และควรคํานึงถึงสมบัติทางเคมีของสารอินทรีย เชน การใสสารอินทรียจากใบมะขามรวง ซึ่งมี

องคประกอบของสารอัลลีโลพาทีอาจทําใหกิจกรรมของจุลินทรียดําเนินไปไดชา และจุลินทรียตองใชไนโตรเจนจาก

ดินอาจทําใหพืชขาดไนโตรเจนได ซึ่งอาจกลาวไดวาวัสดุอินทรียมีคุณสมบัติท่ีทําใหถูกยอยสลายไดชาเร็วตางกัน ใน

การเลือกใชสารอินทรียสําหรับปรับปรุงบํารุงดินจึงควรคํานึงถึงคุณภาพของสารอินทรียดวย (FAO, 1989 และ 

Smaling, 1993) 

  จากการทดลองเล้ียงเช้ือแบคทีเรียกับสารสกัดใบมะขาม โดยทําการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีมีสารสกัดใบมะขาม 10 % พบวามีปฏิสัมพันธระหวางสารอัลลีโลพาทีกับแบคทีเรียดินในแปลงทดลอง 

จากการทดลองนี้เมื่อนําตัวอยางดินท่ีเก็บในชวงเวลาเดียวกันมาทดลองเล้ียงเช้ือแบคทีเรียเปรียบเทียบระหวางการ

ใสสารสกัดใบมะขาม 10 %  กับการเล้ียงเช้ือแบบไมใสสารนี้พบวาการใสสารสกัดใบมะขาม 10 % มีผลใหจํานวน

ประชากรของแบคทีเรียท่ีพบมีจํานวนสูงข้ึนในทุกกรรมวิธีทดลองแตไมมีความแตกตางกันทางสถิติระหวางการใส

สารสกัดใบมะขาม 10 % กับการเล้ียงเช้ือแบบไมใสสารสกัดใบมะขาม นอกจากนี้สารสกัดใบมะขามภายใตสภาวะ

ดังกลาวมีสารท่ีเปนอัลลีโลพาทีจากใบมะขามในความเขมขนท่ีระดับนี้มีผลกระทบตอจํานวนประชากรของ

แบคทีเรียเพิ่มข้ึนเล็กนอย อาจเปนเพราะมีสารท่ีเปนอัลลีโลพาทีในระดับความเขมขนท่ีตํ่า ซึ่งนอกจากจะไมมีผลใน

การยับยั้งกิจกรรมของแบคทีเรียในดินแลว ยังสงมีผลในดานการสงเสริมกิจกรรมของแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียยัง

สามารถนําสารอื่นๆ ท่ีไดจากสารอินทรียนี้ไปใชเปนแหลงอาหารและพลังงาน และแบคทีเรียในดินบางชนิดยังมี

ความสามารถในการเปล่ียนสารเคมีใหอยูในรูปท่ีเปนพิษท่ีนอยลง (Inderjit and van der Putten, 2010; 

Inderjit, 2005) นอกจากนี้เช้ือแบคทีเรียในดินบางชนิดยังสามารถใชจากสารเคมีในกลุมสารอัลลีโลพาทีเปนแหลง

พลังงานในการดํารงชีพ (Jilani et al., 2008) ในขณะท่ีผลการทดสอบแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียในดินในกรรมวิธี

ทดลองท่ีใสใบมะขามรวง (TM) มีการตอบสนองตอสารสารอัลลีโลพาทีในอัตราท่ีตํ่าท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบการเพิ่ม

จํานวนประชากรในแตละกรรมวิธทีดลอง อยางไรก็ตามผลกระทบท่ีเกิดข้ึนยังข้ึนอยูกับปจจัยอื่นๆ เชน ระบบนิเวศ

การศึกษา ชวงเวลาหลังการใสสารอินทรียในแปลงทดลองของตัวอยางดินท่ีใชทดลองเนื่องจากการยอยสลาย

สารอินทรียท่ีมีคุณภาพท่ีแตกตางกันมีผลตอชนิดและจํานวนประชากรของจุลินทรียท่ีทําหนาท่ีในการยอยสลาย

ดวย ในการศึกษานี้จึงสามารถช้ีใหเห็นวาสารสกัดจากใบมะขามในอัตราท่ีเหมาะสมไมสงผลในการยับยั้งกิจกรรม

และจํานวนประชากรของเช้ือแบคทีเรียในดิน 

  การทดลองเล้ียงเช้ือแบคทีเรียกับสารในกลุมสารอัลลีโลพาทีท้ัง 3 ชนิด คือ caffeic acid, 

tannic acid และ gallic acid โดยทําการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเขมขนแตกตางกัน ไดแก 

0, 500, 1,000 และ 1,500 ppm นั้น พบวา ในการทดสอบสาร caffeic acid และ gallic acid ไมมีปฏิสัมพันธ

ระหวางสารท้ังสองชนิดกับแบคทีเรีย โดยเมื่อเพิ่มระดับความเขมขนของสารจํานวนประชากรแบคทีเรียท่ีพบอยูใน

ระดับท่ีใกลเคียงกัน และไมมีผลแตกตางกันทางสถิติ ในขณะท่ีผลการทดสอบแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียในดินใน

กรรมวิธทีดลองท่ีใสซากถ่ัวลิสง (GN) มีการตอบสนองตอสารท้ังสองชนิดสูงท่ีสุด โดยมีแนวโนนในการลดจํานวน

ประชากรของแบคทีเรียเมื่อเปรียบเทียบระหวางการเล้ียงเช้ือบนอาหารท่ีมีการใสสารกับอาหารท่ีไมใสสารดังกลาว 
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แตไมมีผลแตกตางกันทางสถิติ อยางไรก็ตามในการทดสอบสาร tannic acid เมื่อเพิ่มระดับความเขมขนของสาร 

พบวามีปฏิสัมพันธระหวางสาร Tannic acid กับแบคทีเรีย โดยมีผลใหจํานวนประชากรแบคทีเรียลดลงอยาง

ชัดเจนในทุกกรรมวิธีการทดลอง และมีความแตกตางกันทางสถิติ ซึ่งพบวาในกรรมวิธีทดลองท่ีใสซากถ่ัวลิสง (GN) 

มีความไวในการตอบสนองตอสาร Tannic acid สูงท่ีสุด โดยจะเห็นไดวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของสารแลวจํานวน

ประชากรแบคทีเรียลดลงชัดเจน ในขณะท่ีแบคทีเรียในดินในกรรมวิธีทดลองท่ีใสใบมะขามรวง (TM) มีการ

ตอบสนองตอสารตํ่าท่ีสุด ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการใสสารอินทรียจากใบมะขามรวงท่ีมีสารอัลลีโลพาทีเปน

องคประกอบลงในดินเปนระยะเวลานานจนอาจเกิดการสะสมของสารนี้เพิ่มข้ึนและอยูในระดับท่ีเปนพิษได 

เนื่องจากจุลินทรียประจําถ่ินไมสารมารถยอยสลายสารดังกลาวไดหรือยอยสลายไดในปริมาณท่ีนอย หรืออาจใช

ระยะเวลานานในการยอยสลายสารเหลานี้ จนอาจสงผลในการจํากัดชนิดของจุลินทรียในดินนั้นดวย ซึ่งแบคทีเรีย

ท่ีสามารถเจริญในดินบริเวณนี้ไดอาจตองเปนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการเปล่ียนสารเคมีท่ีเปนพิษใหอยูในรูป

ท่ีเปนพิษท่ีนอยลง และมีความสามารถในการใชจากสารอัลลีโลพาทีเปนแหลงพลังงานในการดํารงชีพ หรือเปน

แบคทีเรียท่ีมีความตองการสารอาหารบางชนิดท่ีมีความเฉพาะเจาะจง   

  การปรับตัวเพื่อการอยูรอดของแบคทีเรีย พบการปรับตัวของแบคทีเรียในดินกรรมวิธีตางๆ ดังนี้ 

ในกรรมวิธทีดลองท่ีใสใบมะขามรวง (TM) พบวาแบคทีเรียท่ีปรับตัวเพื่อการอยูรอดไดดีท่ีสุด เมื่อเปรียบเทียบกับ

แบคทีเรียกรรมวิธีทดลองท่ีไมใสสารอินทรียและกรรมวิธีทดลองท่ีใสซากถ่ัวลิสง (GN) ซึ่งพบวาแบคทีเรียท่ีพบใน

ดินกรรมวิธทีดลองนี้ท่ีมีการปรับตัวเพื่อการอยูรอดไดตํ่าท่ีสุด 

 

4. การศึกษาชนิด โครงสรางชุมชน และความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียดินท่ีเก่ียวของกับ

กระบวนการหมุนเวียนธาตุอาหารไนโตรเจนในดิน 

เมื่อทําการเก็บตัวอยางดินหลังการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวง และซากถ่ัวลิสง) เพื่อทดลอง

วิเคราะหหาความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในแปลงทดลองโดยวิธี T-RFLP (Terminal Restriction 

Fragment Length Polymorphism) รวมกับการวิเคราะหโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในแตละกรรมวิธีการ

ทดลองรวมกับการใช Principle component analysis (PCA) ของยีน 16S rRNA gene พบวาชนิดของ

แบคทีเรียท่ีไดจาก 16S rRNA gene amplicons ในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรีย ((ใบมะขามรวง และ

ซากถ่ัวลิสง) และกรรมวิธทีดลองควบคุมท่ีไมมีการใสสารอินทรียมีความแตกตางกันอยางชัดเจน ดังแสดงในภาพท่ี 

3 โดยในดินท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงจะมีโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียแตกตางออกไปจากดินท่ีมีการใส

สารอินทรียซากถ่ัวลิสง และเมื่อสราง Dendrogram จาก Bray-Curtis similarity index ของประชากรแบคทีเรีย

จากดินท่ีไดจากแตละกรรมวิธีการทดลองพบวาโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินไมมีการใสสารอินทรียนั้นมี

ความแตกตางจากโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินมีการใสสารอินทรีย และพบวาโครงสรางชุมชนของ



24 
 

แบคทีเรียในดินมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงมีความแตกตางจากโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินมีการใส

สารอินทรียซากถ่ัวลิสง ดังแสดงในภาพท่ี 4  

 

 
 

ภาพท่ี 3 Principle component analysis (PCA) ของประชากรแบคทีเรียจากดินในแตละกรรมวิธีการทดลอง 

[ดินท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (C; Control) ดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง (GN; Ground nut strover) และ

ดินท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง (TM; Tamarind)] 

 

 
ภาพท่ี 4 Dendrogram จาก Bray-Curtis similarity index ของประชากรแบคทีเรียจากดินในแตละกรรมวิธี

ทดลอง [ดินท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (C; Control) ดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง (GN; Groundnut 

strover) และดินท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง (TM; Tamarind)]  
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ผลการทดลองวิเคราะหชนิดของแบคทีเรียท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการหมุนเวียนธาตุอาหารในดิน

ท่ีไดมีดังนี้ 

  เมื่อทําการเก็บตัวอยางดินหลังการใสสารอินทรีย (ซากถ่ัวลิสง และใบมะขามรวง) เพื่อทดลอง

วิเคราะหหาชนิดของแบคทีเรียในแปลงทดลองโดยวิธี T-RFLP พบวาชนิดของแบคทีเรียท่ีไดจาก 16S rRNA gene 

amplicons ในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรีย (ซากถ่ัวลิสง และใบมะขามรวง) และกรรมวิธีการทดลอง

ควบคุมท่ีไมมีการใสสารอินทรียมี Bacillus sp. และ Paenibacillus sp. เปนชนิดของแบคทีเรียท่ีพบเปนสวน

ใหญในดิน (ตารางท่ี 12) ซึ่งเปนกลุมแบคทีเรียท่ีมีความเกี่ยวของกับกระบวนการยอยสลายไนโตรเจนดิน ท้ังนี้ชนิด

ของแบคทีเรีย ท่ีพบในกรรมวิธีทดลองควบคุมท่ีไมมีการใสสารอินทรียนั้นสามารถพบกลุมแบคทีเรีย 

Tumebacillus sp. Ochrobactrum sp. Herbaspirillum sp. และ Rhodococcus gingshengii เพิ่มเติมดวย 

นอกจากนี้ชนิดของแบคทีเรียท่ีพบในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงนั้นสามารถพบกลุม

แบคทีเรีย Alicyclobacillus sp. Tumebacillus sp. และ Herbaspirillum sp. เพิ่มเติมดวย 
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ตารางท่ี 12 ชนิดของแบคทีเรียท่ีพบจากตัวอยางดินหลังการใสสารอินทรีย (ซากถ่ัวลิสง และใบมะขามรวง) และ

ดินในกรรมวิธคีวบคุมท่ีไมมีการใสสารอินทรีย  

 

Theoretical 

T-RF size (bp) 

Actual  

T-RF size 

(bp) a 

Significance 

Level b 

Affiliation of predominant (n≥5) bacterial and actinomycetal 

clones to individual T-RFs  

Control Tamarind  Groundnut stover 

60 64 * Bacillus sp. Bacillus sp. Bacillus sp. 

68/69 68 *** Paenibacillus sp. Paenibacillus sp. Paenibacillus sp. 

70-71 73-74 ***/**  Alicyclobacillus sp.  

75 75 *** Tumebacillus sp. Tumebacillus sp.  

77 78 *** Ochrobactrum sp.    

84 81/82/83/86 * Herbaspirillum sp. Herbaspirillum sp.  

137/138/139 130 *** 
Rhodococcus 

gingshengii 

  

140-147 142-146 ***     

151/152 152 ***    

155 154/155/157/158 ***    

166 160/162/163/164 ***    

169 168 ***    

178/180 180/184 ***    

188 188 ***    

190 190/191 ***    

194 196/197/198 *    

201 200/201 *    

203 204-216 ***    

232 230-237 ***    

243 240-244 ***    

247 246/248/250/251 ***    

276 271/276/278 ***    
a Actual T-RF sizes were only counted if generated clones could be clearly assigned to a respective T-RF size 
b ANOVA T-RF height vs. organic input treatments. LSD test at significance levels: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 
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 ท้ังนี้เนื่องจากในสารอินทรียตางชนิดกันนั้นมีองคประกอบทางเคมีตางกัน และสารอินทรียบางชนิดเชน

สารอินทรียใบมะขามรวงมีสารอัลลีโลพาทีซึ่งเปนสารท่ีสามารถสงผลกระทบตอจุลินทรียในดินอยูในองคประกอบ 

ดังนั้นจึงสงผลใหความหลากหลายทางชีวภาพและชนิดของแบคทีเรียในดินแตกตางกัน ซึ่งนอกจากคุณภาพของ

สารอินทรียจะสามารถสงผลตอจํานวนประชากรของแบคทีเรียและความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียใน

ดินแลวยังพบวาสามารถสงผลตอจํานวนประชากรของเช้ือราและความหลากหลายทางชีวภาพของเช้ือราในดินดวย 

(Kamolmanit et al., 2013) 

   

การวิเคราะหความหลากหลายทางชีวภาพและชนิดของแบคทีเรียในดินในแตละกรรมวิธีการทดลอง 

ผลการวิเคราะหความหลากหลายทางชีวภาพและชนิดของแบคทีเรียในดินในแตละกรรมวิธีการทดลอง 

แสดงดังภาพท่ี 5 โดยพบวาความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในดินท่ีไมมีการใสสารอินทรียจะสามารถ

พบแบคทีเรียในวงศ Koribacteraceae มากท่ีสุด รองลงมาคือแบคทีเรียในวงศ Ktedonobacteraceae ความ

หลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงจะสามารถพบแบคทีเรียในวงศ  

Ktedonobacteraceae มากท่ีสุด รองลงมาคือแบคทีเรียในวงศ Bacillaceae ความหลากหลายทางชีวภาพของ

แบคทีเรียในดินท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามจะสามารถพบแบคทีเรียในวงศ Bradyrhizobiaceae มากท่ีสุด 

รองลงมาคือแบคทีเรียในวงศ Hyphomicrobiaceae และเมื่อวิเคราะห Realtive Abundance ของประชากร

แบคทีเรียและสราง Heat map เพื่อตรวจสอบความสัมพันธของประชากรแบคทีเรียในแตละวิธีการทดลองพบวา

สามารถแบงกลุมแบคทีเรียออกไดเปน 5 กลุม ประชากรแบคทีเรียในกลุม 1 ประกอบดวยแบคทีเรียในวงศ 

Isosphaeraceae, Conexibacteraceae, Acidobacteriaceae, Gaiellaceae, Alicyclobacillaceae และ  

Thermogemmatisporaceae ประชากรแบคทีเรียในกลุม 2 ประกอบดวยแบคทีเรียในวงศ Pirellulaceae, 

Paenibacillaceae, Mycobacteriaceae, Micromonosporaceae, Streptosporangiaceae, 

Nitrospiraceae, Phyllobacteriaceae และ Kouleothrixaceae ประชากรแบคทีเรียในกลุม 3 ประกอบดวย

แบคทีเรียในวงศ  Caldilineaceae, Sinobacteraceae, Rhizobiaceae, Cystobacteraceae, 

Actinosynnemataceae, Beijerinckiaceae และ Hyphomonadaceae ประชากรแบคทีเรียในกลุม 4 

ประกอบดวยแบคทีเรียในวงศ Ktedonobacteraceae, Koribacteraceae, Rhodospirillaceae, 

Streptomycetaceae, Sphingomonadaceae, Bacillaceae, Gemmataceae, Frankiaceae, 

Pseudonocardiaceae, Solibacteraceae และ Acetobacteraceae ประชากรแบคทีเรียในกลุม 5 

ประกอบดวยแบคทีเรียในวงศ Hyphomicrobiaceae และ Bradyrhizobiaceae ดังแสดงในภาพท่ี 6 
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ภาพท่ี 5 ชนิดของประชากรแบคทีเรียจากดินในแตละกรรมวิธีการทดลองในระดับ Family level  

[ดินท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (C; Control) ดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง (GN; Ground nut strover) และ

ดินท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง (TM; Tamarind)]  
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ภาพท่ี 6 Heat map แสดงความหลากหลายทางชีวภาพของประชากรแบคทีเรียจากดินในแตละกรรมวิธีการ

ทดลองในระดับ Family level  

[ดินท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (C; Control) ดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง (GN; Ground nut strover) และ

ดินท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง (TM; Tamarind)]  
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เมื่อวิเคราะหโครงสรางชุมชนของอารเคียในแตละกรรมวิธีการทดลองรวมกับการใช Principle 

component analysis (PCA) ของยีน 16S rRNA gene พบวาชนิดของอารเคียท่ีไดจาก 16S rRNA gene 

amplicons ในกรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรีย ((ใบมะขามรวง และซากถ่ัวลิสง) และกรรมวิธีทดลองควบคุม

ท่ีไมมีการใสสารอินทรียมีความแตกตางกันอยางชัดเจน ดังแสดงในภาพท่ี 7 โดยในดินท่ีมีการใสสารอินทรียใบ

มะขามรวงจะมีโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียแตกตางออกไปจากดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง และเม่ือ

สราง Dendrogram จาก Bray-Curtis similarity index ของประชากรแบคทีเรียจากดินท่ีไดจากแตละกรรมวิธี

การทดลองพบวาโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินไมมีการใสสารอินทรียนั้นมีความแตกตางจากโครงสราง

ชุมชนของแบคทีเรียในดินมีการใสสารอินทรีย และพบวาโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินมีการใสสารอินทรีย

ใบมะขามรวงมีความแตกตางจากโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง ดังแสดงใน

ภาพท่ี 8  

 

 
 

ภาพท่ี 7 Principle component analysis (PCA) ของประชากรอารเคียจากดินในแตละกรรมวิธีการทดลอง [ดิน

ท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (C; Control) ดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง (GN; Ground nut strover) และดินท่ี

มีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง (TM; Tamarind)] 
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ภาพท่ี 8 Dendrogram จาก Bray-Curtis similarity index ของประชากรอารเคียจากดินในแตละกรรมวิธี

ทดลอง [ดินท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (C; Control) ดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง (GN; Groundnut 

strover) และดินท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง (TM; Tamarind)]  

 

การวิเคราะหความหลากหลายทางชีวภาพและชนิดของอารเคียในดินในแตละกรรมวิธีการทดลอง 

ผลการวิเคราะหความหลากหลายทางชีวภาพและชนิดของอารเคียในดินในแตละกรรมวิธีการทดลอง 

แสดงดังภาพท่ี 9 และ 10 โดยพบวาความหลากหลายทางชีวภาพของอารเคียในดินท้ัง 3 กรรมวิธีการทดลองจะ

สามารถพบอารเคียในไฟลัม Crenarchaeota มากท่ีสุด รองลงมาคืออารเคียในไฟลัม Euryarcheota และ     

อารเคียในไฟลัม Parvarchaeota ตามลําดับ โดยกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงจะสามารถ

พบอารเคียในไฟลัม Euryarcheota มากท่ีสุด รองลงมาคือกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย และกรรมวิธี

ทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงตามลําดับ ท้ังนี้กรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงจะ

สามารถพบอารเคียในไฟลัม Crenarchaeota มากท่ีสุด รองลงมาคือกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย และ

กรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวง เมื่อวิเคราะหในระดับอันดับ (order level) พบวาอารเคียใน

กลุมของ Nitrososphaerales จะเปนกลุมอารเคียกลุมหลักในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง

สามารถพบเปนกลุมอารเคียกลุมหลักรองลงมาในกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย และกรรมวิธีทดลองท่ีมี

การใสสารอินทรียใบมะขามรวงตามลําดับ โดยอารเคียในกลุม E2 จะสามารถพบมากท่ีสุดในกรรมวิธีทดลองท่ีมี

การใสสารอินทรียใบมะขามรวง พบรองลงมาในกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย และกรรมวิธีทดลองท่ีมี

การใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงตามลําดับ โดยอารเคียในกลุมของ NRP-J จะสามารถพบเฉพาะในกรรมวิธีทดลองท่ี

ไมมีการใสสารอินทรียเทานั้น 
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ภาพท่ี 9 ชนิดของประชากรอารเคียจากดินในแตละกรรมวิธีการทดลองในระดับ Phylum level [ดินท่ีไมมีการใส

สารอินทรีย (C; Control) ดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง (GN; Ground nut strover) และดินท่ีมีการใส

สารอินทรียใบมะขามรวง (TM; Tamarind)]  

 

 
ภาพท่ี 10 ชนิดของประชากรอารเคียจากดินในแตละกรรมวิธีการทดลองในระดับ order level [ดินท่ีไมมีการใส

สารอินทรีย (C; Control) ดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสง (GN; Ground nut strover) และดินท่ีมีการใส

สารอินทรียใบมะขามรวง (TM; Tamarind)]  
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สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

การศึกษาผลกระทบของสารอินทรีย ท่ีใสในระยะยาวท่ีมีตอจุลินทรีย ดินท่ีเกี่ยวของกับ

กระบวนการไนตริฟเคชันเพื่อเพิ่มความอุดมสมบูรณของไนโตรเจนในดินเนนไปท่ีการวิเคราะหจํานวนประชากร

และความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียและอารเคียในดิน โดยการศึกษาพบวาเมื่อทําการเก็บตัวอยางดิน

หลังการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวงและซากถ่ัวลิสง) เพื่อทดลองหาจํานวนประชากรแบคทีเรีย จํานวนแบคทีเรีย

ท่ีทําหนาท่ีในการออกซิไดซแอมโมเนีย และจํานวนอารเคียท่ีทําหนาท่ีในการออกซิไดซแอมโมเนียในแปลงทดลอง

โดยวิธี Real-time PCR (RT-PCR) พบวาจํานวนประชากรของแบคทีเรียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรีย

ใบมะขามรวงและซากถ่ัวลิสงมีจํานวนประชากรของแบคทีเรียสูงกวาจํานวนประชากรของแบคทีเรียในกรรมวิธี

ทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (Control) ท้ังนี้จํานวนประชากรของแบคทีเรียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใส

สารอินทรียซากถ่ัวลิสงซึ่งเปนสารอินทรียคุณภาพสูงจะมีจํานวนประชากรของแบคทีเรียสูงท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับ

กรรมวิธีการทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงและกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย ตามลําดับ 

เนื่องจากในสารอินทรียซากถ่ัวลิสงนั้นมีไนโตรเจนซึ่งเปนสารอาหารหลักสําหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

และมีสารประกอบลิกนินและโพลีฟนอลอยูนอยทําใหแบคทีเรียสามารถทําการยอยสลายไดงาย นอกจากนี้สาร 

allelochemicals ท่ีมีอยูในใบมะขาม เชน สาร tannic acid และ สาร phenolic acids อาจเปนปจจัยหนึ่งท่ี

จํากัดการเจริญเติบโตและทําใหประชากรของแบคทีเรียมีจํานวนนอยกวาในดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงซึ่ง

มีปริมาณไนโตรเจนใกลเคียงกัน (Lawongsa et al., 2016) อยางไรก็ตามพบวาสารสกัดใบมะขามความเขมขน 

10% รวมท้ัง allelopathic chemicals ไดแก gallic acid, caffeic acid ไมสงผลตอจํานวนประชากรของ

แบคทีเรียในดินท้ัง 3 กรรมวิธี แตการใส allelopathic chemicals คือ Tannic acid ลงในดินท้ัง 3 กรรมวิธี 

สงผลใหจํานวนประชากรของแบคทีเรียในดินลดลงอยางมีนัยสําคัญ ในสวนของการศึกษาจํานวนประชากรของ 

อารเคียในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรีย (ใบมะขามรวงและซากถ่ัวลิสง) พบวามีจํานวนประชากรของ   

อารเคียสูงกวาจํานวนประชากรของอารเคียในกรรมวิธีทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย (Control) ท้ังนี้จํานวน

ประชากรของอารเคียในกรรมวิธทีดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามซึ่งเปนสารอินทรียคุณภาพสูงจะมีจํานวน

ประชากรของอารเคียสูงท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีการทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงและกรรมวิธี

ทดลองท่ีไมมีการใสสารอินทรีย ตามลําดับ ท้ังนี้ผลการทดลองวิเคราะหโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินในแต

ละกรรมวิธีการทดลองพบวาในดินท่ีไมมีการใสสารอินทรียจะสามารถพบแบคทีเรียในวงศ Koribacteraceae มาก

ท่ีสุด ในดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงจะสามารถพบแบคทีเรียในวงศ Ktedonobacteraceae มากท่ีสุด 

และในดินท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามจะสามารถพบแบคทีเรียในวงศ Bradyrhizobiaceae มากท่ีสุด ซึ่งจะ

สังเกตไดวาประชากรแบคทีเรียในแตละกรรมวิธีการทดลองจะประกอบไปดวยวงศของประชากรแบคทีเรียวงศ

เดียวกันซอนทับกันอยู โดยท้ังสามกรรมวิธีทดลองจะสามารถพบแบคทีเรียในสกุล Bacillus มากท่ีสุด รองลงมาคือ

แบคทีเรียในสกุล Paenibacillus โดยในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามและกรรมวิธีทดลอง

ควบคุมยังสามารถพบแบคทีเรียในสกุล Tumebacillus และ Herbaspirillum ดวย อยางไรก็ตามพบแบคทีเรียใน
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สกุล Alicyclobacillus เฉพาะในกรรมวิธีทดลองท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามเพียงกรรมวิธีทดลองเดียว และ

พบแบคทีเรียในสกุล Ochrobactrum และ Rhodococcus เฉพาะในกรรมวิธีทดลองเทานั้น อยางไรก็ตามเม่ือ

วิเคราะหโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในแตละกรรมวิธีการทดลองรวมกับการใช Principle component 

analysis (PCA) ของยีน 16S rRNA gene พบวาโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินท่ีไมมีการใสสารอินทรียมี

ความแตกตางกันอยางชัดเจนเมื่อทําการเปรียบเทียบกับโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินท่ีมีการใสสารอินทรีย 

ประกอบกับเมื่อสราง Dendrogram จาก Bray-Curtis similarity index ของประชากรแบคทีเรียจากดินท่ีไดจาก

แตละกรรมวิธีการทดลองพบวาโครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินไมมีการใสสารอินทรียนั้นมีความแตกตางจาก

โครงสรางชุมชนของแบคทีเรียในดินมีการใสสารอินทรีย ท้ังนี้ผลการทดลองวิเคราะหโครงสรางชุมชนของอารเคีย

ในดินในแตละกรรมวิธีการทดลองมีแนวโนมเปนไปในทิศทางเดียวกันกับผลการทดลองวิเคราะหโครงสรางชุมชน

ของแบคทีเรียในดินโดยโครงสรางชุมชนของอารเคียในดินท่ีไมมีการใสสารอินทรียมีความแตกตางกับโครงสราง

ชุมชนของแบคทีเรียในดินท่ีมีการใสสารอินทรียอยางชัดเจน โดยในดินท่ีมีการใสสารอินทรียซากถ่ัวลิสงจะสามารถ

พบอารเคียในไฟลัม Crenarchaeota มากท่ีสุด และดินท่ีมีการใสสารอินทรียใบมะขามรวงจะสามารถพบอารเคีย

ในไฟลัม Euryarcheota มากท่ีสุด และเมื่อวิเคราะหโครงสรางชุมชนของอารเคียในแตละกรรมวิธีการทดลอง

รวมกับการใช Principle component analysis (PCA) ของยีน 16S rRNA gene พบวาโครงสรางชุมชนของ  

อารเคียในดินท่ีไมมีการใสสารอินทรียมีความแตกตางกันอยางชัดเจนเมื่อทําการเปรียบเทียบกับโครงสรางชุมชน

ของอารเคียในดินท่ีมีการใสสารอินทรีย ประกอบกับเมื่อสราง Dendrogram จาก Bray-Curtis similarity index 

ของประชากรอารเคียจากดินท่ีไดจากแตละกรรมวิธีการทดลองพบวาโครงสรางชุมชนของอารเคียในดินไมมีการใส

สารอินทรียนั้นมีความแตกตางจากโครงสรางชุมชนของอารเคียในดินมีการใสสารอินทรีย ท้ังนี้การใสสารอินทรียลง

ในดินเพื่อปรับปรุงและเพิ่มอินทรียวัตถุใหกับดินนั้นอาจสงผลกระทบตอจํานวนจุลินทรียในดินรวมท้ังโครงสราง

ชุมชนจุลินทรียได โดย Kamolmanit et al., 2013 พบวาหลังจากมีการใสสารอินทรีย ไดแก ซากถ่ัวลิสง ซากใบ

มะขาม ใบพลวง และฟางขาว เปนระยะเวลานาน 16 ป สามารถสงผลกระทบตอจํานวนประชากรของจุลินทรีย 

(เช้ือรา) ในดินได โดยในดินท่ีมีการใสสารอินทรียสงผลกระทบทําใหจํานวนเช้ือราในดินเพิ่มมากข้ึนได ท้ังนี้

นอกจากจํานวนประชากรแลวการใสสารอินทรียยังสงผลกระทบตอโครงสรางชุมชนจุลินทรีย (เช้ือรา) ดวย โดย

เช้ือราหลักท่ีพบในดินทีมีการใส ฟางขาว ไดแก Mycelioptera thermophila เช้ือราหลักท่ีพบในดินท่ีมีการใส

ซากถ่ัวลิสง ไดแก Mycelioptera thermophila, Proleptomonas faecicola และ Aspergillus fumigates 

เช้ือราหลักท่ีพบในดินท่ีมีการใสใบพลวง ไดแก Mycelioptera thermophila, Aspergillus versicolor, 

Anguillospora longissima และ Aspergillus fumigates เช้ือราหลักท่ีพบในดินท่ีมีการใสใบมะขาม ไดแก 

Mycelioptera thermophila, Aspergillus versicolor, Fusarium oxysporum และ Cryptococcus 

podzolicus เปนตน ท้ังนี้นอกจากการใสสารอินทรียจะสงผลกระทบตอเช้ือราในดินแลวยังสงผลกระทบตอเช้ือ

แบคทีเรียในดินดวย (Rasche et al., 2014) โดยการศึกษานี้ช้ีใหเห็นวาคุณภาพของสารอินทรีย ซึ่งไดแก 

องคประกอบทางเคมี และคุณสมบัติทางกายภาพของสารอินทรีย รวมท้ัง modifiers ซึ่งเปนองคประกอบทางเคมี
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ของสารอินทรียชนิดหนึ่งท่ีมีโครงสรางโมเลกุลท่ีมีอิทธิพลตอการทํางานหรือพฤติกรรมของส่ิงมีชีวิตท่ีเขายอยสลาย

สารอินทรีย โดยกลไกท่ีนอกเหนือจากการเปนแหลงคารบอน ธาตุอาหาร และพลังงาน เชนสาร allelochemicals 

ท่ีไดจากใบมะขามเปนปจจัยหลักท่ีทําใหจํานวนประชากรของแบคทีเรียและความหลากหลายทางชีวภาพของ

แบคทีเรียแตกตางกันได 
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Responses of soil bacterial population to the appearance of  
allelopathic substances

Phrueksa Lawongsa1*, Rattiyapon Rungthong1, Bhanudecha Kamolmanit2,  

Patcharee Saenjan1 and Patma Vityakon1

ABSTRACT: Increase in soil organic matter accumulation in a degraded tropical sandy soil can be achieved by  
application of organic residues with appropriate qualities (biochemical composition). However, the effect of allelopathic  
substances produced by some organic input such as tamarind leaves residue on underlying response of soil microbes 
remains scarce. To address this question, this study aims to investigate the preliminary effect of allelopathic substances 
in terms of natural allelopathic substances from tamarind leaves and commercial allelopathic substances (caffeic acid, 
tannic acid and gallic acid) on bacterial population from unamended soil, soil applied with long-term application of 
tamarind leaves residue and soil applied with long-term application of groundnut residue. Research finding showed 
that the appearance of 10% allelopathic substances extracted from tamarind leaves in unamended soil, soil applied 
with long-term application of tamarind leaves residue and soil applied with long-term application of groundnut residue 
were not significantly affecting bacterial population which suggested that allelopathic substances contain in tamarind 
leaves certainly not affect bacterial population with appropriated concentration and certain soil bacteria can transform 
the new chemicals into less toxic forms. Remarkably, some introduced allelopathic chemicals such as tannic acid 
had an effect on decreasing of the population of bacteria. Thus, prospective research should consider the effect of 
allelopathic chemicals, apart from studying microbial population, but also on microbial communities and activities.
Keywords: organic residues, tamarind, allelopathic substances, tannic acid, bacterial population
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Introduction

Tropical sandy soils under agricultural land 

uses in Northeast of Thailand have undergone 

continuous fertility degradation as seen in low 

content of soil organic matter. Organic residue 

application is one way to restore the fertility and 

enhance productivity of these soils in a  

sustainable way. Many kinds of organic residues 

that are readily available in farming systems of 

this region differ in their quality or their chemical 

composition which is a controlling factor on  

decomposition process leading to nutrient release 

and soil organic matter (SOM) accumulation 

(Puttaso et al., 2011; Vityakon, 2007). 

Groundnut stover, a high quality organic  

input, rich in organic nitrogen but low in lignin and 

polyphenol, is one of organic residue which is 

normally used for enhancement of nutrient in soil. 

Apart from groundnut stover, tamarind leaves 

residue, an intermediate quality organic input, rich 

in organic nitrogen but low in cellulose as well as 

with moderate lignin and polyphenol content was 

also considered as applicable to enhance soil 

organic matter accumulation, while guaranteeing 

the release of plant-available nutrients from  

organic inputs through microbial decomposition 

and mineralization (Kamolmanit et al., 2013). 
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However, different biochemical quality including 

allelopathic potential of some organic residue may 

affect microbial decomposition, nutrient supply 

and improvement of soils. Among allelopathic 

plants, tamarind is well known for its allelopathic 

potential. There are several phytochemicals  

playing role as allelopathic substances were 

found in tamarind leaves such as tannins,  

phenolic compounds, flavoniod and alkaloids. 

These chemicals also showed antibacterial and 

antifungal activity (Lorenzo et al., 2013; Al-Fatimi 

et al., 2007) as seen in leaf extract of tamarind 

which showed activity for antibacterial activity 

against Burkholderia pseudomallei (Muthu et al., 

2005). Moreover, tamarind possessed a strong 

activity against Escherichia coli and Staphyloco-

ccus aureus (Melendez and Capriles, 2006). 

Under this circumstance, it is beneficial to  

identify one of the major biochemical quality  

parameters of organic residues controlling their 

decomposition rates such as allelopathic  

substance to understand the role of soil microor-

ganisms for restoration soil fertility and promoting 

the crop productivity. Moreover, the effect of  

allelopathic substances produced by some  

organic input such as tamarind leaves residue on 

responses of soil microbes is not yet fully  

understood. Our hypothesis was that tamarind 

leaf releases allelopathic chemicals that lead to 

changes in soil bacterial population. Hence, the 

research question of this study was to investigate 

the effect of allelopathic substances emphasized 

on crude extract of tamarind leaf which represents 

natural allelopathic substance along with tannic 

acid and phenolic acid (including gallic acid and 

caffeic acid) which represents commercial  

allelopathic substances on the response of soil 

bacterial population.

Materials and methods

Soil sampling 

Soi l  samples were col lected from a  

long-term field experiment at the research station 

of the Agriculture and Co-operatives of Northeast 

at Tha Phra subdistrict, Khon Kaen province, 

Thailand (16°20´ N; 102°49´ E). The long-term field 

experiment was established in 1995. This  

exper iment  has been des igned as the  

randomized complete block design (RCBD). 

Apart from control soil (soil with no organic  

material applied; unamended soil), there were two 

residue treatments applied in early May every year  

including:, groundnut stover (Arachis hypogaea), 

and tamarind (Tamarindus indica) leaves + petiole 

litter at the rate of 10 Mg ha-1 year-1 to bare soil 

plots. The organic materials were incorporated to 

a depth of 20 cm in a 4 x 4 m2 plot. Weeds were 

controlled at approximately monthly intervals. 

Three random soil samples from each of three 

replicate plots of each treatment were collected 

at 0-15 cm depth. Soil texture of all plot sites were 

sand. The proportions of sand in the topsoil (0–15 

cm depth) were approximately between 93.86 - 

94.93 %. The pH of all soil samples were found to 

be ranged in between 4.56 to 6.05 which  

indicated the slight acidity of soils. The soil pH 

values of 4.56, 5.46 and 6.05 were obtained from 

control ,  groundnut stover and tamarind  

treatments, respectively. The EC values of 0.1, 

0.22 and 0.21 dS/m were obtained from control, 

groundnut stover and tamarind treatments,  

respectively and organic matter (OM) values of 

organic residues supply treatment showed 
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higher than control with no organic residues  

supply. OM values of 0.25 %, 0.53 % and 0.53 % 

were obtained from control, groundnut stover and 

tamarind treatments, respectively. In addition, 

initial chemical characteristics of crop residues 

were showed in Table 1. 

Table 1 	 Biochemical properties (quality) of organic inputs 

Residue
Cellulose Nitrogen

[N]
Polyphenols 

[PP]
Lignin 

[L]
L/N 
ratio

PP/N 
ratio

(L+PP)/N 
ratio

C/N 
ratio

g/kg
Groundnut 178 22.8 12.9 67.6 2.96 0.6 3.5 17.1
Tamarind 143 13.6 31.5 87.7 6.4 2.3 8.8 31.5

Original data taken from Puttaso et al. (2011)

Treatment used in this study

For the present study, soil samples were 

obtained from unamended control plots (control 

soil), soil treated with groundnut stover and soil 

treated with tamarind leaves residue in March 

2014, 19 years after the field experiment had 

started. 

There were two experiments in this study. 

First experiment was conducted to investigate the 

effect of natural allelopathic substances  

(emphasize on crude extract of tamarind leaf) on 

bacterial population. This experiment has been 

designed as the completely randomized design 

(CRD) with three replications. The treatments used 

in first experiment were control soil (soil with no 

organic material applied; unamended soil),  

control soil applied with 10% crude extract of 

tamarind leaf, soil applied with long-term applica-

tion of tamarind leaves residue (TM), soil applied 

with long-term application of tamarind leaves 

residue in a presence of 10% crude extract of 

tamarind leaves, soil applied with long-term ap-

plication of groundnut residue (GN) and soil ap-

plied with long-term application of groundnut 

residue in a presence of 10% crude extract of 

tamarind leaves.

Second experiment was divided into three 

sub-experiments which were to investigate 

whether allelopathic chemicals (emphasize on 

tannic acid and phenolic acid (including gallic 

acid and caffeic acid) affect bacterial population. 

Sub-experiment I, II and III were a factorial in CRD 

including two factors and three replications. The 

first factor involved three treatments which are 

unamended soil (control soil), TM soil and GN soil, 

while the second factors were three rates of  

allelopathic chemicals (caffeic acid, tannic acid 

and gallic acid) application including 0, 500, 

1,000 and 1,500 ppm.

Crude water-soluble extraction of tamarind leaves

Crude water-soluble extraction was done 

according to the procedure of Parvez et al. (2003) 

with a slight modification. Appropriate amounts of 

dried tamarind leaves corresponding to 10% (w/v) 

were weighed and poured separately into 300 ml 

conical flasks containing 100 ml of sterilized  

distilled water. Extraction was carried out under 

dark condition with continuous shaking at 70 rpm 

for 2 days at 25 °C in an orbital shaker. The  
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extracted solution was recovered by filtering with 

a sterilized 150 mm filter paper twice, then filtered 

through a 0.20 µm membrane filter and used 

freshly as a crude water-soluble extract or stored 

in a refrigerator until further use.  

Bacterial population analysis

Bacterial population analysis was done by 

serial dilution plating technique on nutrient agar 

medium. In treatment applied with allelopathic 

substances, the 10% crude extract of tamarind 

leaf and allelopathic chemicals (caffeic acid,  

tannic acid and gallic acid) were added into  

nutrient agar medium before plating. Petri dishes 

with serial dilution plating were incubated at 28°C 

for 1-2 days. Bacterial populations were  

enumerated from the plates and expressed as 

CFU (colony forming units) per gram soil. 

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using 

SPSS, a statistical program (SPSS, version 16.0). 

F-test along with least significant differences 

(LSD) was used to analyze the main treatment 

effects on assayed soil microbial population. 

Results

First experiment: effect of tamarind leaf crude 

extract on bacterial population

The highest total bacterial count was found 

in GN treatment without 10% tamarind leaf crude 

extract appearance (1.83 x 106 CFU/g soil)  

followed by GN treatment with 10% tamarind leaf 

crude extract appearance (1.80 x 106 CFU/g soil). 

However, there is no significantly different was 

found between these two treatments (Figure 1). 

A similar result was observed in TM treatment. In 

TM treatment without 10% tamarind leaf crude 

extract appearance (6.10 x 105 CFU/g soil) 

showed higher total bacterial count when  

compared to TM treatment with 10% tamarind leaf 

crude extract appearance (4.20 x 105 CFU/g soil) 

and there is no significantly different was found 

between these two treatments. Interestingly,  

control treatment without 10% tamarind leaf crude 

extract appearance (1.01 x 106 CFU/g soil) 

showed lower total bacterial count when  

compared to control treatment with 10% tamarind 

leaf crude extract appearance (1.18 x 106 CFU/g 

soil). Nevertheless, there is no significantly  

different was found between these two treatments.
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Second experiment: effect of allelopathic  
chemicals on bacterial population

Total bacterial count showed different  
responses to allelopathic chemicals appearance 
(Tables 2, 3 and 4).

Sub-experiment I (Caffeic acid appearance): 
The highest total bacterial count was found in GN 
treatment (8.24 x 105 CFU/g soil) followed by 

control soil (3.90 x 105 CFU/g soil) and TM  
treatment (2.15 x 105 CFU/g soil), respectively 
(Table 2). Interestingly, the significantly different 
of bacterial population was not observed in the 
appearance of caffeic acid at all concentrations. 
In addition, there was no interaction between two 
factors. 

Table 2 	Effect of caffeic acid on bacterial population

Treatment Bacterial population (CFU/g soil)
A: Soil
     Control 3.90 x 105 b

     GN 8.24 x 105 a

     TM 2.15 x 105 c

F-test A **
B: Concentration of caffeic acid 
     Caffeic acid 0 ppm 5.49 x 105

     Caffeic acid 500 ppm 4.41 x 105

     Caffeic acid 1,000 ppm 4.54 x 105

     Caffeic acid 1,500 ppm 4.60 x 105

F-test B ns
F-test A x B ns

Treatments: Control (soil with unamended organic residue), GN (soil applied with long-term application of 
groundnut stover) and TM (soil applied with long-term application of tamarind leaves residue). Significant  
difference is indicated by different letters by mean of least significant difference. ns = no significant difference. 
** = significant difference at p<0.01.  
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Figure 1 	Effect of tamarind leaf crude extract on bacterial population

Treatments: Control (soil with unamended organic residue), GN (soil applied with long-term application of 
groundnut stover) and TM (soil applied with long-term application of tamarind leaves residue). Black bar 
graph: nutrient agar without 10% tamarind leaf crude extract addition. White bar: nutrient agar added with 10% 
tamarind leaf crude extract. C.V. (%) = 17.04. Significant difference is indicated by different letters by mean of 
least significant difference at a probability of 5% (p<0.05). 
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Sub-experiment II (Tannic acid appearance): 

The highest total bacterial count was found in GN 

treatment (4.45 x 105 CFU/g soil) followed by TM 

treatment (1.37 x 105 CFU/g soil) and control soil 

(1.18 x 105 CFU/g soil), respectively (Table 3). 

However, there was no significant difference of 

bacterial population between TM treatment and 

control soil. In addition, the significantly different 

of bacterial population was not observed in the 

appearance of tannic acid at all concentrations. 

Interestingly, the significant interaction took place 

for soil treatment and the concentration rate of 

tannic acid. Appearance of higher concentration 

of tannic acid has a tendency to reduce bacterial 

population. As comparison within soil treatment, 

the highest total bacterial count was found in GN 

treatment without tannic acid appearance  

followed by GN treatment with 500 ppm, 1,000 

ppm and 1,500 ppm tannic acid appearance, 

respectively. Likewise, the highest total bacterial 

count in control and in TM treatment was found 

without tannic acid appearance followed by 500 

ppm, 1,000 ppm and 1,500 ppm tannic acid  

appearance, respectively. 

Table 3	 Effect of tannic acid on bacterial population

Treatment Bacterial population (CFU/g soil)
A: Soil
     Control 1.18 x 105 b

     GN 4.45 x 105 a

     TM 1.37 x 105 b

F-test A *
B: Concentration of tannic acid 
     Tannic acid 0 ppm 5.31 x 105

     Tannic acid 500 ppm 1.92 x 105

     Tannic acid 1,000 ppm 1.13 x 105

     Tannic acid 1,500 ppm 9.72 x 104

F-test B ns
A x B: control soil with 0 ppm tannic acid 3.05 x 105   bc

            control soil with 500 ppm tannic acid 1.13 x 105  ef

            control soil with 1,000 ppm tannic acid 3.75 x 104   f

            control soil with 1,500 ppm tannic acid 2.13 x 104   f

            GN with 0 ppm tannic acid 1.05 x 106   a

            GN with 500 ppm tannic acid 3.32 x 105   b

            GN with 1,000 ppm tannic acid 2.00 x 105 cde

            GN with 1,500 ppm tannic acid 1.98 x 105 cde

            TM with 0 ppm tannic acid 2.35 x 105 bcd

            TM with 500 ppm tannic acid 1.32 x 105 def

            TM with 1,000 ppm tannic acid 1.07 x 105   ef

            TM with 1,500 ppm tannic acid 7.33 x 104    f

F-test A x B **

Treatments: Control (soil with unamended organic residue), GN (soil applied with long-term application of groundnut 

stover) and TM (soil applied with long-term application of tamarind leaves residue). Significant difference is indicated 

by different letters by mean of least significant difference. ns = no significant difference. * = significant difference at 

p<0.05.  ** = significant difference at p<0.01.  
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Sub-experiment III (Gallic acid appearance): 

The highest total bacterial count was found in GN 

treatment (2.28 x 106 CFU/g soil) followed by 

control soil (6.56 x 105 CFU/g soil) and TM  

treatment (6.33 x 105 CFU/g soil), respectively 

(Table 4). However, there was no significant  

difference of bacterial population between TM 

treatment and control soil. Interestingly, the  

significantly different of bacterial population was 

not observed in the appearance of gallic acid at 

all concentrations. In addition, there was no  

interaction between two factors.      

Table 4 	Effect of gallic acid on bacterial population

Treatment Bacterial population (CFU/g soil)
A: Soil
     Control 6.56 x 105 b

     GN 2.28 x 106 a

     TM 6.33 x 105 b

F-test A **
B: Concentration of gallic acid 
     Gallic acid 0 ppm 1.40 x 106

     Gallic acid 500 ppm 1.29 x 106

     Gallic acid 1,000 ppm 1.01 x 106

     Gallic acid 1,500 ppm 1.05 x 106

F-test B ns
F-test A x B ns

Treatments: Control (soil with unamended organic residue), GN (soil applied with long-term application of 

groundnut stover) and TM (soil applied with long-term application of tamarind leaves residue). Significant  

difference is indicated by different letters by mean of least significant difference. ns = no significant difference. 

** = significant difference at p<0.01.  

Conclusions and discussions

Recen t l y ,  t he  i n te rac t ion  be tween  

allelopathic substances and local soil microbes 

has started to be explored. From this present 

study, in GN and TM soil, the appearance of 10% 

tamarind leaf crude extract showed a slightly 

decrease in total bacterial count. On the other 

hand, the appearance of 10% tamarind leaf crude 

extract showed an increase in total bacterial 

count, but a significant difference was not found 

between treatment with or without 10% tamarind 

leaf crude extract addition (Figure 1). Under these 

circumstances, allelopathic substances contain 

in tamarind leaf certainly not affect bacterial 

population with this concentration. It was  

particularly evident that certain soil bacteria can 

transform the new chemicals into less toxic forms 

(Inderjit and van der Putten, 2010; Inderjit, 2005). 

In addition, certain soil bacteria can catabolize 

allelopathic chemical as energy sources (Jilani et 

al., 2008). In comparison, the inhibition of bacte-

rial growth was stronger in GN soil than control 

and TM soil as our results showed that soil bac-

teria in GN soil were more sensitive than soil 

bacteria in control and TM soil to these allelo-

pathic chemicals, and that the effect depends on 

the ecosystems studied. In this study, it can be 
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concluded that appropriated rate of tamarind leaf 

crude extract had not an effect on bacterial 

population. 

Although, results of sub-experiment I, II and 

III show that the soil bacteria of long-term  

application of groundnut stover can be affected 

by several introduced allelopathic chemicals such 

as caffeic acid, tannic acid and gallic acid  

contributing to the process of invasion. In addi-

tion, soil bacteria of long-term application of 

tamarind residues as well as unamended soil can 

be affected by some introduced allelopathic 

chemicals such as tannic acid, but not caffeic 

acid and gallic acid. This could be certified to the 

fact that it is also possible that native soil micro-

organisms cannot degrade the novel allelopathic 

chemicals, which can lead to the accumulation of 

these compounds up to toxic levels. 

Prospective research should thus consider 

the effect of allelopathic chemicals, apart from 

studying microbial population, but also on micro-

bial communities and activities. This may include 

phylogenetic studies and functional genes studies 

(e.g., microbial genes encoding nutrient cycling 

processes) to identify microbial community mem-

bers directly involved in the degradation of  

organic materials in soils as regulated by organic 

resource quality.
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Abstract 
Application of organic residues is one way to restore the fertility and build up organic matter in 
arable tropical soils. This study assessed the diversity and composition of bacterial 
communities in control soil (soil with no organic residue applied) and four soil treated with 
long-term application of different quality of organic residues including groundnut strover, 
tamarind, rice straw and dipterocarp using PCR-based 454 pyrosequencing with 
bacterial-specific primers targeting the 16S rRNA gene. The principal component analysis 
depicted a profile of soil bacterial community in control soil was clearly distinguished from 
soil treated with long-term different quality of organic residues. Interestingly, long-term 
application of tamarind sample was distant from other organic residues. The heatmap also 
clustered five soil treatments into two groups, the group contained control soil and the other 
was soil treated with long-term application of organic residues. Alphaproteobacteria, 
Actinobacteria and Acidobacteria were abundant classes in almost all the soil samples, while 
the most abundant sequences in control soil library were those related to Ktenodobacteria. The 
findings revealed that long-term application of organic residues strongly affected bacterial 
community structure and diversity. In addition, the bacterial communities are also responsive to 
soil properties (pH, soil organic matter and total nitrogen).  
 
Keywords: 454 pyrosequencing, 16S rRNA gene, bacterial communities, organic residues 
 

1. Background/ Objectives and Goals 
Sandy and infertile arable soils are mostly found in tropical area. To overcome the limitation, 
application of organic residues with appropriate qualities (biochemical composition) is one way 
to restore the fertility and productivity of these soils. In addition, incorporating organic matter 
into soil can affect the biological, chemical and physical properties of the soil and its overall 
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health. The significant factor influencing the build-up of organic matter in sandy soils is the 
quality of organic residues that determined by the chemical as well as the physical 
characteristics of the residues (Vityakon, 2007). Long-term application of organic residues is 
bound to change soil nutrient status to different degrees depending on the quality of the 
residues and may thus affect decomposition of recently added residues and accumulation of 
soil organic matter (SOM), increase the amount of soil organic carbon (SOC) (Vityakon, 2007; 
Puttaso et al., 2011a) as well as retain nutrients (Madejón et al., 2001 and Crecchio et al., 
2001), shift microbial diversity and enhance microbial activity (Kamolmanit et al., 2013).  
Importantly, different qualities of organic residues may influence the number and type of 
microorganisms present in the soil (Aciego Pietri and Brooks, 2009; Marschner et al., 2003) 
through decomposition and nutrient transformation (Hadas et al., 2004; Vityakon 2007; 
Vityakon et al. 2000). Jiang et al. (2014) indicated that addition of further nitrogen significantly 
alters soil biogeochemical properties, alters the ratio of bacteria to fungi, and decreases 
microbial carbon utilization. Previous study indicated that microbial biomass was enhanced 
using high quality organic inputs (rich in organic nitrogen (>2.5 %) lignin (<15 %) polyphenol 
(<4 %)) as applied as a substitution of mineral fertilizers (Palm et al., 2001; Aciego Pietri and 
Brookes 2009; Debosz et al., 1999) and Liu et al., 2006 found that low quality (low contents of 
organic nitrogen (< 2.5 %) and polyphenols (< 4 %) input was more sensitive to inherent soil 
nutrient availability and led to nitrogen immobilization (Vityakon et al., 2000) as compared to 
high quality residues, while intermediate quality residue (rich in organic and moderate in lignin 
and polyphenol contents), was the most effective in accumulating SOC. Puttaso et al., 2011a 
also suggested that nitrogen-rich residues with low cellulose and moderate lignin and 
polyphenol contents are best suited to improve SOM content in tropical sandy soils. These 
attributes were also associated with a high microbial biomass and high efficiency of carbon 
utilization during later stages of decomposition. 
 
In 2013, Kamolmanit and his colleagues also observed, on the basis of a long-term field 
experiment in Northeast Thailand, after 16 years continuous soil organic residues application, 
higher nitrogen availability in the tamarind treatment increased fungal abundance when 
compared to low nitrogen residues. However, nitrogen availability seemed to regulate not only 
decomposing soil fungi, but also the abundance and community of bacteria decomposers whose 
actual contribution to nitrogen turnover remains poorly understood.  
 
Thus, the present study was designed to investigate how long term continuous application of 
different quality residues into sandy soil shaped diversity as well as community structure of 
microorganisms focus on bacteria. The hypothesis was that soil microbial communities have 
been changed after long-term application of different quality of organic residues when 
compared with control soil (soil with no organic residue applied). 
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The diversity and composition of bacterial communities were investigated using PCR-based 
454 pyrosequencing with 16S rRNA gene as a phylogenetic marker to fulfill the knowledge 
gap of the underlying response of the soil bacterial community and its turnover of organic 
matter as regulated by the availability and decomposability of different quality of organic 
inputs.      
 

2. Methods 
2.1 Study Site and Sample Treatment  
The long-term field experiments were established at the research station of the Agriculture and 
Co-operatives of Northeast at Tha Phra subdistrict, Khon Kaen province, Thailand (16°20´ N; 
102°49´ E) since 1995. This experiment has been designed as the randomized complete block 
design (RCBD). Apart from control soil (C; soil with no organic residues applied), there were 
four residue treatments applied in early May every year including:, groundnut stover; GN 
(Arachis hypogaea) as high quality organic residue, tamarind; TM (Tamarindus indica) leaves 
+ petiole litter as intermediate quality organic residue, rice straw; RS (Oryza sativa) and 
dipterocarp; DP (Dipterocarpus tuberculatus) leaves litter as low quality organic residue at the 
rate of 10 Mg/ha/year to bare soil plots. The initial chemical characteristic of crop residue was 
showed in Table 1. The organic materials were incorporated to a depth of 20 cm in a 4 x 4 m2 
plot. Weeds were controlled at approximately monthly intervals. For the present study, soil 
samples were obtained in April 2014, 19 years after the field experiment had started. Three 
random soil samples from each of three replicate plots of each treatment were collected at 0-15 
cm depth for soil physicochemical properties analysis and bacterial community investigation.  
 
2.2 Soil Physicochemical Properties 
Soil texture and particle-size distribution were done by hydrometer method. Chemical 
properties studied include soil reaction were measured by pH meter method in soil to water 
ratios of 1:2.5 with water, electrical conductivity (EC) was measured in soil to water ratios of 
1:5 by EC meter, total nitrogen (Total N) in soil was extracted by Kjeldahl digestion (Bremner, 
1960), total organic carbon (TOC) and SOM were determined with dichromate oxidation 
method according to Walkley and Black (1934). The data were subjected to analysis of 
variance using SPSS statistical program (SPSS for Windows, version 17.0; SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA.). The differences among various treatment means were compared using the least 

) probability level.  
 
2.3 Soil DNA Extraction, PCR Amplification of Bbacterial 16S rRNA Hene and 
Pyrosequencing 
Soil microbial DNA was extracted using PowerSoil® DNA Isolation Kit (MoBio Labo- ratories, 

-V3 region of 
the bacterial 16S ribosomal RNA gene were amplified by PCR using forward primer 8F 
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-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- - 
ATTACCGCGGCTGCTGG-
sequenced on an Illumina HiSeq/MiSeq platform according to the standard protocols.  
 
2.4 Bioinformatics Analysis 
The pyrosequencing reads were clustered into operational taxonomic units (OTUs) (sequences 
that have 97% similarity were defined as one OTU). Then the OTUs were further clustered 
using Mothur v.1.31.2 software (Schloss et al., 2011). Based on these clusters, bacterial 
community richness and diversity indices (Chao1, ACE, Shannon and Simpson) were 
calculated. In order to display the differences of OTU composition in five soil treatments, 
principal component analysis (PCA) was used to construct 2-D graph to summarize factors 
mainly responsible for this difference. The relationships among the bacterial communities in 
the five soil samples were analyzed by hierarchical clustering analysis using the R v.3.1.1 
statistical software including heatmap and venn diagram. 
 

3. Results 
3.1 Soil Properties 
The soil was characterized as a Khorat Sandy Loam (fine loamy siliceous isohyperthermic 
Typic (Oxyaquic) Kandiustults (Soil Survey Staff, 2014). Five physicochemical characteristics 
of the soil samples were shown in Table 2. Soil texture of all plot sites were sand. The 
proportion of sand in the topsoil (0 15 cm depth) was between 93.86 - 94.93 %. The pH of all 
soil samples were found to vary from 5.1 to 6.62 which indicated the slight acidity of soils. The 
soil pH values of 5.10, 5.89, 5.91, 6.37 and 6.62 were obtained from C, RS, DP, GN and TM, 
respectively. The EC values of all soil samples were found in the range of 33.66 to 64.66 
µS/cm, indicated that all soil treatments were low in salinity. SOM and TOC values observed in 
organic residues treated soil showed higher than control soil with no organic residues applied. 
The highest SOM and TOC values were found in RS which showed no significant difference 
with GN, followed by DP and TM while, control soil had the lowest SOM and TOC. Total N 
contents observed in organic residues treated soil showed higher than control soil with no 
organic residues applied. Soil treated with long-term application of groundnut strover has 
accumulated the highest total N, followed by RS and TM while DP had the lowest total N 
among the residue treated soils. 
 
3.2 Microbial Richness and Pyrosequencing Data 
The 454 pyrosequencing of V1-V3 region of 16S rRNA gene was used in order to analyze soil 
bacterial community composition. A total of 292,830 valid reads were obtained from the five 
soil treatments by pyrosequencing analysis (Table 3). The number of sequences ranged from 
56,015 (RS) to 59,781 (DP) at 3% evolutionary distance. The total of 3,116 OTUs was found. 
Among all soil samples, the highest value was revealed in DP (662 OTUs) and the lowest value 
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was revealed in TM (576 OTUs). According to the OTU dive
index, the greatest bacterial diversity was observed in GN (5.44), followed by RS (5.42), C 
(5.29), DP (5.23) and TM (5.22), respectively. 
 
3.3 Bacterial Diversity and Community Structure 
A venn diagram was analyzed to demonstrate that OTUs differed among the five soil 
treatments (Figure 1). The results showed that the number of site-specific OTUs shared among 
all libraries was 143. The control soil library shared 167, 347, 351 and 370 site-specific OTUs 
with long-term application of organic residue samples (TM, GN, RS and DP, respectively). The 
principal component analysis score plot clearly showed bacterial community variation among 
soil sites of different quality of organic residues application (Figure 2). The first and second 
principal components explained 48.66% and 32.13% of the variance, respectively. As seen 
from the PCA, the profiles of bacterial communities in C and DP were separated from those in 
TM, GN and RS along PC 1, and PC 2 separated bacterial communities in GN, RS and DP 
from those in C and TM. A profile of soil bacterial communities from long-term with no 
application of organic residue sample was clearly distinguished from long-term application of 
organic residue samples. Interestingly, long-term application of tamarind sample was distant 
from other organic residues, indicating that probably there were some promising chemicals in 
tamarind that can greatly influence soil bacterial community.   
 
3.4 Relationships between Bacterial Communities among the Five Treatments 
The bacterial community abundance of class was difference in the five samples (Figure 3). The 
most abundant OUTs associated with DP library were the sequences related to 
Alphaproteobacteria, Actinobacteria and Acidobacteria, whereas the same trend was found in 
GN and RS with different account. The TM library was largely dominated by sequences related 
to Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Anaerolineae and Chloroflexi, while the most 
abundance sequences in C library were those related to Ktenodobacteria and Acidobacteria.  
The heatmap plot depicted the relative abundance of each bacterial genera (variable clustering 
on the Y-axis) within each sample (X-axis clustering) (Figure 4). As seen from the heatmap, the 
relative abundance of each bacterial genus within each sample clustered five samples into two 
groups. GN and RS libraries grouped firstly together, and then they clustered with DP and TM. 
Finally, these groups gathered by decreasing order of similarity with C. Sequence belonging to 
Rhodoplanes, Kaistobacter and Bradyrhizobium were the most dominant bacterial genera in 
DP, whereas the same trend was found in RS with different account. In GN sample, the 
dominant genera were distributed among Bacillus, Kaistobacter and Bradyrhizobium. The 
dominant genera found in TM were Balneimonas and Kaistobacte. While, the dominant genera 
found in C were Koribacter and Rhodoplanes.  
 

4. Discussions/Conclusions 
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In this study, the effect of long-term applications of different quality of organic residues on 
diversity and composition of bacterial communities was investigated via 454 pyrosequencing.
Results showed that soil bacteria were mainly composed of Alphaproteobacteria, 
Actinobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi and Ktenodobacteria. This diversity profile is 
commonly found in other soil and environments (Li et al., 2014). Interestingly, long-term 
continuous organic residues application can enhance the predominant bacterial community of 
Alphaproteobacteria most in the soil (figure 3), which could further enhance soil nutrient 
cycling.  
 
Concomitantly, PCA clearly showed bacterial variations among treatments. This finding 
demonstrated that quality of organic residues selects for microorganisms, which shifts in 
response to changing environmental conditions. As shown in heatmap, the relative abundance 
of each bacterial genus within each sample clustered five samples into two groups and bacterial 
genera detected from control soil can be distinguished from organic residue treated soil.  
 
When the relative abundance of bacterial community is considered along with the changes in 
physicochemical properties of soil, it becomes clear that the property of the soil was the 
dominant influence on bacterial community composition.  
 
In this study, the long-term continuous application of the residues has resulted in changes in 
soil pH and nutrient content which reflected their different quality. It is estimated that pH and 
nutrient content directly alter bacterial community composition by imposing a physiological 
constraint on growth and survival of soil bacteria. Likewise, previous study showed that 
environmental stress such as soil pH and deprivation of organic matter input may regulate the 
diversity and functional potential of soil microbial communities (Wang et al., 2015; Chaparro 
et al., 2012; Nannipieri et al., 2003) 
 
Fierer and Jackson (2006) have reported that soil pH may have the most influence on bacterial 
diversity in the soil according to the evidence of strong correlation between bacterial diversity 
and soil pH at the local scale. Additionally, Rousk et al. (2010) observed short-term effects of 
soil pH on alteration of soil microbial community composition derived by organic residue. 
Similarly, Wang et al. (2015) have reported that despite soil pH, organic carbon and organic 
nitrogen were the most significant factors that correlated with the community distribution of 
soil bacteria. 
 
In addition, soil microbial communities can also be affected by secondary metabolites 
produced by plants (Schweitzer et al., 2011). These metabolites including allelopathic 
chemicals of some organic residue may affect microbial decomposition, abundance and activity 
(Niro et al., 2016; Lawongsa et al., 2016). Among allelopathic plants, tamarind is well known 
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for its allelopathic potential. There are several phytochemicals playing role as allelopathic 
substances were found in tamarind leaves such as tannins, phenolic compounds, flavoniod and 
alkaloids. Schmidt et al. (2013) found that allelopathic substances, polyphenols (e.g. tannins), 
change microbial community structures in soils. 
 
This could be certified to the fact that the alteration of soil pH and soil nutrient contents along 
with accumulation of other chemical compound produced by plant residue itself such as 
allelochemicals in soil by long-term continuous application of contrasting quality organic 
inputs have created specific environment which affected significant impact on diversity and 
composition of bacterial communities. In this sense, the biochemical quality of organic input 
may promote functionally specialized microorganism diversity.  
 
This study provides data to contribute the knowledge about the bacterial diversity in long-term 
application of four different types with different quality of organic inputs (groundnut strover, 
tamarind, rice straw and dipterocarp) for enhancement of soil organic matter and fertility. 
Moreover, long-term continuous application of organic residues has resulted in the 
degeneration of soil quality parameters such as soil communities and nutrient content, which in 
turn further affects crop health and soil sustainable productivity. 
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