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ABSTRACT 

Community structures of endophytic and endophytic diazotrophic bacteria in 

plant tissues of 5 highland local rices grown in different stages of growth at northern 

Thailand were compared using PCR-DGGE profiling of 16S rRNA and nifH genes. 

Community’s richness, diversity index, evenness, and stability using both genes 

profiling data were varied depending on the plant tissues, stages of growth, and rice 

cultivars. These indices of endophytic bacteria obtained from individual rice cultivars 

were not different significantly (P = 0.0001) while those of endophytic diazotrophic 

bacteria obtained from rice cultivar Bue Wah Bo differed significantly (P = 0.001) to 

the others. Cluster analyses of the band profiles revealed greater diversity of 

endophytic bacterial community with 7 clusters compared to those 3 clusters of 

endophytic diazotrophic bacteria. In addition, the communities of endophytic bacteria 

across all rice cultivars exhibited higher stability with well-fitting 2-dimensional plots 

graphed by principal component analysis than those of endophytic diazotrophic 
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bacteria. Most selected band sequences were determined as uncultured bacteria, while 

higher variety in generic level was observed in nifH sequences. These differences of 

both bacterial communities might be influenced either by genetic variation of rice 

cultivars or rice cultivation system, where chemical nitrogen input could strongly 

affect the community structure of endophytic diazotrophic bacteria. 

Population density of the endophytic diazotrophic bacteria (EDB) was highest 

in the rice landrace root tissues at nursery stage. Indole-3-acetic acid (IAA) 

production (0.85-16.66 g mL−1) was found in 21 strains tested. More than 80% (18 

isolates) of the isolates solubilized phosphate, while only 28.57% (6 isolates) of 

selected strains produced siderophore. Seventy-one percent of tested isolates produced 

ammonia. The effects of EDB isolated from rice landraces on seed and on the growth 

of commercial jasmine rice cultivar Khao Dawk Mali 105 were evaluated in 

greenhouse. Inoculation of all EDB on rice seeds significantly increase nitrogen 

content in roots (P = 0.05). The potentially useful isolates belonged to 4 different 

genera Burkholderia, Klebsiella, Novosphingobium and Sphingomonas. 

Colonization and location of rice by Burkholderia sp. SS5, Klebsiella sp. SS2, 

Novosphingobium sp. TR4 and Sphingomonas sp. PS5 were confirmed using 

commercial rice cultivars Khao Dawk Mali 105 as a host model. Rice seedlings 

cultured gnotobiotically in nitrogen-free medium were inoculated with the GUS-, 

GFP- or DsRed-marked selected diazotrophs. Observation using inverted 

fluorescence microscope showed that the bacterial cells initially colonized at root 

hairs and epidermal cells. The bacterial invasion occurs at the site of emerging lateral 

roots and at elongation and differentiation zones of root tip. Then, the bacterial cells 
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spread further through the root cortex, xylem and pith, where the bacteria migrated to 

stems and leaves. The bacterial cells were found to locate in both inter- and intra-

cellular spaces. The expression of nifH genes were detected by RT-PCR. The 

expression of nifH gene at 3 and 14 day after inoculation with and without nitrogen 

condition could be shown analyzed transcriptional expression of nifH gene in 

symbiotic stage at stem and root rice during Burkholderia sp. SS5, Klebsiella sp. SS2 

and Sphingomonas sp. PS5 colonized on rice. 

Application of these plant-microbe interaction data particularly in case of 

endophytic diazotrophic bacteria might be an alternative way to reduce chemical 

inputs, to improve soil quality and to sustain organic farming system for future 

agriculture of rice. 

 

Keywords: bacterial community; 16S rRNA gene; nifH gene; cluster analyses; 

principal component analysis; plant growth promoter; symbiotic colonization 
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บทคัดย่อ 

 การศึกษาโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ และแบคทีเรียเอนโดไฟท์ท่ีตรึง

ไนโตรเจน ในแต่ละช่วงการเจริญเติบโตของเน้ือเยื้อขา้วพื้นเมืองท่ีปลูกในท่ีสูงทางภาคเหนือของ

ประเทศไทย โดยการเปรียบเทียบยีน 16S rRNA และ ยีน nifH ด้วยเทคนิค PCR-DGGE และ

วิเคราะห์โครงสร้างชุมชนโดยใช้หลกัการวดัความหลากหลายทางชีวภาพไดแ้ก่ ดชันีความหลาก

ชนิด (diversity index) จ  านวนชนิดท่ีแตกต่างกัน  (richness) ความสม ่ า เสมอของส่ิ งมี ชีวิต 

(evenness) และความสมดุลของส่ิงมีชีวิต (stability) พบว่า รูปแบบโครงสร้างชุมชนข้ึนอยู่กับ

ช้ินส่วนของเน้ือเยื่อพืช ช่วงการเจริญเติบโต และสายพนัธ์ุของขา้วพื้นเมือง โดยโครงสร้างชุมชน

แบคทีเรียเอนโดไฟท์ไม่แตกต่างกนัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ P = 0.0001 ในขณะท่ี  แบคทีเรียเอนโด

ไฟท์ท่ีตรึงไนโตรเจนในขา้วสายพนัธ์ุบือวาโบมีความแตกต่างกบัขา้วสายพนัธ์ุอ่ืนท่ีระดบัความ

เช่ือมัน่ P = 0.001 น ารูปแบบโครงสร้างชุมชนมาวิเคราะห์แบบกลุ่มตามความหลากหลายท่ีปรากฏ

พบวา่ แบคทีเรียเอนโดไฟทส์ามารถแบ่งได ้7 กลุ่ม ในขณะท่ีแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์ตรึงไนโตรเจน

สามารถแบ่งได้ 3 กลุ่ม เม่ือน าโครงสร้างชุมชนท่ีปรากฏไปวิเคราะห์องค์ประกอบหลักพบว่า

รูปแบบขององค์ประกอบมีระดบัความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน nifH ในระดบัสูง อีกทั้ง

ความแตกต่างของโครงสร้างแบคทีเรียอาจเป็นผลมาจากความผนัแปรทางพนัธุกรรมของสายพนัธ์ุ

ขา้วหรือระบบการปลูกปลูกข้าวโดยเฉพาะอย่างยิ่งไนโตรเจนท่ีใส่ลงไปในระบบปลูก มีผลกับ

โครงสร้างแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์ตรึงไนโตรเจน 
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 ความหนาแน่นของประชากรแบคทีเรียเอนโดไฟท์ท่ีตรึงไนโตรเจนพบว่า มีค่าสูงในส่วน

ของรากท่ีอยูใ่นระยะกลา้ของขา้วพื้นเมือง การผลิต Indole-3-acetic acid หรือ IAA พบวา่ แบคทีเรีย

เอนโดไฟท์ สายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกสามารถผลิต IAA ได้อยู่ในช่วง 0.85 ถึง 16.66 g mL-1 และพบ

แบคทีเรียจ านวน 18 สายพนัธ์ุ (80 %) มีความสามารถในการละลายฟอสเฟต ในขณะท่ีแบคทีเรีย

สามารถผลิตไซเดอโรฟอร์มีเพียง 6 สายพนัธ์ุ (28.57 %) ความสามารถในการผลิตแอมโมเนียของ

แบคทีเรียพบวา่ มีแบคทีเรียท่ีมีความสามารถดงักล่าวคิดเป็น 71 %  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียเอน

โดไฟท์ท่ีตรึงไนโตรเจนท่ีแยกได้จากขา้วพื้นเมืองต่อการเจริญเติบโตของขา้วปลูกสายพนัธ์ุ ขาว

ดอกมะลิ 105 พบวา่แบคทีเรียทดสอบทุกสายพนัธ์ุเพิ่มปริมาณไนโตรเจนในส่วนของรากขา้วสาย

พนัธ์ุทดสอบ เม่ือน าแบคทีเรียเอนโดไฟท์ท่ีตรึงไนโตรเจนไปจ าแนกชนิด ประกอบไปดว้ย4 จีนสั

ไดแ้ก่ Burkholderia, Klebsiella, Novosphingobium และ Sphingomonas  

 ศึกษาการเขา้ครอบครอง และต าแหน่งท่ีอยูอ่าศยัของ Burkholderia sp. SS5, Klebsiella sp. 

SS2, Novosphingobium sp. TR4 และ Sphingomonas sp. PS5 โดยติดฉลากด้วย GUS-, GFP- หรือ 

DsRed ปลูกเช้ือลงในขา้วสายพนัธ์ุขา้วดอกมะลิ 105 และน าไปขา้วไปเจริญต่อในสารละลายธาตุ

อาหารพืชท่ีปราศจากไนโตรเจนพบว่า ในช่วงตน้แบคทีเรียทดสอบเขา้ครอบครองขา้วบริเวณขน

ราก และส่วนของเน้ือเยื่อชั้นเอพิเดอร์มิส จากนั้นยงัพบในส่วนของรากบริเวณรอยต่อรากแขนง 

รวมไปถึงบริเวณท่ีมีการแบ่งตวัของปลายราก แบคทีเรียสามารถเขา้สู่ขา้วไดใ้นชั้น คอร์เทกซ์ และ

ระบบท่อล าเลียง เพื่อไปสู่บริเวณล าต้น และใบ จากการทดลองน้ี แสดงให้เห็นว่าสามารถพบ

แบคทีเรียได้ทั้ งภายในเซลล์ และภายนอกเซลล์ของเน้ือเยื่อพืช การแสดงออกของยีน nifH ด้วย

เทคนิค RT-PCR พบวา่ หลงัจากปลูกเช้ือลงสู่ขา้วท่ียา้ยปลูกในสารละลายธาตุอาหารพืชท่ีมีแหล่ง

ไนโตรเจน และปราศจากไนโตรเจน มีการแสดงออกของยีนดังกล่าวจากเช้ือ  Burkholderia sp. 

SS5, Klebsiella sp. SS2 and Sphingomonas sp. PS5 ใน ส่ วน ของต้น  แล ะ  ราก  ระห ว่ าง เข้ า

ครอบครองภายในราก 

จากความสัมพนัธ์ุระหวา่งพืชกบัจุลินทรีย ์ จ  าพวกแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ี์ตรึงไนโตรเจน

อาจจะเป็นแนวทางในการน าไปประยกุตใ์ชใ้นระบบเกษตรเพื่อลดการใชปุ๋้ยเคมี ตรวจสอบคุณภาพ

ของดิน และเพื่อรักษาไวซ่ึ้งระบบเกษตรอยา่งย ัง่ยนื  
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