
 
บทท่ี 3 

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
วัสดุและอุปกรณ 

1.1 พืชทดลอง ปทุมมาพันธุเชียงใหมสีชมพูใชหัวพนัธุขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 1.6-2.0
เซนติเมตรท่ีมีตุมรากเฉล่ีย 4-6 ตุม 

 
ภาพท่ี 1 หัวพันธุปทุมมาพันธุ Chingmai Pink ท่ีใชในการทดลอง 

1.2 สารเคมี 
1.2.1 สารเคมีท่ีใชสําหรับการคัดจุลินทรียตรึงไนโตรเจนในปทุมมา 

1.2.1.1 โมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต  (KH2PO4)   
1.2.1.2 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 
1.2.1.3 โซเดียมโมลิบเดท-2-ไฮเดรต  (Na2MoO4. 2H2O) 
1.2.1.4 แมนนิทอล (Manitol) 
1.2.1.5 โซเดียมมาเลท (Sodium malate) 
1.2.1.6 โซเดียมแลคเตท 60%  (Sodium-Lactate) 
1.2.1.7 โพแทสเซียมฟอสเฟต (K2 HPO4)   
1.2.1.8 น้ําตาลซูโครส (Sucrose) 
1.2.1.9 สารสกัดยีสต (Yeast extract) 
1.2.1.10 แมกนีเซียมซัลเฟต-7-ไฮเดรต (MgSO4. 7 H2O) 
1.2.1.11 แคลเซียมคลอไรด-2-ไฮเดรต (CaCl2 . 2H2O) 
1.2.1.12 ไบโอติน (Biotin) 
1.2.1.13 กรดพาราอะมิโนเบนโซอิค (Para – aminobenzoic  acid ; 

PABA) 
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1.2.1.14 ทริปโทแฟน (Tryptophan) 
 1.2.1.15    เอทานอล 95% (C2H5OH) 
1.2.1.16     Salkovskii reagent  (0.5M FeCl3 , 35% HClO3) 
1.2.1.17    คลอรอกซ 10% (NaOCl) 
1.2.1.18    สารละลาย C  (Na หรือ K tartrate, 2%NaCO3) 
1.2.1.19    ฟอริน (Folin) 
1.2.1.20    Fast green 
1.2.1.21    ไซลีน (xylene) 
1.2..1.22   คริสตัลไวโอเล็ต (crystal violet) 
1.2.1.23    ซาฟานินโอ (safranin O) 

  
1.2.2 สารเคมีสําหรับวิเคราะหไนโตรเจนรวมของพืช  

 

                            
                           1.2.3  สารเคมีสําหรับวิเคราะหฟอสฟอรัส 
 1.2.3.1    กรดซัลฟูริก (H2SO4) 
 1.2.3.2   ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

1.2.2.1 กรดซัลฟูริคเขมขน (H2SO4) 
1.2.2.2 ไฮโดรเยนเปอรออกไซด (H2O2) 
1.2.2.3 โซเดียมคีเลท (EDTA.2Na) 
1.2.2.4 เอทานอล (C2H5OH) 
1.2.2.5 เมธิลเรด (methyl red) 
1.2.2.6 โมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4) 
1.2.2.7 กรดเบนโซอิก (benzoic acid) 
1.2.2.8 โซเดียมไนโตรพลัสไซด (Sodium nitroprusside) 
1.2.2.9  ฟนอล (phenol) 
1.2.2.10  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.7H2O) 
1.2.2.11 โซเดียมฟอสเฟต (Na3PO4.12H2O)  
1.2.2.12   โซเดียมไฮโปคลอไรต  
1.2.2.13   โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
1.2.2.14   แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
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 1.2.3.3    กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
 1.2.3.4    แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4) 6Mo7O24) 
 1.2.3.5   สเทนัสคลอไรด (SnCl2) 
 1.2.3.6   โพแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  
 
                           1.2.4  สารเคมีสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม 
 1.2.4.1   กรดเปอรคลอริคเขมขน (HClO4) 
 1.2.4.2   กรดไนตริก (HNO3) 
 1.2.4.3   กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
 1.2.4.4  โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 
 
  1.2.5  สารเคมีสําหรับตัดเนื้อเยื่อพืช 

               1.2.5.1   น้ํายาตรึงและรักษาสภาพเซลล (killing and fixing solution) ไดแก 
FAA (formalin-acetic acid-alcohol) 
               1.2.5.2   น้ํายาดึงน้ําออกจากเซลล (dehydration solution) ไดแก เอทานอล 
95 เปอรเซ็นต tertiary butyl alcohol (TBA) และนํ้ากล่ัน  
               1.2.5.3   สารตัวกลางท่ีใชในการฝงเนื้อเยื่อเพื่อการตัด (embedding media) 
ไดแก พาราพลาสต 
               1.2.5.4   น้ํายาสําหรับทําความสะอาดเน้ือเยื่อใส (clearing  reagent) ไดแก   
ไซลีน (xylene) 
               1.2.5.5   น้ํายายดึเนือ้เยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)   
               1.2.5.6   สียอม ไดแก Dalafield’ hematoxylin  
               1.2.5.7   ตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด   คือ   Canada balsam 
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 1.3  อุปกรณ 
  1.3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณสําหรับการแยกจุลินทรียตรึงไนโตรเจนในปทุมมา 

     1.3.1.1   มีดผาตัด 
     1.3.1.2   กรรไกรผาตัด 
     1.3.1.3  โกรงบด 
     1.3.1.4  ไมโครปเปต 
     1.3.1.5   ปากคีบ 
     1.3.1.6   สไลด 

     1.3.1.7   เคร่ืองปน 
     1.3.1.8   เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
     1.3.1.9   แทงแกวคนสาร 
     1.3.1.10  แทงแกวรูปตัวแอล 
     1.3.1.11  เข็มเข่ีย 
     1.3.1.12  เคร่ืองวัด pH 

 
1.3.2 อุปกรณท่ีใชในการปฏบัิติงานในแปลงปลูก 

               1.3.2.1   กระถางพลาสติกดําขนาด 6 x 10 นิ้ว จาํนวน  50  กระถาง 
               1.3.2.3   วัสดุปลูก  ทราย : ถานแกลบ : ดิน  อัตรา 1:1:1 
               1.3.2.6   บัวรดน้ํา 
               1.3.2.7   ไมบรรทัด  
               1.3.3.9   ปายช่ือพรอมปากกาเคมี 
               1.3.3.10  กลองถายรูป 

 
1.3.3  

 
เคร่ืองมือและอุปกรณสําหรับการวิเคราะหความเขมขนของไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมใน เนื้อเยื่อพืช 

1.3.3.1   เคร่ืองช่ังแบบละเอียดทศนยิม 4  ตําแหนง 
1.3.3.2   เคร่ืองวัดคาการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer)  
1.3.3.3   เคร่ืองบดตัวอยางพชื 
1.3.3.4   เตายอยตัวอยางพืช 
1.3.3.5   เคร่ืองปน (vortex) 
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1.3.3.5   ขวดพลาสติกขนาด 50 มิลลิลิตร 
1.3.3.6   หลอดทดลองขนาด 25×200 มิลลิเมตร 
1.3.3.7   ขวดปรับปริมาตรขนาด 25  50  100 และ 1,000 มิลลิลิตร 
1.3.3.8   ปเปต ไมโครปเปต 
1.3.3.9   หลอดหยดสาร 
1.3.3.10  แทงแกวคนสาร 
1.3.3.11  ขวดสีชา 
 

1.3.4 เคร่ืองมือและอุปกรณในการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา 
       1.3.4.1   กลองจุลทรรศนพรอมอุปกรณถายภาพ 
 1.3.4.2   เคร่ืองตัดเนื้อเยื่อพชืแบบลอหมุน (rotary microtome) 
 1.3.4.3   ตูอบเน้ือเยื่อพืช 

1.3.4.4   แผนความรอน (hot plate) 
1.3.4.5   กระจกสไลดและกระจกปดสไลด 
1.3.4.6   ขวดสําหรับใสช้ินสวนพืช 
1.3.4.7   ขวดแกวสําหรับยอมสีสไลด 
1.3.4.8   ตะเกยีงแอลกอฮอล 
1.3.4.9   พูกัน 
1.3.4.10  ปากคีบ 
1.3.4.11  แทงไมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตรท่ีอ่ิมตัวดวย                  
   พาราฟน 

 
 วิธีการทดลอง 
การทดลองท่ี 1  ศึกษาวิธีการท่ีเหมาะสมตอการฆาเชื้อบริเวณผิวชิ้นสวนพืช 

คัดเลือกช้ินสวนของตนปทุมมาในชวงของการเจริญเติบโตทางลําตนท่ีมีอายุ 9 สัปดาหหลัง
ปลูก ในการศึกษาครั้งนี้ไดแยกสวนของปทุมมาเปน 4 สวนดวยกันคือ ใบ กาบใบ หัว และราก แต
ละสวนท่ีนํามาใชในการทดลองคร้ังนี้ตองไมมีบาดแผลหรือเปนโรค หลังจากเก็บพืชแตละสวน
มาแลวนําไปทําความสะอาดโดยลางดวยน้ํากล่ัน จากนั้นนําแตละสวนมาฆาเช้ือท่ีผิวตามกรรมวิธี
ตางกัน 5 กรรมวิธีๆละ 3 ซํ้า โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized 
Design; CRD) ดังนี้ 
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กรรมวิธีท่ี 1 แชในสารละลายคลอรอกซ  3 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที 
กรรมวิธีท่ี 2 แชในสารละลายคลอรอกซ  3 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที 
กรรมวิธีท่ี 3 แชในสารละลายคลอรอกซ  5 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที 
กรรมวิธีท่ี 4 แชในสารละลายคลอรอกซ  5 เปอรเซ็นต นาน 7 นาที 
กรรมวิธีท่ี 5 แชในสารละลายคลอรอกซ  5 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที 
ในข้ันตอนฆาเช้ือท่ีผิวนี้ทําในตูปลอดเชื้อ เร่ิมจากแชใน เอทานอล 70 เปอรเซ็นต นาน 3 

นาที ตอจากนั้นแชในคลอรอกซ ตามกรรมวิธีขางตนและตามดวยแชในเอทานอล 70 เปอรเซ็นต 
นาน 3 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลว 5 คร้ัง นําตัวอยางพืชท่ีทดสอบไปกล้ิงบน
อาหาร Nutrient agar  (NA) (ภาคผนวก ก) เพื่อดูการเจริญของเช้ือเปรียบเทียบกันในแตละกรรมวิธี 
 การบันทึกผล  บันทึกการเจริญของเช้ือบนอาหารทดสอบในแตละกรรมวิธี 
 
การทดลองท่ี 2  การแยกจุลินทรียตรึงไนโตรเจนจากเนื้อเยื่อปทุมมา 
2.1  การกําจัดเช้ือท่ีผิวของตนปทุมมา 
 นําตนปทุมมาท่ีมีอายุ 8 สัปดาหหลังปลูกแยกเปน 4 สวนไดแก ใบ กาบใบ หัวใหม และราก 
จากนั้นฆาเช้ือท่ีผิวตามกรรมวิธีท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 ตัดช้ินสวนตัวอยางใหมีขนาด 2-3 
เซนติเมตร บดช้ินสวนตัวอยางดวยโกรงบด คอยๆเติม 0.85 เปอรเซ็นต NaCl ลงไปผสมจนครบ 10 
เทาของน้ําหนักตัวอยาง บดจนละเอียด จากนั้นนํามาเล้ียงในอาหารกึ่งแข็งสูตร Rennie Medium 
(ภาคผนวก  ก)ท่ีมีอาหาร 9 มิลลิลิตรตอหลอด ท้ิงไว 4-5 วัน 
2.2 การแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ 

นําเอาหลอดท่ีมีการเจริญเติบโตของเช้ือ มาทําการแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ โดยนํามาเล้ียงบน
อาหาร NA จากนั้นแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิดวยวิธี spread plate บนอาหารเล้ียงในอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ท้ิงไว 3-4 วัน เก็บโคโลนีท่ีมีลักษณะแตกตางกัน แยกโคโลนีเดี่ยวใหบริสุทธ์ิบนอาหาร NA ดวย
วิธี streak plate ท้ิงไว 2-3 วัน นําโคโลนเีดี่ยวท่ีบริสุทธ์ิท่ีเจริญบนอาหารนํามาเก็บใน slant เพื่อทํา
การเก็บรักษาเช้ือไวสําหรับทําการทดลองในข้ันตอนตอไป 
2.3  การจัดกลุมของแบคทีเรียเอนโดไฟทในปทุมมา 

2.3.1 ศึกษาลักษณะของโคโลนี 
 บันทึกลักษณะของกลุมเซลลท่ีเรียกวาโคโลนี (colony) บนอาหาร NA ซ่ึงแบคทีเรียเอนโดไฟท
เจริญบนอาหารมีลักษณะท่ีแตกตางกันออกไปตามชนิดต้ังแต ลักษณะ สีโคโลนี ขนาด รูปแบบ (form) 
ขอบ และสวนเวาสวนโคงของผิวหนา  
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2.3.2  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการติดสีแกรม (Gram’s stain) 
 การยอมสีเปนวิธีการเบ้ืองตนท่ีจําแนกแบคทีเรียออกเปน 2 กลุมคือ แบคทีเรียแกรมบวก
และแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงการยอมลักษณะน้ีเปนการยอมแบบ differential staining คือการใชสียอม
ตั้งแต 2 ชนิดขึ้นไป ซึ่งสียอมแรกเรียกวา primary stainไดแก crystal violet สวนสีท่ีสองเรียกวา 
counterstain หรือ secondary stain ไดแก safanin แบคทีเรียที่ยอมติดสี crystal violet เรียกวา 
แบคทีเรียแกรมบวก ถาติดสี safanin เรียก แบคทีเรียแกรมลบ มีข้ันตอนดังนี้คือ 

1. ทําความสะอาดสไลดและเช็ดใหแหง 
2. นําเช้ือมาสเมียรบนแผนสไลดจากนัน้ตรึงเซลลดวยความรอน 
3. หยดสี crystal violet ใหทวมรอยสเมียรและท้ิงไว 1 นาที 
4. เท crystal violet ท้ิงแลวชะดวยสารละลายไอโอดีน จากนั้นหยดสารละลายไอโอดีนให 

              ทวมรอยสเมียรและท้ิงไว 1 นาที 
       5.   เทสารละลายไอโอดนีท้ิง แลวชะเอทธานอล 95เปอรเซ็นต จนกระท่ังไมมีสีมวง ลางดวยน้าํ  
        ทันที 
       6.   ซับดวยกระดาษซับแลวยอมสี  safanin  ทับอีกคร้ัง ท้ิงไว 1 นาที 
       7.    เทสีท้ิง ลางดวยน้ําแลวใชกระดาษซับ วางท้ิงไวใหแหง 
       8.   นําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน ตรวจสอบลักษณะ การติดสีแกรม และรูปรางเซลลของ       
  แบคทีเรีย 
2.4  การทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในเนือ้เยื่อปทุมมา โดย 
Acetylene Reduction Assay (ARA) 
 นําเอาโคโลนีเดี่ยวบริสุทธิ์ที่แยกไดไปเลี้ยงบนอาหารกึ่งแข็ง Rennie Medium บมท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน เม่ือพบการเจริญของเช้ือภายในหลอดอาหารแลว ทําการ
เปล่ียนฝาหลอดจากฝาพลาสติกเปนจุกยางเพื่อใชเข็มฉีดเจาะผาน หลังจากเปล่ียนฝาหลอดเรียบรอย
แลวใชเข็มเจาะเขาไปในหลอด ดูดเอาอากาศออกประมาณ 5 เปอรเซ็นตของชองวางภายในหลอด 
จากน้ันใสกาซอะเซทธิลีน แทนอากาศท่ีดูดออกในปริมาตรท่ีเทากัน บมไวที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง เม่ือครบ 24 ช่ัวโมงนําไปวัดปริมาณของกาซเอทธิลีนท่ีเกิดข้ึนดวยเคร่ือง gas 
chromatography ยี่หอ shimadzu GC – 14B โดยทําการดูดเอาอากาศภายในหลอดมา 1 มิลลิลิตร ฉีด
เขาไปในเคร่ือง จากนั้นคํานวณปริมาณกาซเอทธิลีนจากตัวอยาง โดยเปรียบเทียบกับพื้นท่ีใตกราฟท่ีเกิด
จากกาซเอทธิลีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) 
 หลังจากวัดปริมาณของกาซเอทธิลีน เรียบรอยแลวจึงหาปริมาณของเช้ือท้ังหมดท่ีเจริญใน
หลอดอาหาร โดยการนําเอาหลอดที่มีการตรึงไนโตรเจนมาหาปริมาณเชื้อ ซึ่งทําโดยการดูด
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เอาตัวอยางเช้ือจากหลอดมาทําการเจือจาง (dilution) ต้ังแต 10-1 - 10-5 ดูดเอาสารละลายท่ีมีความ
เขมขนท่ี 10-3 – 10-5 ปริมาณ 100 ไมโครลิตรลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร NA ทํา spread plate โดย
เกล่ียเช้ือดวยแทงแกวรูปตัว L ท่ีผานการฆาเช้ือแลวจนท่ัวจานอาหาร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน นับจํานวนโคโลนีท่ีข้ึนบนจานเพาะเช้ือ (plate) นําไปคํานวณหาปริมาณ
เช้ือท้ังหมดที่ข้ึนในหลอดอาหารกึ่งแข็ง Rennie Medium  
2.5  การทดสอบประสิทธิภาพการสรางไอเอเอของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในของเนือ้เยื่อปทุมมา 

เตรียมอาหารเหลว Rennie Medium  ท่ีเติม ทริปโทแฟน 2 กรัมตอลิตร  ดูดใสขวดรูปชมพู
ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จากนั้นเข่ียเช้ือท่ีแยกไดโคโลนีเดี่ยวๆ (บริสุทธ์ิ) แลวใสลง
ในอาหารที่เตรียมไว นําไปเล้ียงบนเคร่ืองเขยาจนกระท่ังเช้ือมีการเจริญเติบโตเต็มท่ีเปล่ียนอาหาร
จากใสเปนขุน (3-4 วัน) จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 50000 รอบตอนาที สวนท่ีเปนสารละลายใส
วิเคราะหไอเอเอ และนําสวนท่ีเปนตะกอนติดอยูท่ีกนหลอดหาปริมาณโปรตีน  

การวิเคราะหไอเอเอโดยวิธีการของ Gordon, et al. (1951) 
  ดูดสารละลายมา 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองขนาดเล็ก จากนั้นเติม Salkvskii 

(ภาคผนวก ก) 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั นําไปบมในท่ีมืดนาน 30 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร 

การวิเคราะหปริมาณโปรตีน Lowery, et al.  (1951) 
 นําตะกอนท่ีไดมาละลายดวย NaCl 0.85 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรเปน 1 มิลลิลิตร 

จากนั้นดูดตัวอยางมา 0.1 มิลลิลิตร เติม 1N NaOH 0.1 มิลลิลิตรปรับปริมาตรดวยน้าํกล่ันใหเปน 1 
มิลลิลิตร เติมสารละลาย C (ภาคผนวก ก) 5 มิลลิลิตร ท้ิงไว 10 นาทีจากนั้นเติม Folin 1N 0.5 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัท้ิงไว 30 นาที เม่ือครบกําหนดนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคล่ืน 
660 นาโนเมตร 

             นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดเขาสมการ linear regression ไดปริมาณไอเอเอในหนวย
ของไมโครโมลตอกรัมโปรตีน 
2.6  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟทดวยเทคนคิทางชีวโมเลกุล  
 คัดเลือกตัวอยางของโคโลนีเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการตรึง
ไนโตรเจนและสามารถสรางไอเอเอไดดีท่ีสุดจํานวน 4 ไอโซเลท นําไปเล้ียงบนอาหาร NA จากนั้น
สงไปวิเคราะหทางชีววิทยาโมเลกุล โดยใชเทคนิค 16s rDNA ณ.หองปฏิบัติการ DNA Technology 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ดวยเครื่อง Automatic DNA sequencer โดย
ใชโปรแกรม BLAST ในการคนหาและวิเคราะหชนิดของจุลินทรีย  
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การทดลองท่ี 3  ผลของการปลูกถายเชื้อเอนโดไฟทตอการเจริญเติบโตของตนปทุมมา 
การทดลองท่ี 3.1   การทดสอบเชื้อท่ีคัดเลือกตอการเจริญเติบโตและความเขมขนของ

ไนโตรเจนในพืช 
 คัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนและการสรางไอเอเอ 
ไดมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด จํานวน 4 ไอโซเลท คือ  ECL101 ECS202  ECS203 และ ECS 204นําไป
ปลูกถายใหกับหัวปทุมมาที่ผานการฆาเช้ือแลว เล้ียงเช้ือในอาหารเหลว (NB) เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือ 
โดยจุมหัวปทุมมาลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเขมขนของเช้ืออยู 106 เซลล โดยวางแผนการ
ทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design; CRD) จํานวน 5 กรรมวิธี ๆ ละ 10 ซํ้า 
ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1   ชุดควบคุม (ไมปลูกถายเช้ือ) 
 กรรมวิธีท่ี 2   ปลูกถายเช้ือ ECL 101ใหกับหัวปทุมมากอนนําไปปลูก 
  กรรมวิธีท่ี 3   ปลูกถายเช้ือ ECS 202 ใหกับหัวปทุมมากอนนําไปปลูก 
 กรรมวิธีท่ี 4   ปลูกถายเช้ือ ECS 203 ใหกับหัวปทุมมากอนนําไปปลูก 
 กรรมวิธีท่ี 5   ปลูกถายเช้ือ ECS 204 ใหกับหัวปทุมมากอนนําไปปลูก 
หลังจากปลูกถายเช้ือไปยังหัวพันธุปทุมมาแลว นําหัวพันธุไปปลูกลงในกระถางขนาด 6 นิ้วท่ี
ประกอบดวยวัสดุปลูกท่ีมีสวนประกอบ  ดิน:ทราย:ถานแกลบ  ในอัตราสวน 1:1:1 วัสดุปลูกนําไป
ทําการฆาเช้ือกอนใช  

บันทึกการเจริญเติบโต 
3.1.1.  ความสูงตน ความยาวและความกวางใบ จํานวนใบ ความยาวกานชอดอก ความยาว

และเสนรอบวงของชอดอก  
              3.1.2    การวิเคราะหความเขมขนของไนโตรเจนโดยวิธี Indolphenol Method 

3.1.2.1 เก็บตัวอยางลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา 2 คร้ังและลางดวยน้ํากล่ันจาก 
นั้นนําไปอบแหงท่ี อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วนัข้ึนอยูกับสวนของพืชท่ีอบ 

3.1.2.2  นําตัวอยางไปบดดวยเคร่ืองบดยีห่อ KMF 10 basic KIKA WERKE และช่ังตัวอยาง 
0.05 กรัมใสลงไปในหลอดทดลองขนาดยาว เติมกรดซัลฟูริก (H2SO4) 1 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน
จากนั้นนําไปยอยตามวิธีของ Ohyama, et al.,  (1985; 1986) 

3.1.2.3 หลังจากยอยเสร็จแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตรดวยขวดปรับปริมาตร
ขนาด 50 มิลลิลิตร จากน้ันดูดตัวอยางท่ียอยมา 0.2-0.5 มิลลิลิตร ข้ึนอยูกับสวนของพืชท่ีนํามา
วิเคราะห เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และ B reagent 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ สารละลายเปล่ียนเปน
สีชมพู นํามาไตรเตรทโดยหยด NaOH 1N ลงไป เขยาเล็กนอยจนสารละลายเปล่ียนเปนสีเหลืองเติม 
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C reagent  2.5  มิลลิลิตร และ D reagent 2.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตรดวย
ขวดปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ท้ิงไว 3 ช่ัวโมง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 625 นาโนเมตร 
แลวนําคาท่ีอานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (การเตรียม reagent ดูภาคผนวก ก ) 

3.1.2.4  เตรียมสารละลายมาตรฐานจากแอมโมเนียมซัลเฟต ระดับความความเขมขน 0  0.1  
0.2  0.3  0.4  และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยช่ังแอมโมเนียมซัลเฟต 0.471 กรัม ละลายดวยกรดซัลฟู
ริก 0.5 N แลวปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร ไดสารละลายมาตรฐานไนโตรเจน
ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการ 

 
การทดลองท่ี 3.2   ผลของระยะเวลาในการปลูกถายเชื้อตอการเจริญเติบโตของปทุมมา 

(กรณีฆาเชื้อหัวพันธุและวัสดุปลูก) 
คัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนและการสรางไอเอเอ 

ท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด 4 ไอโซเลท ปลูกถายใหกับหัวพันธุปทุมมากอนนําไปปลูก โดยวัสดุปลูก
ท่ีใชผานการฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอ และฆาเช้ือท่ีผิวหัวพันธุดวยสารละลายคลอรอกซ
เขมขน 5 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที วางแผนการทดลองแบบ  (2 × 5) +1 แฟกทอเรียลในสุมสมบูรณ 
มี 2 ปจจัยคือ   

ปจจัยท่ี 1  ระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือใหกับหัวพันธุโดยการแชหัวพนัธุในสารละลายท่ีมี
ปริมาณความเขมขนของเช้ือท่ี 107  เซลลตอมิลลิลิตร นาน 30 และ 60 นาที 

ปจจัยท่ี 2  ชนดิของเช้ือท่ีปลูกถาย 5 ไอโซเลทไดแก ECL 101  ECS 202   ECS 203   ECS 
204 และการใชเช้ือท้ัง 4 ไอโซเลทรวมกัน 
รวมท้ังส้ิน 11  กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้าดังนี ้

กรรมวิธีท่ี 1  ไมมีการปลูกถายเช้ือกอนนาํไปปลูก (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีท่ี 2   ปลูกถายเช้ือ ECL 101 นาน 30 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 3   ปลูกถายเช้ือ ECS 202 นาน 30 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 4   ปลูกถายเช้ือ ECS 203  นาน 30 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 5   ปลูกถายเช้ือ ECS 204 นาน 30 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 6   ปลูกถายเช้ือรวมกันท้ัง 4 ไอโซเลท  นาน 30 นาทีกอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 7   ปลูกถายเช้ือ ECL 101 นาน 60 นาที กอนนําไปปลูก 

              กรรมวิธีท่ี 8   ปลูกถายเช้ือ ECS 202 นาน 60 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 9   ปลูกถายเช้ือ ECS 203  นาน 60 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 10 ปลูกถายเช้ือ ECS 204 นาน 60 นาที กอนนาํไปปลูก 
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กรรมวิธีท่ี 11  ปลูกถายเช้ือรวมกันท้ัง 4 ไอโซเลท  นาน 60 นาทีกอนนําไปปลูก 
 
การทดลองท่ี 3.3   ผลของระยะเวลาในการปลูกถายเชื้อและชนิดของเชื้อตอการเจริญเติบโต

ของปทุมมา (กรณีไมฆาเชื้อหัวพันธุและวัสดุปลูก) 
คัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนและการสรางไอเอเอ 

ท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด 4 ไอโซเลท ปลูกถายใหกับหัวพันธุปทุมมากอนนําไปปลูกท่ีความเขมขน
ของเช้ือ 107 เซลลตอมิลลิลิตร  โดยวางแผนการทดลองแบบ  (2 × 5) +1 แฟกทอเรียลในสุมสมบูรณ 
มี 2 ปจจัยคือ   

ปจจัยท่ี 1  ระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือใหกับหัวพันธุ นาน 30 และ 60 นาที 
ปจจัยท่ี 2  ชนิดของเช้ือท่ีปลูกถาย 5 ไอโซเลทไดแก  ECL 101  ECS 202   ECS 203    

ECS 204 และ การใชเช้ือท้ัง 4 ไอโซเลทรวมกัน 
รวมท้ังส้ิน 11  กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้าดังนี ้

กรรมวิธีท่ี 1  ไมมีการปลูกถายเช้ือกอนนาํไปปลูก (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีท่ี 2   ปลูกถายเช้ือ ECL 101 นาน 30 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 3   ปลูกถายเช้ือ ECS 202 นาน 30 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 4   ปลูกถายเช้ือ ECS 203  นาน 30 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 5   ปลูกถายเช้ือ ECS 204 นาน 30 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 6   ปลูกถายเช้ือรวมกันท้ัง 4 ไอโซเลท  นาน 30 นาทีกอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 7   ปลูกถายเช้ือ ECL 101 นาน 60 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 8   ปลูกถายเช้ือ ECS 202 นาน 60 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 9   ปลูกถายเช้ือ ECS 203  นาน 60 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 10 ปลูกถายเช้ือ ECS 204 นาน 60 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 11 ปลูกถายเช้ือรวมกันท้ัง 4 ไอโซเลท  นาน 60 นาทีกอนนําไปปลูก 

โดยท้ังการทดลองท่ี 3.2 และ 3.3 บันทึกการเจริญเติบโตของตนปทุมมาดังนี้คือ 
             3.2.1 บันทึกการเจริญเติบโตของตน ไดแก ความสูง  จํานวนใบ พื้นท่ีใบ เสนผาศูนยกลาง
ตน น้ําหนักแหงตน และคุณภาพดอกไดแก ความยาวกานดอกวัดจากระดับของวัสดุปลูกถึงสวน
ลางสุดของชอดอก  ความยาวชอดอก  เสนผาศูนยกลางของชอดอก จํานวนกลีบประดับตอชอ 
(สีเขียวและสีชมพู) และนํ้าหนักแหงของดอก 

3.2.2 วิเคราะหความเขมขนของไนโตรเจนรวม ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม โดยวิเคราะห 
2 สวนคือ สวนท่ีอยูเหนือดิน (ใบและกาบใบ) และ สวนท่ีอยูใตดิน (รากและหัวใหม)  
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3.2.2.1   การวิเคราะหความเขมขนของไนโตรเจนไนโตรเจน เชนเดียวกบัการทดลองท่ี 3.1  
3.2.2.2     การวิเคราะหความเขมขนของฟอสฟอรัสโดยวดัการดูดกลืนแสงของสารท่ีมีสี 

(colorimeter) 
3.2.2.2.1 เก็บตัวอยางลางทําความสะอาดดวยน้าํประปา 2 คร้ังและลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง 

จากนั้นนําไปอบแหงท่ี อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วันข้ึนอยูกับสวนของพชืท่ีอบ 
3.2.2.2.2  นําตัวอยางไปบดดวยเครื่องบด และชั่งตัวอยาง 0.05 กรัมใสลงไปในหลอด

ทดลองขนาดยาว เติมกรดซัลฟูริก (H2SO4) 1 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืนจากนั้นนําไปยอยตามวิธีของ 
Ohyama, et al,. (1985 ; 1986) 

3.2.2.2.3  หลังจากยอยเสร็จแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร จากน้ันดูดตัวอยางท่ี
ยอยมา 0.5-1 มิลลิลิตร ขึ้นอยูกับสวนของพืชที่นํามาวิเคราะห จากนั้นเติม M reagent 1 มิลลิลิตร 
และเติมสเทนัสคลอไรด 0.2 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันปน 25 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว 
15 นาที นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร  นําคาท่ีอาน
ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส (การเตรียม reagent ดูภาคผนวก ก ) 

3.2.2.2.4  เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต ปรับใหมีความเขมขนตามลําดับคือ 0  0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร
เพื่อใชทําเปนกราฟมาตรฐาน โดยช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.176 กรัมละลายดวย
กรดซัลฟูริก 4N แลวปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตรไดสารละลาย
มาตรฐานฟอสฟอรัสความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความ
เขมขนท่ีตองการ 

3.2.2.3  การวิเคราะหความเขมขนของโพแทสเซียม 
3.2.2.3.1 เก็บตัวอยางลางทําความสะอาดดวยน้าํประปา 2 คร้ังและลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง 

จากนั้นนําไปอบแหงท่ี อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วันข้ึนอยูกับสวนของพชืท่ีอบ 
3.2.2.3.2  นําตัวอยางไปบดดวยเครื่องบด และชั่งตัวอยาง 0.05 กรัมใสลงไปในหลอด

ทดลองขนาดยาว เติมกรดเปอรคลอริคเขมขน 0.4 มิลลิลิตร และกรดไนตริก 0.3 มิลลิลิตรตามลําดับ 
ปนใหเขากัน ท้ิงไว 1 คืนจากนั้นนําไปยอยท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียล เพื่อไลควันสีเหลืองของ 
NO2

- ออกหมด จึงปรับอุณหภูมิเปน 210 องศาเซลเซียล ท้ิงไวจนตัวอยางแหง จากนั้นนําไปท้ิงไวให
เย็นแลวเติมสารละลายเจือจาง (HCl:H2O อัตรา 1:4)  1 มิลลิลิตร จากน้ันนํามาต้ังบนเตาท่ีอุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาทีเพื่อไล Cl- ท้ิงไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร 

3.2.2.3.3  ดูดตัวอยางท่ียอยมา 0.2 – 1.0  มิลลิลิตร ข้ึนอยูกับสวนของพืชท่ีนํามาวิเคราะห
จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร นําไปวัดปริมาณของโพแทสเซียมดวยเคร่ือง 
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Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766 นาโนเมตร นําคาท่ีอานไดเปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐานของโพแทสเซียม 

3.2.2.3.4  เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมปรับใหมีความเขมขน 0  1  2  3  4  
และ 5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 มิลลิกรัมตอลิตร ของบริษัท 
Merck 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


