
 
บทท่ี 5 

 
วิจารณผลการทดลอง 

 
การทดลองท่ี 1  ศึกษาวิธีการท่ีเหมาะสมตอการฆาเชื้อบริเวณผิวชิ้นสวนปทุมมา 
  

วิธีการที่เหมาะสมสําหรับการฆาเช้ือบริเวณผิวภายนอกของช้ินสวนพืชท้ัง 4 สวน พบวาใช
ความเขมขนของสารละลายคลอรอกซและระยะเวลาในการแชตัวอยางพืชดังนี้คือ สวนของเนื้อเยื่อ
ใบและกาบใบ แชในสารละลายคลอรอกซเขมขน 5 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที สวนเนื้อเยื่อของหัว
ใหมและราก แชในสารละลายคลอรอกซเขมขน 5 เปอรเซ็นต  นาน 10  และ 7 นาทีตามลําดับ  
โดยท่ัวไปเทคนิคการฟอกฆาเช้ือช้ินสวนของพืชเพื่อใชในการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อใชความเขมขนของ
สารละลายคลอรอกซเขมขน 5 – 10 เปอรเซ็นต นาน 5 – 20 นาที ท้ังนี้ข้ึนอยูกับชนิดและสวนของ
พืชท่ีฟอก (ประศาสตร, 2538)  ซ่ึงถาช้ินสวนท่ีนํามามีขนจํานวนมากเชน ราก  หรือลําตนใตดิน 
ความเขมขนและระยะเวลาในการแชคลอรอกซเพิ่มข้ึน (บุญยืน, 2547) ประสิทธิภาพการฟอกกําจัด
เช้ือท่ีผิวเปนผลมาจากการตอบสนองตอ เวลา และปริมาณของสารท่ีใช โดยปกติประสิทธิภาพมาก
ข้ึนถาใชเวลาและความเขมขนของสารมากข้ึน แตถาใชมากเกินไปอาจทําอันตรายตอความมีชีวิต
ของเซลล   เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะของพืชได วิธีการฟอกกําจัดเช้ือท่ีผิวโดยท่ัวไป ในสวนของลําตน ใบ  
ราก  แชในคลอรอกซ(1.0 – 1.4 เปอรเซ็นต) นาน 20 นาที สวนสะสมอาหาร เชน หัว แชในคลอ
รอกซ (1.0 – 1.4 เปอรเซ็นต) นาน 30 นาที (รังสฤษดิ์, 2545)   ในงานทดลองของเฉลิม (2548) ใช
สารละลายคลอรอกซเขมขน 3 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที ในการฆาเช้ือท่ีผิวของลําลูกกลวย สําหรับ
การฟอกฆาเช้ือของช้ินสวนปทุมมาในการทดลองนี้ สวนของใบและกาบใบใชความเขมขนของ
สารละลายคลอรอกซและเวลาในการฟอกฆาเช้ือนอยเม่ือเปรียบเทียบกับการฟอกฆาเช้ือของปลอง
กุหลาบท่ีใชความเขมขนของสารละลายคลอรอกซ 20 เปอรเซ็นต นาน 20 นาที (อมรา,2549) และ
ใบของเจตมูลเพลิงใชความเขมขนของสารละลายคลอรอกซ 5 เปอรเซ็นต นาน 8 นาที (สุรางค, 
2542)  สวนหัวใหมและรากใชความเขมขนของสารละลายคลอรอกซและเวลาในการฟอกนอย เม่ือ
เปรียบเทียบกับการฟอกฆาเช้ือตาออนจากเหงาของดาหลาสีขาว ฟอกฆาเช้ือดวยสารละลายคลอ
รอกซเขมขน 15 เปอรเซ็นต นาน 15 นาที (กุหลาบและคณะ, มปป.)  ซ่ึงเห็นวาการฟอกฆาเช้ือท่ีใช
สําหรับการแยกจุลินทรียตรึงไนโตรเจนใชความเขมขนและเวลาในการแชคลอรอกซนอยกวาการ
ฟอกฆาเช้ือสําหรับการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ เนื่องจากกวาสารละลายคลอรอกซสามารถกําจัดจุลินทรีย
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ไดจาก available chlorine เขาทําลายโปรตีนท่ีผนังเซลลเกิด N- chloro compound และออกซิไดซ
สวนประกอบในเซลลแบคทีเรียทําใหเช้ือตาย ซ่ึงถามีความเขมขนสูงๆก็จะทําลายเชื้อเอนโดไฟทท่ี
อยูภายในเนื้อเยื่อได 

 
การทดลองท่ี 2  การแยกจุลินทรียตรึงไนโตรเจนจากเนื้อเยื่อปทุมมา 
  

จากการศึกษาแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อใบ  กาบใบ  หัวใหม และรากของ
ปทุมมา พบวามีการเจริญของเช้ือบนหลอดอาหารท่ีแยกไดจากการสกัดจากเนื้อเยื่อของใบ กาบใบ 
และหัวใหม ใหผลการทดลองดังนี้ 

2.1 การจัดกลุมของแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีแยกไดจากสวนตางๆของปทุมมา 
2.1.1 ลักษณะของโคโลนี 
จากการทดลองจะเห็นไดวา แบคทีเรียท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช เม่ือทําการแยกออก

มาแลว สามารถจัดกลุมตามลักษณะของสีและรูปรางของโคโลนีไดท้ังหมด 13 ไอโซเลท  ซ่ึงสวน
ใหญลักษณะของสีโคโลนีเปนสีเหลือง และขาว มีเพียงไอโซเลทECL 104  ท่ีลักษณะของสีแตกตาง
จากไอโซเลทอ่ืนๆ คือ ลักษณะของโคโลนีมีสีชมพู  ซ่ึงเปนไปไดวากลุมของแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู
ภายในเนื้อเยื่อของพืชนั้นมีความหลากหลายทางสายพันธุ  Reinhold-Hurek, et al. (1998)  รายงาน
การศึกษาความสัมพันธของเช้ือเอนโดไฟทจากตนหญา kallar ซ่ึงเปนพืชทนเค็มในประเทศ
ปากีสถาน พบเช้ือท่ีมีความใกลเคียงในกลุม beta subclass ของ Proteobacteria  ผลจากการแยกเช้ือ
พบวา เช้ือท่ีไดมีความหลากหลายถึงแมจะแยกออกจากตนพืชเดียวกัน  นอกจากนี้ยังมีรายงาน
เกี่ยวกับการแยกจุลินทรียตรึงไนโตรเจนจากกลวยไมสกุลหวายบางชนิด ซ่ึงพบกลุมของจุลินทรีย
ตรึงไนโตรเจนท่ีแยกไดจากเอ้ืองสามสีท้ังหมด 18 ไอโซเลท ซ่ึงเกือบท้ังหมดมีลักษณะของโคโลนี
สีเหลือง  ตรงกลางนูน ขอบเรียบ และมี 2 ไอโซเลท ท่ีมีลักษณะของโคโลนีสีขาวขุน ตรงกลางนูน
ขอบเรียบ   เอ้ืองสายนํ้าผ้ึงพบท้ังหมด 18 ไอโซเลท โดยเชื้อมีลักษณะท้ังโคโลนีสีขาวขุน สีขาวอม
เหลือง  และสีเหลือง  เอ้ืองแซะหอม พบ 6 ไอโซเลท โคโลนีมีลักษณะท้ังสีขาว สีขาวขุน  สีขาวอม
เหลือง และสีเหลืองออน และในเอ้ืองมอนไข พบท้ังหมด 20 ไอโซเลท มีท้ังสีเหลืองออน สีเหลือง
เขม สีขาวใส  สีสมเขม สีขาวขุน และสีขาวขุนอมเหลือง (เฉลิม, 2548) 

2.1.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการยอมติดสีแกรม (Gram’s stain)  
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีแยกจาก

เนื้อเยื่อปทุมมาสวนใหญจัดอยูในกลุมของแบคทีเรียแกรมบวก และรูปรางของเซลลสวนมากมี
ลักษณะกลม แตในบางไอโซเลทมีรูปรางแบบแทง  คลายกับเช้ือเอนโดไฟทท่ีพบในขาวสวนใหญ 
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เปนแบคทีเรียแกรมบวก (Teaumroong, et  al., 2001)  อยางไรก็ตามในขาวปามีรายงานการพบเช้ือ
เอนโดไฟทตรึงไนโตรเจน ในกลุมของ Herbasirillum 3 ไอโซเลท  พบวาเปนแบคทีเรียแกรมลบ
ท้ังหมด และมีรูปรางเซลลเปนรูปแทง (rod) (Ellbeltagy, et al., 2001) Muthakumarasamy, et al. 
(1999) รายงานวาเช้ือ Acetobacter diazotrophicus และ Herbaspirillum spp. ท่ีพบในออยพันธุ
อินเดียเปนแบคทีเรียแกรมบวก นอกจากนี้ยังพบเช้ือ Acetobacter  ในกาแฟซ่ึงเปนเช้ือเอนโดไฟท
ตรึงไนโตรเจน เช้ือท่ีพบท้ังหมดเปนแบคทีเรียแกรมลบ (Teresita, et al.,1997)  ซ่ึงอาจกลาวไดวา
แบคทีเรียเอนโดไฟทมีท้ังกลุมของแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ และมีรูปรางของ
เซลลแตกตางกันไป ข้ึนอยูกับพืชอาศัยและกลุมของเช้ือท่ีพบ 

 
2.2    อัตราการตรึงไนโตรเจนของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อปทุมมา 
จากการนําเช้ือท้ัง 13 ไอโซเลท ไปวัดอัตราตรึงไนโตรเจนพบวา มีเพียง 11 ไอโซเลท ท่ีมี

ความสามารถในการตรึงไนโตรเจน โดยมีอัตราการตรึงไนโตรเจนอยูระหวาง 0.0200 – 4.2024 นา
โนโมลเอทธิลีนตอ 106 เซลลตอช่ัวโมง Asis and Adachi (2003) รายงานวาจากการแยกเช้ือจุลินทรีย
ท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อของลําตนมันเทศ เล้ียงในอาหารกึ่งแข็งสูตร Modifield Rennie  และนําไป
ตรวจสอบการตรึงไนโตรเจนดวยเทคนิค acetylene  reduction assay (ARA) พบวาสามารถแยกเช้ือ
ออกมาได 12 ไอโซเลท พบ 9 ไอโซเลทท่ีมีการตรึงไนโตรเจน และ 3 ไอโซเลทไมพบการตรึงไนโตรเจน  
การแยกจุลินทรียตรึงไนโตรเจนท่ีอยูภายในเนื้อเยื่อกลวย โดยแยกจากสวนของราก ลําตน ใบ พบวา
มีเชื้อที่แยกไดทั้งหมด 1453 ไอโซเลท จากสวนของพืชทั้งสามสวน พบ 53 ไอโซเลททีมีความ 
สามารถ ตรึงไนโตรเจนได (Martinez, et al., 2003 )  เชื้อเอนโดไฟทในขาวไทยที่มาจากการ
เพาะปลูก มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนคอนขางสูงประมาณ 66.24 – 753.94 นานาโมล 
เอทธิลีนตอ 106 เซลลตอวัน (Teaumnoong, et al., 2001)  Prasad, et  al.  (2001) รายงานวาในขาว
พบเชื้อ Serratia  marcescens  ซึ่งมีความสามารถตรึงไนโตรเจนประมาณ 65 ± 15 นาโนโมล
ตอเอทธิลีนตอช่ัวโมงตอมิลลิกรัมโปรตีน  เช้ือ Klebsiella  planticola  มีอัตราการตรึงไนโตรเจน
ประมาณ 150 ± 24 นาโนโมลตอเอทธิลีนตอช่ัวโมงตอมิลลิกรัมโปรตีน  เช้ือ Enterobacter  cloacae 
ตรึงไนโตรเจนไดประมาณ 135 ± 30 นาโนโมลตอตอเอทธิลีนตอช่ัวโมงตอมิลลิกรัมโปรตีน  เฉลิม
(2548)  รายงานวาการแยกจุลินทรียจากเนื้อเยื่อกลวยไมสกุลหวาย 18 ชนิด และสกุล Coelogealy sp. 
1 ชนิด จากสวนของลําลูกกลวย พบวาในสกุล Dendrobium  crystallinum มีอัตราตรึงไนโตรเจน 
0.004 – 0.320  D. primulinum   0.002- 2.469    D. findlayanum   0.003 – 0.600  D. ochreatum  
0.009 – 0.529  D. scrabrilingue  0.151 – 4.047  D. thrysiflorum  0.010 – 1.500  และ Coelogeny  
0.025 – 87.378 นานาโมลเอทธิลีนตอ 106 เซลลตอ 24 ช่ัวโมง ซ่ึงเห็นวาอัตราการตรึงไนโตรเจน
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ของจุลินทรียท่ีแยกไดจากปทุมมามีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนไดนอยเม่ือเปรียบเทียบกับ
กลุมของไรโซเบียมในพืชตระกูลถั่ว หรือแมแตกลุมของ Acetobacter diazotrophicus และ 
Herbaspirillum spp. ท่ีพบในออยและขาว 
 

2.3   อัตราการสรางไอเอเอของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อ 
จากการวัดอัตราการสรางไอเอเอ ของเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีแยกไดจากสวนตางๆของ

ปทุมมา เพื่อทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการเปล่ียนทริปโตเฟน (tryptophan) ไปเปน 
อิลโดเอทธานอล (indole ethanol) จากนั้นพืชจึงเปล่ียนสารนี้ไปเปนไอเอเอตอไป พบวาเช้ือท้ัง 13 
ไอโซเลท มีความสามารถในการผลิตไอเอเอไดระหวาง 0.0097 - 0.2960 ไมโครลิตรตอไมโครกรัม
โปรตีน  เช้ือเอนโดไฟทบางสายพันธุไมมีความสามารถในการผลิตไอเอเอ ดังในการทดลองของ 
Loiret, et al. (2004) ซ่ึงแยกเช้ือจากออย และเช้ือท่ีแยกไดเปนเช้ือ Pantoea sp. ซ่ึงเปนเช้ือท่ีสามารถ
ผลิต H2 สามารถเจริญไดในสภาพแวดลอมที่คอนขางกวาง แตไมสามารถผลิตไอเอเอได  
Teaumroong, et al. (2001) พบวาเช้ือเอนโดไฟทจํานวน 3 ใน 4 ไอโซเลทท่ีแยกไดจากขาว สามารถ
ผลิตไอเอเอได  ไมเฉพาะแตเช้ือเอนโดไฟทท่ีพบในขาว  ในพืชอ่ืน เชน ถ่ัวเหลือง พบวา 34 
เปอรเซ็นต ของเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีพบในถ่ัวเหลืองมีความสามารถในการผลิตไอเอเอ ซ่ึง
เกิดข้ึนในชวงใกลเก็บเกี่ยว (Jalia, et al. ,2004) Fuentes, et  al. (1993) ไดทําการศึกษาออย 13 สาย
พันธุในแมกซิโก พบวา เช้ือ Acetobacter  diazotrophicus 18 ไอโซเลทท่ีแยกไดสามารถผลิตสาร 
Indole acetic acid (IAA) ในอาหารเล้ียงเช้ือ จากการวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC ในปริมาณ 0.14 – 
2.42 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงเช้ือ Acetobacter diazotrophicus ท่ีพบในเน้ือเยื่อออยนี้นอกจาก
ผลิตไอเอเอ เพื่อชวยกระตุนการเจริญเติบโตของพืชแลว ยังมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน
ใหกับพืชอาศัยไดดวย  และจากการทดสอบความสามารถของเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีแยกไดจาก
เนื้อเยื่อกลวยไมในการสังเคราะหออกซิน พบวาเชื้อทั้ง 7 ไอโซเลท มีความสามารถผลิตไอเอเอ 
ไดระหวาง 0.00047 – 0.04509 ไมโครโมลตอ 106 เซลล (วรยุวัน, 2549)  ซ่ึงจะเห็นไดวาเช้ือเอนโด
ไฟทท่ีพบบางสายพันธุสามารถผลิตไอเอเอได แตบางสายพันธุไมสามารถผลิตไอเอเอได และผลิต
ไดในปริมาณท่ีมากนอยแตกตางกันข้ึนอยูกับชนิดของเช้ือท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อ 

 
 2.4  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟทดวยเทคนคิทางชีวโมเลกุล 
จากการนําเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟท ท้ัง 4 ไอโซเลท ไปจําแนกลักษณะทางพันธุกรรมดวย 

เทคนิค16S rDNA Sequencing พบวาลําดับเบสนิวคลีโอไทดของ ECL101ใกลเคียงกับเชื้อ 
Sphingomonas sp. E-(s)-e-D-4(2)  ECS202  ใกลเคียงกับเช้ือ Glacial ice bacterium M3C1.8K-TD1   
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ECS203 ใกลเคียงกับเช้ือ Bacillus sp. WN559 และECS204 ใกลเคียงกับเชื้อ  Brevibacillus 
borstelensis strain IPH701 และเม่ือนําแบคทีเรียเอนโดไฟทท้ัง 4 ไอโซเลทเปรียบเทียบกับลําดับ
เบสของแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนโดยทําแผนภูมิแสดงความใกลชิดของ
แบคทีเรียเอนโดไฟท พบวาแบคทีเรียเอนโดไฟทท้ัง 4 ไอโซเลท ไมจัดอยูในกลุมของแบคทีเรียเอน
โดไฟทตรึงไนโตรเจนท่ีมีผูทําการศึกษากอนหนานี้ อาจเปนไปไดวาเช้ือท่ีพบเปนเช้ือใหมท่ียังไมมี
การศึกษามากอน หรือมีขอผิดพลาดในข้ันตอนการวิเคราะหลําดับเบส ทําใหลําดับเบสท่ีไดมีความ
คลาดเคลื่อน อยางเชน มี N มากเกินไป คือ ไมสามารถระบุไดวาเปนลําดับเบสชนิดใด เมื่อเขา
โปรแกรมเพื่อวิเคราะหหาความสัมพันธจึงมีความคลาดเคล่ือน 
 
การทดลองท่ี  3  ผลของการปลูกถายเชื้อตอการเจริญเติบโตของปทุมมา 

 
3.1 การทดสอบเช้ือท่ีคัดเลือกตอการเจริญเติบโตและความเขมขนของไนโตรเจนในพืช 
การแยกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟทจากตนปทุมมา และคัดเลือกเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพในการ

ตรึงไนโตรเจนและสรางไอเอเอไดดีที่สุด 4 ไอโซเลท คือ ECL101  ECS202  ECS203  และ 
ECS204 นําไปปลูกถายใหกับหัวพันธุปทุมมาท่ีผานการฆาเช้ือท่ีผิวภายนอก (sterillize) ท่ีความ
เขมขนของเช้ือ 106 เซลลตอมิลลิลิตร ใหผลการทดลองดังนี้ 
 3.1.1 การเจริญเติบโตและคุณภาพดอก 
 จากการทดลองพบวา ผลของการปลูกถายเช้ือมีผลตอความสูงของตนในชวง 30  40 และ 
50 วันหลังปลูก โดยกรรมวิธีท่ีปลูกถายเช้ือใหกับหัวพันธุกอนปลูกมีคาเฉล่ียความสูงตนสูงกวา
กรรมวิธีควบคุม (ไมปลูกถายเช้ือ) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แตการปลูกถายเชื้อไมมีผลตอความ
ยาวและความกวางใบ    ทางดานคุณภาพดอกพบวา กรรมวิธีท่ีปลูกถายเช้ือจะทําใหดอกมีความยาว
ชอดอก และเสนรอบวงชอดอกมากกวากรรมวิธีควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ในพืชชนิดอ่ืน
Baldani, et al. (2000)  และ Teaumroong, et al. (2001) รายงานการตอบสนองทางดานการ
เจริญเติบโตของพืชท่ีไดรับการปลูกถายเช้ือ H. seropediae และ Burkholderin spp. ในขาว ขาวฟาง 
และขาวโพด ซ่ึงทําใหพืชมีน้ําหนักรากเพ่ิมข้ึนมากกวา 100 เปอรเซ็นต และนํ้าหนักตนและใบ
เพิ่มข้ึน 12 – 20 เปอรเซ็นต นอกจากนี้มีการศึกษาการปลูกถายเช้ือ Azospirillum brasilense กับตน
ขาวสาลีพบวา ตนขาวสาลีท่ีปลูกถายเช้ือ Azospirillum brasilense  มีการสะสมชีวมวล และใหผล
ผลิตในปริมาณท่ีสูงกวาขาวสาลีท่ีไมมีการปลูกถายเช้ือ Azospirillum brasilense  ซึ่งไปเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการดูดธาตุอาหารของราก (Marin, et al., 2002)  จากการปลูกถายเช้ือ 
Enterobacter spp.   Citrobacter spp.  Risobium spp. และ Klebsella spp. ใหกับตนกลวยพบวา จุลิ
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นทรียกลุมนี้ชวยเพิ่มการเจริญเติบโตใหกับพืช ซ่ึงพบวามีความสูงและน้ําหนักสดเพิ่มข้ึน 
(Martinez, 2003)  Munasamy (2006) รายงานการศึกษาการเพ่ิมผลผลิตของการขยายพันธุออยใน
การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อโดยใชเช้ือ Burholderia  vietamiensis และการใชเช้ือ B. vietamiensis  รวมกับ
ปุยไนโตรเจน พบวาการใชเช้ือรวมกับการใหปุยไนโตรเจนทําใหชีวมวล และการเพ่ิมผลผลิตได
ดีกวาการปลูกถายเช้ือเพียงอยางเดียว 
 3.1.2  ความเขมขนของไนโตรเจนในพืช  
 จากการวิเคราะหความเขมขนของไนโตรเจนในพืชท้ังสองสวนคือ สวนท่ีอยูเหนือดิน(ใบ
และกาบใบ) และสวนท่ีอยูใตดิน (หัวใหมและราก) โดยเก็บตัวอยางในระยะการเจริญเติบโตทางใบ 
พบวา ความเขมขนของไนโตรเจนในทุกกรรมวิธีไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
โดยปกติแลวการปลูกถายเชื้อจุลินทรียตรึงไนโตรเจนใหกับพืชทําใหพืชมีการสะสมและดูดธาตุ
อาหารไดดีโดยเฉพาะธาตุไนโตรเจนดังการทดลองของ Oliveria (2002) ไดทดสอบการปลูกถายเช้ือ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนใหกับออย พบวาหลังจากปลูกถายเช้ือแลวทําการแยกเช้ือออกมาอีกคร้ัง
พบวามีปริมาณของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีอยูในเน้ือเยื่อพืชเพิ่มข้ึน และสามารถตรึงไนโตรเจน
ไดประมาณ 30 เปอรเซ็นต ของผลรวมไนโตรเจนท้ังหมด  การท่ีความเขมขนของไนโตรเจนใน
กรรมวิธีตางๆท่ีปลูกถายเช้ือใหกับหัวพันธุกอนปลูกไมมีความแตกตางกับกรรมวิธีควบคุม (ไมปลูก
ถายเช้ือ) อาจเกิดจากการท่ีจุลินทรียท่ีนํามาปลูกถายใหกับปทุมมานั้นมีอัตราการตรึงไนโตรเจนตํ่า
ทําใหไมเพียงพอเนื่องจากโดยท่ัวไปแลวพืชหัวตองการไนโตรเจนมากในระยะแรกสําหรับการ
เจริญเติบโตของสวนเหนือดินเพื่อใหมีใบมากทําใหประสิทธิภาพในการสังเคราะหแสงไดสูง 
(คณาจารยภาควิชาปฐพีวิทยา, 2544)  Munasamy, et al. (2006) กลาววาการปลูกถายเชื้อ 
Burholderia  vietamiensis ใหกับตนออยอายุ 95 วันที่ความเขมขน 106 เซลลตอมิลลิลิตร
รวมกับการใหปุยไนโตรเจนท่ีระดับตางๆ พบวา มีการสะสมไนโตรเจนและชีวมวลในปริมาณท่ี
สูงเม่ือปลูกถายเช้ือรวมกับการใหปุยไนโตรเจน ดังนั้นในปทุมมาควรมีการปรับปริมาณของเช้ือท่ี
ปลูกถายใหมีปริมาณของเช้ือเพิ่มมากข้ึน หรือปรับเปล่ียนวิธีการปลูกถายเช้ือ เชน การแชหัวใน
สารละลายเล้ียงเชื้อ  หรือการคลุกหัวพันธุกับเช้ือกอนปลูก หรือการใชสารละลายเล้ียงเช้ือฉีดพน
ทางใบใหกับปทุมมา เปนตน 
 

3.2  ผลของระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือและชนิดของเช้ือตอการเจริญเติบโตของปทุมมา
(กรณีทําใหหัวพันธุและวัสดุปลูกปลอดเช้ือ) 
 จากการทดลองในขอ 3.1 พบวาการปลูกถายเช้ือใหกับหัวพันธุปทุมมาถึงแมวามีแนวโนม
ในการเพิ่มความสูงของตน  ความยาวชอดอก และเสนรอบวงชอดอกเม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมได
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รับการปลูกถายเช้ือ แตอยางไรก็ตามพบวาในระยะหลังชวง 60 – 80 วันหลังปลูกความสูงไมมีความ
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ  และปริมาณไนโตรเจนก็ไมแตกตางจากกรรมวิธีควบคุม ดังนั้น
ในการทดลองขอ 3.2 จึงปรับวิธีการและความเขมขนของปริมาณเช้ือดังนี้ คัดเลือกแบคทีเรียเอนโด
ไฟทท่ีมีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนและการสรางไอเอเอ คือ ECS101  ECS202  ECS203 และ 
ECS204 และการใชเช้ือรวมกันท้ัง 4 ไอโซเลท ท่ีความเขมขน 107 เซลลตอมิลลิลิตรโดยใช
ระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือนาน 30 และ 60 นาที ใหผลดังนี้  

3.2.1 การเจริญเติบโตและคุณภาพดอก 
จากการทดลองพบวา ระดับของเวลาในการปลูกถายเช้ือไมมีผลตอ จํานวนใบ พื้นท่ีใบ  

ขนาดเสนผาศูนยกลางตน  น้ําหนักแหงตน และคุณภาพของดอก แตระดับของเวลาในการปลูกถาย
เช้ือมีผลตอความสูงตนของปทุมมา โดยเม่ือปทุมมาไดรับการปลูกถายเช้ือท่ีเวลา 60 นาที มีความสูง
ของตนมากท่ีสุด ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากท่ีระยะเวลา 60 นาที อาจทําใหเช้ือท่ีปลูกถายนั้นสามารถเขา
ไปอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อไดดีและมีปริมาณของเช้ือท่ีสามารถเขาอาศัยไดมากกวาท่ีระยะเวลา 30 
นาที 

ผลของชนิดของเช้ือท่ีปลูกถายไมมีผลตอจํานวนใบ พื้นท่ีใบ ขนาดของเสนผาศูนยกลางตน 
น้ําหนักแหงตน  และคุณภาพดอก  แตชนิดของเช้ือมีผลตอความสูง โดยเม่ือปทุมมาไดรับการปลูก
ถายดวยเช้ือ ECL101 และ ECS202  มีความสูงของตนมากท่ีสุด  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากวาเชื้อท้ังสอง
ไอโซเลทดังกลาวขางตนมีความสามารถในการสรางไอเอเอ ไดมากกวาเช้ือไอโซเลทอ่ืนๆท้ังยังมี
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนไดดวยซ่ึงอาจทําใหมีระบบรากท่ีดีสงผลใหดูดธาตุอาหารได
ดีกวาการปลูกถายดวยเช้ือไอโซเลทอ่ืนๆ  ลิลล่ีและคณะ (2549) กลาววา ออกซินมีบทบาทตอการ
พัฒนาการและการเจริญเติบโตของพืชโดยทําใหพืชมีการแบงเซลลและเพิ่มการยืดยาวของเซลล  ถา
ใหออกซินแกลําตนหรือเนื้อเยื่อจะทําใหอัตราการเจริญเติบโตของพืชเพิ่มข้ึน  และออกซินท่ีระดับ
ความเขมขนสูงกระตุนการเกิดรากแขนงได  Teaumrooong, et al. (2001) ศึกษาแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนในขาวไทย พบวามีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน และเช้ือสามารถผลิตเอนไซม
เซลลูเลส (cellulase) และเพกติเนส (pectinase) ได อีกท้ังยังมีความสามารถในการผลิตไอเอเอ ซ่ึง
สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

3.2.2   ความเขมขนของไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมในปทุมมาสวนท่ีอยู
เหนือดิน (ใบและกาบใบ) และสวนท่ีอยูใตดิน (หัวใหมและราก) โดยเก็บตัวอยางมาวิเคราะหระยะ
ออกดอก 
 3.2.2.1  สวนท่ีอยูเหนือดิน 
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 จากการวิเคราะหความเขมขนของไนโตรเจน พบวา ระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือและชนิด
ของเช้ือไมมีผลตอความเขมขนของไนโตรเจนในสวนเหนือดิน อาจเนื่องจากกวาจุลินทรียท่ีนํามา
ปลูกถายใหกับพืชมีอัตราการตรึงไนโตรเจนตํ่า จึงไมเพียงพอท่ีทําใหเกิดความแตกตาง ซ่ึง
ไนโตรเจนเปนองคประกอบของโปรตีนซ่ึงมีหนาท่ีสําคัญมากในเซลล โดยเปนองคประกอบใน
โครงสรางของไซโตพลาสซึม เนื้อเยื่อ และเอนไซม รวมถึงเปนองคประกอบของกรดอะมิโนอิสระ
และสารประกอบไนโตรเจนอ่ืนๆ เปนองคประกอบของกรดนิวคลิอิค และเปนองคประกอบของ
ฮอรโมนพืช (สมบุญ, 2538 ; ยงยุทธ, 2543) ซ่ึงพืชจะตองนําเอาไนโตรเจนไปใชจึงทําใหความ
เขมขนท่ีสวนเหนือดินในแตละกรรมวิธีมีความเขมขนนอยจึงทําใหไมมีความแตกตางทางสถิติ 
 ผลของระยะเวลาในการปลูกถายเชื้อมีผลตอความเขมขนของฟอสฟอรัสแตไมมีผลตอ
ความเขมขนของโพแทสเซียม โดยเม่ือพืชไดรับการปลูกถายเช้ือนาน 30 นาที ความเขมขนของ
ฟอสฟอรัสสูงท่ีสุด  ชนิดของเช้ือมีผลตอความเขมขนของฟอสฟอรัสและโพแทสเซียม โดยเม่ือ
ปลูกถายเช้ือดวยไอโซเลท ECS202 ทําใหความเขมขนของฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมสูงท่ีสุด
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  อาจเนื่องจากวา เช้ือไอโซเลท ECS202  มีความสามารถในการสังเคราะห
ไอเอเอไดดีท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับไอโซเลทอ่ืนๆ สงผลใหปทุมมามีระบบรากท่ีดี ทําใหสามารถ
ดูดธาตุอาหารไดดี   หรืออาจเนื่องจากกวา เช้ือไอโซเลท ECS202  มีอัตราการตรึงไนโตรเจนตํ่ามาก 
จึงทําใหมีความเขมขนของไนโตรเจนในปทุมมาท่ีปลูกถายดวยเช้ือไอโซเลท ECS202 ตํ่า  สงผลให
ความเขมขนของโพแทสเซียมในสวนเหนือดินสูง  โสภิตา (2548) รายงานวาในระยะการเจริญของ
ดอกปทุมมา พบวา เม่ือพืชไดรับไนโตรเจนมากทําใหความเขมขนของโพแทสเซียมในใบลดลง  
ท้ังนี้มีการศึกษาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในขาวไทย พบวามีความสามารถสรางไอเอเอได ซ่ึงสงผล
ใหพืชมีการเจริญเติบโตไดดี (Teauroong, et  al., 2002)  นอกจากนี้ยังพบวาจุลินทรียท่ีแยกไดจาก
ออย มีการผลิตสาร indole acetic acid (IAA) ซ่ึงเปนสารควบคุมการเจริญเติบโต ทําใหพืชมีการ
เจริญเติบโตดี สามารถทําใหประสิทธิภาพในการดูดธาตุอาหารไดดียิ่งข้ึน (Faentes, et  al., 1993) 
 3.2.3.2  สวนท่ีอยูใตดิน (หัวใหมและราก) 
 จากการศึกษาผลของปจจัยหลัก 2 ปจจัยพบวา ระยะเวลาในการปลูกถายเชื้อและชนิดของ
เช้ือไมมีผลตอความเขมขนของไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม อาจเนื่องจากวา ระยะท่ีทํา
การวิเคราะห (ออกดอก) ยังไมมีการลําเลียงธาตุอาหารเหลานี้ไปสะสมในสวนของหัวและ
ราก  โสภิตา (2548) รายงานวา จากการวิเคราะหปริมาณธาตุอาหารสะสมในเน้ือเยื่อของปทุมมา
ตลอดระยะการเจริญเติบโตทําใหทราบวา ปทุมมามีการสะสมธาตุอาหารแตละชนิดในระยะการ
เจริญเติบโตทางลําตน ชวงออกดอกและเม่ือเขาสูระยะพักตัวแตกตางกัน โดยเม่ือพืชมีการ
เจริญเติบโตทางลําตน พบวาปริมาณไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส  โพแทสเซียม  แคลเซียม  และ
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แมกนีเซียม ลดลงเล็กนอย  ธาตุอาหารสวนใหญสะสมในหัวและตุมราก  ตอมาในระยะออกดอก
ปริมาณธาตุอาหารสวนใหญจะสะสมอยูท่ีใบและดอก 
  

3.3   ผลของระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือและชนิดของเช้ือตอการเจริญเติบโตของปทุมมา
(กรณีไมทําใหหัวพันธุและวัสดุปลูกปลอดเช้ือ) 

จากการคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนและการ
สรางไอเอเอ คือ ECS101  ECS202  ECS203 และ ECS204  และการใชเช้ือรวมกันท้ัง 4 ไอโซเลท 
ท่ีความเขมขน 107  เซลลตอมิลลิลิตร โดยใชระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือนาน 30 และ 60 นาที 
ใหผลดังนี้ คือ 
 3.3.1  การเจริญเติบโตและคุณภาพดอก 

จากการศึกษาผลของปจจัยหลัก  2 ปจจัย พบวา ระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือและชนิดของ
เช้ือไมมีผลตอการเจริญเติบโตและคุณภาพดอกของปทุมมา  ท้ังนี้เนื่องจากวา วิธีการปลูกถายเชื้อ
ดวยการแชหัวพันธุในสารละลายท่ีมีเช้ืออาศัยอยู อาจทําใหประสิทธิภาพการเขาอาศัยของเช้ือ
แบคทีเรียเอนโดไฟทไมดีพอสงผลใหเช้ือท่ีปลูกถายไมสามารถเขาไปอาศัยอยูภายในหัวพันธุหรือ
สามารถเขาอาศัยไดแตในปริมาณท่ีนอย ทําใหการเจริญเติบโตและคุณภาพดอกไมมีความแตกตาง
กันระหวางกรรมวิธีท่ีปลูกถายเช้ือและกรรมวิธีท่ีไมปลูกถายเช้ือ ซ่ึงเช้ือทีใชในการทดลองคร้ังนี้
เปนเช้ือท่ีไดจากการแยกและเก็บรักษาไวเปนเวลา 1 ป  และอีกสาเหตุหนึ่ง อาจเกิดจากวัสดุปลูก
และหัวพันธุไมไดมีการฆาเช้ือกอนนําไปใช ซ่ึงอาจมีจุลินทรียตรึงไนโตรเจนอาศัยอยู รวมถึงจุลินทรีย
ในดินท่ีมีประโยชนตอพืช จึงทําใหผลการเจริญเติบโตและคุณภาพดอกของกรรมวิธีท่ีปลูกถายเช้ือ
และไมปลูกถายเช้ือไมมีความแตกตางกัน  

3.3.2  ความเขมขนของไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมในปทุมมาสวนท่ีอยูเหนือ
ดิน (ใบและกาบใบ) และสวนท่ีอยูใตดิน (หัวใหมและราก) 

จากการศึกษาผลของปจจัยหลัก 2 ปจจัย พบวาระยะเวลาในการปลูกถายเชื้อและชนิดของ
เช้ือไมมีผลตอความเขมขนของไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส  และโพแทสเซียม ท้ังสวนท่ีอยูเหนือดินและ
สวนท่ีอยูใตดิน เนื่องจาก ประสิทธิภาพของเช้ืออาจดอยลงซ่ึงเปนผลมาจากการเก็บรักษาเช้ือไวนาน
(1 ป) ซ่ึงทําใหการเขาอาศัยภายในหัวพันธุไมดีพอ  หรือการปลูกถายดวยการแชหัวพันธุใน
สารละลายที่มีเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟทยังเปนวิธีการทีไมเหมาะสม จึงทําใหความเขมขนของธาตุ
อาหารทั้งกรรมวิธีท่ีปลูกถายเช้ือและไมปลูกถายเช้ือไมมีความแตกตางกัน  มีการศึกษาการปลูกถาย
เช้ือจุลินทรียตรึงไนโตรเจนท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อออยท่ีขยายพันธุในสภาพปลอดเช้ือ โดยปลูก
ถายเช้ือ Herbaspirillum sp. B501gfp1. ท่ีความเขมขน 108  และ 102 แบคทีเรียเซลลตอมิลลิลิตร 
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พบวาการปลูกถายเชื้อในความเขมขนท่ีตางกันไมพบความแตกตางของการเจริญเติบโตและการ
สะสมธาตุอาหาร (Nijoloma, 2006)การปลูกถายเชื้อ Burholderi vietamiensis และ 
Gluconancetobacter  ใหกับออยพบวาปริมาณของเชื้อ Burholderia  vietamiensis ที่อาศัยอยู
ในเนื้อเยื้อพืชมีปริมาณของเช้ือคงท่ีตลอด แตปริมาณของเช้ือ Gluconancetobacter  ลดลงเร่ือยๆเม่ือ
เวลาผานไป 120 วันหลังปลูกถายเช้ือใหกับพืช (Munasamy, et  al., 2006) แสดงใหเห็นวาชนิดของ
เช้ือจะมีผลตอการเขาอยูอาศัยภายในเน้ือเยื่อพืช ซ่ึงเช้ือบางตัวสามารถอยูรวมกับพืชไดตลอดชวง
ชีวิต แตเช้ือบางชนิดจะตายเม่ือเวลาผานไป ดั้งนั้นอาจทําใหการเจริญเติบโตของพืชแตกตางกัน 
 จากการศึกษาปฏิสัมพันธระหวางปจจัยรวม 2 ปจจัย คือระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือและ
ชนิดของเช้ือ พบวาปจจัยท้ังสองมีปฏิสัมพันธรวมกันตอความเขมขนของไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส 
และโพแทสเซียมในสวนใตดิน โดยเม่ือพืชไดรับการปลูกถายเช้ือไอโซเลท ECS203 นาน 60 นาที 
ปทุมมามีความเขมขนของไนโตรเจนมากที่สุด  เม่ือพืชไดรับการปลูกถายเช้ือไอโซเลท ECS204  
นาน 60 นาที ปทุมมามีความเขมขนของฟอสฟอรัสมากท่ีสุด  และปลูกถายดวยเช้ือไอโซเลท 
ECS203 นาน 30 นาที ความเขมขนของโพแทสเซียมมากท่ีสุด 
 จากการทดลองในขอ 3.1  3.2  และ 3.3 จะเห็นไดวาผลการทดลองยังไมชัดเจนโดยเฉพาะ
อยางยิ่งความสัมพันธของการปลูกถายเช้ือ ชนิดของเช้ือตอการเจริญเติบโต และปริมาณการสะสม
ธาตุอาหาร จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในเร่ืองดังกลาว เพื่อใหสามารถใชประโยชนจากเช้ือแบคทีเรีย
กลุมนี้ในการชวยลดการใชปุยเคมีในการผลิตปทุมมาตอไป 
 

 


