
 
บทท่ี 3 

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
วัสดุและอุปกรณ 

1.1 พืชทดลอง ปทุมมาพันธุเชียงใหมสีชมพูใชหัวพนัธุขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 1.6-2.0
เซนติเมตรท่ีมีตุมรากเฉล่ีย 4-6 ตุม 

 
ภาพท่ี 1 หัวพันธุปทุมมาพันธุ Chingmai Pink ท่ีใชในการทดลอง 

1.2 สารเคมี 
1.2.1 สารเคมีท่ีใชสําหรับการคัดจุลินทรียตรึงไนโตรเจนในปทุมมา 

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 สารเคมีสําหรับวิเคราะหไนโตรเจนรวมของพืช  

 

                            
                           1.2.3  สารเคมีสําหรับวิเคราะหฟอสฟอรัส 
 1.2.3.1    กรดซัลฟูริก (H2SO4) 
 1.2.3.2   ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

1.2.2.1 กรดซัลฟูริคเขมขน (H2SO4) 
1.2.2.2 ไฮโดรเยนเปอรออกไซด (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  ฟนอล (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  สารเคมีสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม 
 1.2.4.1   กรดเปอรคลอริคเขมขน (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) ไดแก 
FAA (formalin-acetic acid-alcohol) 
               1.2.5.2   น้ํายาดึงน้ําออกจากเซลล (dehydration solution) ไดแก เอทานอล 
95 เปอรเซ็นต tertiary butyl alcohol (TBA) และนํ้ากล่ัน  
               1.2.5.3   สารตัวกลางท่ีใชในการฝงเนื้อเยื่อเพื่อการตัด (embedding media) 
ไดแก พาราพลาสต 
               1.2.5.4   น้ํายาสําหรับทําความสะอาดเน้ือเยื่อใส (clearing  reagent) ไดแก   
ไซลีน (xylene) 
               1.2.5.5   น้ํายายดึเนือ้เยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)   
               1.2.5.6   สียอม ไดแก Dalafield’ hematoxylin  
               1.2.5.7   ตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด   คือ   Canada balsam 
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 1.3  อุปกรณ 
  1.3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณสําหรับการแยกจุลินทรียตรึงไนโตรเจนในปทุมมา 

     1.3.1.1   มีดผาตัด 
     1.3.1.2   กรรไกรผาตัด 
     1.3.1.3  โกรงบด 
     1.3.1.4  ไมโครปเปต 
     1.3.1.5   ปากคีบ 
     1.3.1.6   สไลด 

     1.3.1.7   เคร่ืองปน 
     1.3.1.8   เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
     1.3.1.9   แทงแกวคนสาร 
     1.3.1.10  แทงแกวรูปตัวแอล 
     1.3.1.11  เข็มเข่ีย 
     1.3.1.12  เคร่ืองวัด pH 

 
1.3.2 อุปกรณท่ีใชในการปฏบัิติงานในแปลงปลูก 

               1.3.2.1   กระถางพลาสติกดําขนาด 6 x 10 นิ้ว จาํนวน  50  กระถาง 
               1.3.2.3   วัสดุปลูก  ทราย : ถานแกลบ : ดิน  อัตรา 1:1:1 
               1.3.2.6   บัวรดน้ํา 
               1.3.2.7   ไมบรรทัด  
               1.3.3.9   ปายช่ือพรอมปากกาเคมี 
               1.3.3.10  กลองถายรูป 

 
1.3.3  

 
เคร่ืองมือและอุปกรณสําหรับการวิเคราะหความเขมขนของไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมใน เนื้อเยื่อพืช 

1.3.3.1   เคร่ืองช่ังแบบละเอียดทศนยิม 4  ตําแหนง 
1.3.3.2   เคร่ืองวัดคาการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer)  
1.3.3.3   เคร่ืองบดตัวอยางพชื 
1.3.3.4   เตายอยตัวอยางพืช 
1.3.3.5   เคร่ืองปน (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   ปเปต ไมโครปเปต 
1.3.3.9   หลอดหยดสาร 
1.3.3.10  แทงแกวคนสาร 
1.3.3.11  ขวดสีชา 
 

1.3.4 เคร่ืองมือและอุปกรณในการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา 
       1.3.4.1   กลองจุลทรรศนพรอมอุปกรณถายภาพ 
 1.3.4.2   เคร่ืองตัดเนื้อเยื่อพชืแบบลอหมุน (rotary microtome) 
 1.3.4.3   ตูอบเน้ือเยื่อพืช 

1.3.4.4   แผนความรอน (hot plate) 
1.3.4.5   กระจกสไลดและกระจกปดสไลด 
1.3.4.6   ขวดสําหรับใสช้ินสวนพืช 
1.3.4.7   ขวดแกวสําหรับยอมสีสไลด 
1.3.4.8   ตะเกยีงแอลกอฮอล 
1.3.4.9   พูกัน 
1.3.4.10  ปากคีบ 
1.3.4.11  แทงไมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตรท่ีอ่ิมตัวดวย                  
   พาราฟน 

 
 วิธีการทดลอง 
การทดลองท่ี 1  ศึกษาวิธีการท่ีเหมาะสมตอการฆาเชื้อบริเวณผิวชิ้นสวนพืช 

คัดเลือกช้ินสวนของตนปทุมมาในชวงของการเจริญเติบโตทางลําตนท่ีมีอายุ 9 สัปดาหหลัง
ปลูก ในการศึกษาครั้งนี้ไดแยกสวนของปทุมมาเปน 4 สวนดวยกันคือ ใบ กาบใบ หัว และราก แต
ละสวนท่ีนํามาใชในการทดลองคร้ังนี้ตองไมมีบาดแผลหรือเปนโรค หลังจากเก็บพืชแตละสวน
มาแลวนําไปทําความสะอาดโดยลางดวยน้ํากล่ัน จากนั้นนําแตละสวนมาฆาเช้ือท่ีผิวตามกรรมวิธี
ตางกัน 5 กรรมวิธีๆละ 3 ซํ้า โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized 
Design; CRD) ดังนี้ 
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กรรมวิธีท่ี 1 แชในสารละลายคลอรอกซ  3 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที 
กรรมวิธีท่ี 2 แชในสารละลายคลอรอกซ  3 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที 
กรรมวิธีท่ี 3 แชในสารละลายคลอรอกซ  5 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที 
กรรมวิธีท่ี 4 แชในสารละลายคลอรอกซ  5 เปอรเซ็นต นาน 7 นาที 
กรรมวิธีท่ี 5 แชในสารละลายคลอรอกซ  5 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที 
ในข้ันตอนฆาเช้ือท่ีผิวนี้ทําในตูปลอดเชื้อ เร่ิมจากแชใน เอทานอล 70 เปอรเซ็นต นาน 3 

นาที ตอจากนั้นแชในคลอรอกซ ตามกรรมวิธีขางตนและตามดวยแชในเอทานอล 70 เปอรเซ็นต 
นาน 3 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลว 5 คร้ัง นําตัวอยางพืชท่ีทดสอบไปกล้ิงบน
อาหาร Nutrient agar  (NA) (ภาคผนวก ก) เพื่อดูการเจริญของเช้ือเปรียบเทียบกันในแตละกรรมวิธี 
 การบันทึกผล  บันทึกการเจริญของเช้ือบนอาหารทดสอบในแตละกรรมวิธี 
 
การทดลองท่ี 2  การแยกจุลินทรียตรึงไนโตรเจนจากเนื้อเยื่อปทุมมา 
2.1  การกําจัดเช้ือท่ีผิวของตนปทุมมา 
 นําตนปทุมมาท่ีมีอายุ 8 สัปดาหหลังปลูกแยกเปน 4 สวนไดแก ใบ กาบใบ หัวใหม และราก 
จากนั้นฆาเช้ือท่ีผิวตามกรรมวิธีท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 ตัดช้ินสวนตัวอยางใหมีขนาด 2-3 
เซนติเมตร บดช้ินสวนตัวอยางดวยโกรงบด คอยๆเติม 0.85 เปอรเซ็นต NaCl ลงไปผสมจนครบ 10 
เทาของน้ําหนักตัวอยาง บดจนละเอียด จากนั้นนํามาเล้ียงในอาหารกึ่งแข็งสูตร Rennie Medium 
(ภาคผนวก  ก)ท่ีมีอาหาร 9 มิลลิลิตรตอหลอด ท้ิงไว 4-5 วัน 
2.2 การแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ 

นําเอาหลอดท่ีมีการเจริญเติบโตของเช้ือ มาทําการแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ โดยนํามาเล้ียงบน
อาหาร NA จากนั้นแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิดวยวิธี spread plate บนอาหารเล้ียงในอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ท้ิงไว 3-4 วัน เก็บโคโลนีท่ีมีลักษณะแตกตางกัน แยกโคโลนีเดี่ยวใหบริสุทธ์ิบนอาหาร NA ดวย
วิธี streak plate ท้ิงไว 2-3 วัน นําโคโลนเีดี่ยวท่ีบริสุทธ์ิท่ีเจริญบนอาหารนํามาเก็บใน slant เพื่อทํา
การเก็บรักษาเช้ือไวสําหรับทําการทดลองในข้ันตอนตอไป 
2.3  การจัดกลุมของแบคทีเรียเอนโดไฟทในปทุมมา 

2.3.1 ศึกษาลักษณะของโคโลนี 
 บันทึกลักษณะของกลุมเซลลท่ีเรียกวาโคโลนี (colony) บนอาหาร NA ซ่ึงแบคทีเรียเอนโดไฟท
เจริญบนอาหารมีลักษณะท่ีแตกตางกันออกไปตามชนิดต้ังแต ลักษณะ สีโคโลนี ขนาด รูปแบบ (form) 
ขอบ และสวนเวาสวนโคงของผิวหนา  
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2.3.2  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการติดสีแกรม (Gram’s stain) 
 การยอมสีเปนวิธีการเบ้ืองตนท่ีจําแนกแบคทีเรียออกเปน 2 กลุมคือ แบคทีเรียแกรมบวก
และแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงการยอมลักษณะน้ีเปนการยอมแบบ differential staining คือการใชสียอม
ตั้งแต 2 ชนิดขึ้นไป ซึ่งสียอมแรกเรียกวา primary stainไดแก crystal violet สวนสีท่ีสองเรียกวา 
counterstain หรือ secondary stain ไดแก safanin แบคทีเรียที่ยอมติดสี crystal violet เรียกวา 
แบคทีเรียแกรมบวก ถาติดสี safanin เรียก แบคทีเรียแกรมลบ มีข้ันตอนดังนี้คือ 

1. ทําความสะอาดสไลดและเช็ดใหแหง 
2. นําเช้ือมาสเมียรบนแผนสไลดจากนัน้ตรึงเซลลดวยความรอน 
3. หยดสี crystal violet ใหทวมรอยสเมียรและท้ิงไว 1 นาที 
4. เท crystal violet ท้ิงแลวชะดวยสารละลายไอโอดีน จากนั้นหยดสารละลายไอโอดีนให 

              ทวมรอยสเมียรและท้ิงไว 1 นาที 
       5.   เทสารละลายไอโอดนีท้ิง แลวชะเอทธานอล 95เปอรเซ็นต จนกระท่ังไมมีสีมวง ลางดวยน้าํ  
        ทันที 
       6.   ซับดวยกระดาษซับแลวยอมสี  safanin  ทับอีกคร้ัง ท้ิงไว 1 นาที 
       7.    เทสีท้ิง ลางดวยน้ําแลวใชกระดาษซับ วางท้ิงไวใหแหง 
       8.   นําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน ตรวจสอบลักษณะ การติดสีแกรม และรูปรางเซลลของ       
  แบคทีเรีย 
2.4  การทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในเนือ้เยื่อปทุมมา โดย 
Acetylene Reduction Assay (ARA) 
 นําเอาโคโลนีเดี่ยวบริสุทธิ์ที่แยกไดไปเลี้ยงบนอาหารกึ่งแข็ง Rennie Medium บมท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน เม่ือพบการเจริญของเช้ือภายในหลอดอาหารแลว ทําการ
เปล่ียนฝาหลอดจากฝาพลาสติกเปนจุกยางเพื่อใชเข็มฉีดเจาะผาน หลังจากเปล่ียนฝาหลอดเรียบรอย
แลวใชเข็มเจาะเขาไปในหลอด ดูดเอาอากาศออกประมาณ 5 เปอรเซ็นตของชองวางภายในหลอด 
จากน้ันใสกาซอะเซทธิลีน แทนอากาศท่ีดูดออกในปริมาตรท่ีเทากัน บมไวที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง เม่ือครบ 24 ช่ัวโมงนําไปวัดปริมาณของกาซเอทธิลีนท่ีเกิดข้ึนดวยเคร่ือง gas 
chromatography ยี่หอ shimadzu GC – 14B โดยทําการดูดเอาอากาศภายในหลอดมา 1 มิลลิลิตร ฉีด
เขาไปในเคร่ือง จากนั้นคํานวณปริมาณกาซเอทธิลีนจากตัวอยาง โดยเปรียบเทียบกับพื้นท่ีใตกราฟท่ีเกิด
จากกาซเอทธิลีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) 
 หลังจากวัดปริมาณของกาซเอทธิลีน เรียบรอยแลวจึงหาปริมาณของเช้ือท้ังหมดท่ีเจริญใน
หลอดอาหาร โดยการนําเอาหลอดที่มีการตรึงไนโตรเจนมาหาปริมาณเชื้อ ซึ่งทําโดยการดูด
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เอาตัวอยางเช้ือจากหลอดมาทําการเจือจาง (dilution) ต้ังแต 10-1 - 10-5 ดูดเอาสารละลายท่ีมีความ
เขมขนท่ี 10-3 – 10-5 ปริมาณ 100 ไมโครลิตรลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร NA ทํา spread plate โดย
เกล่ียเช้ือดวยแทงแกวรูปตัว L ท่ีผานการฆาเช้ือแลวจนท่ัวจานอาหาร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน นับจํานวนโคโลนีท่ีข้ึนบนจานเพาะเช้ือ (plate) นําไปคํานวณหาปริมาณ
เช้ือท้ังหมดที่ข้ึนในหลอดอาหารกึ่งแข็ง Rennie Medium  
2.5  การทดสอบประสิทธิภาพการสรางไอเอเอของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในของเนือ้เยื่อปทุมมา 

เตรียมอาหารเหลว Rennie Medium  ท่ีเติม ทริปโทแฟน 2 กรัมตอลิตร  ดูดใสขวดรูปชมพู
ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จากนั้นเข่ียเช้ือท่ีแยกไดโคโลนีเดี่ยวๆ (บริสุทธ์ิ) แลวใสลง
ในอาหารที่เตรียมไว นําไปเล้ียงบนเคร่ืองเขยาจนกระท่ังเช้ือมีการเจริญเติบโตเต็มท่ีเปล่ียนอาหาร
จากใสเปนขุน (3-4 วัน) จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 50000 รอบตอนาที สวนท่ีเปนสารละลายใส
วิเคราะหไอเอเอ และนําสวนท่ีเปนตะกอนติดอยูท่ีกนหลอดหาปริมาณโปรตีน  

การวิเคราะหไอเอเอโดยวิธีการของ Gordon, et al. (1951) 
  ดูดสารละลายมา 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองขนาดเล็ก จากนั้นเติม Salkvskii 

(ภาคผนวก ก) 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั นําไปบมในท่ีมืดนาน 30 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร 

การวิเคราะหปริมาณโปรตีน Lowery, et al.  (1951) 
 นําตะกอนท่ีไดมาละลายดวย NaCl 0.85 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรเปน 1 มิลลิลิตร 

จากนั้นดูดตัวอยางมา 0.1 มิลลิลิตร เติม 1N NaOH 0.1 มิลลิลิตรปรับปริมาตรดวยน้าํกล่ันใหเปน 1 
มิลลิลิตร เติมสารละลาย C (ภาคผนวก ก) 5 มิลลิลิตร ท้ิงไว 10 นาทีจากนั้นเติม Folin 1N 0.5 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัท้ิงไว 30 นาที เม่ือครบกําหนดนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคล่ืน 
660 นาโนเมตร 

             นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดเขาสมการ linear regression ไดปริมาณไอเอเอในหนวย
ของไมโครโมลตอกรัมโปรตีน 
2.6  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟทดวยเทคนคิทางชีวโมเลกุล  
 คัดเลือกตัวอยางของโคโลนีเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการตรึง
ไนโตรเจนและสามารถสรางไอเอเอไดดีท่ีสุดจํานวน 4 ไอโซเลท นําไปเล้ียงบนอาหาร NA จากนั้น
สงไปวิเคราะหทางชีววิทยาโมเลกุล โดยใชเทคนิค 16s rDNA ณ.หองปฏิบัติการ DNA Technology 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ดวยเครื่อง Automatic DNA sequencer โดย
ใชโปรแกรม BLAST ในการคนหาและวิเคราะหชนิดของจุลินทรีย  
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การทดลองท่ี 3  ผลของการปลูกถายเชื้อเอนโดไฟทตอการเจริญเติบโตของตนปทุมมา 
การทดลองท่ี 3.1   การทดสอบเชื้อท่ีคัดเลือกตอการเจริญเติบโตและความเขมขนของ

ไนโตรเจนในพืช 
 คัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนและการสรางไอเอเอ 
ไดมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด จํานวน 4 ไอโซเลท คือ  ECL101 ECS202  ECS203 และ ECS 204นําไป
ปลูกถายใหกับหัวปทุมมาที่ผานการฆาเช้ือแลว เล้ียงเช้ือในอาหารเหลว (NB) เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือ 
โดยจุมหัวปทุมมาลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเขมขนของเช้ืออยู 106 เซลล โดยวางแผนการ
ทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design; CRD) จํานวน 5 กรรมวิธี ๆ ละ 10 ซํ้า 
ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1   ชุดควบคุม (ไมปลูกถายเช้ือ) 
 กรรมวิธีท่ี 2   ปลูกถายเช้ือ ECL 101ใหกับหัวปทุมมากอนนําไปปลูก 
  กรรมวิธีท่ี 3   ปลูกถายเช้ือ ECS 202 ใหกับหัวปทุมมากอนนําไปปลูก 
 กรรมวิธีท่ี 4   ปลูกถายเช้ือ ECS 203 ใหกับหัวปทุมมากอนนําไปปลูก 
 กรรมวิธีท่ี 5   ปลูกถายเช้ือ ECS 204 ใหกับหัวปทุมมากอนนําไปปลูก 
หลังจากปลูกถายเช้ือไปยังหัวพันธุปทุมมาแลว นําหัวพันธุไปปลูกลงในกระถางขนาด 6 นิ้วท่ี
ประกอบดวยวัสดุปลูกท่ีมีสวนประกอบ  ดิน:ทราย:ถานแกลบ  ในอัตราสวน 1:1:1 วัสดุปลูกนําไป
ทําการฆาเช้ือกอนใช  

บันทึกการเจริญเติบโต 
3.1.1.  ความสูงตน ความยาวและความกวางใบ จํานวนใบ ความยาวกานชอดอก ความยาว

และเสนรอบวงของชอดอก  
              3.1.2    การวิเคราะหความเขมขนของไนโตรเจนโดยวิธี Indolphenol Method 

3.1.2.1 เก็บตัวอยางลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา 2 คร้ังและลางดวยน้ํากล่ันจาก 
นั้นนําไปอบแหงท่ี อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วนัข้ึนอยูกับสวนของพืชท่ีอบ 

3.1.2.2  นําตัวอยางไปบดดวยเคร่ืองบดยีห่อ KMF 10 basic KIKA WERKE และช่ังตัวอยาง 
0.05 กรัมใสลงไปในหลอดทดลองขนาดยาว เติมกรดซัลฟูริก (H2SO4) 1 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน
จากนั้นนําไปยอยตามวิธีของ Ohyama, et al.,  (1985; 1986) 

3.1.2.3 หลังจากยอยเสร็จแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตรดวยขวดปรับปริมาตร
ขนาด 50 มิลลิลิตร จากน้ันดูดตัวอยางท่ียอยมา 0.2-0.5 มิลลิลิตร ข้ึนอยูกับสวนของพืชท่ีนํามา
วิเคราะห เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และ B reagent 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ สารละลายเปล่ียนเปน
สีชมพู นํามาไตรเตรทโดยหยด NaOH 1N ลงไป เขยาเล็กนอยจนสารละลายเปล่ียนเปนสีเหลืองเติม 
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C reagent  2.5  มิลลิลิตร และ D reagent 2.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตรดวย
ขวดปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ท้ิงไว 3 ช่ัวโมง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 625 นาโนเมตร 
แลวนําคาท่ีอานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (การเตรียม reagent ดูภาคผนวก ก ) 

3.1.2.4  เตรียมสารละลายมาตรฐานจากแอมโมเนียมซัลเฟต ระดับความความเขมขน 0  0.1  
0.2  0.3  0.4  และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยช่ังแอมโมเนียมซัลเฟต 0.471 กรัม ละลายดวยกรดซัลฟู
ริก 0.5 N แลวปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร ไดสารละลายมาตรฐานไนโตรเจน
ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการ 

 
การทดลองท่ี 3.2   ผลของระยะเวลาในการปลูกถายเชื้อตอการเจริญเติบโตของปทุมมา 

(กรณีฆาเชื้อหัวพันธุและวัสดุปลูก) 
คัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนและการสรางไอเอเอ 

ท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด 4 ไอโซเลท ปลูกถายใหกับหัวพันธุปทุมมากอนนําไปปลูก โดยวัสดุปลูก
ท่ีใชผานการฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอ และฆาเช้ือท่ีผิวหัวพันธุดวยสารละลายคลอรอกซ
เขมขน 5 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที วางแผนการทดลองแบบ  (2 × 5) +1 แฟกทอเรียลในสุมสมบูรณ 
มี 2 ปจจัยคือ   

ปจจัยท่ี 1  ระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือใหกับหัวพันธุโดยการแชหัวพนัธุในสารละลายท่ีมี
ปริมาณความเขมขนของเช้ือท่ี 107  เซลลตอมิลลิลิตร นาน 30 และ 60 นาที 

ปจจัยท่ี 2  ชนดิของเช้ือท่ีปลูกถาย 5 ไอโซเลทไดแก ECL 101  ECS 202   ECS 203   ECS 
204 และการใชเช้ือท้ัง 4 ไอโซเลทรวมกัน 
รวมท้ังส้ิน 11  กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้าดังนี ้

กรรมวิธีท่ี 1  ไมมีการปลูกถายเช้ือกอนนาํไปปลูก (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีท่ี 2   ปลูกถายเช้ือ ECL 101 นาน 30 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 3   ปลูกถายเช้ือ ECS 202 นาน 30 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 4   ปลูกถายเช้ือ ECS 203  นาน 30 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 5   ปลูกถายเช้ือ ECS 204 นาน 30 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 6   ปลูกถายเช้ือรวมกันท้ัง 4 ไอโซเลท  นาน 30 นาทีกอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 7   ปลูกถายเช้ือ ECL 101 นาน 60 นาที กอนนําไปปลูก 

              กรรมวิธีท่ี 8   ปลูกถายเช้ือ ECS 202 นาน 60 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 9   ปลูกถายเช้ือ ECS 203  นาน 60 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 10 ปลูกถายเช้ือ ECS 204 นาน 60 นาที กอนนาํไปปลูก 
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กรรมวิธีท่ี 11  ปลูกถายเช้ือรวมกันท้ัง 4 ไอโซเลท  นาน 60 นาทีกอนนําไปปลูก 
 
การทดลองท่ี 3.3   ผลของระยะเวลาในการปลูกถายเชื้อและชนิดของเชื้อตอการเจริญเติบโต

ของปทุมมา (กรณีไมฆาเชื้อหัวพันธุและวัสดุปลูก) 
คัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนและการสรางไอเอเอ 

ท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด 4 ไอโซเลท ปลูกถายใหกับหัวพันธุปทุมมากอนนําไปปลูกท่ีความเขมขน
ของเช้ือ 107 เซลลตอมิลลิลิตร  โดยวางแผนการทดลองแบบ  (2 × 5) +1 แฟกทอเรียลในสุมสมบูรณ 
มี 2 ปจจัยคือ   

ปจจัยท่ี 1  ระยะเวลาในการปลูกถายเช้ือใหกับหัวพันธุ นาน 30 และ 60 นาที 
ปจจัยท่ี 2  ชนิดของเช้ือท่ีปลูกถาย 5 ไอโซเลทไดแก  ECL 101  ECS 202   ECS 203    

ECS 204 และ การใชเช้ือท้ัง 4 ไอโซเลทรวมกัน 
รวมท้ังส้ิน 11  กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้าดังนี ้

กรรมวิธีท่ี 1  ไมมีการปลูกถายเช้ือกอนนาํไปปลูก (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีท่ี 2   ปลูกถายเช้ือ ECL 101 นาน 30 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 3   ปลูกถายเช้ือ ECS 202 นาน 30 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 4   ปลูกถายเช้ือ ECS 203  นาน 30 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 5   ปลูกถายเช้ือ ECS 204 นาน 30 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 6   ปลูกถายเช้ือรวมกันท้ัง 4 ไอโซเลท  นาน 30 นาทีกอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 7   ปลูกถายเช้ือ ECL 101 นาน 60 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 8   ปลูกถายเช้ือ ECS 202 นาน 60 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 9   ปลูกถายเช้ือ ECS 203  นาน 60 นาที กอนนําไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 10 ปลูกถายเช้ือ ECS 204 นาน 60 นาที กอนนาํไปปลูก 
กรรมวิธีท่ี 11 ปลูกถายเช้ือรวมกันท้ัง 4 ไอโซเลท  นาน 60 นาทีกอนนําไปปลูก 

โดยท้ังการทดลองท่ี 3.2 และ 3.3 บันทึกการเจริญเติบโตของตนปทุมมาดังนี้คือ 
             3.2.1 บันทึกการเจริญเติบโตของตน ไดแก ความสูง  จํานวนใบ พื้นท่ีใบ เสนผาศูนยกลาง
ตน น้ําหนักแหงตน และคุณภาพดอกไดแก ความยาวกานดอกวัดจากระดับของวัสดุปลูกถึงสวน
ลางสุดของชอดอก  ความยาวชอดอก  เสนผาศูนยกลางของชอดอก จํานวนกลีบประดับตอชอ 
(สีเขียวและสีชมพู) และนํ้าหนักแหงของดอก 

3.2.2 วิเคราะหความเขมขนของไนโตรเจนรวม ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม โดยวิเคราะห 
2 สวนคือ สวนท่ีอยูเหนือดิน (ใบและกาบใบ) และ สวนท่ีอยูใตดิน (รากและหัวใหม)  
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3.2.2.1   การวิเคราะหความเขมขนของไนโตรเจนไนโตรเจน เชนเดียวกบัการทดลองท่ี 3.1  
3.2.2.2     การวิเคราะหความเขมขนของฟอสฟอรัสโดยวดัการดูดกลืนแสงของสารท่ีมีสี 

(colorimeter) 
3.2.2.2.1 เก็บตัวอยางลางทําความสะอาดดวยน้าํประปา 2 คร้ังและลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง 

จากนั้นนําไปอบแหงท่ี อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วันข้ึนอยูกับสวนของพชืท่ีอบ 
3.2.2.2.2  นําตัวอยางไปบดดวยเครื่องบด และชั่งตัวอยาง 0.05 กรัมใสลงไปในหลอด

ทดลองขนาดยาว เติมกรดซัลฟูริก (H2SO4) 1 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืนจากนั้นนําไปยอยตามวิธีของ 
Ohyama, et al,. (1985 ; 1986) 

3.2.2.2.3  หลังจากยอยเสร็จแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร จากน้ันดูดตัวอยางท่ี
ยอยมา 0.5-1 มิลลิลิตร ขึ้นอยูกับสวนของพืชที่นํามาวิเคราะห จากนั้นเติม M reagent 1 มิลลิลิตร 
และเติมสเทนัสคลอไรด 0.2 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันปน 25 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว 
15 นาที นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร  นําคาท่ีอาน
ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส (การเตรียม reagent ดูภาคผนวก ก ) 

3.2.2.2.4  เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต ปรับใหมีความเขมขนตามลําดับคือ 0  0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร
เพื่อใชทําเปนกราฟมาตรฐาน โดยช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.176 กรัมละลายดวย
กรดซัลฟูริก 4N แลวปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตรไดสารละลาย
มาตรฐานฟอสฟอรัสความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความ
เขมขนท่ีตองการ 

3.2.2.3  การวิเคราะหความเขมขนของโพแทสเซียม 
3.2.2.3.1 เก็บตัวอยางลางทําความสะอาดดวยน้าํประปา 2 คร้ังและลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง 

จากนั้นนําไปอบแหงท่ี อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วันข้ึนอยูกับสวนของพชืท่ีอบ 
3.2.2.3.2  นําตัวอยางไปบดดวยเครื่องบด และชั่งตัวอยาง 0.05 กรัมใสลงไปในหลอด

ทดลองขนาดยาว เติมกรดเปอรคลอริคเขมขน 0.4 มิลลิลิตร และกรดไนตริก 0.3 มิลลิลิตรตามลําดับ 
ปนใหเขากัน ท้ิงไว 1 คืนจากนั้นนําไปยอยท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียล เพื่อไลควันสีเหลืองของ 
NO2

- ออกหมด จึงปรับอุณหภูมิเปน 210 องศาเซลเซียล ท้ิงไวจนตัวอยางแหง จากนั้นนําไปท้ิงไวให
เย็นแลวเติมสารละลายเจือจาง (HCl:H2O อัตรา 1:4)  1 มิลลิลิตร จากน้ันนํามาต้ังบนเตาท่ีอุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาทีเพื่อไล Cl- ท้ิงไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร 

3.2.2.3.3  ดูดตัวอยางท่ียอยมา 0.2 – 1.0  มิลลิลิตร ข้ึนอยูกับสวนของพืชท่ีนํามาวิเคราะห
จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร นําไปวัดปริมาณของโพแทสเซียมดวยเคร่ือง 
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Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766 นาโนเมตร นําคาท่ีอานไดเปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐานของโพแทสเซียม 

3.2.2.3.4  เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมปรับใหมีความเขมขน 0  1  2  3  4  
และ 5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 มิลลิกรัมตอลิตร ของบริษัท 
Merck 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


