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บทที ่4 

อภิปรายผลการทดลอง 

 
การบ่งเอกลักษณ์ของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 3LSO1 พบว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่าง

ท่อน มีทั้งที่อยู่เดี่ยวๆ และเป็นกลุ่ม ไม่สร้างสปอร์ ให้ผล catalase และ oxidase เป็นลบ เจริญบน
อาหาร MacConkey agar เฟอร์เมนต์น้้าตาลแลคโตส และจากการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีบาง
ประการร่วมกับการใช้ชุดวิเคราะห์ API-20E พบว่าตรงกับเชื้อ Citrobacter sp. จากรายงานการวิจัย
พบว่าเชื้อ Citrobacter sp. เป็นเชื้อแบคทีเรียที่พบได้ในดิน มีความสามารถตรึงไนโตรเจนได้ Magnani  
et al. (2010) สามารถคัดแยกเชื้อ Citrobacter sp. ได้จากส่วนของล้าต้นของอ้อยในบราซิล จัดเป็น 
endophyte ที่อยู่ในกลุ่ม Gammaproteobacteria (Rosenblueth and Martínez-Romero, 2006) 
นอกจากนีย้ังคัดแยกได้จากกล้วย  

สุวรรณา และคณะ (2553) รายงานการใช้เชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (NFB) ในรูปสาร
แขวนลอยเชื้อ 5 ไอโซเลท ได้แก่ เชื้อไอโซเลท 1LS6pH7w, 5LSO2, 3LSO1, 1LSO1 และ 2LApH7 
เพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยในกระถาง โดยเก็บผลเมื่ออ้อยอายุ 2 เดือน พบว่าเชื้อ 
Stenotrophomonas sp. 5LSO2 สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยได้ดีที่สุด รองลงมาคือเชื้อ 
Citrobacter sp. 3LSO1 โดยพบว่าเมื่อปลูกอ้อยในกระถางร่วมกับการใส่เชื้อแต่ไม่ใส่ปุ๋ยยูเรีย (N0) จะ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยได้ดีท่ีสุด ใกล้เคียงกับการปลูกอ้อยที่ใส่เชื้อ NFB ร่วมกับการใส่ปุ๋ยยูเรียใน
ปริมาณครึ่งอัตรา (N1/2)  ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Suman et al (2005) ที่รายงานว่าการเติม NFB 
ในดินที่มีธาตุไนโตรเจนเพียงครึ่งอัตรา (N1/2) จะช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยได้ดีกว่าการปลูก
อ้อยที่ใส่เชื้อและเติมธาตุไนโตรเจนเต็มอัตรา (N1) ทั้งการงอกของต้น ความสูง และน้้าหนักต้นและราก
แห้ง ดังนั้นการศึกษาประสิทธิภาพของต้ารับกล้าเชื้อ NFB ในงานวิจัยนี้จึงใช้ต้ารับการปลูกที่ใส่เชื้อ NFB 
ร่วมกับการไม่ใส่ปุ๋ยยูเรีย (N0) และใส่ในปริมาณครึ่งอัตรา (ในรายงานวิจัยนี้จะใช้สัญลักษณ์ N เพ่ือความ
สะดวก) แต่เนื่องจากการใช้สารแขวนลอย NFB โดยตรงเพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยไม่สะดวกใน
การน้าไปใช้จริงในสภาพการปลูกอ้อย งานวิจัยนี้จึงได้พัฒนารูปแบบการผลิตและขยายกล้าเชื้อ NFB เพ่ือ
ใช้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยภายใต้สภาวะเรือนทดลอง โดยใช้วัสดุทางการเกษตร 2 ชนิด 
ได้แก่ พีท (P) และเวอร์มิคูไลท์ (V) เพ่ือเป็นวัสดุยึดเกาะ (carrier material) ของเชื้อ NFB และ
เปรียบเทียบการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีและไม่มีส่วนประกอบของไนโตรเจนได้แก่ LB medium และ LGIP 
medium ตามล้าดับ เป็นแหล่งของธาตุอาหารในการเพ่ิมปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย รวมทั้งเปรียบเทียบ
สภาวะการเก็บรักษากล้าเชื้อ NFB ที่ห้องเย็น (10oC) และอุณหภูมิห้อง (25-30oC)  เป็นเวลา 1 และ 2 
เดือน การวิเคราะห์ปริมาณธาตุอาหารในวัสดุการเกษตรแต่ละชนิดพบว่า พีทมีความอุดมสมบูรณ์ของธาตุ
อาหารมากกว่าเวอร์มิคูไลท์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งปริมาณอินทรียวัตถุและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ซึ่ง 
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Weiss et al. (1987) รายงานว่า การใช้พีทเป็นวัสดุยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรีย เมื่อเชื้อแบคทีเรียเจริญจะ
ส่งผลให้สารอินทรียวัตถุในพีทเปลี่ยนรูปเป็นสารพิษที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได้มากกว่า
เวอร์มิคูไลท์ ในส่วนของงานวิจัยครั้งนี้ การผลิตกล้าเชื้อ NFB ด้วยวัสดุการเกษตรและเก็บที่อุณหภูมิ
แตกต่างกันในเวลาที่ก้าหนด ตรวจพบปริมาณเชื้อ NFB ทีเ่พ่ิมจ้านวนมากขึ้นจากวันเริ่มต้นซึ่งแสดงให้เห็น
ว่าเชื้อ NFB มีความสามารถอยู่รอดและเชื้อเพ่ิมปริมาณได้ดีในทั้ง 2 อุณหภูมิที่ศึกษา แสดงว่าเชื้อสามารถ
เพ่ิมจ้านวนได้แม้จะอยู่ในที่อุณหภูมิต่้า (10oC) การที่เชื้อเพ่ิมจ้านวนมากขึ้นหลังจากเก็บไว้ 30 DAF และ 
60 DAF อาจเป็นเพราะการเตรียมกล้าเชื้อใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ LB และ LGIP ซึ่งมีสารอาหารที่เพียง
พอที่จะท้าให้เชื้อสามารถเพ่ิมจ้านวนในวัสดุการเกษตรได้ดี  

การทดสอบการคงประสิทธิภาพของกล้าเชื้อ NFB ที่เตรียมจากต้ารับการเตรียมและเก็บกล้าเชื้อ 
ต้ารับต่าง ๆ ทั้งหมด 8 ต้ารับ ที่เก็บเป็นเวลา 30 และ 60 วัน (30 DAF และ 60 DAF) เพ่ือส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของอ้อยทดสอบโดยใช้อ้อยสายพันธุ์ขอนแก่น 3 ปลูกในดินที่มีคุณภาพต่้าโดยเฉพาะปริมาณ
ธาตุไนโตรเจนทั้งหมดท่ีตรวจพบเพียง 0.028% โดยปลูกร่วมกับการใส่ปุ๋ยยูเรียอัตรา 0 และ 75 kg N/ha 

(N0 และ N ตามล้าดับ) เป็นเวลา 120 วันแล้วตรวจสอบการเจริญเติบโตของอ้อยเปรียบเทียบกับการ
ทดลองกลุ่มควบคุมที่ไม่ใส่กล้าเชื้อ NFB แต่ใส่วัสดุการเกษตรแทนการใส่กล้าเชื้อ NFB โดยการทดลอง
แบ่งเป็น 2 ครั้งที่มีความแตกต่างกันของฤดูการปลูก ดังนี้ การปลูกครั้งที่ 1 ใช้ต้ารับกล้าเชื้อ NFB ที่ 30 
DAF ซึ่งปลูกอ้อยในช่วงหน้าแล้ง เริ่มปลูกในฤดูหนาวและเก็บเกี่ยวในฤดูร้อน (23 ธันวาคม 2554 -23 
เมษายน 2555) และการปลูกครั้งที่ 2 ใช้ต้ารับกล้าเชื้อ NFB ที่ 60 DAF (เชื้อที่เก็บต่อจาก 30 DAF) ซึ่ง
เริ่มปลูกอ้อยในช่วงปลายฤดูหนาวและเก็บเกี่ยวปลายฤดูร้อน (14 มกราคม 2554 -14 พฤษภาคม 2555) 
สภาพอากาศจะมีฝนตกในช่วงเก็บเกี่ยวเดือนพฤษภาคม ส่งผลให้การปลูกครั้งแรกมีปริมาณความชื้น
สัมพัทธ์ในบรรยากาศต่้ากว่าการปลูกอ้อยครั้งที่ 2 แต่การทดลองทั้ง 2 ครั้ง มีอุณหภูมิเฉลี่ยภายใต้เรือน
ทดลองไม่แตกต่างกัน (40-45°C) การปลูกอ้อยในระยะเวลาที่แตกต่างกันนี้พบว่าอ้อยมีการเจริญเติบโตไม่
แตกต่างกันนัก โดยการใส่กล้าเชื้อ NFB แต่ละต้ารับมีการเจริญเติบโตของอ้อยทางด้านการแตกกอ ความ
สูง น้้าหนักสด น้้าหนักแห้ง ของต้นและรากอ้อยมากกว่าการทดลองกลุ่มควบคุมที่ไม่ใส่กล้าเชื้อ NFB แต่
ใส่ปุ๋ยยูเรียระดับเดียวกนั โดยเฉพาะการปลูกอ้อยที่ใส่กล้าเชื้อ NFB จากต้ารับที่เตรียมโดยใช้อาหาร LGIP 
เก็บเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้อง (G-RT) ไม่ว่าจะใช้พีท (P) หรือเวอร์มิคูไลท์ (V) และไม่ใส่ปุ๋ยยูเรีย (N0) ทั้งในเชื้อ 
Stenotrophomonas sp. 5LSO2 และเชื้อ Citrobacter sp. 3LSO1 จะส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
อ้อยมากที่สุด ซึ่งเชื้อสามารถเพ่ิมการสะสมปริมาณธาตุหลัก N P K ในล้าต้น รากอ้อย และดินปลูกได้ดี
ที่สุด อาจเป็นเพราะอาหาร LGIP เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มี N เป็นองค์ประกอบ แต่เชื้อสามารถเจริญได้ดี
ตั้งแต่ช่วงที่มีการเตรียมกล้าเชื้อและเก็บรักษาเชื้อไว้ แสดงให้เห็นว่าเชื้อสามารถตรึง N จากอากาศมาใช้ใน
การเพ่ิมจ้านวนได้ แต่อย่างไรก็ตาม ในพีท (P) หรือเวอร์มิคูไลท์ (V) ก็อาจมี N ปนอยู่บ้าง การใช้อาหาร 
LGIP ในการเตรียมเชื้อเปรียบเทียบกับการใช้อาหาร LB นั้น ผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์เพ่ือให้มั่นใจว่าเชื้อจะ
สูญเสียคุณสมบัติในการตรึง N หรือไม่หากเตรียมเชื้อโดยใช้อาหารสูตรอุดมที่มี N เป็นองค์ประกอบ ดังนั้น
ในการเตรียมกล้าเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลทนี้จึงใช้อาหาร 2 ชนิดนี้ อย่างไรก็ตาม แม้ว่าอ้อยที่ปลูกโดยการเตรียม
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เชื้อโดยใช้อาหาร LGIP จะท้าให้อ้อยมีการเจริญเติบโตมากที่สุด แต่การใช้อาหาร LB ก็สามารถท้าให้อ้อย
มีการเจริญเติบโตที่ดีได้เช่นกัน รวมทั้งมีจ้านวนกอมากเช่นกัน ซึ่งบางต้ารับการทดลองก็ไม่แตกต่างกันมาก
นัก เพ่ือความสะดวกจึงอาจไม่จ้าเป็นที่จะต้องเตรียมกล้าเชื้อในอาหาร LGIP ซึ่งมีวิธีการเตรียมที่ยุ่งยาก
กว่าอาหาร LB จากการนับปริมาณแบคทีเรียที่ตรวจพบในดินที่ใช้ปลูกอ้อย ล้าต้น และรากอ้อย พบว่าใน
อ้อยที่ปลูกโดยมีการใส่เชื้อ NFB จะมีปริมาณเชื้อที่แตกต่างกันอย่างมากกับอ้อยที่ปลูกโดยไม่ใส่เชื้อ โดย
พบเชื้อ NFB ในอ้อยที่ปลูกโดยใส่เชื้อ NFB จะมีปริมาณเชื้อ NFB ในดินที่ใช้ปลูกอ้อย ล้าต้น และรากอ้อย 
อยู่ระหว่าง 7.0-8.13, 4.13-6.57 และ 3.11-5.07 log cfu/ml ตามล้าดับ ในขณะที่กลุ่มควบคุมที่ไม่ใส่
เชื้อตรวจพบเชื้อ NFB ในดิน ล้าต้นและรากเฉลี่ย 1.0.-1.7 log cfu/ml จึงเป็นไปได้ว่าการปลูกในระยะ
เวลานานขึ้น เชื้อจะยังคงตรึง N จากอากาศมาให้อ้อยได้ตลอดระยะเวลาการปลูก มากกว่าต้ารับการ
ทดลองที่ไม่ใส่กล้าเชื้อ NFB ซึ่งในแต่ละการทดลองที่ใส่กล่าเชื้อ NFB ตรวจพบการสะสมธาตุไนโตรเจน
ทั้งหมดในส่วนของดินปลูกและล้าต้นมากที่สุด จากการศึกษาเชื้อ Stenotrophomonas sp. 5LSO2 
และ Citrobacter sp. 3LSO1 โดยสุวรรณา และคณะ (2552) พบว่าเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลทนี้เป็นเชื้อ NFB ที่
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช มีความสามารถในการผลิตสาร indole 3-acetic acid (IAA) ปริมาณ 
31.36 และ 23.07 (µg/ml) ตามล้าดับ สาร IAA เป็น auxin ที่เป็นฮอร์โมนที่พืชต้องการในการ
เจริญเติบโต (Govindarajan et al., 2007) ดังนั้นนอกการตรึง N จากอากาศแล้ว เชื้อยังส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของอ้อยโดยนอกจากการสร้าง IAA แล้ว เชื้อยังอาจช่วยละลายฟอสเฟตและโปแทสเซียมที่มี
อยู่ในปริมาณมากในดินแต่อยู่ในรูปที่ไม่ละลายน้้าให้ละลายน้้าท้าให้พืชสามารถน้า ไปใช้ส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของอ้อยได้ดี ซึ่ง Suman et al. (2005) รายงานผลการทดลองใส่เชื้อ NFB ในอ้อยที่ปลูก
ร่วมกับการใส่ปุ๋ยยูเรีย 3 ระดับ 0, 75 และ 151 kg N/ha  พบว่าการใส่เชื้อ NFB ในดินที่มีใส่ปุ๋ยยูเรีย
อัตรา 75 kg N/ha จะช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยได้ดีกว่าการใส่ปุ๋ยยูเรียอัตรา 151 kg N/ha ทั้ง
การงอกของต้น ความสูง และน้้าหนักต้นและรากแห้ง แสดงให้เห็นว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถตรึงไนโตรเจน
จากอากาศโดยใช้เอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase) โดยตรึงไนโตรเจนจากอากาศที่มี 3 พันธะให้
กลายเป็นแอมโมเนียเพ่ือให้อ้อยสามารถน้าไปใช้ได้ (Koomnok et al, 2007) โดยเอนไซม์ไนโตรจีเนสที่
พบในแบคทีเรียที่อยู่แบบพ่ึงพาที่ปมรากจะอาศัยพลังงานจากปมรากเพ่ือการเจริญ แต่ในกรณีที่เป็น
แบคทีเรียที่ไม่ได้อยู่แบบพ่ึงพาที่ปมรากคือพวกที่อยู่เป็นอิสระจะอาศัยพลังงานจากสิ่งแวดล้อมที่อยู่ในดิน
หรือจากธรรมชาติ ดังนั้นในดินที่มีธาตุไนโตรเจนต่้าเชื้อจึงสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศได้ดีกว่าในดิน
ที่มีธาตุไนโตรเจนมากเพียงพอเพ่ือการเจริญของเชื้อ ดังนั้นพืชที่อยู่ในบริเวณนั้นหรือในกรณีที่เชื้อเป็น 
endophyte จึงได้รับแอมโมเนียจากการตรึงไนโตรเจนด้วย (Vadakattu and Paterson, 2006) 
การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อ NFB ในครั้งนี้ยังสอดคล้องกับที่ Oliveira et al. (2006) ได้ศึกษาไว้ว่า
การปลูกอ้อยโดยใส่แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในดินที่มีธาตุอาอาหารต่้าจะท้าให้อ้อยเจริญได้ดีกว่าการปลูก
ในดินที่มีธาตุอาหารสูง ในงานวิจัยครั้งนี้พบว่าการใส่กล้าเชื้อ NFB ร่วมกับไม่ใส่ปุ๋ยยูเรีย (N0) มีการ
เจริญเติบโตของอ้อยมากกว่าการปลูกอ้อยที่ใส่กล้าเชื้อ NFB ร่วมกับปุ๋ยยูเรีย (N) แต่ไม่แตกต่างกันมากนัก
ในบางต้ารับการทดลอง แสดงให้เห็นว่าการปลูกอ้อยในดินที่มีความอุดมสมบูรณ์ต่้า มีปริมาณ N ในดิน
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น้อยหรือมีปริมาณ N ปานกลาง ร่วมกับการใส่เชื้อ Stenotrophomonas sp. 5LSO2 และหรือเชื้อ 
Citrobacter sp. 3LSO1 จะสารถเพ่ิมปริมาณ N ทั้งหมดในดิน ล้าต้น และรากอ้อยได้ ดังนั้นการผลิต
กล้าเชื้อ NFB ด้วยต้ารับต่างๆ ยังคงประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนซึ่งสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของอ้อยกระถางได้มากกว่าการทดลองที่ไม่มีการใส่กล้าเชื้อ NFB อีกทั้งเพ่ิมความสะดวกในการน้าเชื้อ 
NFB เพ่ือใช้เป็นปุ๋ยอินทรีย์ในสภาพการปลูกอ้อยได้จริงเพ่ือลดการใช้ปุ๋ยเคมีไนโตรเจนในการท้าเกษตรที่
ยั่งยืนในอนาคต 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย 
 

1. เชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (NFB) ไอโซเลท 3LSO1 เป็นเชื้อ Citrobacter sp. 
2. การพัฒนาต้ารับ (Formulation) กล้าเชื้อ NFB ทั้ง 8 ต้ารับ ได้แก่ การเตรียมกล้าเชื้อใน

อาหาร LB และ LGIP โดยใช้พีท (Peat) และเวอร์มิคูไลท์ (Vermiculite) เป็นวัสดุยึดเกาะ (carrier 
materials) เก็บรักษาที่ห้องเย็น (10°C)  และอุณหภูมิห้อง (25-30°C) เป็นเวลา 30 และ 60 วัน พบว่า
เชื้อ NFB ทั้ง 2 ไอโซเลท ได้แก่เชื้อ Stenotrophomonas sp., 5LSO2  และ Citrobacter sp., 3LSO1 
มีปริมาณเพ่ิมข้ึนมากกว่าวันที่ 0 ระหว่าง 1-2 log cfu/ml 

3. การทดสอบประสิทธิภาพกล้าเชื้อ NFB แต่ละต้ารับการเตรียมเชื้อในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของอ้อยสายพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่ปลูกในดินที่มีคุณภาพต่้า ร่วมกับการใส่ปุ๋ยยูเรียอัตรา 0 และ 
0.075 kg N/kg soil (N0, N ตามล้าดับ) ในช่วงระยะเวลาที่แตกต่างกัน 2 ช่วง โดยใช้เชื้อที่มีอายุ 30 วัน
หลังการพัฒนาเชื้อ (30 DAF) และ 60 DAF ภายใต้สภาวะเรือนทดลองเป็นเวลา 120 วัน หลังจากปลูก
อ้อย พบว่าทุกต้ารับวิธีการปลูกอ้อยที่ใส่เชื้อ NFB มีการเจริญเติบโตของอ้อยได้ดีกว่าต้ารับการทดลอง
ควบคุมท่ีไม่มีการใสก่ล้าเชื้อ NFB แต่ใส่ปุ๋ยยูเรียอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยท้าให้อ้อยมีจ้านวนกอ ความ
สูงเพ่ิมขึ้น น้้าหนักสดและแห้งต้น และราก ปริมาณเชื้อ NFB ที่ตรวจพบในดินที่ปลูก ในต้นและราก 
รวมทั้งปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ฟอสฟอรัสทั้งหมด และโปแทสเซียมทั้งหมดที่ตรวจพบในต้น ราก และ
ในดิน เพิ่มมากกว่ากลุ่มควบคุมที่ไม่ใส่เชื้อ NFB แต่ใส่ปุ๋ยยูเรียอย่างมีนับส้าคัญทางสถิติ    
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