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 ขาพเจา (ผศ.ดร. กรรณิการ ชูเกียรตวิฒันา) หัวหนาโครงการวิจัยน้ี ขอสงความระลึกถึง และ
ความขอบพระคุณอยางสูงแก ผศ.ดร. สุรีลักษณ รอดทอง อาจารยสํานักวิชาวิทยาศาสตร มหาวิทยาลยั
เทคโนโลยีสุรนารี ผูเปนอาจารยที่ปรึกษาระดับปริญญาเอกของขาพเจา ที่ไดถายทอดความรูดาน 
จุลชีววิทยาสิ่งแวดลอมแกขาพเจาดวยความตั้งใจที่เปยมลน และมีการปฏิบัตตินเปนตนแบบที่ดีมากดาน
การทํางาน จนทําใหขาพเจาเกิดความรักในการศึกษาจลุินทรีย และรักในวิชาชีพการเปนครูผูใหความรู
แกนิสิตมากยิง่ขึ้น 
 ขาพเจาขอขอบพระคุณอยางสูงแก ศ.ดร. สิริวัฒน วงษศิริ อาจารยภาควิชาชวีวทิยา คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย และ อ.ดร. บรรยง ทุมแสน ภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากร
การเกษตร คณะเกษตรศาสตร มหาวทิยาลัยขอนแกน ที่กรุณารับหนาที่เปนนักวิจัยที่ปรึกษาใหแก
โครงการวิจัยน้ี โดยทานทั้งสองไดเสียสละเวลาอันมีคาในการพิจารณา และใหขอเสนอแนะที่มีคายิ่งตอ
การทําวิจัย การเขียนรายงานการวิจัย และการตรวจแกตนฉบับสําหรบัตีพิมพในวารสารวิชาการ
นานาชาติ อาจารยทั้งสองทานทําใหขาพเจาซาบซึ้งถงึความมีคุณคาแหงการดํารงตนเปนครูผูใหที่ดี ที่
ควรยิ่งแกการนําไปปฏิบตัิตาม โดยเฉพาะทาน อ.ดร. บรรยง ทมุแสน ที่ใหความอนุเคราะห และ
ชวยเหลือทางวิชาการแกขาพเจาโดยที่ไมเคยรูจักกันมากอน 
 งานวิจัยน้ีสําเร็จลุลวงดวยดีจากการสนับสนุนของภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ในดานหองปฏิบัติการ และเครื่องมือวิเคราะหตาง ๆ ตลอดจนบุคคลตาง ๆ 
ในภาควิชา ทั้งเจาหนาที่หองปฏิบัติการ และ นางสาวสุจรรยา ทรัพยสิริโสภา นิสิตระดับบณัฑิตศึกษา 
ซ่ึงขาพเจาขอขอบคุณมา ณ ที่น้ี 

ขาพเจาขอแสดงความขอบคุณอยางสูงตอแหลงทุนสนับสนุนการวิจัยคือ สาํนักงานกองทุน
สนับสนุนการวิจัย (สกว.) และสํานักงานคณะกรรมการอุดมศึกษา (สกอ.) ที่สนับสนนุทุนพัฒนา
ศักยภาพในการทําวิจัยของอาจารยรุนใหมแกขาพเจาในการทําโครงการวิจัยน้ี ทําใหโจทยวิจัยที่ขาพเจา
คิดไดรับการสานตอ และทาํใหขาพเจาไดมีโอกาสในการเพิ่มเติมทักษะในการทําวจัิยภายใตการแนะนํา
ทางวิชาการจากนักวิจัยที่ปรึกษา และภายใตการประสานงานดูแลโครงการวิจัยจาก สวก. ดวยดี สุดทายนี้ 
ขาพเจาขอขอบพระคุณทุกคําแนะนําในการทําวิจัยจากผูทรงคุณวุฒิทุกทานที่ไดมาใหคําแนะนําที่มี
ประโยชนอยางยิ่งเม่ือครั้งนําเสนอผลการวิจัยในการประชุมนักวิจัยรุนใหมพบเมธวีิจัยอาวุโส 
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บทสรุปสําหรับผูบริหาร (Executive Summary) 
 

รหัสโครงการ                 :  MRG 5080058 
ชื่อโครงการ                   :  การวิจัยและพัฒนาสารกระตุนการเจริญเติบโตของพืชเศรษฐกิจ 

 ที่เพาะปลูกในดินเค็ม  
ชื่อนักวิจัย และสถาบัน :  ผศ.ดร. กรรณิการ ชูเกียรติวัฒนา และ อ.ดร. เกศสุคนธ มณีวรรณ 
      สังกัดภาควิชาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย 
                                  มหาสารคาม  
E-mail Address            :  karb90@yahoo.com 
ระยะเวลาโครงการ       :  1 ธันวาคม พ.ศ. 2549 ถึง 31 พฤษภาคม  พ.ศ. 2552 
 

ดินเค็มพบแพรกระจายทั่วโลกโดยเฉพาะอยางยิ่งในเขตแหงแลง และก่ึงแหงแลงที่ทําการเกษตร
ดวยการชลประทาน ปญหาหลักของการเกษตรกรรมในพื้นที่ดินเค็มคือผลกระทบจากความเค็มของดินที่
มีตอการงอกและการเจริญเติบโตของพืช จุลินทรียในดิน และคุณสมบัติของดินดวยกลไกตาง ๆ 
โดยเฉพาะอยางยิ่งการเปนปจจัยที่ชักนําใหพืชเกิดการสรางเอทธิลีนจากสภาวะเครียดจากความเค็ม ทํา
ใหเกิดการยับยั้งการยืดตัวของรากและลําตน ตลอดจนการที่ความเค็มทําใหลดการสะสมฟอสฟอรัสในพืช 
และเปลี่ยนรูปฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนตอพืชไปเปนรูปที่ถูกตรึง การวิจัยเพ่ือเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตร
ในชวงทศวรรษที่ผานมาใหความสําคัญกับการใชแบคทีเรียสรางสารกระตุนการเจริญเติบโตของพืช 
(Plant growth promoting bacteria, PGPB) เน่ืองจากปลอดภัยตอผูผลิตและผูบริโภค เปนมิตรตอ
สิ่งแวดลอมและเปนแนวทางการเกษตรที่ยั่งยืน โครงการวิจัยน้ีใหความสนใจกับบทบาทของ PGPB 2 
กลุมคือ แบคทีเรียสรางเอนไซม ACC deaminase ที่เปนตัวทําลาย 1-aminocyclopropane-1-carboxylic 
acid (ACC) ซ่ึงเปนสารตั้งตนที่ทําใหเกิดเอทธิลีนในพืช เพ่ือชวยใหพืชลดการสรางเอทธิลีนในสภาวะ
ความเครียดเนื่องจากเกลือ (Salt stress-induced ethylene) และสนใจบทบาทของแบคทีเรียที่สามารถ
ละลายฟอสเฟต เพ่ือชวยใหพืชไดรับฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนเพ่ิมขึ้น แตเน่ืองจากความเค็มเปนปจจัย
หน่ึงที่สําคัญยิ่งตอการเจริญของจุลินทรียในดิน ดังนั้นการคัดเลือกแบคทีเรีย PGPB ที่ทนเค็ม ซ่ึง
สามารถสรางเอนไซม ACC deaminase และสามารถละลายฟอสเฟต จึงนาจะทําใหแบคทีเรียมีการรอด
ชีวิตที่ดีกวาการใช PGPB ที่ไมทนเค็ม พืชที่เลือกใชในการศึกษาคือ มะเขือเทศ เน่ืองจากเปนพืชสวนที่
นิยมบริโภค มีการปรับตัวเขากับสภาพอากาศตาง ๆ ไดดี และปลูกกันอยางแพรหลาย แตปญหาสําคัญ
ในการเพาะปลูกคือความเค็มของดิน โดยเปนปญหาทั้งตอการงอกของเมล็ด การเจริญเติบโต และการ
ใหผลผลิต  

การวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคในการคัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มสายพันธุที่สรางเอนไซม ACC deaminase 
และสายพันธุที่สามารถละลายฟอสเฟตอยางละ 1 ไอโซเลท จากตัวอยางแบคทีเรียทนเค็ม และ
แบคทีเรียชอบเค็มที่คัดแยกมาจากดินเค็มบริเวณอางเก็บนํ้าหนองบอ จังหวัดมหาสารคาม ของงานวิจัย
ที่ผานมา โดยอาศัยความสามารถในการเจริญในอาหารที่มี ACC เปนแหลงไนโตรเจน และ
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ความสามารถในการละลายอนินทรียฟอสเฟตในอาหาร modified Pikovskaya (MPVK) ตามลําดับ และ
อาศัยความสามารถในการเจริญในอาหารดังกลาวที่อุณหภูมิ และความเค็มในชวงกวาง ตามลําดับ ทั้งนี้ 
การคัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase อาศัยผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซม 
ACC deaminase รวมดวย เตรียมหัวเชื้อผสมของแบคทีเรียทนเค็มสายพันธุที่คัดแยกไดในอัตราสวน 
1:1 และศึกษาการรอดชีวิตของหัวเชื้อผสมรูปแบบน้ําในตัวกลางฟอสเฟตบัฟเฟอร และรูปแบบแหงใน
ตัวกลางขุยมะพราว หลังจากนั้น ศึกษาผลของหัวเชื้อผสมตอการสงเสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศที่
ระดับความเค็มตาง ๆ ในสภาพหองปฏิบัติการ วิเคราะหขอมูลเปอรเซ็นตการงอก ดัชนีการงอก ความ
ยาวราก และนํ้าหนักแหงของตนกลามะเขือเทศอายุ 14 วัน และศึกษาผลของหัวเชื้อผสมตอการสงเสริม
การเจริญเติบโตของมะเขือเทศในดินเค็มในสภาพเรือนเพาะชํา โดยวางแผนการทดลองแบบ  
Randomized  completely  block  design (RCBD) 4 ซํ้า 6 กรรมวิธีทดลอง คือ 1) ไมเติมหัวเชื้อ และ
ไมเติมปุย แตเติมชานออยปลอดเชื้อ (ชุดควบคุม) 2) เติมปุยเคมี N:P:K  และเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ 3) 
เติมปุยเคมี N:P:K  และไมเติมหัวเชื้อ 4) เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ 5) 
เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และไมเติมหัวเชื้อ และ 6) ไมเติมปุย แตเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ ในกรรมวิธี
ทดลองที่มีการใชปุย คํานวณปริมาณปุยที่ตองเติมสําหรับธาตุอาหารแตละตัวใหมีปริมาณธาตุอาหาร
เทากันโดยคิดเทียบเทากับการใชปุย N:P:K เทากับ 15:15:15 ในอัตรา 40 กิโลกรัมตอไร วิเคราะห
ขอมูลผลการเจริญเติบโตของพืชอายุ 30 และ 60 วัน ปริมาณการสะสมฟอสฟอรัสของพืชอายุ 60 วัน 
คุณสมบัติทางกาย และเคมีบางประการของดิน ทั้งกอนปลูก และเม่ือพืชมีอายุ 60 วัน ตลอดจนวิเคราะห
จํานวนจุลินทรียในดิน เปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของแตละกรรมวิธีทดลองดวย least 
significant difference test (LSD) ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% ดวยโปรแกรมสถิติ Statistix (NH 
Analytical Software, USA.) 

ผลการคัดเลือกไดแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase และแบคทีเรียทนเค็มที่
สามารถละลายฟอสเฟต คือ แบคทีเรีย Bacillus licheniformis B2r และ B. megaterium A12ag 
ตามลําดับ หัวเชื้อผสมทั้งรูปแบบนํ้าในตัวกลางฟอสเฟตบัฟเฟอร และรูปแบบแหงในตัวกลางขุยมะพราว 
มีการรอดชีวิตต่ํากวา 4.0 Log CFU/ml หรือ กรัมของตัวกลาง จึงทําการศึกษาเพิ่มเติมกับตัวกลางชาน
ออย พบวา ตัวกลางชานออยทําใหแบคทีเรียในหัวเชื้อผสมมีการรอดชีวิตสูงมาก เม่ือเก็บรักษาเปน
ระยะเวลา 1 เดือน ทั้งที่อุณหภูมิ 4 และ 30°C โดยมีจํานวนเทากับจํานวนเร่ิมตนคือ 9.13 Log CFU/
กรัมของชานออย การศึกษาผลของหัวเชื้อผสม B. licheniformis  B2r และ B. megaterium A12ag ตอ
การเจริญเติบโตของมะเขือเทศในสภาพหองปฏิบัติการ  พบวา การเติมหัวเชื้อผสมใหกับเมล็ดมะเขือเทศ
ที่ระดับความเค็ม 0  30  60  90  และ  120 mM NaCl ชวยเพิ่มเปอรเซ็นตการงอก  ดัชนีการงอก  
ความยาวราก  และนํ้าหนักแหงของมะเขือเทศอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับชุดควบคุมที่ไมไดเติมหัว
เชื้อผสม การศึกษาผลของหัวเชื้อผสมแบบแหงในตัวกลางชานออยตอการเจริญเติบโตของมะเขือเทศที่
ปลูกในดินเค็มในสภาพเรือนเพาะชํา  พบวา  ในกรรมวิธีทดลองที่มีการเติมหัวเชื้อผสมรวมกับการเติม
ปุยเคมี N:K และหินฟอสเฟต ทําใหตนกลามะเขือเทศอายุ 30 วัน มีคาน้ําหนักสด  นํ้าหนักแหง และ
ความสูงมากกวากรรมวิธีทดลองอื่น  และทําใหตนกลามะเขือเทศอายุ 60 วัน มีคาน้ําหนักสด  นํ้าหนัก
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แหง  ความสูง  คลอโรฟลล  พื้นที่ใบ  และเปอรเซ็นตฟอสฟอรัส มากกวากรรมวิธีทดลองอื่นอยางมี
นัยสําคัญ ตลอดจนทําใหดินมีปริมาณฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนตอพืชมากกวากรรมวิธีทดลองอื่นอยาง
มีนัยสําคัญ สวนปริมาณแบคทีเรียในดินมีคาสูงสุด แตไมแตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีทดลองที่เติม
ปุยเคมี N:P:K รวมกับชานออยที่มีหัวเชื้อ  และชุดควบคุมที่ไมเติมหัวเชื้อและไมเติมปุยแตเติมชานออย
ปลอดเชื้อ และพบวากรรมวิธีทดลองที่เติมปุยเคมี N:K และหินฟอสเฟต แตไมเติมหัวเชื้อ ทําใหตน
มะเขือเทศมีการเจริญเติบโตนอยกวากรรมวิธีทดลองที่มีการใชปุยเคมี N:P:K  แตไมเติมหัวเชื้อ อยางมี
นัยสําคัญ แสดงวาการใชหินฟอสเฟตเปนแหลงฟอสฟอรัสแทนปุยเคมีโดยไมมีการเติมจุลินทรียชวยยอย
ละลายฟอสเฟต ทําใหพืชไมสามารถนําฟอสฟอรัสในหินฟอสเฟตมาใชประโยชนไดดีเทากับฟอสฟอรัส
ของปุยเคมี จากผลการศึกษาที่ได อาจกลาวไดวาหัวเชื้อผสมของแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC 
deaminase B.  licheniformis B2r และแบคทีเรียทนเค็มที่สามารถละลายฟอสเฟต B. megaterium 
A12ag สามารถชวยในการยอยละลายอนินทรียฟอสเฟต และสงเสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศที่ปลูก
ในดินเค็มไดดี นอกจากนี้ยังสามารถรอดชีวิตในดินที่เติมลงไปไดดี อยางไรก็ตามควรทําการศึกษา
เพ่ิมเติมดานวัสดุตัวกลางตาง ๆ หรือการใชเทคนิคอ่ืนในการเตรียมหัวเชื้อผสม รวมกับการศึกษาการ
รอดชีวิตของแบคทีเรีย เพ่ือใหไดหัวเชื้อสําหรับการผลิตปุยชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสูงสุด และควรศึกษา
ผลของหัวเชื้อเด่ียว หรือหัวเชื้อผสมของแบคทีเรียที่คัดเลือกไดน้ีกับดินที่มีความเค็มระดับตาง ๆ และกบั
พืชเศรษฐกิจอ่ืน ๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งกับขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่ปลูกมากในพื้นที่ดินเค็มของภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ อันจะเปนการชวยสงเสริมการปลูกพืชในพื้นที่ดินเค็มตามแนวทางเกษตรอินทรีย
อีกทางหนึ่ง   
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บทคัดยอ 
 

ดินเค็มเปนปญหาสําคัญตอการผลิตทางการเกษตรในพื้นที่แหงแลง และกึ่งแหงแลง สภาวะดิน
เค็มเปนปจจัยเหน่ียวนําใหพืชสรางเอทธลิีนจากการใช 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) 
เปนสารตั้งตน สงผลใหเกิดการยับยั้งการยืดตัวของรากและลําตน นอกจากนี้ธรรมชาติของดินเค็มทําให
ฟอสฟอรัสถูกตรึง มีความเปนประโยชนตอพืชต่ํา แบคทเีรียทนเค็มที่สรางสารกระตุนการเจรญิเตบิโตของ
พืชมีความสาํคัญอยางยิง่ตอผลสาํเร็จของการใชปุยชวีภาพ การทดลองนี้ดําเนินการภายใตสมมติฐาน
ที่วา แบคทีเรียทนเค็มสายพันธุที่สรางเอนไซม ACC deaminase สามารถชวยลดสภาวะเครียดจาก
ความเค็มในมะเขือเทศ (Licopersicon esculentum Mill. c.v. Seeda) และแบคทีเรียทนเค็มสายพันธุที่
ยอยละลายฟอสเฟต สามารถเพิ่มฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนแกพืชที่ปลูกในสภาวะเค็มได การศกึษานี้มี
วตัถุประสงคเพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียทนเคม็สายพนัธุที่สรางเอนไซม ACC deaminase และสายพันธุที่ยอย
ละลายฟอสเฟต และเตรียมเปนหัวเชื้อผสมในอัตราสวน 1:1 ตรวจสอบหาชนิดของหัวเชื้อผสมที่สามารถ
ทําใหเกิดการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุด ศึกษาผลของหัวเชื้อผสมตอการเจริญเติบโตของมะเขือเทศ
ที่ปลูกในหองปฏิบัติการภายใตสภาวะทีมี่ความเค็ม 0 30 60  90  และ 120 mM NaCl และศึกษาผลของ
หัวเชื้อผสมตอการเจริญเตบิโตของมะเขอืเทศที่ปลูกในดินเค็ม  

แบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase และแบคทีเรยีทนเค็มที่ยอยละลายฟอสเฟต
ที่คัดเลือกไดคือ Bacillus  licheniformis B2r และ B. megaterium A12ag ตามลําดับ หัวเชือ้ผสมแบบ

แหงในตัวกลางชานออยที่อุณหภูมิ 4°C และ 30°C ในเวลา 4 สัปดาหของการเก็บรักษา ใหคาการรอด
ชีวิตของแบคทีเรียดีที่สุด การใชหัวเชื้อผสมทําใหมะเขือเทศที่ปลูกในทุกระดับความเค็มที่ศึกษาใน
สภาพหองปฏิบัติการมีเปอรเซ็นตการงอก ดัชนีการงอก ความยาวราก และน้ําหนักแหงของตนกลา 
เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ นอกจากนี้พบวาการใชหัวเชือ้ผสมรวมกับการใชปุยเคมี N:K และหินฟอสเฟต
ทําใหนํ้าหนักสด นํ้าหนักแหง ปริมาณคลอโรฟลล พ้ืนที่ใบ และปรมิาณฟอสฟอรสัของตนกลามะเขือเทศ
ที่ปลกูในดินเค็ม 3.3 dS/m เพ่ิมขึ้นกวากรรมวิธทีดลองอื่นอยางมีนัยสําคญั ผลการศกึษาทีไ่ดบงชี้ถึง
ความสําคัญ และความเปนไปไดของการใชแบคทีเรียทนเค็มที่สรางสารกระตุนการเจรญิเตบิโตของพืชใน
การสงเสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศที่ปลูกในดนิเค็มได 

 
คําหลัก:   แบคทีเรียสรางสารกระตุนการเจริญเติบโตของพืช แบคทีเรียที่สรางเอนไซม ACC deaminase 
              แบคทีเรียทีส่ามารถละลายฟอสเฟต ดินเค็ม 
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Abstract 
 

Saline soil causes a serious problem for agricultural production in the arid and semi-arid 
areas. Saline soil is a factor that induces plant to produce ethylene by using 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) as a precursor and consequently inhibit the 
elongation of plant root and shoot. Moreover, the nature of saline soil leads to fixation of 
phosphorus which results in low available phosphorus for plant. For successful introduction of 
biofertilizer for solving problems of saline soil, the salt-tolerant plant growth promoting bacteria 
play a crucial role as bacterial inoculants. This experiment was conducted under the hypothesis 
that the salt-tolerant ACC deaminase producing bacteria and the salt-tolerant phosphate 
solubilizing bacteria could alleviate the stressful effects of salinity on tomato (Licopersicon 
esculentum Mill. c.v. Seeda) and increase available phosphorus for plant growing under saline 
condition. This research was thus aimed to select for salt-tolerant ACC deaminase producing 
bacterium strain and salt-tolerant phosphate solubilizing bacterium strain, and then used as a 
co-culture at ratio 1:1. The effective formulation for maintaining the highest survival of mixed 
bacterial inoculants was also determined. The effects of co-culture on tomato growth at various 
salinity levels (0, 30, 60, 90 and 120 mM NaCl) under laboratory conditions were investigated. 
In addition, evaluation of their effects on tomato growth in saline soil under greenhouse 
conditions was also performed.  

Bacillus licheniformis B2r and Bacillus megaterium A12ag were selected as salt-tolerant 
ACC deaminase producing bacterium strain and salt-tolerant phosphate solubilizing bacterium 
strain, respectively. The sugarcane bagasse was the best carrier for maintaining bacterial 

survival of the dry co-culture formulation over a period of 1 month under storage at both 4°C 

and 30°C. The co-culture significantly increased the levels of germination percentage, 
germination index, root length, and seedling dry weight of tomato under laboratory conditions at 
all salinity levels. Furthermore, under soil salinity at 3 dS/m, the treatment that used co-culture, 
N:K from chemical fertilizer and P from rock phosphate resulted in levels of fresh weight, dry 
weight, chlorophyll content, leaf area, and phosphorus content of tomato plants higher than the 
other treatments. These results indicate the importance and feasibility of using salt-tolerant 
plant growth promoting bacteria for enhancement of tomato growth in saline soil.      

 
 

Keywords:  Plant growth promoting bacteria, ACC deaminase producing bacteria, phosphate 
 solubilizing bacteria, saline soil 
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บทที่ 1 บทนํา 
 

ดินที่มีคาเกลือทั้งหมดมากกวา 0.15% และคาความนําไฟฟา 2  mS/cm หรือมากกวา จัดวาเปนดิน
เค็ม (Landon, 1991) ดินเค็มพบแพรกระจายทั่วโลกโดยเฉพาะอยางยิ่งในเขตแหงแลง และกึ่งแหงแลงที่
ทําการเกษตรดวยการชลประทาน (Keren, 2000) ปญหาหลักของการเกษตรกรรมในพื้นที่ดินเค็มคือ
ผลกระทบจากความเค็มของดินที่มีตอการงอกและการเจริญเติบโตของพืช จุลินทรียในดิน และ
คุณสมบัติของดินดวยกลไกตาง ๆ อิออนของเกลือนอกจากจะเปนพิษโดยตรงตอพืชแลว ในทางออมมัน
ยังมีผลตอความดันออสโมติค ทําใหปริมาณน้ําที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนไดลดลง และเปนปจจัยที่ชัก
นําใหเกิดการสรางเอทธิลีน (Mayak และคณะ, 2004) ทําใหเกิดการยับยั้งการยืดตัวของรากและลําตน 
(Deikman, 1997) นอกจากนี้ความเค็มยังสงผลกระทบตอการเจริญ กิจกรรม และชนิดของจุลินทรียใน
ดิน ทําใหแบคทีเรียที่รอดชีวิตและเปนแบคทีเรียกลุมเดนในดินเค็มคือ แบคทีเรียทนเค็ม และแบคทีเรีย
ชอบเค็ม (Zahran, 1997) แบคทีเรียที่สรางสารกระตุนการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth 
promoting bacteria, PGPB) เปนแบคทีเรียในดินที่มีความสําคัญยิ่งตอการเจริญเติบโตของพืช โดยทํา
ใหดินมีความอุดมสมบูรณ ชวยสรางสารกระตุนการเจริญเติบโตของพืช ไดแก การสรางเอนไซม ACC 
deaminase เพ่ือลดระดับเอทธิลีนในพืช (Hontzeas และคณะ, 2006; Ghosh และคณะ, 2003; Glick, 
2005) สรางฮอรโมนคลายกรดอินดอลอะซิติค กรดจิบเบอเรลลิค และสารประกอบไซโตไคนิน รวมทั้ง
ชวยละลายฟอสเฟตใหอยูในรูปที่พืชนําไปใชประโยชนได (Nautiyal และคณะ, 2000, Egamberdiyeva  
และ Höflich, 2004, Son และคณะ, 2006) เปนตน การวิจัยเพ่ือเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรในชวง
ทศวรรษที่ผานมาใหความสําคัญกับการใชแบคทีเรีย PGPB เน่ืองจากมีขอดีหลายประการเมื่อ
เปรียบเทียบกับการใชสารเคมี โดยเฉพาะอยางยิ่งดานความปลอดภัยตอผูผลิตและผูบริโภค เปนมิตรตอ
สิ่งแวดลอมและเปนการเกษตรที่ยั่งยืน อยางไรก็ตามการใชแบคทีเรีย PGPB ที่ไมชอบเค็มกับดินเค็มมี
ขอจํากัดดานการเจริญของเชื้อ ดังน้ันการคัดเลือกแบคทีเรีย PGPB ที่ทนเค็ม หรือชอบเค็มเพ่ือนํามาใช
กับดินเค็มจึงนาจะใหผลดีกวา พืชที่เลือกใชในการศึกษาคือ มะเขือเทศ เน่ืองจากเปนพืชสวนที่นิยม
บริโภค และปลูกกันอยางแพรหลาย มันมีการปรับตัวเขากับสภาพอากาศตาง ๆ ไดดี แตสิ่งที่เปนปญหา
สําคัญคือความเค็มของดิน โดยเปนปญหาทั้งตอการงอกของเมล็ด การเจริญเติบโต และการใหผลผลิต 
(Cuartero และ Fernaández-Muñoz, 1999) 

การวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคในการคัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียทนเค็ม และแบคทีเรียชอบเค็ม ที่ไดรับ
การคัดแยกจากดิน เค็ มบริ เ วณอ า ง เก็ บ นํ้ าหนองบ อ  จั งหวัดมหาสารคาม  ประ เทศไทย 
(Chookietwattana, 2004) โดยพิจารณาจากความสามารถในการสรางเอนไซม ACC deaminase ที่เปน
ตัวทําลาย 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) ซึ่งเปนสารตั้งตนที่ทําใหเกิดเอทธิลีนใน
มะเขือเทศ เพ่ือชวยลดการสรางเอทธิลีนในสภาวะความเครียดเนื่องจากเกลือ (Salt stress-induced 
ethylene) รวมทั้งความสามารถในการละลายฟอสเฟต เพ่ือใหมะเขือเทศสามารถนําฟอสฟอรัสไปใช
ประโยชนได โดยมุงหวังในการนําไปประยุกตใชเพ่ือกระตุนการเจริญเติบโตของมะเขือเทศ และพืช
เศรษฐกิจอ่ืน ๆ เพ่ือเพาะปลูกในพื้นที่ดินเค็มในอนาคต 
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1.1 วัตถุประสงค 
1)  เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase จากแบคทีเรียที่คัดแยกไดจาก

ดินเค็ม 
2) เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มที่ละลายฟอสเฟต จากแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากดินเค็ม 
3) เพ่ือศึกษาผลของหัวเชื้อผสมของแบคทีเรยีสรางเอนไซม ACC deaminase และแบคทีเรีย

ละลายฟอสเฟตตอการเจรญิเติบโตของตนมะเขือเทศในสภาวะเค็มทั้งในสภาพหองปฏิบัติการ 
และในสภาพเรือนเพาะชํา 

 
1.2  ขอบเขตการวิจัย 

1) ตัวอยางแบคทีเรียที่ใชในการศึกษาเปนแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากดินเค็มบริเวณอางเก็บนํ้า
หนองบอ อําเภอบรบือ จังหวัดมหาสารคาม จากการศึกษาของ Chookietwattana (2003) 

2) พืชที่ใชในการศึกษา คือ มะเขือเทศสีดา 
 

1.3  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  
1) ไดสายพันธุแบคทีเรียทนเค็มหรือชอบเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase และที่สามารถ

ละลายฟอสเฟตไดดี 
2) ทราบผลการสงเสริมการงอกของเมล็ดและการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศที่มีการใช

แบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
3) สามารถนําไปประยุกตใชเปนหัวเชื้อจุลินทรียสําหรับการผลิตปุยชีวภาพ  เพ่ือใชในการสงเสริม

การเจริญเติบโตของพืชในพื้นที่ดินเค็ม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 3

บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 ดินเค็ม และผลตอพชื 
ดินเค็ม หมายถึง ดินที่มีคาการนําไฟฟาของสารละลายดิน (Electrical conductivity; EC) ที่สกัด

จากดินที่อ่ิมตัวดวยน้ําที่สูงกวา 2 เดซิซีเมนตอเมตร (ds/m) ที่อุณหภูมิ 25°C และมีคาเกลือทั้งหมด
มากกวา 0.15% (Landon, 1991) รอยละของโซเดียมที่แลกเปลี่ยนได (Exchangeable Sodium 
Percentage: ESP) นอยกวา 15 และ pH มักจะนอยกวา 8.5 เกลือที่พบมักเปนเกลือ คลอไรด 
และซัลเฟตของโซเดียม แคลเซียม และแมกนีเซียม (สมศรี, 2542)  

ความเค็มมีผลตอการเจริญเติบโตของพืชทั้งทางตรงและทางออม ผลในทางตรง (Sparks, 1995; 
Maas, 1990) ไดแก การยืดระยะเวลาในการงอกของเมล็ดพืช ลดเปอรเซ็นตการงอก ลดการ
เจริญเติบโตของตนกลา การเปนพิษของธาตุโซเดียม ลดปริมาณคลอโรฟลลและอัตราการสังเคราะหแสง 
และยับยั้งการดูดใชโพแตสเซียมและแคลเซียมของพืช (เพ่ิมพูน, 2527)เปนตน สวนผลทางออมเปนผล
จากความเค็มตอคุณสมบัติทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของดิน ไดแก การทําใหคาความดันออสโมติค 
(Osmotic pressure) สูงขึ้น สงผลใหปริมาณน้ําที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนไดลดลง  ลดการซาบซึม
นํ้าของดิน และลดปริมาณและความหลากชนิดของจุลินทรียในดิน เปนตน ผลกระทบของดินเค็มตอพืช
แตกตางกัน (ตารางที่ 2.1) ขึ้นอยูกับฤดูกาล คุณสมบัติของดิน ลักษณะการชลประทานของพื้นที่
เพาะปลูก ชนิดของพืช ระยะการเจริญเติบโต เปนตน (Sparks, 1995) พืชที่ขึ้นในดินเค็มโดยมากมักพบ
ตายเปนหยอม ตนแคระแกรน การเจริญเติบโตของพืชทั้งแปลงไมสมํ่าเสมอกัน สวนใหญขนาดใบลดลง
และมีใบสีเขียวเขมกวาปกติ ใบหนา หรือมีอาการอวบน้ํา ใบกรอบกระดาง ใบไหมจากปลายใบมายัง
โคนใบ และใบแกจะไหมกอนใบออน  

 
ตารางที่ 2.1 อิทธิพลของเกลือในดินตอการเจริญเติบโต และผลผลิตของพืช  
 

EC  
(ds/m) 

Total salt 
content (%) 

Designation Crop reaction 

0-2 <0.15 Salt free Salinity  effects  are mostly negligible  
except for the most sensitive plants 

4-8 0.15-0.35 Slightly saline Yield of many crops restricted 
8-15 0.35-0.65 Moderately 

saline 
Only tolerant crops yield satisfactory  

> 15 > 0.65 Strongly saline Only very tolerant crops yield satisfactory 
ที่มา: Landon (1991) 
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2.2  เอทธิลีนและผลตอพืช 
เอทธิลีนเปนสารไฮโดรคารบอนที่มีคุณสมบัติเปนกาซที่พืชสรางขึ้นจากกระบวนการทางชีวเคมี  

หรือไดจากการสังเคราะหในหองปฏิบัติการทางเคมี  อิทธิพลของเอทธิลีนตอพืชซ่ึงเปนที่ทราบกันทั่วไป
ลําดับแรกคือ การเปนฮอรโมนพืชทีท่ําใหเกิดการสุกของผลไม และกระตุนการหลุดรวงของ ดอก ผล และ
ใบพืช การศกึษาผลของเอทธลิีนตอพืชในระยะตอมาพบวา เอทธิลนีมีผลตอการเจริญเตบิโตของตนกลา 
โดยในระยะของการเริ่มงอกพืชจะมีการสรางเอทธิลีนในบริเวณใกลปลายยอดของตนกลาในลกัษณะโคง
งอเปนตะขอที่แนน (Tightly hooked) และใชสวนที่เปนตะขอนั้นดันผานสิ่งกีดขวางในดินไดโดยไมเกิด
การเสียหายตอจุดเจริญที่ปลายยอด เม่ือตนกลาโผลพนดิน การสรางเอทธิลีนกจ็ะลดนอยลง สวนของ
ตะขอก็จะคลายตัวออก และยืดตัวตั้งตรงตามปกต ิแตในสภาวะที่พืชไดรับความเครียด พืชจะมีการสราง
เอทธิลีนเพ่ิมขึ้น ทําใหเกิดการยับยั้งการยืดตวัตามแนวยาวของลําตน และราก (Abeles และคณะ, 1992) 
ในสภาวะปกติพืชสรางเอทธิลีนตลอดเวลาในปริมาณนอย แตเม่ือพืชอยูในสภาวะเครียด เชน สารเคมี 
ความแหงแลง ความเค็ม นํ้าทวม รังสีอัลตราไวโอเลท ปริมาณออกซิเจนต่ํา การเขาทําลายของโรคและ
แมลง และการมีบาดแผล เปนตน พืชจะมีการสังเคราะหเอทธิลีนมากกวาปกติ เน่ืองจากสภาวะเครียดเปน
ปจจัยที่กระตุนใหพืชมีการสรางเอนไซมทั้ง S–adenosyl–methionine synthetase (SAM synthethase) 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase (ACC synthase) และ ACC oxidase ที่เกี่ยวของกับ
การสังเคราะหเอทธิลีน เรยีกวา การสรางเอทธิลีนภายใตสภาวะเครียด (Stress ethylene production 
หรือ stress-induced ethylene) (Morgan และ Drew, 1997) เอทธิลีนที่พืชสรางขึ้นมากกวาปกติใน
สภาวะเครียดสงผลในระดับที่แตกตางกันขึ้นอยูกบัชนิดของพชื และระยะการเจริญเตบิโตของพืช เปนตน 
โดยทั่วไป เอทธิลีนทําใหเกิดการเรงกระบวนการเสื่อมตามอายุ  ทําใหเกิดการเอนหรือโนมลงของใบ 
และยับยั้งการออกดอกของพืชหลายชนิด สําหรับผลตอระบบรากพืช เอทธลินียับยั้งการยดืขยายตวั
ตามยาวของรากแกว แตสงเสริมการขยายตวัในทางขวาง นอกจากนี้ยังสงผลกระตุนการสรางรากขนออน 
(Abeles และคณะ, 1992) และรากฝอยเพิม่ขึ้น (Clark และคณะ, 1999) ทําใหพืชมีการเจรญิเตบิโตลดลง 
การสังเคราะหเอทธิลีนในพืช (ภาพที่ 2.1) เร่ิมจากกรดอะมิโน methionine ภายในเซลล ไดรับการ
กระตุนจากเอนไซม S–adenosyl–methionine synthetase (SAM synthethase) ใหเปลี่ยนเปน S–
adenosyl–methionine (S-AdoMet) และมีการใช ATP 1 โมเลกุล S-AdoMet ที่เกิดขึ้นเปนตัวใหหมู
เมธิลแกตัวรับหมูเมธิลตาง ๆ ของเซลลไดแก กรดนิวคลีอิค โปรตีน และไขมัน เปนตน และเปนสารตั้งตน
ของกระบวนการสราง polyamine (Spermidine/Spermine pathway) นอกจากนี้  S-AdoMet  ที่เกิดขึ้น
สามารถแตกตัวเปน 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid หรือ ACC โดยอาศัยกิจกรรมของ
เอนไซม  ACC synthase  เปนตัวคะตะลิสต ซ่ึงจะถูกเปลี่ยนรูปตอไปเปนเอทธิลีนโดยอาศัยเอนไซม 
ACC oxidase นอกจากนี้ ในขั้นตอนการแตกตัวของ SAM เปน ACC ผลพลอยไดที่เกิดขึ้นคือ 5’, S-
methylthioadenosine (MTA)  ซ่ึงจะหมุนเวียนเขาสูวัฏจักรของการสรางกรดอะมิโน methionine ใหม 
อันเปนการรักษาระดับความเขมขนของ  methionine ในเซลลขณะที่ เซลลมีการสรางเอทธิลีน 
นอกจากนี้ ACC สวนหนึ่งสามารถเปลี่ยนไปเปน N-malonyl ACC (MACC) ซ่ึงเปนรูปเฉื่อย โดย N-
malonyl transferase 
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ภาพที่ 2.1 การสังเคราะหเอทธิลีน 

 ที่มา: Wang และคณะ (2002) 
 
2.3  ฟอสฟอรัสในดินและบทบาทตอพืช 

ฟอสฟอรัสเปนธาตุอาหารพืชที่มีบทบาทสําคัญในการเสริมสรางการเจริญเติบโต สรางความ
แข็งแรงใหแกพืช ทั้งสวนที่อยูเหนือดินและรากตลอดจนการออกดอกออกผล ปริมาณฟอสฟอรัสในดิน
โดยเฉลี่ยมีเพียง 0.06 เปอรเซ็นต ในขณะที่คาเฉลี่ยของไนโตรเจนเทากับ 0.14 และโพแทสเซียมเทากับ 
0.83 เปอรเซ็นต ทําใหพืชขาดแคลนฟอสฟอรัส สงผลใหการเจริญเติบโตของพืชผิดปกติ โดยแสดง
อาการตาง ๆ ไดแก ตนเล็กผอมแกร็น ไมเถาอาจพบลําตนบิดเปนเกลียว เน้ือไมแข็งเปราะหักงาย ใบ
เล็กผิดปกติ สีของใบลางมักมีสีเหลืองปนสีอ่ืน สีของใบบนใกลยอดกับสีของใบลางตางกันเดนชัด ออก
ดอกชากวาปกติ ดอกอาจจะเล็กและเปอรเซ็นตของดอกที่ติดผลต่ํากวาปกติ พืชแกชา รากผอม บาง สั้น 
และมีจํานวนจํากัด ฟอสฟอรัสที่พบในพืชเกือบทั้งหมดไดมาจากดิน (มีสวนนอยที่ติดมากับเมล็ด) พืชดูด
กินฟอสฟอรัสในรูปของไอออนฟอสเฟต ซ่ึงสวนใหญเปน monobasic orthophosphate (H2PO4

-) และ 
dibasic orthophosphate (HPO4

-2) ฟอสฟอรัสในดินแบงออกไดเปน 2 ประเภท (ถวิล, 2548) คือ  
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2.3.1 ฟอสเฟตอินทรีย 
  ฟอสเฟตอินทรียในดินประกอบดวยสารประกอบหลายชนิดโดยเฉลี่ยแลวพบวามี nucleic 

acid 2% phospholipid 1% และ inositol phosphate 35%  สวนอีก 68% ของฟอสเฟตอินทรียยังไม
สามารถจําแนกชนิดวาเปนสารประกอบใด ฟอสเฟตอินทรียมีแนวโนมที่มีมากหรือนอยตามปริมาณของ
อินทรียวัตถุในดิน ดังน้ันในดินชั้นบนจึงมีฟอสเฟตอินทรียมากกวาดินชั้นลาง 

2.3.2 ฟอสเฟตอนินทรีย 
 ฟอสเฟตอนินทรียในดิน มีทั้งพวกที่เปนไอออนฟอสเฟตในสารละลายดิน และพวกที่เปน

สารประกอบหรือแรที่เปนของแข็งอยูในดิน ซ่ึงแบงออกไดเปน 3 พวกใหญ ๆ คือ 
1)  พวกแร (Mineral form) ในดินมีทั้งที่เปนแรปฐมภูมิ (Primary mineral) ของดิน เชน  

fluorapatite, 3Ca3(PO4)2.CaF2  และ chlorapatite, 3Ca3(PO4)2.CaCl2 ซ่ึงพบอยูในหินอัคนี และแร
ทุติยภูมิ (Secondary mineral) ซ่ึงมีมากมาย เพราะไอออนฟอสเฟตวองไวในการทําปฏิกิริยามาก 
อยางไรก็ตาม พวกแรฟอสเฟตมีความสามารถในการละลายในน้ําไดนอยมาก แรที่เกิดใหมสามารถ
ละลายไดดีกวาแรที่เกิดนานแลว หรือแรที่มีโครงสรางโมเลกุลซับซอนมากจะละลายไดยากกวาแรที่มี
โครงสรางโมเลกุลงาย ๆ 

2)  สารประกอบฟอสเฟตที่เกิดจากการใสปุยลงไปในดิน  เม่ือใสปุยฟอสเฟตพวกที่ละลาย
นํ้าไดดี เชน Ca(H2PO4)2.H2O NH4H2PO4 และ (NH4)2HPO4  ลงไปในดินที่มีแคลเซียม แมกนีเซียมสูง 
จะเกิดเปนสารประกอบฟอสเฟตชนิดตาง ๆ ที่ละลายน้ําไดนอยลงกวาเดิม และทําใหความเปนประโยชน
ของฟอสฟอรัสตอพืชลดลงตามไปดวย  เชน  การเปลี่ยนไปเปน  CaHPO4 MgNH4PO4.6H2O 
Mg3(PO4)2.2H2O หรือ Ca(NH4)2(HPO4)2  แลวเปลี่ยนไปเปน octa-calcium phosphate, Ca8H2(PO4)6  
ซ่ึงคอนขางเสถียร ละลายน้ําไดบางเล็กนอย และในที่สุดอาจเปลี่ยนไปเปน hydroxyapatite, 
Ca10(OH)2(PO4)6 และ  fluorapatite ซ่ึงละลายยากในที่สุด  

      3) Adsorbed phosphate ไอออนฟอสเฟตที่ถูกดูดซับอยูตามผิวของ hydrous oxide ของ
เหล็ก อะลูมินัม และแรดินเหนียวซิลิเกต (Silicate clay) ฟอสเฟตเหลานี้ถูกตรึง (Fixed) และยากแกการ
ปลดปลอยกลับออกไปในสารละลายดิน 

 
2.4 แบคทีเรียที่สรางสารกระตุนการเจริญเติบโตของพืช  

แบคทีเรียที่สรางสารกระตุนการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth promoting bacteria, PGPB) 
หรือที่เรียกวา แบคทีเรียรอบรากพืชที่สรางสารกระตุนการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth 
promoting rhizobacteria, PGPR) สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของพืชไดทั้งทางตรงและทางออม 
ทั้งน้ีขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรียที่นําไปใช บทบาทในทางตรง ไดแก การเพิ่มธาตุอาหารใหแกพืชดวย
การตรึงไนโตรเจน การละลายฟอสเฟตในรูปที่ถูกตรึงไปเปนรูปที่พืชนําไปใชประโยชนได และการสราง
ฮอรโมนที่เปนประโยชนแกพืช เปนตน สวนบทบาททางออม ไดแก การยับยั้ง หรือการแขงขันกับเชื้อ
กอโรคพืช ทําใหชวยลดการเกิดโรคพืช เปนตน สําหรับการศึกษาวิจัยน้ี เนนบทบาทของ PGPB 2 กลุม 
คือ แบคทีเรียสรางเอนไซม ACC deaminase และแบคทีเรียละลายฟอสเฟต โดยมุงหวังผลในการลด
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การสรางเอทธิลีนของพืชในสภาวะเครียดจากความเค็มของดิน และชวยเปลี่ยนรูปฟอสฟอรัสที่ถูกตรึงใน
ดินเค็มใหอยูในรูปฟอสฟอรัสละลาย แบคทีเรียทั้งสองกลุมมีรายละเอียดที่สรุปไดพอสังเขป ดังน้ี 

2.4.1 แบคทีเรียสรางเอนไซม ACC deaminase   
แบคทีเรียสรางเอนไซม ACC deaminase เปนแบคทีเรียที่สามารถลดระดับของเอทธิลนีใน

พืชได โดยการที่แบคทเีรียมีความสามารถในการสรางเอนไซม 1-aminocyclopropane -1-carboxylate 
deaminase (ACC deaminase) มาใช ACC ซ่ึงเปนสารตั้งตนสําคัญที่พืชใชในการสังเคราะหเอทธิลีนเปน

แหลงไนโตรเจน และยอยสลายไปเปนแอมโมเนียและ ∝ - ketobutyrate ทําใหเอทธลิีนถกูสรางนอยลง 
สงผลใหรากพชืมีการยืดยาวตอไปได  กลไกการทํางานของ PGPR ที่เปนแบคทีเรียสรางเอนไซม ACC 
deaminase ในการลดปริมาณเอทธิลนีบริเวณรากพชืแสดงดังภาพที่ 2.2  

นอกจากนี้ การที่แบคทีเรียเขาจับเกาะที่ผิวของรากหรือเมล็ดพืชที่กําลังมีการเจริญเติบโต จะใช
กรดอะมิโน tryptophan ที่มาจาก exudates ของรากหรือเมล็ดพืชเปนสารตั้งตนในการสังเคราะห IAA  
ซ่ึงถาแบคทีเรียสราง IAA ในปริมาณที่เหมาะสม ทํางานรวมกับ IAA  ที่มีอยูเดิมในพืช ก็จะไปสงเสริม
การยืดยาวหรือการเจริญเติบโตของพืชได และบางสวนก็จะไปสงเสริมการสราง ACC ซ่ึง แบคทีเรีย
สรางเอนไซม ACC deaminase สามารถนํา ACC ไปใชเปนแหลงไนโตรเจน สงผลใหปริมาณเอทธิลีน
ลดลงตามลําดับ 

 
 

ภาพที่ 2.2 กลไกการทํางานของแบคทีเรียสรางเอนไซม ACC deaminase 
ในการลดปริมาณเอทธิลีนบริเวณรากพืช 

ที่มา: Glick และคณะ (1998) 
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2.4.2 แบคทีเรียในดินกับการแปรสภาพฟอสฟอรัส 
แบคทีเรียเปนกลุมจุลินทรียที่มีจํานวนมากที่สุดในดิน โดยทั่วไปพบในชวงประมาณ 108-

109 CFU ตอดิน 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) แบคทีเรียมีความหลากหลายในรูปแบบของการดํารงชีวิตสูง ทั้ง
ดานความหลากหลายในดานการสรางสารอาหารและแหลงพลังงาน ดานความตองการออกซิเจน และ
ดานอุณหภูมิในการเจริญ เปนตน ดังน้ัน แบคทีเรียจึงเปนจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญอยางยิ่งตอการ
หมุนเวียนสารตาง ๆ และตอการเจริญเติบโตของพืช โดยเฉพาะอยางยิ่งฟอสฟอรัสซึ่งเปนธาตุอาหารที่
พืชตองการในปริมาณมากเปนอันดับสองรองจากไนโตรเจน แตมักมีปริมาณต่ําและอยูในรูปที่ถูกตรึง  

การแปรสภาพฟอสฟอรัสขึ้นอยูกับบทบาทของจุลินทรียเปนหลัก แบคทีเรียในดินมีบทบาท
เกี่ยวของกับการแปรสภาพฟอสฟอรัสใน 2 ลักษณะ ลักษณะแรกคือ การแปรสภาพจาก อนินทรีย
ฟอสฟอรัสเปนอินทรียฟอสฟอรัส (Immobilization of phosphorus) ซ่ึงแบคทีเรียจะดูดซึม อนินทรีย
ฟอสฟอรัสไปใชในการเปลี่ยนเปนองคประกอบของเซลลและสารตาง ๆ ที่จําเปนสําหรับการดําเนิน
กิจกรรมของเซลลในรูปอินทรียฟอสฟอรัส ลักษณะที่สองคือ การแปรสภาพจากอินทรียฟอสฟอรัส
เปนอนินทรียฟอสฟอรัส (Mineralization of organic phosphorus) ซ่ึงมีความสําคัญอยางยิ่งตอความ
เปนประโยชนของฟอสฟอรัสตอพืช  และชวยยอยสลายอินทรียวัตถุในดิน โดยอาศัยกิจกรรมของ
แบคทีเรียยอยละลายฟอสเฟต (Phosphate  solubilizing bacteria) ไดแก Pseudomonas, Bacillus, 
Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Acinetobacter, 
Flavobacterium และ Erwinia เปนตน (Rodriguez และคณะ, 1999) แบคทีเรียยอยละลายฟอสเฟตมี
กลไกในการกระตุนการเจริญเติบโตของพืชดานการใหฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนตอพืชดวยการสราง
และปลดปลอยกรดอินทรียสูดิน เชน กรด lactic, isobutyric, acetic, gluconic, oxalic, และ succinic 
เปนตน เพ่ือชวยในการละลายอนินทรียฟอสฟอรัส และการสรางเอนไซม phosphatases ในการยอย
สลายอินทรียฟอสฟอรัสไปเปนอนินทรียฟอสฟอรัส นอกจากนี้ยังมีบทบาทในการปลดปลอยสารคีเลตที่
สามารถจับอิออนของธาตุเหล็ก และอลูมิเนียมที่เปนตัวตรึงฟอสฟอรัส ทําใหพืชสามารถนําฟอสฟอรัสไป
ใชประโยชนได 
 
2.5  งานวิจยัที่เก่ียวของ 

Ramos และคณะ (2002) ศึกษาผลของแบคทีเรีย Bacillus licheniformis ตอการเจริญเติบโตของ
ตน alder (Alnus glutinosa) พบวา B. licheniformis สามารถสงเสริมการเจริญของตน alder อยางมี
นัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมทีไ่มไดเติมเชื้อแบคทีเรีย โดยทําใหตน alder มีระบบรากที่
สมบูรณ และมีพ้ืนที่ผิวของใบเพิ่มขึ้น 

Sundara และคณะ (2002) ศึกษาผลของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตสายพันธุ Bacillus 
megaterium var. Phosphaticum โดยเตรียมเปนหัวเชื้อในตวักลางลิกไนต และใชในอัตรา 10 Kg/ha 
พบวา ดินบริเวณรอบรากตนออยมีปริมาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟตเพิ่มขึ้น และทําใหปริมาณ และ
ผลผลติของออยสูงกวาชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
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Ghosh และคณะ (2003) ศกึษาผลของ PGPB ที่สรางเอนไซม ACC deaminase 3 สายพันธุ คือ 
Bacillus circulan DUC1, Bacillus firmus DUC2 และ Bacillus globisporusDUC3 ตอการเจริญเติบโต
ของตน canola พบวา แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ ทําใหความยาวของรากตนกลา canola ที่ปลูกในสภาพ
หองปฏิบัติการเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และทาํใหตน canola ที่ปลูกในเรือนเพาะชํามีนํ้าหนัก
สด และน้ําหนักแหงเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิ

Dey และคณะ (2004) สามารถคัดแยกแบคทีเรียสรางเอนไซม ACC deaminase จากดินบริเวณ
รอบรากตนถัว่ได 9 ไอโซเลท ผลการจัดจําแนกชนิดพบวาแบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลท น้ีอยูในสกุล 
Pseudomonas และสามารถสงเสริมการงอกของเมล็ดและเพิ่มความยาวของรากตนถัว่อยางมีนัยสําคัญ 
ซ่ึงเปนผลจากการที่แบคทเีรยีมีการสรางสาร siderophore สาร indole acetic acid และมีความสามารถ
ยอยละลายอนินทรียฟอสฟอรัสได  

Wu และคณะ (2005) ศึกษาผลของปุยชีวภาพสตูรที่เปนหัวเชื้อแบคทีเรียตรงึไนโตรเจน และ
แบคทเีรียที่ละลายฟอสฟอรัสและโพแตสเซียม เปรียบเทียบกับปุยชีวภาพเชื้อราไมคอไรซาร ปุยเคมี 
และปุยอินทรยีที่ผานการทาํใหปราศจากเชื้อตอการเจรญิเติบโตของขาวโพด ผลการศึกษาพบวา การใช
ปุยชีวภาพในปริมาณเพียงครึ่งหน่ึงของปริมาณการใชปุยเคมี และการใชปุยอินทรียน้ันใหผลตอการ
เจริญเติบโตของขาวโพดที่คลายคลึงกัน ทั้งน้ีปุยชีวภาพสามารถทําใหขาวโพดมีอัตราการงอกของเมล็ด
สูง และใหชวีมวลสูงสุด เน่ืองจากการชวยเพิ่มธาตุอาหารสําหรับพืช และชวยปรับปรุงคุณสมบัตติาง ๆ 
ของดิน  

Mayak และคณะ (2004) ศึกษาผลของความเค็มและการเติมเชื้อ Achromobacter piechaudi 
ARV 8 ซ่ึงเปนแบคทีเรียสรางเอนไซม ACC deaminase ตอการพัฒนาราก และยอดของเมล็ดมะเขือเทศที่
เพาะปลูกภายใตสภาวะที่มีความเค็ม 0  120   และ 207 mM NaCl ในสภาพหองปฏิบัติการ พบวา ที่
ระดับความเค็ม  120 mM NaCl การเติมแบคทีเรีย ทําใหตนมะเขือเทศพัฒนาเปนราก และยอดไดดี
ที่สุด และผลการศึกษาภายใตสภาวะที่มีความเค็ม 0   43   86 และ 172 mM NaCl ในสภาพเรือนเพาะ
ชํา พบวา ที่ระดับความเค็ม 43 mM NaCl การเติมแบคทีเรีย ทําใหตนมะเขือเทศมีนํ้าหนักสดและ
นํ้าหนักแหงเพ่ิมขึ้นมากที่สุดเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

Son และคณะ (2006) ศึกษาการละลายอนินทรียฟอสเฟตของจุลินทรีย Pantoea agglomerans 
R-42 ที่แยกไดจากรากถั่วเหลืองในเมือง Miryang ประเทศเกาหลี โดยทําการเพาะเลี้ยงจุลินทรียใน
อาหารเหลว modified Pikovskaya (MPVK) ที่มีอนินทรียฟอสเฟตผสมอยู และแปรผันสภาวะที่ศึกษาให
มีความเขมขนของเกลือ 1-5 เปอรเซ็นต pH 3-11 และอุณหภูมิ 5-45°C ผลการศึกษาพบวา  Pantoea 
agglomerans R-42  สามารถเจริญไดทุกอุณหภูมิแตชวงอุณหภูมิระหวาง 25-35°C เจริญไดดี และ
ระหวางอุณหภูมิ 20-30°C มีการละลายฟอสเฟตมากที่สุดถึง 201 mg/l สําหรับการศึกษา pH พบวา 
แบคทีเรียมีการเจริญและละลายฟอสเฟตไดเหมือนกันทุกๆ คาที่ทดสอบ แตที่ชวง pH 10 ขึ้นไปการ
ละลายฟอสเฟตจะลดลง  
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Chen และคณะ (2006) คัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดินเขตรอนบริเวณใกลเมือง 
Thichung ประเทศไตหวัน ได 33 ชนิด โดยเชื้อมีความสามารถในการละลาย tricalcium phosphate ใน
อาหาร Pikovskaya (PVK) และใหปริมาณฟอสเฟตละลายอยูในชวง 31.5 ถึง 519.7 mg/l  

Shaharoona และคณะ (2006) คัดแยก PGPR ที่สรางเอนไซม ACC deaminase จากดินรอบราก
ตนขาวโพด และศึกษาผลของเชื้อที่คัดแยกไดตอการเจริญเติบโตของตนถั่วเขียว พบวา แบคทีเรียที่คัด
แยกไดน้ีชวยเพิ่มความยาวของราก ความสูงของลําตน นํ้าหนักสด และน้ําหนักแหงของตนถั่วเขียว
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับชุดควบคุม 
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บทที่ 3 วิธีการดําเนินงานวิจัย 
 

3.1  วัสดุและอุปกรณ 
1) วัสดุและอุปกรณในการเลี้ยงจุลินทรีย 

วัสดุและอุปกรณพ้ืนฐานในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 
อาหาร modified Pikovskaya (MPVK) (Son และคณะ, 2006) (ภาคผนวก ก) 
อาหาร halobacteria (Atlas, 1997) (ภาคผนวก ก) 
อาหาร DF salt minimal medium (Dworkin และ Foster, 1958) (ภาคผนวก ก)  

2) วัสดุและอุปกรณในการศึกษาจุลินทรีย  
ชุดวิเคราะหปริมาณโปรตีนของ BIO-RAD Laboratories, USA. 
สารเคมีสําหรับการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ACC deaminase 
อุปกรณเครื่องแกวพ้ืนฐานและสารเคมีในการวิเคราะหฟอสเฟต 
Spectrophotometer รุน sp-3000-UV 
เครื่อง Electrical conductivity (EC) รุน Consort C535 (Montreal-Biotech Inc, England) 

3) วัสดุและอุปกรณในการศึกษาพืช 
เมล็ดมะเขือเทศ ตราศรแดง (บริษัท อีสท เวสท ซีด จํากัด, ประเทศไทย) 
วัสดุและอุปกรณพ้ืนฐานในการเพาะเลี้ยงพืชในสภาพหองปฏิบัติการ และเรือนเพาะชํา 
สารเคมีสําหรับการใชเปนปุยเคมี และฆาเชื้อเมล็ดพืชและกระถางปลกู  
เครื่องวัดปริมาณคลอโรฟลล SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Inc., Japan) 
เครื่องวัดพื้นที่ใบ  AM 300 (ADC Bioscientific, England) 

4) เชื้อจุลินทรีย 
เชื้อจุลินทรียที่ใชในการศึกษาเปนเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากบริเวณอางเก็บนํ้าหนองบอ 

อําเภอบรบือ จังหวัดมหาสารคาม จากการศึกษาของ Chookietwattana (2003) จํานวน 84 ไอโซเลท 
(รายละเอียดดังภาคผนวก ข)โดยเปนแบคทีเรียที่แยกจากดินเค็มดวยอาหาร halobacteria ที่มีปริมาณ
เกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M และ 1.6 M ซ่ึงในที่น้ีเรียกวา แบคทีเรียกลุม A (76 ไอโซเลท) และ
แบคทีเรียกลุม B (12 ไอโซเลท) ตามลําดับ 

 
3.2 วิธีวิจัย 
 3.2.1  การคัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase  

 3.2.1.1  การคัดเลือกขั้นแรก 
เปนการคัดเลือกขั้นตนเพ่ือตรวจหาแบคทีเรียทนเค็มที่สามารถสรางเอนไซม ACC 

deaminase โดยนําแบคทีเรียที่แยกไดจากดินเค็มเลี้ยงในอาหารเหลว DF salt minimal medium ปริมาตร 
200 ml ที่มี 1-aminocyclopropane 1-carboxylic acid (ACC) 3.0 mM เปนแหลงไนโตรเจน และมีเกลือ
โซเดียมคลอไรด 0.6 M และ 1.6 M สําหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุม A และ B ตามลําดับ บมที่
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อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 24  ชั่วโมง ตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง 
(Optical density, OD) ที่ความยาวคลื่น 600 nm  คัดเลือกแบคทีเรียที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุด 5   
ไอโซเลท สําหรับทําการคัดเลือกตอไปในขั้นที่สอง 

3.2.1.2 การคัดเลือกขั้นที่สอง 
เปนการคัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase จาก

ความสามารถในการเจริญไดที่ความเค็มและอุณหภูมิชวงกวาง โดยทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ
ที่คัดเลือกไดจากขอ 3.2.1.1ในอาหารแข็ง DF salt minimal medium ที่มี  ACC เปนแหลงไนโตรเจน
และมีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M และ 1.6 M สําหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุม A และ B ตามลําดับ 

ที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 24  ชั่วโมง จากนั้นขูดแบคทีเรียที่เจริญบนผิวหนาอาหารแข็งผสมกับ
ฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.1 M, pH 7.0) ปรับความเขมขนของแบคทีเรียดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 nm ใหไดปริมาณแบคทีเรียเทากับ 108 CFU/ml และใชเปนเชื้อเร่ิมตนในการศึกษา
ผลของอุณหภูมิ และความเค็มตอการเจริญ แตละการศึกษาทําสองซ้ําตามวิธีการดังน้ี 

     1)  การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเจริญ 
 ปลูกเชื้อเร่ิมตนเขมขน 1% ลงในอาหาร DF salt minimal medium ปริมาตร 200 

ml ที่มี  ACC เปนแหลงไนโตรเจน  และมีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M นําไปบมที่อุณหภูมิ ตาง ๆ กัน 

คือ 30   35 และ 45°C และเขยาที่ 200 rpm  เปนเวลา 24  ชั่วโมง วัดการเจริญของแบคทีเรียโดยการ
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm  

2)  การศึกษาผลของความเค็มตอการเจริญ 
             ปลูกเชื้อเร่ิมตน 1% ลงในอาหาร DF salt minimal medium  ปริมาตร 200 ml  
ที่มี  ACC เปนแหลงไนโตรเจน  และมีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.2   0.4   0.8   1.2 และ 1.6 M นําไป

เขยาที่ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 30°C   เปนเวลา 24  ชั่วโมง วัดการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm  

3.2.1.3 การคัดเลือกขั้นที่สาม 
เปนการเพาะเลี้ยงเซลล เก็บเกี่ยวเซลล และวเิคราะหกิจกรรมของเอนไซม ACC 

deaminase ตามวิธีการของ Penrose และ Glick (2003) โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรยีที่ไดจากการคัดเลือก
ขั้นทีส่องใน DF salt minimal medium ที่มี ACC เปนแหลงไนโตรเจน และมีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M 
หลังจากนั้นจึงเก็บเกี่ยวเซลลที่ผานการเหนี่ยวนําการสรางเอนไซม แลวนําเซลลไปผานการ toluenized 
ดวยสารละลายโทลูอีน 5% จากนั้นเติมสารละลาย ACC ลงไปใน toluenized cells เอนไซม ACC 

deaminase ที่มีใน toluenized cells จะยอย ACC และไดเปน α–ketobutyrate โดยปริมาณที่ไดเปน
ปฏิภาคตรงกบักิจกรรมของเอนไซม ACC deaminase ที่มีอยู วิเคราะหกิจกรรมเอนไซม ACC 

deaminase ดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงของ α–ketobutyrate  ที่ความยาวคลื่น 540 nm ทําการ

วิเคราะหสองซ้ํา เปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐานความเขมขนของ α–ketobutyrate (ภาคผนวก ค) และ
วิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยชดุวิเคราะหโปรตีน BIO-RAD protein assay ของ BIO-RAD Laboratories, 
USA. 
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3.2.2 การคัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มที่สามารถละลายฟอสเฟต 
3.2.2.1   การคัดเลือกขั้นแรก 

เปนการคัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มที่สามารถละลาย tricalcium phosphate ในอาหาร
แข็ง modified Pikovskaya (MPVK) (Son และคณะ, 2006) โดย ทํา point inoculate แบคทีเรียกลุม A 
และแบคทีเรียกลุม B บนอาหารแข็ง MPVK ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M และ 1.6 M ตามลําดับ บม
ที่อุณหภูมิ  30°C เวลา 5 วัน คัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียที่สรางสวนใสรอบโคโลนีสําหรับทําการคัดเลือก
ตอไปในขั้นที่สอง 

3.2.2.2  การคัดเลือกขั้นที่สอง  
เปนการคัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มที่สามารถละลาย tricalcium phosphate ในอาหาร

เหลว MPVK ตามขั้นตอนดังน้ี  
1) เตรียมเชื้อเริ่มตนโดยขีดเชื้อแบคทีเรียที่ไดจากการคัดเลือกขั้นแรกบนอาหารแข็ง

เอียง MPVK ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M และ 1.6 M สําหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุม A และ B 

ตามลําดับ บมที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง ขูดเชื้อแบคทีเรียที่เจริญบนผิวหนาอาหารไปผสม
กับสารละลายโซเดียมคลอไรด 160 mM  ปรับความเขมขนของแบคทีเรียดวยการวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 600 nm ใหไดปริมาณแบคทีเรียเทากับ 108 CFU/ml 

2)   ปลูกเชื้อแบคทีเรียดวยปริมาณเชื้อเริ่มตน 1% ลงในอาหารเหลว MPVK ปริมาตร 
150 ml ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M และ 1.6 M สําหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุม A และ B 

ตามลําดับ บมที่อุณหภูมิ 30°C และเขยาที่ 200 rpm 
3) เก็บตัวอยางปริมาตร 2 ml ในวันที่ 0  1  2  3  4 และ 5  ละลายใน 1 N HCl ใน

อัตราสวน 1:1 วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 nm และในวันที่ 5 วันเก็บตัวอยางปริมาตร 5 
ml นําไปปนเหวี่ยงที่ 17,418 g นาน 30 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหปริมาณฟอสเฟตละลายตามวิธีของ
กรมพัฒนาที่ดิน (2548) (ภาคผนวก ค) ทําการวิเคราะหสองซ้ํา 

3.2.2.3   การคัดเลือกขั้นที่สาม 
เปนการคัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มที่สามารถละลายฟอสเฟตไดสูงที่สุด และสามารถ

เจริญไดที่ความเค็มและอุณหภูมิชวงกวาง เตรียมเชื้อเร่ิมตนโดยทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุที่

คัดเลือกไดจากขอ 3.2.2.2 ในอาหารแข็ง MPVK ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M ที่อุณหภูมิ    30°C 
เปนเวลา 24  ชั่วโมง จากนั้นขูดแบคทีเรียที่เจริญบนผิวหนาอาหารแข็งผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.1 
M, pH 7.0) ปรับความเขมขนของแบคทีเรียดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm ให
ไดปริมาณแบคทีเรียเทากับ 108 CFU/ml แตละการศึกษาในการคัดเลือกขั้นที่สามทําสองซ้ํา ตามวิธีการ
ดังน้ี 

    1)  การศึกษาผลของอุณหภูมิตอความสามารถในการละลายฟอสเฟต 
 ปลูกเชื้อเร่ิมตนเขมขน 1% ลงในอาหารเหลว MPVK ปริมาตร 100 ml ที่มีเกลือ

โซเดียมคลอไรด 0.6 M นําไปบมที่อุณหภูมิตาง ๆ  กัน คือ 30   35 และ 45°C และเขยาที่ 200 rpm  
ในวันที่ 0  1  2  3  4 เก็บตัวอยางปริมาตร 2 ml และในวันที่ 5 วันเก็บตัวอยางปริมาตร 5 ml นํา
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ตัวอยางที่ไดละลายใน 1 N HCl ในอัตราสวน 1:1 แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 nm 
หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 17,418 g นาน 30 นาที และนําสวนใสไปวิเคราะหปริมาณฟอสเฟตละลาย
ตามวิธีของกรมพัฒนาที่ดิน (2548)   

2)  การศึกษาผลของความเค็มตอความสามารถในการละลายฟอสเฟต 
ปลูกเชื้อเร่ิมตนเขมขน 1% ลงในอาหารเหลว MPVK ปริมาตร 100 ml ที่มีเกลือ

โซเดียมคลอไรด 0.2   0.4   0.8   1.2 และ 1.6 M บมที่อุณหภูมิ 30°C เขยาที่ 200 rpm  ในวันที่ 5 
เก็บตัวอยางปริมาตร 5 ml นําไปละลายใน 1 N HCl ในอัตราสวน 1:1 แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 660 nm หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 17,418 g นาน 30 นาที และนําสวนใสไปวิเคราะห
ปริมาณฟอสเฟตละลายตามวิธีของกรมพัฒนาที่ดิน (2548)   

3.2.3  การศึกษาการรอดชีวิตของหัวเชื้อผสม   
เตรียมหัวเชื้อผสมของแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase และ แบคทีเรีย

ทนเค็มที่ละลายฟอสเฟต สายพันธุที่ไดจากการทดลองขอ 3.2.1 และ 3.2.2 โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทน
เค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase ในอาหารแข็ง DF salt minimal medium ที่มี  1-
aminocyclopropane 1-carboxylic acid (ACC) 3.0 mM และมีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M สวน
แบคทีเรียทนเค็มที่ละลายฟอสเฟตเลี้ยงเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง MPVK ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 

M บมที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง ขูดเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุที่เจริญบนผิวหนาอาหาร
แข็ง ปรับปริมาณเชื้อเปน 107 CFU/ml ดวย 0.1 M phosphate buffer pH 7.0 โดยวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 600  nm หลังจากนั้นนํามาผสมกันในอัตราสวน 1:1 เพ่ือใชเปนหัวเชื้อผสมแบบน้ํา 
สําหรับการเตรียมหัวเชื้อผสมแบบแหงนั้นใชวัสดุตัวกลางคือ ขุยมะพราวบดละเอียดขนาด 0.3-0.5 mm 
ที่ผานการเตรียมที่แตกตางกัน 3 วิธี คือ 1) ไมผานการลางดวยน้ําและไมมีการเติม CaCO3 2) ผานการ
ลางดวยน้ํา 3) ผานการลางดวยน้ํา และมีการเติม CaCO3 โดยการลางดวยน้ําเปนการแชขุยมะพราวใน
นํ้าที่ไหลผานเปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นจึงนําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 60°C ตามดวยการทําใหปลอดเชื้อ 
สําหรับการเติม CaCO3 น้ันทําการเติมภายหลังการอบแหงกอนนําขุยมะพราวไปทําใหปลอดเชื้อ เพ่ือใช
เปนบัฟเฟอรในการควบคุม pH ของขุยมะพราวใหมีคาประมาณ 7 นําหัวเชื้อผสมแบบน้ําไปผสมกับขุย
มะพราวปลอดเชื้อในอัตราสวนเทากับ 1:1 เพ่ือใหไดปริมาณจุลินทรียประมาณ  107  CFU/กรัม ของขุย
มะพราว ตรวจนับปริมาณจุลินทรียที่รอดชีวิตในหัวเชื้อผสมแบบน้ําและแบบแหงที่เก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิ 4  20  30  และ 40°C เม่ือเวลาเริ่มตน  และภายหลังการเก็บ  1   2    3 และ 4  สัปดาห  โดย
อาศัยเทคนิค spread plate บนอาหาร halobacteria ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M เน่ืองจากผล
การศึกษานี้พบวาหัวเชื้อผสมแบบนํ้า และแบบแหงในขุยมะพราวมีการรอดชีวิตต่ํา จึงไดทําการทดลอง
กับวัสดุตัวกลางใหมคือ ชานออย โดยบดชานออยใหมีขนาด 0.3-0.5 mm นําไปทําใหปลอดเชื้อ และ
ผสมกับหัวเชื้อในอัตราสวน 1:1 สําหรับใชเปนชานออยที่มีหัวเชื้อในการศึกษาผลของหัวเชื้อผสมตอการ
เจริญเติบโตของตนมะเขือเทศในสภาพเรือนเพาะชํา 
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3.2.4 การศึกษาผลของหัวเชื้อผสมตอการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศในสภาพหองปฏิบัติการ 
เปนการศึกษาผลของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตตอการงอกของเมล็ดมะเขือเทศในสภาพ

หองปฏิบัติการ โดยทําการทดลอง 4 ซํ้า ซํ้าละ 100 เมล็ด ตามวิธีการของ International Seed Testing 
Association (1993) มีขั้นตอน ดังน้ี 

1)  ขีดชองตารางขนาด 1 ตารางเซนติเมตร บนกระดาษกรอง แลวบรรจุลงบนจานเพาะเลี้ยง 
โดยใหแผนที่มีชองตารางอยูแผนบนสุด นําจานเพาะเชื้อไปฆาเชื้อที่ที่ความดัน 15 ปอนด อุณหภูมิ 

121°C นาน 30 นาที 
2)  ฆาเชื้อเมล็ดมะเขือเทศ โดยนําเมล็ดมะเขือเทศลางในน้ําสบู ตามดวยน้ํากลั่น จากนั้นจุม

ในแอลกอฮอล    70% นาน 1 นาที แลวแชในคลอร็อกซ 15% พรอมเขยา นาน 15 นาทีหลังจากนั้นลาง
ดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 3 ครั้ง  

3)  เตรียมหัวเชื้อผสมแบบน้ําตามวิธีการดังขอ 3.2.3 โดยใชปริมาณเชื้อ 108 CFU/ml  
4)  นําเมล็ดพืชที่ฆาเชื้อแลวแชในสารแขวนลอยหัวเชื้อผสม นาน  1 ชั่วโมง ทําชุดควบคุม

โดยนําเมล็ดแชใน 0.1 M Phosphate buffer pH 7.0 นาน 1 ชั่วโมง  
5)  เติมนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 4 ml ที่มี Ca3(PO4)2 0.5 g/l เปนแหลงฟอสฟอรัส และ

มีปริมาณโซเดียมคลอไรด  0  30  60  90 และ 120 mM (เทียบเทากับคาการนําไฟฟาประมาณ 0  3  6  
9 และ 12 dS/m)  ลงในจานเพาะเชื้อ สําหรับเปนสารละลายใหความชื้นแกเมล็ดมะเขือเทศ     

6)  วางเมล็ดมะเขือเทศ 25 เมล็ด/จานเพาะเชื้อ ลงบนแตละชองของกระดาษกรอง  

7)  เพาะเมล็ดในสภาวะที่มีแสง  2000 ลักซ เวลา 16 ชั่วโมง/วัน ที่อุณหภูมิ 28±2°C   
8)  บันทึกการงอกของเมล็ดมะเขือเทศทุกวัน และตรวจนับตนกลาปกติในวันที่ 14 หลังการ

เพาะ  นําขอมูลที่ไดไปคํานวณคาเปอรเซ็นตการงอก และดัชนีการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ จากสูตรดังนี้ 
 

                           ดัชนีการงอก = ผลบวกของ  จํานวนตนที่งอกในแตละวัน 
                               จํานวนวันหลังเพาะ 
 

9) สุมตนกลามะเขือเทศ อายุ 14 วัน ไปวัดความยาวราก หลังจากนัน้นําตนกลาทัง้หมดของ

แตละซ้าํในแตละระดบัความเค็มทีศ่ึกษาไปทําการอบแหงที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลา 3 วัน เพ่ือวเิคราะห
คาน้ําหนักแหงของตนกลาในแตละระดับความเค็ม   

10) นําสวนรากของตนกลามะเขอืเทศ อายุ 14 วัน ไปสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบ
สองกราด เพ่ือยืนยันความสามารถในการเจรญิบริเวณรากพชื โดยการตัดชิ้นสวนพืชขนาด 1 เซนติเมตร 
ไปแชใน 2.5% glutaraldehyde pH 7.2 ที ่ 4°C เปนเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นนํามาลางดวย 0.1 M 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.2  3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที นําตัวอยางไปแชในไนโตรเจนเหลว 2 นาที แลวทํา
ใหแหงดวยเครื่อง freeze dryer หลังจากนั้นจึงนําไปเคลือบดวยทอง และตรวจสอบการยึดเกาะของเชื้อ
ที่รากพืชภายใตกลองจุลทรรศนอิเลค็ตรอนแบบสองกราด (JSM-6460LV, JEOL, Japan) 
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3.2.5  การศึกษาผลของหัวเชื้อผสมตอการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศในสภาพเรือนเพาะชํา 
3.2.5.1 เก็บตวัอยางดินเค็ม ที่มีคา ECe (1:5) เทากับ 3.3 dS/m จากอําเภอบรบือ จังหวัด

มหาสารคาม ตากแหงดวยอากาศ จากนั้นนํามารอนผานตะแกรงขนาดรูพรุน 2 mm คลกุเคลาใหเปน
เน้ือเดียวกัน และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหอง ระหวางรอการนําไปใช 

3.2.5.2 ชั่งตัวอยางดนิเค็ม 2 กิโลกรัม บรรจุใสถุงพลาสติก สําหรับกรรมวธิีทดลองที่มีการใช
ปุยเคมี หรือหินฟอสเฟต ทําการชั่งปุยเคมี หรือหินฟอสเฟตตามปริมาณที่ตองการแลวเตมิลงไปในถุง
บรรจุดิน ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปทําใหปราศจากเชื้อดวยหมอน่ึงอัดความดันไอที่ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121°C นาน 90 นาที  

3.2.5.3 นํากระถางปลกูพลาสติก (ขนาดเสนผานศนูยกลางปากกระถาง 8 น้ิว) แชในคลอร็อกซ 
15% นาน 30 นาที ลางน้ํายาฆาเชื้อดวยน้ําประปา บรรจุดินของแตละกรรมวธิีทดลองลงกระถาง ทําการ
ทดลอง  4 ซํ้า  โดยมีกรรมวิธีทดลองทั้งหมด 6 กรรมวิธี ดังน้ี  

  Treatment 1 -  ไมเติมหัวเชื้อ และไมเติมปุย แตเติมชานออยปลอดเชื้อ (ชุดควบคุม) 
  Treatment 2 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 3 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และไมเติมหัวเชือ้ 
  Treatment 4 -  เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และเตมิชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 5 -  เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และไมเติมหัวเชื้อ 
  Treatment 6 -  ไมเติมปุย แตเติมชานออยที่มีหัวเชือ้ 

ในกรรมวิธทีดลองที่มีการใชปุย คํานวณปริมาณปุยที่ตองเติมสําหรบัธาตุอาหารแตละ
ตัวใหมีปริมาณธาตุอาหารเทากันโดยคิดเทียบเทากับการใชปุย N:P:K เทากับ 15:15:15 ในอัตรา 40 
กิโลกรัมตอไร  

3.2.5.4 ทําการเพาะเมล็ดมะเขือเทศในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อทีมี่คาการนําไฟฟา 3 dS/m เปน
เวลา 7 วนั โดยกรรมวิธีทดลองที่มีการเติมหัวเชือ้ใชเมล็ดมะเขือเทศที่ผานการฆาเชื้อและแชในสาร
แขวนลอยหัวเชื้อผสม สวนชุดควบคุมทีไ่มเติมหัวเชื้อใชเมลด็มะเขือเทศที่ผานการฆาเชื้อและแชใน 0.1 M 
Phosphate buffer pH 7.0 สาร ยายตนกลาอายุ 7 วัน ลงปลูกในกระถางที่เตรียมไวในเรือนเพาะชํา ทํา
การเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ ปริมาณ 10 กรัม ในวันที่ 10 และวันที่ 30 ของอายุพืชนับจากวันเพาะเมล็ด 
ควบคุมปริมาณความชื้นของดินที่คา water holding capacity ประมาณ 60% 

3.2.5.5 ศึกษาผลของหัวเชื้อผสมตอการเจริญเตบิโตของตนมะเขือเทศ  โดยเก็บขอมูล
นํ้าหนักสด นํ้าหนักแหง ความสูง และปริมาณคลอโรฟลล ของตนมะเขือเทศที่อายุ 30 วัน และเก็บขอมูล
นํ้าหนักสด นํ้าหนักแหง ความสูง พ้ืนที่ใบ ปริมาณคลอโรฟลล และปริมาณฟอสฟอรัสของตนมะเขือเทศ
ที่อายุ 60 วัน วิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสของพืชตามวธิีการของกรมพัฒนาที่ดิน (2548)  

3.2.5.6 ศึกษาผลของหัวเชื้อผสมตอคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีบางประการของดิน โดย
วิเคราะหคาความเปนกรด-ดาง   และปริมาณอินทรียวัตถุ ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส  และโพแตสเซียม  
ของดินในวันเริ่มปลูกและวนัเก็บเกี่ยว (วันที่ 60 ของการปลูก) ตามวิธีการของกรมพัฒนาที่ดิน (2548)  
ทั้งน้ีในการวิเคราะหไนโตรเจนใชวธิี Micro Kjeldahl 
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3.2.5.7 ศึกษาปริมาณจุลินทรียในดิน  โดยสุมตัวอยางดินบริเวณรอบตนพืชในสัปดาหที่ 2   4   
6 และ 8 ของการปลูกไปทําการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดดวยวธิี viable plate count อาศัย
เทคนิค spread plateโดยใชอาหาร halobacteria ที่มีปริมาณที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.2 M  
 
3.3  การวิเคราะหขอมูล 

ในการศึกษาเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียทนเคม็ที่สรางเอนไซม ACC deaminase  และแบคทีเรียทนเค็ม
ที่ละลายฟอสเฟตอาศัยการวิเคราะหขอมูลโดยการหาคาเฉลี่ย และใชการวิเคราะหสถติิแบบ Two-way 
Analysis of Variance (ANOVA) ที่ระดับความเชือ่ม่ัน 95% ดวยโปรแกรมสถิติ Statistix (NH 
Analytical Software, USA.) สําหรับการศึกษาผลของหัวเชื้อผสมตอการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศ
ในสภาพสภาพหองปฏิบัตกิาร และสภาพเรือนเพาะชํา  วางแผนการทดลองแบบ  Randomized  
completely  block  design (RCBD) เปรียบเทยีบความแตกตางทางสถิตขิองแตละกรรมวิธทีดลองดวย 
least significant difference test (LSD) ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% ดวยโปรแกรมสถิติ Statistix (NH 
Analytical Software, USA.)  
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บทที่ 4 ผลการดําเนินงาน 
 
4.1    ผลการคัดเลือกแบคทีเรียสรางเอนไซม ACC deaminase  

4.1.1 ผลการคัดเลือกขั้นแรก 
      จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุม A และ B ในอาหารเหลว DF salt minimal medium ที่มี 
1-aminocyclopropane 1-carboxylic acid (ACC) 3.0 mM และเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M และ 1.6 M 
ตามลําดับ และศึกษาการเจริญของจุลินทรียจากการวัดคาความขุนของเซลลที่คา OD 600 nm ดังภาพที่ 
4.1 พบวา มีแบคทีเรียที่สามารถเจริญได 37 ไอโซเลท และในจํานวนนี้มี 5 ไอโซเลท ที่เจริญไดดี คือ  
Bacillus licheniformis B2r    Halobacillus trueperi A1w    B. vietnamensis  Apa   B. licheniformis 
A8[aa] และ  B. vallismortis  A6aJ  (ชื่อสายพันธุของแบคทีเรียแตละรหัสแสดงในภาคผนวก ข)  การที่
แบคทีเรียสามารถเจริญในอาหารดังกลาวไดดีน้ัน  อาจกลาวไดวา แบคทีเรียสามารถสรางเอนไซม ACC 
deaminase  และใช ACC เปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการเจริญได (Fujino และคณะ, 2004) ทั้งนี้ 
Bacillus เปนแบคทีเรียสกุลหน่ึงซ่ึงสามารถสรางเอนไซม ACC deaminase (Penrose และ Glick, 
2003)  
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ภาพที่ 4.1  คาเฉลี่ยการเจริญของจุลินทรียในอาหาร DF salt minimal medium ที่มี ACC เปนแหลง

ไนโตรเจน และมีเกลือโซเดียมคลอไรด 
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4.1.2  ผลการคัดเลือกขั้นที่สอง 
การศึกษาผลของอุณหภูมิและความเค็มตอการเจริญของแบคทีเรียสรางเอนไซม ACC 

deaminase จํานวน 5 ไอโซเลท ทีค่ัดเลือกไดจากขั้นตอนแรก (ดังตารางที่ 4.1 และ 4.2) พบวา B. 
licheniformis B2r  ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร DF salt minimal medium ที่มี ACC เปนแหลงไนโตรเจน และมี
เกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M มีการเจริญสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียไอโซเลทอ่ืน นอกจากนี้ยัง

สามารถเจริญไดเม่ือเพาะเลีย้งที่อุณหภูมิ 35°C โดยไมมีความแตกตางทางสถติิกบัการเจรญิที่อุณหภูมิ 

30 และ 45°C  สวนการศกึษาผลของความเค็มตอการเจรญิ พบวา แบคทเีรียทีมี่คาเฉลี่ยการเจริญสูงใน
สามลาํดับแรกของทกุระดับความเค็มทีศ่ึกษาคือ B. vietnamensis  Apa   B. licheniformis B2r  และ H. 
trueperi  A1W  ดังนั้นจึงคัดเลือกแบคทเีรียทัง้สามไอโซเลทนี้สําหรับใชในการคัดเลือกขั้นตอนที่สาม
ตอไป  

 
ตารางที่ 4.1   แสดงการเจริญของแบคทีเรียสรางเอนไซม ACC deaminase ที่อุณหภูมิตาง ๆ จากการ    

วัดคา optical density ที่ 600 nm  
อุณหภูมิ 

แบคทีเรีย 
30°C 35°C 45°C 

⎯X 

Bacillus licheniformis   B2r 0.6879Aa 0.8337Aa 0.8380Aa 0.7865a 
Halobacillus trueperi  A1W 0.5746Aa 0.5360Ab 0.5746Ab 0.5617ab 
Bacillus vietnamensis   Apa 0.1614Bab 0.5347Ab 0.5517Ab 0.4159bc 
Bacillus licheniformis  A8[aa] 0.3950Aab 0.4353Ab 0.3994Ab 0.4099bc 
Bacillus vallismortis  A6aJ 0.039Bb 0.5581Ab 0.3621Ab 0.3198c 

หมายเหต:ุ  ABC ตัวอักษรตางกันในแนวนอนแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
                      abc ตัวอักษรตางกันในแนวตั้งแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05  
 

ตารางท่ี 4.2  แสดงการเจริญของแบคทีเรียสรางเอนไซม ACC deaminase ที่ระดับความเค็มตาง ๆ 
จากการวัดคา optical density ที่ 600 nm 

NaCl (M) 
แบคทีเรีย 

0.2 0.4 0.8 1.2 1.6 
⎯X 

B. licheniformis  B2r 0.5681Aab 0.5157ABb 0.1411BCa 0.0251Cc 0.0244Ca 0.2549a 

H. trueperi  A1W 0.6591Aa 0.5284Aa 0.0743Ba 0.0263Bc 0.0247Ba 0.2547a 

B. vietnamensis Apa 0.6033Aab 0.5610BCa 0.1841BCa 0.0270Cab 0.0233Ca 0.2797a 
B.  licheniformis A8[aa] 0.5361Aab 0.3887ABab 0.0267Ba 0.0283Ba 0.0223Ba 0.2004ab 
B. vallismortis  A6aJ 0.3486Ab 0.1889ABb 0.0673Ba 0.0284Ba 0.0239Ba 0.1314b 
หมายเหต:ุ  ABC ตัวอักษรตางกันในแนวนอนแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
                      abc ตัวอักษรตางกันในแนวตั้งแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05  
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4.1.3  ผลการคัดเลือกขั้นที่สาม 
จากการวัดกิจกรรมเอนไซม ACC deaminase ของแบคทีเรียทั้งสามไอโซเลทที่คดัเลือก

ไดจากการคัดเลือกขั้นที่สอง ดังภาพที่ 4.2 พบวา B. licheniformis B2r ใหกิจกรรมเอนไซม ACC 
deaminase สูงที่สุด คือ เทากับ 431 nmol alpha-ketobutyrate/h ซ่ึงถือวามีคาอยูในระดับสูงเม่ือ
เปรียบเทียบกบัแบคทเีรียรอบรากพืชที่คัดแยกจากบริเวณรอบรากตนขาวโพดทีใ่หกจิกรรมเอนไซม ACC 
deaminase เทากบั 340 nmol alpha-ketobutyrate/h (Shaharoona, 2006) ดังนั้นจึงคัดเลือก B. 
licheniformis B2r เปนตวัแทนของแบคทเีรียทนเค็มทีส่รางเอนไซม ACC deaminase  
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                  ภาพที่ 4.2  คาเฉลี่ยกิจกรรมเอนไซม ACC deaminase ของแบคทีเรียที่ศึกษา 
 

4.2  ผลการคัดเลือกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
4.2.1 ผลการคัดเลือกขั้นแรก 

จากการคัดเลอืกแบคทเีรียละลายฟอสเฟตที่สามารถสรางสวนใส (Clear zone) ในอาหารแขง็ 
modified Pikovskaya (MPVK) ที่ผานการบมเปนเวลา 5 วัน พบวา แบคทีเรียที่สามารถสรางสวนใสเปน
แบคทีเรียในกลุม A จํานวน 17 ไอโซเลท จากจํานวน 76 ไอโซเลท โดยเปนแบคทเีรียสายพันธุ Bacillus  
firmus จํานวน 3 ไอโซเลท B. bataviensis จํานวน 1 ไอโซเลท  B. licheniformis จํานวน 4 ไอโซเลท  
B. megaterium จํานวน 3 ไอโซเลท  B.  subtilis จํานวน 2 ไอโซเลท B. vietnamensis จํานวน  2 ไอโซเลท  
Halobacillus  trueperi จํานวน 1 ไอโซเลท  และ  Pseudomonas  stutzeri จํานวน 1 ไอโซเลท  
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4.2.2 ผลการคัดเลือกขั้นทีส่อง 
เม่ือนําแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากการคัดเลือกขั้นแรกมาศึกษาการละลายฟอสเฟตในอาหาร

เหลว MPVK พบวา แบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตไดสูงสุด 2 ไอโซเลท คือ B. megaterium A12ag 
และ B. megaterium AIIy สามารถละลายฟอสเฟตไดเทากับ 177.90 และ 160.50 mg/l ตามลําดับ (ดัง
ตารางที่ 4.3) ซ่ึงใกลเคียงกับผลการศึกษาของ El-Komy (2004) ที่ไดคาการละลายฟอสเฟตของ B. 
megaterium เทากับ 106.5 mg/l  แตต่ํากวาความสามารถในการละลายฟอสเฟตของ Pantoea 
agglomerans R-42 ซ่ึงไดคาการละลายฟอสเฟตสูงถึง 201 mg/l (Son และคณะ, 2006)   

 
ตารางที่ 4.3 ปริมาณฟอสเฟตละลายที่แบคทีเรียสามารถละลายได  
 

Culture Soluble 
phosphate (mg/l) 

Culture Soluble 
phosphate 

(mg/l) 
1. B. megaterium  A12ag 177.9 10. B. firmus A8ah 158.8 
2. B. megaterium  AIIy 160.5 11. B. subtilis A7[ab] 107.9 
3. B. megaterium  A6V 159.7 12. B. subtilis A7ab1 104.6 
4. B. licheniformis A5aG 134.3 13. B. vietnamensis Apa 138.2 
5. B. licheniformis A6aF 134.8 14. B. vietnamensis A8e 158.6 
6. B. licheniformis A8av 132.3 15. H.  trueperi A5y 142.1 
7. B. licheniformis A8[aa] 138.6 16. Psu. stutzeri A12ar1 132.8 
8. B. firmus Apj 114.6 17. B. bataviensis A7aA 145.7 
9. B. firmus A1n1 143.0   
 

4.2.3 ผลการคัดเลือกขั้นที่สาม 
             การศึกษาความสามารถในการละลายฟอสเฟตของ B. megaterium A12ag และ B. 
megaterium AIIy ในอาหารเหลว MPVK ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.6 M เม่ือบมที่อุณหภูมิ 30 35 

และ 45°C เปนเวลา 5 วัน ดังตารางที่ 4.4  พบวา อุณหภูมิมีผลตอความสามารถในการละลายฟอสเฟต
ของ B. megaterium AIIy ในทางสถิติ โดยปริมาณฟอสเฟตละลายเพิ่มขึ้นตามอุณหภูมิ ซ่ึงที่อุณหภูมิ 

45°C B. megaterium AIIy ใหปริมาณฟอสเฟตละลายสูงสุดเทากับ 135.1 mg/l แตผลการศึกษาใน B. 
megaterium A12ag พบวา อุณหภูมิไมมีผลในทางสถิติ ตอความสามารถในการละลายฟอสเฟต 
อยางไรก็ตามปริมาณฟอสเฟตละลายของ B. megaterium A12ag มีแนวโนมเพ่ิมขึ้นที่อุณหภูมิ 30 และ 

35°C ตามลําดับ และลดลงที่อุณหภูมิ 45°C โดยใหปริมาณฟอสเฟตละลายสูงสุดเทากับ 148.5 mg/l ที่

อุณหภูมิ 35°C การที่แบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตที่อุณหภูมิตาง ๆ 
ในรูปแบบที่แตกตางกันนั้น อาจเนื่องมาจากอิทธิพลของอุณหภูมิตอการเจริญ และระดับอุณหภูมิที่
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เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทแตกตางกัน นอกจากนี้ หากพิจารณาในเชิงการ
คัดเลือกแบคทีเรียทนเค็มที่ละลายฟอสเฟตไปใชประโยชนรวมกับแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC 

deaminase ควรเลือกแบคทีเรียที่ใหกิจกรรมที่อุณหภูมิไมสูงเกินกวา 35°C เน่ืองจากที่อุณหภูมิสูงเกิน
กวาระดับน้ีจะทําใหเกิดการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม ACC deaminase (Penrose และ Glick, 2003)  
ดังน้ันในประเด็นผลของอุณหภูมิ B.  megaterium A12ag จึงมีขอดีเหนือกวา B. megaterium AIIy 

สําหรับการศึกษาผลของความเค็มตอการละลายฟอสเฟตของ B. megaterium A12ag และ B. 
megaterium AIIy ในอาหาร MPVK ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 0.2   0.4   0.8  1.2 และ 1.6 M ดังตารางที่ 
4.5 พบวา ปริมาณฟอสเฟตละลายของทั้ง B.  megaterium A12ag และ B. megaterium AIIy มีแนวโนม
เพ่ิมขึ้นเม่ือระดับความเค็มของเกลือโซเดียมคลอไรดเพิ่มขึ้นจาก 0.2  และ 0.4 M ตามลําดับ และมี
แนวโนมลดลงเมื่อระดับความเค็มของเกลือโซเดียมคลอไรดเพ่ิมขึ้นจาก 0.8  1.2  และ 1.6 M ตามลําดับ 
โดย B. megaterium A12ag ใหปริมาณฟอสเฟตละลายสูงสุดเทากับ 140.6 mg/l ที่ระดับความเค็มของ
เกลือโซเดียมคลอไรด 0.4 M การที่แบคทีเรียใหแนวโนมในการละลายฟอสเฟตดังกลาวมาแลวน้ี อาจเปน
ผลเนื่องจากอิทธิพลของความเค็มตอการเจริญของจุลินทรีย ซ่ึงจากการศึกษาของ Chookietwattana 
(2003) แบคทีเรียทั้งสองสายพันธุน้ีเปนแบคทีเรียทนเค็ม มีชวงความเค็มที่สามารถเจริญไดในอาหาร 
halobacteria คือ 0-8% NaCl (w/v) หรือ 0-1.6 M NaCl และชวงความเค็มที่เหมาะสมตอการเจริญคือ 0-
3% NaCl (w/v) (ไมไดแสดงขอมูลในที่น้ี) นอกจากนี้ การที่แบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทสามารถเจริญไดใน
ทุกระดับความเค็มที่ศึกษา และยังสามารถแสดงกิจกรรมในการยอยละลายฟอสเฟต แสดงถึงขอดีดานการ
รอดชีวิต และการคงความสามารถในการดําเนินกิจกรรมหากนําไปประยุกตใชเปนหัวเชื้อชีวภาพสําหรับ
ดินเค็ม แตเน่ืองจาก B. megaterium A12ag ใหคาการละลายฟอสเฟตที่ระดับความเค็ม 0.2  และ 0.4 M 
ที่สูงกวา B. megaterium AIIy  ทําให B. megaterium A12ag มีความเหมาะสมในการนําไปใชประโยชน
มากกวา เน่ืองจากโดยทั่วไปพืชไร พืชสวนที่มีการปลูกในพื้นที่ดินเค็ม มักมีคาความเค็มไมเกิน 9 ds/m 
นอกจากนี้ Stocker (1960) เสนอวาดินที่มีความเค็มในรูปเกลือโซเดียมคลอไรด 0.5% (ประมาณ 100 
mM) เปนคาระดับความเค็มในรูปเกลือทั้งหมดที่ใชเปนเสนแบงความเหมาะสมของดินสําหรับการปลูกพืช
ทั่วไป และพืชทนเค็ม ดังน้ัน จากการศึกษาผลของอุณหภูมิและความเค็มตอการละลายฟอสเฟต จึง
คัดเลือกแบคทีเรีย B. megaterium A12ag เปนตัวแทนของแบคทีเรียทนเค็มที่ละลายฟอสเฟต  
 
ตารางที่ 4.4  คาเฉลี่ยปริมาณฟอสเฟตละลาย (mg/l) ในวันที่ 5 ของแบคทีเรียที่ศกึษาในสภาวะ

อุณหภูมิตางๆ 
Temperature (°C ) Culture 

30 35 45 
B. megaterium AIIy 99.0Bb 109.5Bb 135.1Aa 

B. megaterium A12ag 140.8Aa 148.5Aa 119.3Ab 
    หมายเหต:ุ  ABC ตัวอักษรตางกันในแนวนอนแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
                           abc ตัวอักษรตางกันในแนวตั้งแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05  
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 ตารางที่ 4.5  คาเฉลี่ยปริมาณฟอสเฟตละลาย (mg/l) ในวันที่ 5 ของแบคทีเรียที่ศึกษาที่ระดับความเค็ม   
ตาง ๆ  

 
NaCl (M) Culture 

0.2 0.4 0.8 1.2 1.6 
B. megaterium AIIy 118.1Aa 115.4Aa 86.8Aa 114.5Aa 81.3Aa 

B. megaterium A12ag 138.3Aa 140.6Aa 115.1Aa 62.1Bb 52.8Ba 
หมายเหต:ุ  ABC ตัวอักษรตางกันในแนวนอนแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
                      abc ตัวอักษรตางกันในแนวตั้งแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05  

 
4.3   การศึกษาการรอดชีวิตของหัวเชื้อผสม 

จากการเตรียมหัวเชื้อผสมของแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase สายพันธุ B. 
licheniformis B2r และแบคทีเรียทนเค็มที่ละลายฟอสเฟต สายพันธุ B. megaterium A12ag ใน
อัตราสวน 1:1 โดยเตรียมเปนหัวเชื้อผสมรูปแบบนํ้า และหัวเชื้อผสมรูปแบบแหงในตวักลางขุยมะพราว
ที่มีวิธีการเตรยีมขุยมะพราวตางกัน 3 วิธี คือ 1) ไมผานการลางดวยน้ําและไมมีการเติม CaCO3 2) ผาน
การลางดวยน้าํ และ 3) ผานการลางดวยน้ํา และมีการเติม CaCO3 ทําการเกบ็รักษาหัวเชือ้ผสมทั้ง 4 
ชนิดนี้ที่อุณหภูมิ 4  20  30  และ 40°C ตรวจนับการรอดชีวิตของเชื้อในสัปดาหที่ 0  1   2    3 และ 4  
สัปดาห ผลการศึกษาพบวา จํานวนแบคทีเรียในหวัเชื้อผสมทั้ง 4 ชนิดมีคาลดลงเมื่ออายุการเก็บรักษา
เพ่ิมขึ้น โดยมีปริมาณลดลงจากปริมาณเริ่มตนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในสัปดาหที่ 2 ในทกุอุณหภูมิ
ของการเก็บรกัษา และในสปัดาหที่ 4 จํานวนแบคทีเรยีที่รอดชีวิตมีคาต่ํากวา 4.0 log CFU/ml หรือ กรัม
ของตัวกลาง ดังตารางที่ 4.6 ถึง 4.9 ผลการศึกษาทีไ่ดบงชี้วา ตัวกลางของหัวเชือ้แบบนํ้าคือ ฟอสเฟต
บัฟเฟอร และตัวกลางของหัวเชื้อแบบแหงคือ ขุยมะพราวนั้นไมเหมาะสมสําหรับใชเปนตวักลางในการ
เก็บรักษาหวัเชื้อผสมของแบคทีเรียน้ี เน่ืองจากในการผลิตหัวเชื้อจุลินทรียสําหรับจําหนายเปนปุย
ชีวภาพในเชิงพาณิชยควรมอีายุการเก็บรักษาไดนาน 1-1.5 ป และหากเปนการผลติเพ่ือใชในพ้ืนที่ควรมี
อายุการเก็บรักษา 3-12 เดือน (Ben Rebah และคณะ, 2007) ตลอดจนจํานวนจุลินทรียในหัวเชื้อตาม
มาตรฐานของปุยชีวภาพของประเทศออสเตรเลีย เนเธอรแลนด ราวันดา และประเทศไทยกําหนดวาไม

ควรนอยกวา 5×107 เซลล/มิลลิลติร หรือ กรัมของผลิตภัณฑ (Lupwayi และคณะ, 2000) สาเหตุที่
ฟอสเฟตบัฟเฟอรไมเหมาะสมตอการเก็บรักษาหัวเชื้อผสมนั้น อาจเนื่องจากการมีปริมาณสารอาหารไม
เพียงพอตอการเจริญและรอดชีวิตของแบคทีเรีย ดังน้ันควรทําการศึกษาเพิ่มเตมิในการปรับปรุง
สวนประกอบของของเหลวที่ใชเปนตวักลางในการผลติหัวเชื้อแบบน้ํา เพ่ือใหสามารถเก็บรกัษาหัวเชื้อ
แบคทีเรียไดนานกวานี้ ดวยการเติมสารอาหารอื่น ๆ  ไดแก กลูโคส กลีเซอรอล mannitol และ yeast 
extract เปนตน สําหรับเปนแหลงคารบอน และวติามินแกแบคทีเรีย หรือการเติม trehalose สําหรับการ
ชวยใหเซลลแบคทีเรียทนตอสภาวะความรอน หรือแรงดันออสโมติกที่เปลี่ยนแปลงในระหวางการเก็บ
รักษาไดดียิ่งขึ้น (Singleton และคณะ, 2002) สําหรับสาเหตทุี่แบคทีเรียในหัวเชื้อผสมแบบแหงในขุย
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มะพราวมีการรอดชีวติต่ํามากเชนกันน้ัน อาจเนื่องมาจากการทีขุ่ยมะพราวมีสวนประกอบทางเคมเีปน
สารประกอบฟนอลิกสูงซึง่เปนพิษตอเซลลจุลินทรีย และมีคา pH คอนขางเปนกรดคอื 5.1-5.6 (Tapia และ
คณะ, 2008) ซ่ึงสอดคลองกับผลการศกึษาของ Albareda และคณะ (2008) ที่ใชเปลือกของผลองุนใน
การเปนตวักลาง และพบวาแบคทีเรียในหัวเชื้อลดลงอยางรวดเร็วภายในอายุการเก็บรักษาหวัเชื้อเพียง 
1 เดือน เน่ืองจากพิษของสารฟนอลิก นอกจากนี้การที่ขุยมะพราวมีปริมาณลิกนินสูงถึง 48% และมีคา 
C/N ที่สูงมากคือ 112/1 (Shashirekha และ Rajarathnam, 2007) ทําใหแบคทีเรียไมสามารถนํา
คารบอนหรือไนโตรเจนของขุยมะพราวไปใชในการเจริญได ดังน้ันควรมีการศึกษาเพื่อหาตัวกลางที่
เหมาะสมในการผลิตหัวเชื้อผสมแบบแหงตอไป เพราะคุณสมบัติของตัวกลางในการผลิตหัวเชื้อแบบแหง
ที่ดีคือ ตองไมเปนพิษ สงเสริมการเจริญและคงจํานวนเซลลของจุลนิทรียกลุมเปาหมายได เก็บความชื้น
ไดดี มีลักษณะทางกายภาพและเคมทีี่เปนเนื้อเดียวกัน มีราคาถูก และปลอดภัยตอสิ่งแวดลอม  
(Stephan และ Rask, 2000) ในการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเก็บรักษาหวัเชื้อผสมทั้ง 4 ชนิด พบวา
การรอดชีวิตของแบคทีเรียในหัวเชื้อผสมทั้ง 4 ชนิด มีแนวโนมที่ไมแตกตางกนั โดยการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 30°C แบคทเีรียในหัวเชื้อผสมทั้ง 4 ชนิด มีแนวโนมของการรอดชีวิตสูงที่สุด รองลงไปคือที่
อุณหภูมิ 20   4 และ 40°C ตามลาํดับ 

จากการที่ฟอสเฟตบัฟเฟอรและขุยมะพราวไมเหมาะสมในการใชเปนตัวกลาง ในการศึกษานี้จึงได
ทําการทดลองเพิ่มเติมโดยเลือกใชชานออยเปนวัสดุตวักลางสําหรับหัวเชื้อแบบแหง ผลการศึกษา พบวา  
แบคทีเรียในหัวเชื้อแบบแหงตัวกลางชานออยมีการรอดชีวิตสูงมาก โดยการเก็บรักษาหัวเชื้อทั้งที่

อุณหภูมิ 4 และ 30°C เปนเวลา 4 สัปดาห แบคทีเรยียังคงมีจํานวนเซลลเทากับจํานวนเริ่มตน คือ 9.13 
log CFU ตอกรัมของขุยมะพราว  ดังตารางที่ 4.10 ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาของ (Khavazi และ
คณะ, 2007) ที่ใชชานออยผสมกับ perlite ในอัตราสวน 1:4 และพบวาแบคทีเรียมีการรอดชีวิตสูงมาก 
โดยใหเหตุผลวาชานออยมีอินทรียวัตถุสงูถึง 53% มีคา pH ใกลเคียง 7 และรกัษาความชื้นไดดี ดังน้ัน 
การทดลองผลของหัวเชื้อผสมในสภาพเรือนเพาะชําจึงใชชานออยเปนวัสดุตวักลาง 
 
ตารางที่ 4.6  การรอดชีวิตของหัวเชื้อผสมแบบน้ําเม่ือเก็บรักษาที่อุณหภูมิตาง ๆ เปนเวลานาน 4 

สัปดาห 
จํานวนแบคทีเรีย  (log CFU/ml)  

สัปดาหที่ 4°C 20°C 30°C 40°C 
0 6.6737Ba 6.7113ABa 6.7370ABa 6.8277Aa 
1 6.7900Aa 6.7783Aa 6.7757Aa 6.8407Aa 
2 5.5460Bb 5.7440Ab 5.7123Ab 5.6990Ab 
3 4.5187Bc 4.6463Ac 4.6680Ac 4.5197Bc 
4 3.5897Bd 3.6583ABd 3.6720Ad 3.1093Cd 

หมายเหต:ุ  ABC ตัวอักษรตางกันในแนวนอนแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
                      abc ตัวอักษรตางกันในแนวตั้งแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05  
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ตารางที่ 4.7  การรอดชีวิตของหัวเชื้อผสมแบบแหงในขุยมะพราวที่ไมผานการลาง และไมมีการเติม 
CaCO3 เม่ือเก็บรักษาที่อุณหภูมิตาง ๆ เปนเวลานาน 4 สัปดาห 

 

จํานวนแบคทีเรีย  (log CFU/กรัม ของขุยมะพราว)  
สัปดาหที่ 4°C 20°C 30°C 40°C 

0 6.7610Aa 6.7100Aa 6.7390Aa 6.8367Aa 
1 6.6413Aa 6.7517Aa 6.7653Aa 6.8327Aa 
2 5.5440Ab 5.5890Ab 5.6973Ab 5.6837Ab 
3 4.5927Ac 4.6233Ac 4.6650Ac 4.3920Bc 
4 3.5627Cd 3.6520ABd 3.6703Ad 3.0900Dd 

หมายเหต:ุ  ABC ตัวอักษรตางกันในแนวนอนแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
                      abc ตัวอักษรตางกันในแนวตั้งแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05  

 
ตารางที่ 4.8  การรอดชีวิตของหัวเชื้อผสมแบบแหงในขุยมะพราวที่ผานการลาง เม่ือเก็บรักษาที่

อุณหภูมิตาง ๆ เปนเวลานาน 4 สัปดาห 
 

จํานวนแบคทีเรีย  (log CFU/กรัม ของขุยมะพราว)  
สัปดาหที่ 4°C 20°C 30°C 40°C 

0 6.7477Aa 6.7390Aa 6.8207Aa 6.7957Aa 
1 6.6513Ba 6.7527ABa 6.8180Aa 6.7253ABa 
2 5.5357Bb 5.7123ABb 6.1610Ab 5.6580ABb 
3 4.2177Dc 4.4090Cc 4.6780Ac 4.5210Bc 
4 3.4067Cd 3.5163Bd 3.7103Ad 3.1633Dd 

หมายเหต:ุ  ABC ตัวอักษรตางกันในแนวนอนแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
                      abc ตัวอักษรตางกันในแนวตั้งแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05  
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ตารางท่ี 4.9  การรอดชีวิตของหัวเชื้อผสมแบบแหงในขุยมะพราวที่ผานการลางและเติม CaCO3 เม่ือ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิตาง ๆ เปนเวลานาน 4 สัปดาห 

 

จํานวนแบคทีเรีย  (log CFU/กรัม ของขุยมะพราว)  
สัปดาหที่ 4°C 20°C 30°C 40°C 

0 6.8367Aa 6.7440Aa 6.8090Aa 6.7317Aa 
1 6.7253BCb 6.7780ABa 6.8347Aa 6.6737Ca 
2 5.5633Bc 5.6183ABb 6.1470Ab 5.7410ABb 
3 4.3260Dd 4.5753Bc 4.6970Ac 4.4737Cc 
4 3.4453Ce 3.6040Bd 3.7253Ad 3.1233Dd 

หมายเหต:ุ  ABC ตัวอักษรตางกันในแนวนอนแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
                      abc ตัวอักษรตางกันในแนวตั้งแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05  

 

ตารางที่ 4.10  การรอดชีวิตของหัวเชื้อผสมแบบแหงในชานออย เม่ือเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 และ 30°C 
เปนเวลานาน 4 สัปดาห 

 

จํานวนแบคทีเรีย  (log CFU/กรัม ของชานออย) สัปดาหที่ 

4°C 30°C 
0 9.13Aa 9.13Aa 
1 9.12Aa 9.13Aa 
2 9.12Aa 9.13Aa 
3 9.13Aa 9.13Aa 
4 9.13Aa 9.13Aa 

หมายเหต:ุ  ABC ตัวอักษรตางกันในแนวนอนแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
                      abc ตัวอักษรตางกันในแนวตั้งแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05  

 
4.4     ผลของหัวเชื้อผสมตอการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศในสภาพหองปฏิบัติการ 

จากการเตรียมหัวเชื้อผสมของแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase สายพันธุ B. 
licheniformis B2r และแบคทีเรียทนเค็มที่ละลายฟอสเฟตสายพันธุ B. megaterium A12ag ในอัตราสวน 
1:1 และศึกษาผลของหัวเชื้อผสมตอการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศที่เพาะปลูกในสภาวะความเคม็ โดย
สารละลายใหความชื้นมี Ca3(PO4)2 0.5 g/l เปนแหลงฟอสฟอรัส และมีปริมาณโซเดียมคลอไรด  0  30  
60  90 และ 120 mM พบวาเม่ือระดับความเค็มเพ่ิมขึ้น เปอรเซ็นตการงอก ดัชนีการงอก ความยาวราก 
และน้ําหนักแหงของตนกลามะเขือเทศมีคาลดลง (ดังภาพที่ 4.3) เน่ืองจากความเค็มมีผลใหเมล็ดงอกชา
กวาปกติและเปอรเซ็นตการงอกลดลง (สมศรี, 2542)   ในทุกระดับความเค็มที่ศึกษา  การเติมหัวเชื้อ
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ผสมแกเมล็ดมะเขือเทศชวยเพ่ิมเปอรเซ็นตการงอก ดัชนีการงอก ความยาวราก และน้ําหนักแหงของตน
กลามะเขือเทศอายุ 14 วัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับชุดควบคุมที่เมล็ดมะเขือเทศไมไดรับ
การเติมเชื้อผสมของแบคทีเรีย และที่ระดับความเค็ม 90 และ 120 mM NaCl  เมล็ดมะเขือเทศที่ไมได
รับการเติมเชื้อผสมของแบคทีเรียสวนใหญไมสามารถงอกได ในขณะที่เมล็ดที่ไดรับการเติมเชื้อผสมของ
แบคทีเรีย ปรากฏการงอกของราก และจากการสังเกตพบวารากของตนกลามะเขือเทศ  ที่ไดรับการเติม
เชื้อผสมของแบคทีเรีย (ภาพที่ 4.4) สวนใหญมีความยาวมากกวากรรมวิธีทดลองของเมล็ดที่ไมไดรับ
การเติมเชื้อผสมของแบคทีเรียในทุกระดับความเค็มที่ศึกษา ทั้งน้ีอาจเนื่องจาก B. licheniformis B2r ซ่ึง
เปนแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase ชวยลดความเครียดของตนกลาเม่ือเจริญในสภาวะ
เค็ม  ทําใหรากของพืชยาวขึ้น (Dey และคณะ, 2004)  และชวยใหเมล็ดมะเขือเทศตานทานตอความเค็ม
ในระดับที่สูงขึ้นได (Mayak และคณะ, 2004)  

นอกจากนี้การที่กรรมวิธีทดลองซึ่งเมล็ดผานการเติมหัวเชื้อผสมใหผลการงอกและสงเสริมการเจริญ 
เติบโตของตนกลามะเขือเทศสูงกวาชุดควบคุม อาจเปนผลเนื่องมาจากกิจกรรมของแบคทีเรียทนเค็มที่
ละลายฟอสเฟตสายพันธุ B. megaterium A12ag ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาของ Rodriguez และ 
Fraga (1999) และพบวา รากของเมล็ดที่ไมผานการเติมเชื้อมีรากขนออนเปนจํานวนมาก เน่ืองจากการ
ที่พืชเจริญเตบิโตในสภาวะที่มีฟอสฟอรัสต่ํา พืชจะมีการปรับตวัเพ่ือชวยในการดูดซึมฟอสฟอรัสดวยการ
สรางรากขนออน สวนรากของเมล็ดทีผ่านการแชเชือ้มีรากขนออนนอยกวา และมีความยากมากกวา 
(ภาพที่ 4.5) อันเปนลักษณะของรากที่ไดรับฟอสฟอรัสในปริมาณที่เพียงพอ ซ่ึงสอดคลองการรายงาน
ของ Lambers และคณะ (2006) ลักษณะดังกลาวเปนสิ่งหน่ึงที่สามารถบงชี้ถึงความสามารถในการ
ละลาย tricalcium phostphate ของ B. megaterium A12ag และผลการตรวจสอบการยึดเกาะของ
แบคทีเรียบริเวณรากตนกลาดวยกลองจุลทรรศนอิเลค็ตรอนแบบสองกราด พบวาแบคทีเรียสามารถ
เจริญและยึดเกาะบริเวณรากพืชไดในทุกระดับความเคม็ที่ศึกษาดังตวัอยางในภาพที่ 4.6 
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ภาพที่ 4.3 ผลของหัวเชื้อผสมตอ (ก) เปอรเซ็นตการงอก (ข) ดัชนีการงอก (ค) ความยาวของรากตน
กลาอายุ 14 วัน และ (ง) นํ้าหนักแหงของตนกลามะเขือเทศอายุ 14 วัน ที่ปลูกในระดับ
ความเค็มตาง ๆ ในสภาพหองปฏิบัติการ  

 
                  ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยของแตละกรรมวธิีทดลองจากการทดลอง 4 ซํ้า  
              อักษรที่ระบุตางกันเหนือกราฟแตละแทงแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่  
                   p < 0.05 
 

 
 

ก ข 

ค ง 
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                                               (ก)         

 
 
 (ข)                                                                          (ค) 

                 
             
                  (ง)                                                                           (จ) 

                         
 
 
ภาพที่ 4.4    ผลของหัวเชื้อผสมตอการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศที่ปลูกในสภาพหองปฏิบัตกิาร  

โดยแปรผันระดับความเค็มของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ (ก) 0 mM (ข) 30 mM (ค)  60 mM  
(ง)  90 mM  และ (จ) 120 mM   

 
 

 
 
Co-culture    Control

 
 
Co-culture       Control 

 

 
 
Co-culture Control 

  

 
 
Co-culture        Control 

 

 
 
Co-culture       Control 
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ภาพท่ี 4.5  ลักษณะของรากตนกลามะเขือเทศอายุ 14 วัน (ก) ที่เมล็ดไมผานการเติมหัวเชื้อผสม  และ 
(ข) ที่เมล็ดผานการเติมหัวเชื้อผสม     

 

   

  ภาพที่ 4.6 การเจริญและยึดเกาะของแบคทีเรียบริเวณรากตนกลามะเขือเทศอายุ 14 วัน ทีเ่มล็ดผาน
การเติมหัวเชือ้ผสม และปลูกในสภาพหองปฏิบัติการที่ระดับความเค็ม (ก) 30 mM NaCl 
และ (ข) 120 mM NaCl  

 
4.5  ผลของหัวเชื้อผสมตอการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศในสภาพเรือนเพาะชํา 

4.5.1 ผลตอการเจริญเติบโตของพืช 

การศึกษาผลของหัวเชื้อผสมแบบแหงในตัวกลางชานออยตอการเจริญเติบโตของตน
มะเขือเทศในสภาพเรือนเพาะชํา โดยทําการทดลองกับดินเค็มที่เกบ็ตวัอยางมาจากพื้นที่ดินเค็ม บริเวณ
อางเก็บนํ้าหนองบอ อําเภอบรบือ จังหวดัมหาสารคาม ออกแบบกรรมวิธีทดลองทั้งหมด 6 กรรมวิธี คือ 
1) Treatment 1 ไมเติมหัวเชื้อ และไมเติมปุย แตเตมิชานออยปลอดเชื้อ 2) Treatment 2 เติมปุยเคมี 
N:P:K  และเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ 3) Treatment 3 เติมปุยเคมี N:P:K  และไมเติมหัวเชื้อ 4) 
Treatment 4 เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และเตมิชานออยที่มีหัวเชื้อ 5) Treatment 5 เติมปุยเคมี N:K 
หินฟอสเฟต และไมเติมหัวเชื้อ และ 6) Treatment 6 ไมเติมปุย แตเติมชานออยที่มีหัวเชื้อในกรรมวิธี
ทดลองที่มีการใชปุย คาํนวณปริมาณปุยที่ตองเตมิสําหรับธาตอุาหารแตละตวัใหมีปริมาณธาตุอาหาร
เทากันโดยคิดเทียบเทากับการใชปุย N:P:K เทากับ 15:15:15 ในอัตรา 40 กิโลกรัมตอไร เก็บขอมูลผล

(ก) (ข)

ก ข 
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การเจริญเติบโตของพืชอายุ 30 และ 60 วัน การสะสมฟอสฟอรัสของพืชอายุ 60 วัน คุณสมบัติทาง
กายภาพ และเคมีบางประการของดินทั้งกอนปลูก และในวันเก็บเกี่ยวเม่ือพืชมีอายุ 60 วัน ตลอดจน
ปริมาณจุลินทรียในดิน ผลการศึกษาพบวา ในกรรมวธิีทดลองที่มีการใชหัวเชื้อผสมในตัวกลางชานออย 
รวมกับปุยเคมี N:K และหินฟอสเฟต มะเขือเทศที่อายุ 30 วัน มีนํ้าหนักสด นํ้าหนักแหง และความสูง
ของตน มากกวากรรมวธิีทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 4.11 และ 4.12) ซ่ึงสอดคลองกับผล
การศึกษาของ Sundara และคณะ (2002) และ Mayak และคณะ (2004) นอกจากนี้พบวา มะเขอืเทศที่อายุ 
60 วัน มีนํ้าหนักสด นํ้าหนกัแหง ความสูงของตน ปริมาณคลอโรฟลล พ้ืนที่ใบ และปริมาณฟอสฟอรัสสูง
ที่สุด ตลอดจนมีปริมาณฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนในดินสูงที่สุดอยางมีนัยสําคัญกวากรรมวิธีทดลอง
อ่ืนดวยเชนกัน อยางไรก็ตาม ปริมาณคลอโรฟลลไมแตกตางกันในทางสถิติกบักรรมวิธีทดลองอื่น และ
ไมพบความแตกตางทางสถิติของปริมาณคลอโรฟลลในทุกกรรมวธิทีดลองดวย ผลการศึกษาที่ไดแสดง
วาหัวเชื้อผสมที่ประกอบดวยแบคทีเรียทนเค็มที่ละลายฟอสเฟตนั้นสามารถแสดงกจิกรรมในการละลาย
ฟอสเฟตของหินฟอสเฟตไดเปนอยางด ี เพราะในปรมิาณฟอสฟอรสัที่เปนประโยชนตอพืชทีเ่ทากันของหิน
ฟอสเฟตและปุยเคมีน้ัน หินฟอสเฟตยังมีสวนประกอบของฟอสเฟตอ่ืน ๆ ซ่ึงอยูรูปที่ถกูตรงึ จึงทําให
มะเขือเทศในกรรมวิธีทดลองที่มีการใชหัวเชื้อผสมในตวักลางชานออย รวมกับปุยเคมี N:K และหิน
ฟอสเฟตไดรับฟอสฟอรัสทีเ่ปนประโยชนในปริมาณที่มากกวา ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Kumar 
และ Singh (2001) ที่พบวา Pseudomonas striata  สามารถละลายหินฟอสเฟตใหอยูในรูปที่ใชไดใน
ปริมาณสูงในวันที่ 45 และ 60 ดังนั้นในการศึกษานี้จึงเปนไปไดวาจุลินทรียในหัวเชื้อผสมที่เติมใหแกพืช
น้ันมีการเจริญเพ่ิมจํานวนอยูในชวง  30 วันแรกของการปลูก  และหลังจากนั้นเม่ือจุลินทรียมีการเจริญ
สูงสุดและเขาสูชวง stationary phase  จึงมีการสรางกรดอินทรียซ่ึงเปนสารทุติยภูมิเพ่ือยอยหินฟอสเฟต  
และทําใหมะเขือเทศมีการเจริญเติบโตสูงสุดแตกตางจากกรรมวิธีทดลองอื่นอยางชัดเจนในวันที่  60  

นอกจากนี ้ ไมพบความแตกตางทางสถิตใินกรรมวธิีทดลองที่มีการเตมิเฉพาะชานออยปลอดเชื้อ
และกรรมวธิีทดลองที่เติมปุยเคมี N:P:K และไมเติมหัวเชื้อ สวนกรรมวิธีทดลองที่มีการใชปุยเคมี N:K 
รวมกับการใชหินฟอสเฟตในการเปนแหลงฟอสฟอรัส แตไมมีการเติมหัวเชื้อผสม พบวามะเขือเทศมี
แนวโนมในการเจริญเติบโตต่ําที่สุด โดยเฉพาะอยางยิ่งคาความสูงของตนทั้งในมะเขือเทศอายุ 30 และ 
60 วัน มีคาต่ําที่สุดกวากรรมวิธีทดลองอื่น หรือแมกระทั่งชุดควบคุมที่ไมมีการใชปุยอยางมีนัยสําคัญ ผล
การทดลองที่ไดอาจเปนเพราะในชุดควบคุมน้ันแมจะไมมีการใชปุย แตมีการเติมชานออยปลอดเชื้อ 
ในขณะที่กรรมวิธีทดลองที่มีการใชปุยเคมี N:K รวมกับการใชหินฟอสเฟตน้ันไมมีการเติมชานออยปลอด
เชื้อ และจากการสังเกตกระถางปลูกของชุดควบคุมพบวาเพยีงสัปดาหแรกของการปลกูมะเขือเทศ เศษ
ชานออยมีลักษณะเปอยยุย อีกทั้งมีลกัษณะของเชื้อราและแบคทีเรียในธรรมชาตเิจริญอยู จึงอาจเปนไปได
วาจุลินทรียในธรรมชาตทิี่ยดึเกาะกับชานออยชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศ ขอสังเกตที่
นาสนใจอีกประการหนึ่งคือ แมวาจะมีการใชปุยเคมี N:K แตการที่พืชไมสามารถนําฟอสฟอรัสในหิน
ฟอสเฟตไปใชประโยชนไดสามารถสงผลใหพืชมีการเจริญเติบโตลดลง เน่ืองจากฟอสฟอรัสเปนธาตุ
อาหารพืชที่มีความสําคัญอยางยิ่งตอการเจริญเติบโตของพืช (RodrÍguez และ Fraga, 1999)  

 



 32

4.5.2 ผลตอคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีบางประการของดิน 
ผลการวิเคราะหดินกอนปลูกซึ่งเปนดินเค็มที่เก็บตัวอยางจากบริเวณอางเก็บนํ้าหนองบอ      

อําเภอบรบือ จังหวัดมหาสารคาม เปนดินที่มีความเค็มเล็กนอย เน่ืองจากชวงเวลาที่ทําการเก็บตัวอยาง
เปนฤดูฝน ดินมีความอุดมสมบูรณต่ํา และมีเน้ือดินเปนดินรวนเหนียวปนทราย (Sandy clay loam) ดัง
ตารางที่ 4.13 นอกจากนี้ จากการวิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของดินในวันเก็บเกี่ยว ดัง
ตารางที่ 4.14 พบวา ดินมีคา pH เพ่ิมขึ้นจากดินกอนการปลูกในทุกกรรมวิธีทดลอง ในกรรมวิธีทดลองที่มี
การใชหัวเชื้อผสมในตัวกลางชานออย รวมกับปุยเคมี N:K และหินฟอสเฟต พบวาดินมีฟอสฟอรัสที่เปน
ประโยชนตอพืชในปริมาณสูงที่สุดเม่ือเทียบกับกรรมวิธีทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญ นอกจากนี้ยังมีคา 
pH ต่ําที่สุดโดยมีคาเทากับ 5.76 แตไมแตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีทดลองที่มีการใชเฉพาะปุยเคมี 
N:P:K ผลการศึกษาที่ไดอาจกลาวไดวา การที่ดินในกรรมวิธีทดลองนี้มีปริมาณฟอสฟอรัสที่เปน
ประโยชนตอพืชในปริมาณสูงที่สุดนั้นเกิดจากกิจกรรมในการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียในหัวเชื้อ
ผสม ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาของ Han และคณะ (2006) ที่พบวาการเติมหัวเชื้อแบคทีเรียที่
สามารถละลายฟอสเฟตชวยใหดินมีฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนตอพืชเพ่ิมขึ้น โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือใช
หัวเชื้อแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตรวมกับการเติมหินฟอสเฟต และสงผลตอเน่ืองใหทั้งสวนตน
และรากพืชมีปริมาณฟอสฟอรัสเพิ่มขึ้น 

 
ตารางที่ 4.11   ผลของหวัเชื้อผสมตอการเจรญิเติบโตของตนกลามะเขือเทศอาย ุ30 วัน ในสภาพเรือน

เพาะชํา  
Treatment น้ําหนักสด 

(มิลลิกรัม/ตน) 
น้ําหนักแหง 

(มิลลิกรัม/ตน) 
ความสูง (ซม.) คลอโรฟลล (SPAD) 

1 330.8 AB 27.6 AB 8.2 B 27.967 
2 285.8 B 17.0 B 6.7 B 27.108 
3 455.8 AB 30.8 AB 7.3 B 27.292 
4 713.5 A 51.4 A 13.0 A 28.962 
5 105.3 B 3.2 B 3.8 C 28.800 
6 291.7 B 18.7 B 6.9 B 29.989 

F-Test ** ** ** ns 
LSD 0.05 0.2806 0.0206 1.7452 4.7076 

  Treatment 1 -  ไมเติมหัวเชื้อ และไมเติมปุย แตเติมชานออยปลอดเชื้อ (ชุดควบคุม) 
  Treatment 2 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 3 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และไมเติมหัวเชือ้ 
  Treatment 4 -  เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และเตมิชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 5 -  เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และไมเติมหัวเชื้อ 
  Treatment 6 -  ไมเติมปุย แตเติมชานออยที่มีหัวเชือ้ 

        ABC ตัวอักษรตางกันแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
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ตารางที่ 4.12   ผลของหวัเชื้อผสมตอการเจรญิเติบโตของตนกลามะเขือเทศอายุ 60 วัน ในสภาพเรือน
เพาะชํา 

 
Treatment น้ําหนักสด 

(กรัม/ตน) 
น้ําหนักแหง 
(กรัม/ตน) 

ความสูง 
(ซม./ตน) 

คลอโรฟลล 
(SPAD) 

พ้ืนที่ใบ 
(ตร. มม./ตน) 

Phosphorus 
(%) 

1 2.7034 AB 0.2791 AB 11.075 C 28.558 B 22680 C     0.1175 D 
2 2.1688 B 0.2057 BC  13.650 BC  17.500 E  27473 B     0.185  CD 
3 3.2259 AB  0.3655 AB  17.550 B  28.183 B  19712 D     0.285  AB 
4 5.1733 A  0.5004 A  26.867 A   31.117 A  30140 A     0.3125 A 
5 0.7978 B 0.0967 BC  12.300 BC  21.400 D  10153 F     0.1875 CD 
6 0.7166 B 0.0745 C  8.500 C  25.671 C  13453 E     0.220  BC 

F-Test * * ** ** **         ** 
LSD 0.05 2.5841 0.2763 4.6149 1.6818 644.80     0.0827 

  Treatment 1 -  ไมเติมหัวเชื้อ และไมเติมปุย แตเติมชานออยปลอดเชื้อ (ชุดควบคุม) 
  Treatment 2 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 3 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และไมเติมหัวเชือ้ 
  Treatment 4 -  เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และเตมิชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 5 -  เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และไมเติมหัวเชื้อ 
  Treatment 6 -  ไมเติมปุย แตเติมชานออยที่มีหัวเชือ้ 

        ABC ตัวอักษรตางกันแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
 
ตารางที่ 4.13  คุณสมบัติทางกายภาพและเคมีบางประการของดินกอนปลูก 
 

pH 
(1:1 H2O) 

ECe 
(1:5) 

(dS/m) 

Organic 
Matter 

(%) 

Total 
Nitrogen 

(%) 

Available 
phosphorus, 

Bray II 
(ppm) 

Extractable 
potassium 

(ppm) 

Soil 
texture 

5.5 3.3 0.74 0.04 6.85 39.00 sandy clay 
loam 
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ตารางที่ 4.14    คุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของดินในวันเก็บเกี่ยว (วันที่ 60 ของการปลูก) 
 

Treatment pH 
(1:1 H2O) 

Organic 
Matter  

(%) 

Total 
Nitrogen  

(%) 

Available  
phosphorus, Bray II  

(ppm) 

Extractable 
potassium 

(ppm) 

1 6.50 A 0.6025 B 0.0325 B 6.450 E 35.25 B 
2 6.50 A 0.720 A 0.1925 A 30.5875 C 51.25 A 
3 5.80 B 0.430 C 0.0200 B 9.4175 E 42.50 AB 
4 5.76 B 0.4365 C 0.0200 B 52.5825 A 43.0 AB 
5 6.40 A 0.420 C 0.0200 B 46.200 B 51.0 A 
6 6.265 AB 0.670 B 0.0333 B 21.1325 D 36.325 B 

F-Test * ** * ** ** 
LSD 0.05 0.5734 0.1168 0.1105 5.2692 9.2189 

  Treatment 1 -  ไมเติมหัวเชื้อ และไมเติมปุย แตเติมชานออยปลอดเชื้อ (ชุดควบคุม) 
  Treatment 2 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 3 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และไมเติมหัวเชือ้ 
  Treatment 4 -  เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และเตมิชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 5 -  เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และไมเติมหัวเชื้อ 
  Treatment 6 -  ไมเติมปุย แตเติมชานออยที่มีหัวเชือ้ 

        ABC ตัวอักษรตางกันแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
 
4.5.3 ผลตอปริมาณจุลินทรียในดิน 

จากการศึกษาปริมาณจุลินทรียในดินโดยตรวจนบัปรมิาณแบคทีเรยีทั้งหมดดวยวิธี viable 
plate  count  ในอาหาร halobacteria ที่มีปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด 0.2 M ของดินที่ปลูกเปนเวลา 
2  4  6 และ 8 สัปดาห ผลการศึกษาพบวา กรรมวิธีทดลองที่ 4 ที่มีการใชหัวเชื้อผสมในตัวกลางชานออย 
รวมกับปุยเคมี N:K และหินฟอสเฟตมีปริมาณจุลินทรียในดินสูงสุด  รองลงมาคือกรรมวิธีทดลองที่เติม
ปุยเคมี N:P:K รวมกับชานออยที่มีหัวเชื้อผสม  และชุดควบคุมทีไ่มเติมหัวเชื้อผสมและไมเตมิปุย แต
เติมชานออยปลอดเชื้อ  ตามลําดับ แตปริมาณจุลินทรียในสามกรรมวิธีทดลองนี้ไมแตกตางทางสถติิ 
ทั้งน้ี อาจเปนผลมาจากการที่หัวเชื้อของแบคทีเรีย (ในกรรมวิธทีดลองที่มีการใชหัวเชื้อ) หรือจุลินทรีย
จากธรรมชาตทิี่เจริญในชานออย (ในกรรมวิธีทดลองที่เปนชุดควบคุม) สามารถยอยละลายฟอสเฟตรูปที่
ถูกตรึงในดินได จุลินทรียในดินจึงไดรับฟอสฟอรัสเสริมสําหรับการเจริญมากกวา (ดังแสดงในภาพที่ 4.7 
และตารางที่ 4.15)  ทําใหกรรมวิธีทดลองที่ 1  2  4  และ 6 ซ่ึงมีการเติมชานออยมีปริมาณแบคทีเรียใน
ดินสูงกวากรรมวิธีทดลองที่ 3  และ 5  ที่ไมมีการเติมชานออย 

จากผลการทดลองที่ได พบวา ชานออยนอกจากจะเปนวัสดุตัวกลางที่ทําใหหัวเชื้อแบคทีเรียมี
การรอดชีวิตสงูแลว ยังสามารถสงเสริมการเจริญของจุลินทรียในดินตามธรรมชาติ และเปนการเพิ่ม
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อินทรียวัตถุในดินไดอีกทางหนึ่ง นอกจากนั้น หัวเชื้อผสมของแบคทเีรียสามารถสงเสริมการงอกและการ
เจริญเติบโตของมะเขือเทศที่ปลูกในสภาวะเค็มทั้งในสภาพหองปฏิบัติการ และในสภาพเรือนเพาะชํา
ไดดี ตลอดจนทําใหดินที่ผานการเติมหัวเชื้อมีปริมาณฟอสฟอรสั และแบคทีเรียสูง โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือ
มีการเติมหินฟอสเฟตรวมดวย ดังน้ันชานออยจึงเปนของเหลือใชจากการเกษตรที่เหมาะสมตอการใช
เปนวัสดตุัวกลางในการผลติหัวเชื้อแบคทีเรียทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase สายพันธุ B. 
licheniformis B2r และแบคทีเรียทนเคม็ที่สามารถละลายฟอสเฟตสายพันธุ B. megaterium A12ag 
อยางไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติมดานการปรบัสภาพตวักลางชานออยใหมีประสิทธภิาพในการยืดอายุ
การเก็บรกัษาหัวเชื้อ และตดิตามผลการรอดชีวติของหัวเชื้อที่มีอายกุารเกบ็รักษาเปนเวลาอยางนอย 1 ป 
ควรติดตามตรวจนบัปริมาณแบคทเีรียทีส่รางเอนไซม ACC deaminase และที่ยอยละลายฟอสเฟต โดยใช
อาหารเฉพาะ เชน อาหารที่มีอนินทรียฟอสเฟตเปนแหลงฟอสฟอรัส หรือมี ACC เปนแหลงไนโตรเจน 
เปนตน และการนําหัวเชื้อผสมของแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกไดจากการศึกษานี้ไปใชกับพืชเศรษฐกิจ
ชนิดอ่ืน และกับสภาวะดินเค็มในระดับตาง ๆ เพ่ือการนําหัวเชือ้แบคทีเรียทนเค็มที่คัดแยกไดน้ีไปใช
สงเสริมการปลูกพืชในพื้นทีดิ่นเค็มไดอยางมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 
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  Treatment 2 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 3 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และไมเติมหัวเชือ้ 
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ตารางที่ 4.15   ปริมาณแบคทีเรีย (log CFU/ กรัมของดิน) ในดินที่ปลูกมะเขือเทศในเรือนเพาะชํา ที่ 
ระยะเวลาในการปลูกสัปดาหที่ 2    4    6   และ 8   

 
ระยะเวลาในการปลูก (สัปดาห) Treatment 

2 4 6 8 
1 6.0683 6.9594  A 6.9785 A 6.9902 A 
2 6.0352 6.9860 A 6.9940 A 7.0000 A 
3 5.9040 6.4604 BC 6.5568 BC 6.5440 BC 
4 6.1187 7.0528 A 7.0884 A 7.0959  A 
5 5.9994 6.3949C 6.4705C 6.4790  C 
6 5.9899 6.5914 B 6.6325B 6.6144  B 

F-Test ns ** ** ** 
LSD 0.05  0.1408 0.1205 0.1181 

  Treatment 1 -  ไมเติมหัวเชื้อ และไมเติมปุย แตเติมชานออยปลอดเชื้อ (ชุดควบคุม) 
  Treatment 2 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และเติมชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 3 -  เติมปุยเคมี N:P:K  และไมเติมหัวเชือ้ 
  Treatment 4 -  เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และเตมิชานออยที่มีหัวเชื้อ 
  Treatment 5 -  เติมปุยเคมี N:K หินฟอสเฟต และไมเติมหัวเชื้อ 
  Treatment 6 -  ไมเติมปุย แตเติมชานออยที่มีหัวเชือ้ 

        ABC ตัวอักษรตางกันแสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 
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บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย 
 

1.  ผลการคัดเลือกแบคทเีรยีทนเค็มที่สรางเอนไซม ACC deaminase คือ B. licheniformis B2r 
 2.  ผลการคัดเลือกแบคทเีรยีทนเค็มที่สามารถละลายฟอสเฟต คือ   B. megaterium A12ag 
 3.  การศึกษาการรอดชีวิตของหัวเชื้อผสม  B. licheniformis  B2r และ B. megaterium A12ag 
(อัตราสวน 1:1) พบวา จํานวนแบคทีเรียในหวัเชือ้ผสมรูปแบบน้ําในตัวกลางฟอสเฟตบัฟเฟอร และ
รูปแบบแหงในตัวกลางขุยมะพราวที่เกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 4  20  30  และ 40°C เปนเวลา 4 สัปดาห มี
การรอดชีวิตต่ํากวา 4.0 log CFU/ml หรือ กรัมของตัวกลาง ในขณะที่หัวเชื้อผสมรูปแบบแหงในตัวกลาง
ชานออย ทําใหแบคทีเรียในหัวเชื้อผสมมีการรอดชีวิตสูงมาก โดยมีจํานวนเทากบัจํานวนเริ่มตนเม่ือเก็บ
รักษาเปนระยะเวลา 1 เดือน ทั้งที่อุณหภูมิ 4 และ 30°C  

4. การศึกษาผลของหัวเชื้อผสม B. licheniformis  B2r และ B. megaterium A12ag ตอการ
เจริญเติบโตของมะเขือเทศในสภาพหองปฏิบัติการ  พบวา การเติมหัวเชื้อผสมใหกับเมล็ดมะเขือเทศที่
ระดับความเค็ม 0  30  60  90  และ  120 mM NaCl ชวยเพิ่มเปอรเซ็นตการงอก  ดัชนีการงอก  ความ
ยาวราก  และน้ําหนักแหงของมะเขือเทศอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับชุดควบคุมที่ไมไดเติมหัวเชื้อผสม    

5. การศึกษาผลของหัวเชือ้ผสมแบบแหงในตัวกลางชานออยตอการเจริญเติบโตของมะเขือเทศ
ที่ปลูกในดินเค็มในสภาพเรอืนเพาะชํา  พบวา  ในกรรมวิธีทดลองที่มีการเติมหัวเชื้อผสมรวมกับการเติม
ปุยเคมี N:K และหินฟอสเฟต ทําใหตนกลามะเขือเทศอายุ 30 วัน มีคาน้ําหนักสด  นํ้าหนักแหง และ
ความสูงมากกวากรรมวิธทีดลองอื่น  และทําใหตนกลามะเขือเทศอายุ 60 วัน มีคาน้ําหนักสด  นํ้าหนัก
แหง  ความสูง  คลอโรฟลล  พ้ืนที่ใบ  และเปอรเซ็นตฟอสฟอรัส มากกวากรรมวิธีทดลองอื่น  

6. ผลการวิเคราะหคุณสมบตัิทางกายภาพและเคมีบางประการของดินที่ปลูกมะเขอืเทศ  พบวา  
ในทุกกรรมวธิทีดลอง pH ของดินหลังปลูกเพิ่มขึ้นจากดินกอนปลูก  และในกรรมวิธีทดลองที่มีการเติม
หัวเชื้อผสมรวมกับการเติมปุยเคมี N:K และหินฟอสเฟต คา pH ของดินหลังปลูกมีคาต่ําสุด   นอกจากนี้ 
ในกรรมวิธทีดลองที่มีการเตมิหัวเชื้อผสมรวมกบัการเตมิปุยเคมี N:K และหินฟอสเฟต ดินมีปริมาณ
ฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนตอพืชในปริมาณสูงที่สุด 

7. ผลการตรวจนับแบคทีเรียทั้งหมดในดินหลังปลูก พบวา ในกรรมวิธีทดลองที่มีการเติมหัวเชื้อ
ผสมรวมกับการเติมปุยเคมี N:K และหินฟอสเฟต มีปริมาณแบคทีเรียในดินสูงสุด แตไมพบความ
แตกตางทางสถิติกับกรรมวธิีทดลองที่เตมิปุยเคมี N:P:K รวมกับชานออยที่มีหัวเชื้อ  และชดุควบคุมที่
ไมเติมหัวเชื้อและไมเติมปุยแตเติมชานออยปลอดเชื้อ 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ  

 
1. สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1.1 อาหาร modified Pikovskaya (MPVK) ( Son และคณะ, 2006) 

Glucose   10  g 
(NH4)2SO4   0.5  g 
NaCl    0.2 g 
KCl    0.2 g 
CaCl2

.2H2O   0.1 g 
MgSO4

.7H2O   0.1 g 
MnSO4

.7H2O   0.5 g 
FeSO4

.7H2O   0.5 g 
Yeast extract   0.5 g 
Ca3(PO4)2   0.5 g 
Agar    1.5  g 
ผสมสวนประกอบทั้งหมด ยกเวน Ca3(PO4)2 ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 1,000 ml และ ปรับ 

pH เปน 7.5 และแยกฆาเชื้อ Ca3(PO4)2 ที่ความดัน 15 ปอนด อุณหภูมิ 121 °C นาน 15 นาที และผสม
กับสวนประกอบอื่นที่ฆาเชื้อแลว  
 
 1.2  อาหาร Halobacteria medium (Atlas, 1997) 

 Yeast extract   1.00  g 
 Casein hydrolysate   5.00  g 
 CaCl2

.6 H2O    0.28  g 
 KCl     5.00  g 
 MgSO4

.7 H2O          10.00 g 
 KNO3   1.00  g 
 Disodium citrate  3.08 g 
 Agar    15-20  g 
 
ผสมสวนประกอบทั้งหมดในน้ํากลั่นประมาณ 500 ml ใชความรอนชวยและคนจนเขากันดีเติม

เกลือ NaCl ตามปริมาณที่ตองการ คนจนละลายดีปรับปริมาตรเปน 1,000 ml และ ปรับ pH  7.2- 7.4 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121°C นาน 15 นาที  
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1.3  อาหาร  DF salt minimal medium ที่มี ACC เปนแหลงไนโตรเจน (Dworkin และ Foster, 1958) 
KH2PO4            4.0 g  
Na2HPO4          6.0 g  
MgSO4.7H2O    0.2 g 
Glucose            2.0 g 
Gluconic acid  2.0 g  
Citric acid    2.0 g  
Major trace elements และ minor trace elements อยางละ 0.1 ml 
 
ผสมสวนประกอบทั้งหมดในน้ํากลั่นประมาณ 500 ml ใชความรอนชวยและคนจนเขากันดีเติม

เกลือ NaCl ตามปริมาณที่ตองการ คนจนละลายดี ปรับปริมาตรเปน 1,000 ml ปรับ pH 7.2 แลวนําไป
น่ึงฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121°C นาน 15 นาที เม่ืออาหารเย็นตัวลง ทําการ
เติม ACC 3.0 mM สําหรับเปนแหลงไนโตรเจนแกแบคทีเรีย 

สวนประกอบของ major trace elements 
H3BO3                      10.00    mg 
MnSO4

.H2O  11.19    mg 
ZnSO4

.7H2O         124.60    mg 
CuSO4

.5H2O  78.22    mg 
MoO3   10.00    mg 
Sterile distilled water        100  ml 

                            เก็บที่อุณหภูมิ ต่ํากวา 4°C 
สวนประกอบของ minor trace elements 

FeSO4
.7H2O               100.00 mg 

Sterile distilled water       10    ml 
                                   เก็บที่อุณหภูมิ ต่ํากวา 4°C 
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ภาคผนวก ข 
ชื่อชนิดและรหัสเชื้อจุลินทรีย 

 
เชื้อแบคทีเรียที่ทําการศึกษาเปน เชื้อแบคทีเรียที่ทําการคัดแยกไดจากดินเค็มบริเวณหนองบอ 

อําเภอบรบือ จังหวัดมหาสารคาม  จากการศึกษาของ Chookietwattana (2003) ดังน้ี 
 
ตารางผนวกที่ ข-1  ชื่อชนิดและรหัสเชื้อแบคทีเรียที่ทําการศึกษา 

 
Isolate 
codes 

Identified species Isolate 
codes 

Identified species 

A9ax Bacillus aquimaris A6v Bacillus megateium 
A6u1 Bacillus aquimaris A9ay Bacillus mycoides 
A10e Bacillus aquimaris A6aF Bacillus licheniformis 
A8a4 Bacillus aquimaris A7aF Bacillus licheniformis 
A7g Bacillus aquimaris A8aV Bacillus licheniformis 
A7aA Bacillus bataviensis A8aT Bacillus licheniformis 
AIIV Bacillus circulans AIat Bacillus licheniformis 
A1h Bacillus firmus A5aG Bacillus licheniformis 
App Bacillus firmus A8[aa] Bacillus licheniformis 

A12ao Bacillus firmus A8an Bacillus licheniformis 
AIa Bacillus firmus A5[ac] Bacillus pumilus 

A1n1 Bacillus firmus A5af1 Bacillus pumilus 
AIIp Bacillus firmus A8y Bacillus pumilus 

A10[ajj] Bacillus firmus A8aD1 Bacillus pumilus 
A12f Bacillus firmus A1ar Bacillus pumilus 

A8ak1 Bacillus firmus A8aD Bacillus pumilus 
A8ah Bacillus firmus AIIau Bacillus pumilus 
A12g Bacillus firmus A5at Bacillus pumilus 
A8ai Bacillus firmus A6ar Bacillus pumilus 
AIIah Bacillus firmus Apua1 Bacillus pumilus 
Apj Bacillus firmus A8<ab> Bacillus subtilis 
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ตารางผนวกที่ ข-1  (ตอ) 
 

Isolate 
codes 

Identified species Isolate 
codes 

Identified species 

A11y Bacillus firmus A10af Bacillus subtilis 
A9s Bacillus firmus A7[ab] Bacillus subtilis 
AIIy Bacillus megateium A12[ab] Bacillus subtilis 
AIag Bacillus megateium A9ab2 Bacillus subtilis 
A9an Bacillus megateium A8ab2 Bacillus subtilis 
A12ag Bacillus megateium A9aDD Bacillus subtilis 
A8az1 Bacillus subtilis B8aw Staphylococcus gallinarum 
A7ab1 Bacillus subtilis B9aq1 Halobacillus litoralis 
A2az Bacillus subtilis B8aZ Vigribacillus pantothenticus 
A1az Bacillus vallismortis B12aq1 Halomonas elongata 
A5au Bacillus vallismortis B9aB Haererehalobacter ostenderis 
A6aJ Bacillus vallismortis B12r1 Halobacillus litoralis 
A8e Bacillus vietnamensis B2r Bacillus licheniformis 
A11b Bacillus vietnamensis B7aW Bacillus licheniformis 
A1c Bacillus vietnamensis B11ax Halomonas desiderata 
Apa Bacillus vietnamensis B10aFF Bacillus aquimaris 
A6aP Geobacillus 

caldoxylosilyticus 
B8ax Bacillus halodenitrificans 

A9au Halobacillus litoraris B8[ac] Halobacillus trueperi 
A10au Halobacillus litoraris A12ar1 Pseudomonas stutzeri 
A9ajj Halobacillus litoraris   
A7aM Halobacillus litoraris   
A1q Halobacillus salinus   

A11s1 Halobacillus trueperi   
A5y Halobacillus trueperi   
A1w Halobacillus trueperi   
A1u Halobacillus trueperi   

A12ajj Marinobacter aquaeolei   
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะหฟอสเฟตละลาย และกิจกรรมของเอนไซม ACC deaminase 

 
1.   การวิเคราะหฟอสเฟตละลาย (กรมพัฒนาที่ดิน, 2548) 

    1.1 การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะหฟอสเฟต 
1)  Sulfuric acid solution 5 N, เติม conc. H2SO4 70 ml ลงในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหเปน 

500 ml ดวยน้ํากลั่น 
2)  Antimony potassium tartrate solution, ละลาย KSbOC4H4O6.1/2H2O 1.3715 กรัมในน้ํา

กลั่น และปรับปริมาตร จนได 500 ml ดวยน้ํากลั่นเก็บในขวดแกว pyrex 
3) Ammonium molybdate solution, ละลาย (NH4)6MoO24.4H2O 20 กรัม ในนํ้ากลั่น และปรับ

ปริมาตรจนได 500 ml ดวยน้ํากลั่นเก็บในขวด polyethylene 
4)  Ascorbic acid solution 0.1 M, ละลาย ascorbic acid  1.76 กรัมในน้ํากลั่น และปรับ

ปริมาตรจนได 100 ml ดวยน้ํากลั่น เก็บสารละลายนี้ไวใน ตูเย็น 1 สัปดาห 
5) Mixed reagent 

- 50 ml Sulfuric acid solution (1) 
- 5 ml Antimony potassium tartrate solution (2) 
- 15 ml Ammonium molybdate solution (3) 
- 30 ml Ascorbic acid solution (4) 

ผสมสารละลาย (1), (2) และ(3) ใหเขากันทิ้งไว 2-3 นาที และเติมสารละลาย (4) ผสมใหเขากัน
ในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรจนได 1,000 ml  นําสวนใสปริมาตร 2 ml ปรับปริมาตรใหได 50 ml จากนั้น
ดึงตัวอยางปริมาตร 5 ml เติม mixed reagent ปริมาตร 1 ml  เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 10 นาที นําไป
วัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 880 nm โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเปน blank จากนั้นนําขอมูลที่ได
ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานและคํานวณปริมาณฟอสเฟตดังสูตร 

 
ปริมาณฟอสเฟต (mg/l)  = ปริมาณฟอสเฟตจากกราฟ (ไมโครกรัม) 
                  ปริมาตรตัวอยาง (ml) 
 

1.2  การเตรียมกราฟมาตรฐาน  
1) Standard phosphorus solution 50 mg/l  ละลาย KH2PO4 (Anhydrous) 0.2196 กรัม ในน้ํา

กลั่น และปรับปริมาตรจนได 1,000 ml ดวยน้ํากลั่น 
2)  เตรียม Standard phosphorus solution ใหมีปริมาณฟอสเฟตเทากับ 0, 2.5, 3.75, 

7.5, 10.0, 15.0, 20 และ 25 ไมโครกรัม เติม mixed reagent ปริมาตร 1 ml  ลงใน Standard 
phosphorus solution ที่เตรียมไว จํานวน 5 ml เขยาใหเขากันตั้งทิ้งไว 10 นาที วัดคาการดูดกลืนแสง 
ที่ความยาวคลื่น 880 nm ภายใน 10-30 นาที จากนั้นนําไปสรางกราฟมาตรฐาน ดังภาพผนวก ค-1 
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ภาพผนวก ค-1  กราฟมาตรฐานของฟอสเฟต 
 

2. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ACC deaminase 
2.1  การเตรียมตัวอยาง 

1)   ปลูกเชื้อแบคทีเรียที่มีการเจริญอยูในระยะกลางถงึปลาย log phase ปริมาตร 5 μl ลงใน
อาหาร tryptic soybean broth 7.5 ml บมที่อุณหภูมิ 32-35°C พรอมเขยาดวยความเร็วรอบ 200 rpm 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

2)   เก็บเกีย่วเซลลโดยปนเหวี่ยงที่ 8000g เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C 
3) รินสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวย 5.0 ml DF salt minimal medium ปนเหวี่ยงที่ 8000g 

เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C รินสวนน้ําใสทิ้ง 
4) resuspend เซลลใน 7.5 ml DF salt minimal medium จากนั้น aliquot 0.5M ACC ที่แช

แข็งและผานการ thaw ปริมาตร 45 μl เพ่ือใหได ACC 3.0 mM 
5) บมเชื้อที่อุณหภูมิ 32-35°C พรอมเขยาดวยความเรว็รอบ 200 rpm เปนเวลา 24 ชัว่โมง 
6) เก็บเกี่ยวเซลลโดยปนเหวีย่งที่ 8000g เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C 
7) รินสวนน้ําใสทิง้ แลวลางเซลล 2 ครั้ง ดวย 5 ml ของ 0.1M Tris-HCl pH 7.6 รินสวนน้ําใสทิ้ง 
8) ถายังไมวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมทันที ควรเกบ็ cell pellet ไวที่ -20°C 
9) ในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ACC เติม 1 ml ของ 0.1M Tris-HCl pH 7.6 ลงไปใน 

cell pellet vortex ใหเขากันดีแลวปเปตลง microcentrifuge tube ใหมขนาด 1.5 ml 
10) นําไปปนเหวีย่งที่ 16000g นาน 5 นาที จากนั้นรินสวนใสทิ้ง 
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11) เติม 0.1M Tris-HCl pH 8.5 ปริมาตร 600 μl จากนั้นเตมิโทลูอีน (5%, v/v) 30  μl และ 
vortex ที่ความเร็วสูงสุดนาน 30 วินาที สารละลายเอนไซมของตัวอยางที่เตรียมไดน้ีนําใชไปวเิคราะหหา
กิจกรรมของเอนไซม ACC 

2.2  การทํากราฟมาตรฐานความเขมขนของ α–ketobutyrate 

1)   เตรียมสารละลายสต็อคมาตรฐาน α–ketobutyrate 100mM โดยใช 0.1M Tris-HCl pH 8.5 
เปนตวัทําละลาย เจือจางสารละลายสต็อคดวยบัฟเฟอรเดียวกันน้ีใหไดความเขมขน 10 mM และเก็บ
รักษาไวที่อุณหภูมิ 4°C  

2) เตรียมอนกุรมของสารละลายมาตรฐานα–ketobutyrate ความเขมขน 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 

0.8 และ 1.0 μmol โดยนําสารละลายสต็อคมาตรฐาน α–ketobutyrate เขมขน 10 mM เจือจางดวย

บัฟเฟอรเดียวกันน้ีใหไดความเขมขน 0.1-1.0 μmol 

3) นําสารละลายมาตรฐานα–ketobutyrateของแตละความเขมขนมาปริมาตร 200 μl เติม

สารละลาย 0.2% 2,4 dinitrophenylhydrazine ปริมาตร 300 μl (เตรียมโดยละลายใน 2M HCl) vortex 

ใหเขากันแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 30 นาที เพ่ือให α–ketobutyrate เปลี่ยนรูปไปเปน 

phenylhydrazone ตรวจหาปริมาณ phenylhydrazone ที่เกดิขึ้น ซ่ึงเปนปฏิภาคตรงกับ α–
ketobutyrate ที่มีในตวัอยาง โดยการเติม 2M NaOH ปริมาตร 2.0 ml ผสมใหเขากันดี นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 540 nm  

4) plot graph คาการดูดกลืนแสงในแกน y และคาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานα–
ketobutyrate ในแกน x 
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ภาพผนวก ค-2  กราฟมาตรฐานของ α–ketobutyrate 
 

2.3  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ACC deaminase 

1)   ปเปต toluenized cells 200 μl ใสลงใน microcentrifuge tube  

2) เติม 0.5M ACC ปริมาตร 20 μl ลงไป แลว vortex ใหสวนผสมเขากันดี จากนั้นนําไปบมที่
อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 15 นาที 

3) เติม 0.56M HCl ปริมาตร 1 ml vortex ใหสวนผสมเขากันดี นําไปปนเหวี่ยงที่ 16000g 
นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง  

4) ปเปตสวนใสมา 1 ml เติม 0.56M HCl ปริมาตร 800 μl vortex ใหสวนผสมเขากันดี  

5) เติมสารละลาย 0.2% 2,4 dinitrophenylhydrazine ปริมาตร 300 μl ในหลอดแกวใหมที่
สะอาด บมที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติม 2M NaOH ปริมาตร 2.0 ml ผสมใหเขา
กันดี นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm  

6) คาการดูดกลืนแสงที่ไดเปนคาการดูดกลืนแสงที่รวม assay reagents, bacterial extract 
และ ACC ซ่ึงตองนําไปคิดดวย ดังน้ันจึงตองทําblank โดยเติมเฉพาะ assay reagents และ ACC และ
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปหักลบจากตัวอยาง หลังจากนั้นตองวัดคาการดูดกลืนแสงของ assay 
reagent ที่ไมมีการเติม ACC แลวนําคาที่ไดไปหักลบออกจากคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางที่ไดครั้ง
แรก จึงจะเปนคาการดูดกลืนแสงแทจริงของตัวอยาง คํานวณกิจกรรมของเอนไซม ACC deaminase 
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ภาคผนวก ง 
ผลการวิเคราะหทางสถิต ิ

 
1.  ผลวเิคราะหสถิติดานผลของความเค็ม และอุณหภูมิตอการเจริญของแบคทีเรีย 

       
ผลของความเค็มตอการเจริญของ B. megaterium  A12ag 

Completely Randomized AOV for phosphate 
Source   DF        SS        MS       F        P 
trt       4   27478.9   6869.73    1545   0.0000 
Error    15      66.7      4.45 
Total    19   27545.6 
Grand Mean 101.79    CV 2.07                                Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                             2.28         4      0.6844 
Cochran's Q                 0.3260 
Largest Var / Smallest Var  6.4320 
Component of variance for between groups   1716.32 
Effective cell size                                              4.0 
    trt    Mean 
NaCl 0.2 M  137.90 
NaCl 0.4 M    141.50 
NaCl 0.8 M    113.10 
NaCl 1.2 M     63.83 
NaCl 1.6 M     52.60 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    1.0543 
Std Error (Diff of 2 Means) 1.4909 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt        Mean  Homogeneous Groups 
NaCl 0.2 M  141.50  A 
NaCl 0.4 M  137.90   B 
NaCl 0.8 M  113.10    C 
NaCl 1.2 M  63.825     D 
NaCl 1.6 M  52.600      E 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  1.4909 
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Critical T Value  2.131     Critical Value for Comparison  3.1779 
All 5 means are significantly different from one another. 
 

ผลของความเค็มตอการเจริญของ B. megaterium  AIIy 
Completely Randomized AOV for phosphate 
Source   DF        SS        MS       F        P 
trt       4   19401.4   4850.35     436   0.0000 
Error    15     167.0     11.13 
Total    19   19568.4 
Grand Mean 88.360    CV 3.78                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                    11.3    4     0.0238 
Cochran's Q                 0.7170 
Largest Var / Smallest Var  25.481 
Component of variance for between groups   1209.80 
Effective cell size                            4.0 
    trt    Mean 
NaCl 0.2 M  119.80 
NaCl 0.4 M  121.20 
NaCl 0.8 M   97.20 
NaCl 1.2 M   55.80 
NaCl 1.6 M   47.80 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    1.6684 
Std Error (Diff of 2 Means) 2.3595 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt        Mean  Homogeneous Groups 
NaCl 0.2 M  121.20  A 
NaCl 0.4 M  119.80  A 
NaCl 0.8 M   97.200   B 
NaCl 1.2 M   55.800    C 
NaCl 1.6 M   47.800     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  2.3595 
Critical T Value  2.131     Critical Value for Comparison  5.0292 
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There are 4 groups (A, B, etc.) in which the meansare not significantly different from one 
another. 

 
B. megaterium  A12ag – B. megaterium  AIIy ที่ NaCl 0.2 M 

LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt      Mean  Homogeneous Groups 
A12ag  137.90  A 
AIIy   119.80   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  1.1247 
Critical T Value  2.447     Critical Value for Comparison  2.7521 
All 2 means are significantly different from one another. 

 
B. megaterium  A12ag – B. megaterium  AIIy ที่ NaCl 0.4 M 

LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt      Mean  Homogeneous Groups 
A12ag  141.50  A 
AIIy   121.20   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  2.0944 
Critical T Value  2.447     Critical Value for Comparison  5.1249 
All 2 means are significantly different from one another. 

 
 B. megaterium  A12ag – AIIy ที่ NaCl 0.8 M 

LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt      Mean  Homogeneous Groups 
A12ag  113.10  A 
AIIy   97.200   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  3.3628 
Critical T Value  2.447     Critical Value for Comparison  8.2284 
All 2 means are significantly different from one another. 

 
B. megaterium  A12ag – B. megaterium  AIIy ที่ NaCl 1.2 M 

LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt      Mean  Homogeneous Groups 
A12ag  63.825  A 
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AIIy   55.800   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  1.3573 
Critical T Value  2.447     Critical Value for Comparison  3.3212 
All 2 means are significantly different from one another. 

 
B. megaterium  A12ag – B. megaterium  AIIy ที่ NaCl 1.6 M 

LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt      Mean  Homogeneous Groups 
A12ag  52.600  A 
AIIy   47.800   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.8206 
Critical T Value  2.447     Critical Value for Comparison  2.0079 
All 2 means are significantly different from one another. 
 

ผลของอุณหภูมิตอการเจริญของ B. megaterium  A12ag 
Completely Randomized AOV for phosphate 
Source   DF        SS        MS       F        P 
trt       2   1824.88   912.438     545   0.0000 
Error     9     15.07     1.674 
Total    11   1839.94 
Grand Mean 136.18    CV 0.95                      Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                      1.64    2   0.4407 
Cochran's Q                 0.6257 
Largest Var / Smallest Var  4.8595 
Component of variance for between groups   227.691 
Effective cell size                            4.0 
trt    Mean 
 30  140.80 
 35  148.43 
 45  119.30 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.6469 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.9149 
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LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt    Mean  Homogeneous Groups 
35   148.43  A 
30   140.80   B 
45   119.30    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.9149 
Critical T Value  2.262     Critical Value for Comparison  2.0697 
All 3 means are significantly different from one another. 

 
ผลของอุณหภูมิตอการเจริญของ B. megaterium  AIIy 

Completely Randomized AOV for phosphate 
Source   DF        SS        MS       F        P 
trt       2   854.507   427.253     595   0.0000 
Error     9     6.460     0.718 
Total    11   860.967 
Grand Mean 118.33    CV 0.72                       Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                       0.54    2   0.7640 
Cochran's Q                 0.5046 
Largest Var / Smallest Var  2.4328 
Component of variance for between groups   106.634 
Effective cell size                            4.0 
 
trt    Mean 
 30  124.40 
 35  124.20 
 45  106.40 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.4236 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.5991 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt    Mean  Homogeneous Groups 
30   124.40  A 
35   124.20  A 
45   106.40   B 
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Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.5991 
Critical T Value  2.262     Critical Value for Comparison  1.3552 
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another. 

B. megaterium  A12ag – B. megaterium  AIIy ที่ อุณหภูมิ 30°C 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt      Mean  Homogeneous Groups 
A12ag  140.80  A 
AIIy   124.40   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.6807 
Critical T Value  2.447     Critical Value for Comparison  1.6656 
All 2 means are significantly different from one another. 

 

B. megaterium  A12ag – B. megaterium  AIIy ที่ อุณหภูมิ 35°C 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt      Mean  Homogeneous Groups 
A12ag  148.43  A 
AIIy   124.20   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.9473 
Critical T Value  2.447     Critical Value for Comparison  2.3178 
All 2 means are significantly different from one another. 
 

B. megaterium  A12ag – B. megaterium  AIIy ที่ อุณหภูมิ 45°C 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of phosphate by trt 
trt      Mean  Homogeneous Groups 
A12ag  119.30  A 
AIIy   106.40   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.6583 
Critical T Value  2.447     Critical Value for Comparison  1.6108 
All 2 means are significantly different from one another. 
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2.  ผลวเิคราะหสถิติการรอดชีวิตของหัวเชื้อผสม 
ผลการรอดชวีิตของหัวเชือ้ผสมแบบน้าํ 

ที่อุณหภูมิ 4°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   22.8807   5.72018    1108   0.0000 
Error    10    0.0516   0.00516 
Total    14   22.9323 
Grand Mean 5.4236    CV 1.32                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                  7.31    4   0.1202 
Cochran's Q                 0.5492 
Largest Var / Smallest Var  168.69 
Component of variance for between groups   1.90501 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.6737 
 1  6.7900 
 2  5.5460 
 3  4.5187 
 4  3.5897 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0415 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0587 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 1  6.7900  A 
 0  6.6737  A 
 2  5.5460   B 
 3  4.5187    C 
 4  3.5897     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0587 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.1307 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
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ที่อุณหภูมิ 20°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   21.8436   5.46089    1302   0.0000 
Error    10    0.0419   0.00419 
Total    14   21.8855 
Grand Mean 5.5077    CV 1.18                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     3.10    4   0.5412 
Cochran's Q                 0.3079 
Largest Var / Smallest Var  21.076 
Component of variance for between groups   1.81890 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.7113 
 1  6.7783 
 2  5.7440 
 3  4.6463 
 4  3.6583 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0374 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0529 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 1  6.7783  A 
 0  6.7113  A 
 2  5.7440   B 
 3  4.6463    C 
 4  3.6583     D 
Alpha              0.01     Standard Error for Comparison  0.0529 
Critical T Value  3.169     Critical Value for Comparison  0.1676 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
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Completely Randomized AOV for survival 

ที่อุณหภูมิ 30°C  
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   21.7066   5.42666    6486   0.0000 
Error    10    0.0084   0.00084 
Total    14   21.7150 
Grand Mean 5.5130    CV 0.52                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                    3.08    4   0.5440 
Cochran's Q                 0.3588 
Largest Var / Smallest Var  9.9404 
Component of variance for between groups   1.80861 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.7370 
 1  6.7757 
 2  5.7123 
 3  4.6680 
 4  3.6720 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0167 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0236 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 1  6.7757  A 
 0  6.7370  A 
 2  5.7123   B 
 3  4.6680    C 
 4  3.6720     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0236 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.0526 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
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ที่อุณหภูมิ 40°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   30.6759   7.66897    6210   0.0000 
Error    10    0.0123   0.00123 
Total    14   30.6882 
Grand Mean 5.3993    CV 0.65                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     2.91    4   0.5722 
Cochran's Q                 0.3816 
Largest Var / Smallest Var  13.943 
Component of variance for between groups   2.55591 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.8277 
 1  6.8407 
 2  5.6990 
 3  4.5197 
 4  3.1093 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0203 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0287 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 1  6.8407  A 
 0  6.8277  A 
 2  5.6990   B 
 3  4.5197    C 
 4  3.1093     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0287 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.0639 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
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Week  0 compare temperature  
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 40  6.8277  A 
 30  6.7370  AB 
 20  6.7113  AB 
  4  6.6737   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0636 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.1466 
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another. 
 
Week  1 compare temperature  
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 40  6.8407  A 
  4  6.7900  A 
 20  6.7783  A 
 30  6.7757  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0313 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.0721 
There are no significant pairwise differences among the means. 
 
Week  2 compare temperature  
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 20  5.7440  A 
 30  5.7123  A 
 40  5.6990  A 
  4  5.5460   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0340 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.0783 
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another. 
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Week  3 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 30  4.6680  A 
 20  4.6463  A 
 40  4.5197   B 
  4  4.5187   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0463 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.1068 
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another. 
 
Week  4 compare temperature  
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 30  3.6720  A 
 20  3.6583  AB 
  4  3.5897   B 
 40  3.1093    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0347 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.0799 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 

 
การรอดชีวิตของหัวเชื้อผสมแบบแหงในขุยมะพราว 

ที่อุณหภูมิ 4°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   22.3184   5.57961     223   0.0000 
Error    10    0.2504   0.02504 
Total    14   22.5688 
Grand Mean 5.4203    CV 2.92 
At least one group variance is near zero, variance-equality tests cannot be computed. 
Component of variance for between groups   1.85152 
Effective cell size                            3.0 
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wk    Mean 
 0  6.7610 
 1  6.6413 
 2  5.5440 
 3  4.5927 
 4  3.5627 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0914 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1292 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 0  6.7610  A 
 1  6.6413  A 
 2  5.5440   B 
 3  4.5927    C 
 4  3.5627     D 
Alpha  0.05  Standard Error for Comparison  0.1292 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.2879 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 

ที่อุณหภูมิ 20°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   21.6489   5.41221     169   0.0000 
Error    10    0.3197   0.03197 
Total    14   21.9686 
Grand Mean 5.4652    CV 3.27                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                    9.06    4   0.0596 
Cochran's Q                 0.8022 
Largest Var / Smallest Var  61.641 
Component of variance for between groups   1.79341 
Effective cell size                            3.0 
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wk    Mean 
 0  6.7100 
 1  6.7517 
 2  5.5890 
 3  4.6233 
 4  3.6520 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.1032 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1460 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 1  6.7517  A 
 0  6.7100  A 
 2  5.5890   B 
 3  4.6233    C 
 4  3.6520     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1460 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.3253 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 

ที่อุณหภูมิ 30°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   21.6593   5.41482    2975   0.0000 
Error    10    0.0182   0.00182 
Total    14   21.6775 
Grand Mean 5.5074    CV 0.77                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                    3.79    4   0.4348 
Cochran's Q                 0.5349 
Largest Var / Smallest Var  16.431 
Component of variance for between groups   1.80433 
Effective cell size                            3.0 
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wk    Mean 
 0  6.7390 
 1  6.7653 
 2  5.6973 
 3  4.6650 
 4  3.6703 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0246 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0348 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 1  6.7653  A 
 0  6.7390  A 
 2  5.6973   B 
 3  4.6650    C 
 4  3.6703     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0348 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.0776 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 

ที่อุณหภูมิ 40°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   31.6312   7.90780    1085   0.0000 
Error    10    0.0729   0.00729 
Total    14   31.7041 
Grand Mean 5.3670    CV 1.59                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     4.76    4   0.3132 
Cochran's Q                 0.4491 
Largest Var / Smallest Var  23.209 
Component of variance for between groups   2.63350 
Effective cell size                            3.0 
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wk    Mean 
 0  6.8367 
 1  6.8327 
 2  5.6837 
 3  4.3920 
 4  3.0900 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0493 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0697 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 0  6.8367  A 
 1  6.8327  A 
 2  5.6837   B 
 3  4.3920    C 
 4  3.0900     D 
Alpha              0.01     Standard Error for Comparison  0.0697 
Critical T Value  3.169     Critical Value for Comparison  0.2210 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
Week  0 compare temperature  
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 40  6.8367  A 
  4  6.7610  A 
 30  6.7390  A 
 20  6.7100  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0804 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.1853 
There are no significant pairwise differences among the means. 
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Week  1 compare temperature  
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 40  6.8327  A 
 30  6.7653  A 
 20  6.7517  A 
  4  6.6413  A 
Alpha              0.01     Standard Error for Comparison  0.1335 
Critical T Value  3.355     Critical Value for Comparison  0.4479 
There are no significant pairwise differences among the means. 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 40  6.8327  A 
 30  6.7653  A 
 20  6.7517  A 
  4  6.6413  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1335 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.3078 
There are no significant pairwise differences among the means. 
 
Week  2 compare temperature  
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
temp    Mean  Homogeneous Groups 
30  5.6973  A 
 40  5.6837  A 
 20  5.5890  A 
  4  5.5440  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1477 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.3405 
There are no significant pairwise differences among the means. 
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Week  3 compare temperature  
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
temp    Mean  Homogeneous Groups 
30  4.6650  A 
 20  4.6233  A 
  4  4.5927  A 
 40  4.3920   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0846 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.1952 
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another. 
 
Week  4 compare temperature  
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 30  3.6703  A 
 20  3.6520  AB 
  4  3.5627   B 
 40  3.0900    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0430 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.0992 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 

การรอดชีวิตของหัวเชื้อแบบแหงในขุยมะพราวทีผ่านการลาง 

ที่อุณหภูมิ 4°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   26.1985   6.54963     648   0.0000 
Error    10    0.1011   0.01011 
Total    14   26.2996 
Grand Mean 5.3118    CV 1.89                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     1.94    4   0.7468 
Cochran's Q                 0.4820 
Largest Var / Smallest Var  6.8849 
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Component of variance for between groups   2.17984 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.7477 
 1  6.6513 
 2  5.5357 
 3  4.2177 
 4  3.4067 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0580 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0821 
 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 0  6.7477  A 
 1  6.6513  A 
 2  5.5357   B 
 3  4.2177    C 
 4  3.4067     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0821 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.1829 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 

ที่อุณหภูมิ 20°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   24.7413   6.18534    3001   0.0000 
Error    10    0.0206   0.00206 
Total    14   24.7620 
Grand Mean 5.4259    CV 0.84                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                      1.39    4   0.8454 
Cochran's Q                 0.3878 
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Largest Var / Smallest Var  4.5352 
Component of variance for between groups   2.06109 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.7390 
 1  6.7527 
 2  5.7123 
 3  4.4090 
 4  3.5163 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0262 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0371 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 1  6.7527  A 
 0  6.7390  A 
 2  5.7123   B 
 3  4.4090    C 
 4  3.5163     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0371 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.0826 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 

ที่อุณหภูมิ 30°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   23.1064   5.77660    82.6   0.0000 
Error    10    0.6992   0.06992 
Total    14   23.8056 
Grand Mean 5.6376    CV 4.69                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                      36.6    4   0.0000 
Cochran's Q                 0.9966 
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Largest Var / Smallest Var  7519.9 
Component of variance for between groups   1.90222 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.8207 
 1  6.8180 
 2  6.1610 
 3  4.6780 
 4  3.7103 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.1527 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2159 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 0  6.8207  A 
 1  6.8180  A 
 2  6.1610   B 
 3  4.6780    C 
 4  3.7103     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.2159 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.4811 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 

ที่อุณหภูมิ 40°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   28.6276   7.15691    2248   0.0000 
Error    10    0.0318   0.00318 
Total    14   28.6595 
Grand Mean 5.3727    CV 1.05                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                    2.85    4   0.5832 
Cochran's Q                 0.3591 
Largest Var / Smallest Var  18.659 
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Component of variance for between groups   2.38457 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.7957 
 1  6.7253 
 2  5.6580 
 3  4.5210 
 4  3.1633 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0326 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0461 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 0  6.7957  A 
 1  6.7253  A 
 2  5.6580   B 
 3  4.5210    C 
 4  3.1633     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0461 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.1026 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
Week  0 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 30  6.8207  A 
 40  6.7957  A 
  4  6.7477  A 
 20  6.7390  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0388 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.0894 
There are no significant pairwise differences among the means. 
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Week  1 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 30  6.8180  A 
 20  6.7527  AB 
 40  6.7253  AB 
  4  6.6513   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0703 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.1620 
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
Week  2 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 30  6.1610  A 
 20  5.7123  AB 
 40  5.6580  AB 
  4  5.5357   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.2468 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.5692 
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
Week  3 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
30  4.6780  A 
 40  4.5210   B 
 20  4.4090    C 
  4  4.2177     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0448 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.1033 
All 4 means are significantly different from one another. 
 
Week  4 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
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 30  3.7103  A 
 20  3.5163   B 
  4  3.4067    C 
 40  3.1633     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0412 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.0951 
All 4 means are significantly different from one another. 

 
ผลการรอดชวีิตของหัวเชือ้ผสมในขุยมะพราวที่ผานการลางและเติม CaCO3 

ที่อุณหภูมิ 4°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   26.4578   6.61444    1837   0.0000 
Error    10    0.0360   0.00360 
Total    14   26.4938 
Grand Mean 5.3793    CV 1.12                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                    4.34    4      0.3624 
Cochran's Q                 0.5736 
Largest Var / Smallest Var  22.237 
Component of variance for between groups   2.20361 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.8367 
 1  6.7253 
 2  5.5633 
 3  4.3260 
 4  3.4453 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0346 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0490 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 0  6.8367  A 
 1  6.7253   B 
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 2  5.5633    C 
 3  4.3260     D 
 4  3.4453      E 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0490 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.1092 
All 5 means are significantly different from one another. 
 

ที่อุณหภูมิ 20°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   22.9144   5.72861    3517   0.0000 
Error    10    0.0163   0.00163 
Total    14   22.9307 
Grand Mean 5.4639    CV 0.74                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     2.60    4   0.6272 
Cochran's Q                 0.4520 
Largest Var / Smallest Var  11.361 
Component of variance for between groups   1.90899 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.7440 
 1  6.7780 
 2  5.6183 
 3  4.5753 
 4  3.6040 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0233 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0330 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 1  6.7780  A 
 0  6.7440  A 
 2  5.6183   B 
 3  4.5753    C 
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 4  3.6040     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0330 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.0734 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 

ที่อุณหภูมิ 30°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   22.8180   5.70450    89.2   0.0000 
Error    10    0.6394   0.06394 
Total    14   23.4574 
Grand Mean 5.6426    CV 4.48                                     Chi-Sq     DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                       29.5    4     0.0000 
Cochran's Q                 0.9882 
Largest Var / Smallest Var  2582.6 
Component of variance for between groups   1.88019 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.8090 
 1  6.8347 
 2  6.1470 
 3  4.6970 
 4  3.7253 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.1460 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2065 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 1  6.8347  A 
 0  6.8090  A 
 2  6.1470   B 
 3  4.6970    C 
 4  3.7253     D 
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Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.2065 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.4600 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 

ที่อุณหภูมิ 40°C  
Completely Randomized AOV for survival 
Source   DF        SS        MS       F        P 
wk        4   28.6199   7.15498    2591   0.0000 
Error    10    0.0276   0.00276 
Total    14   28.6475 
Grand Mean 5.3487    CV 0.98                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                    1.04    4   0.9034 
Cochran's Q                 0.3209 
Largest Var / Smallest Var  4.0380 
Component of variance for between groups   2.38407 
Effective cell size                            3.0 
wk    Mean 
 0  6.7317 
 1  6.6737 
 2  5.7410 
 3  4.4737 
 4  3.1233 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0303 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0429 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by wk 
wk    Mean  Homogeneous Groups 
 0  6.7317  A 
 1  6.6737  A 
 2  5.7410   B 
 3  4.4737    C 
 4  3.1233     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0429 
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Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.0956 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of survival by temp 
Week  0 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
  4  6.8367  A 
 30  6.8090  A 
 20  6.7440  A 
 40  6.7317  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0539 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.1244 
There are no significant pairwise differences among the means. 
 
Week  1 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 30  6.8347  A 
 20  6.7780  AB 
  4  6.7253   BC 
 40  6.6737    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0329 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.0758 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
Week  2 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 30  6.1470  A 
 40  5.7410  AB 
 20  5.6183  AB 
  4  5.5633   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.2321 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.5351 
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There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
Week  3 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 30  4.6970  A 
 20  4.5753   B 
 40  4.4737    C 
  4  4.3260     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0372 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.0859 
All 4 means are significantly different from one another. 
 
Week  4 compare temperature  
temp    Mean  Homogeneous Groups 
 30  3.7253  A 
 20  3.6040   B 
  4  3.4453    C 
 40  3.1233     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0267 
Critical T Value  2.306     Critical Value for Comparison  0.0615 
All 4 means are significantly different from one another. 

 
ผลวิเคราะหสถิติการรอดชีวติของหัวเชื้อผสมแบบแหงในชานออย 

 
หัวเชื้อผสมแบบแหงในชานออย ที่ สัปดาห 0  ( 4 และ 30°C) 
Completely Randomized AOV for W0 
Source  DF          SS          MS       F        P 
Trt      1   2.017E-05   2.017E-05    0.58   0.4881 
Error    4   1.387E-04   3.467E-05 
Total    5   1.588E-04 
Grand Mean 9.1278    CV 0.06                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     0.06    1     0.8060 
Cochran's Q                 0.5962 
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Largest Var / Smallest Var  1.4762 
Component of variance for between groups -4.833E-06 
Effective cell size                            3.0 
Trt    Mean 
  1  9.1260 
  2  9.1297 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    3.399E-03 
Std Error (Diff of 2 Means) 4.807E-03 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of W0 by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  2  9.1297  A 
  1  9.1260  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison 4.807E-03 
Critical T Value  2.776     Critical Value for Comparison  0.0133 
There are no significant pairwise differences among the means. 
 
หัวเชื้อผสมแบบแหง ชานออย ที่ สัปดาห 1  ( 4 และ 30°C) 
Completely Randomized AOV for W1 
Source  DF          SS          MS       F        P 
Trt      1   2.407E-04   2.407E-04    5.25   0.0837 
Error    4   1.833E-04   4.583E-05 
Total    5   4.240E-04 
Grand Mean 9.1280    CV 0.07                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     1.61    1   0.2046 
Cochran's Q                 0.8982 
Largest Var / Smallest Var  8.8214 
Component of variance for between groups 6.494E-05 
Effective cell size                            3.0 
Trt    Mean 
  1  9.1217 
  2  9.1343 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    3.909E-03 
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Std Error (Diff of 2 Means) 5.528E-03 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of W1 by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  2  9.1343  A 
  1  9.1217  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison 5.528E-03 
Critical T Value  2.776     Critical Value for Comparison  0.0153 
There are no significant pairwise differences among the means. 
 
หัวเชื้อผสมแบบแหง ชานออย ที่ สัปดาห 2  ( 4 และ 30°C) 
Completely Randomized AOV for W2 
Source  DF          SS          MS       F        P 
Trt      1   1.667E-05   1.667E-05    0.46   0.5354 
Error    4   1.453E-04   3.633E-05 
Total    5   1.620E-04 
Grand Mean 9.1260    CV 0.07                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     0.58    1   0.4473 
Cochran's Q                 0.7752 
Largest Var / Smallest Var  3.4490 
Component of variance for between groups -6.556E-06 
Effective cell size                            3.0 
Trt    Mean 
  1  9.1243 
  2  9.1277 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    3.480E-03 
Std Error (Diff of 2 Means) 4.922E-03 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of W2 by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  2  9.1277  A 
  1  9.1243  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison 4.922E-03 
Critical T Value  2.776     Critical Value for Comparison  0.0137 
There are no significant pairwise differences among the means. 
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หัวเชื้อผสมแบบแหง ชานออย ที่ สัปดาห 3  ( 4 และ 30°C) 
Completely Randomized AOV for W3 
Source  DF          SS          MS       F        P 
Trt      1   8.167E-06   8.167E-06    0.21   0.6677 
Error    4   1.527E-04   3.817E-05 
Total    5   1.608E-04 
Grand Mean 9.1268    CV 0.07                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     0.03    1   0.8722 
Cochran's Q                 0.5633 
Largest Var / Smallest Var  1.2900 
Component of variance for between groups -1.000E-05 
Effective cell size                            3.0 
Trt    Mean 
  1  9.1280 
  2  9.1257 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    3.567E-03 
Std Error (Diff of 2 Means) 5.044E-03 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of W3 by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  1  9.1280  A 
  2  9.1257  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison 5.044E-03 
Critical T Value  2.776     Critical Value for Comparison  0.0140 
There are no significant pairwise differences among the means. 
 
หัวเชื้อผสมแบบแหง ชานออย ที่ สัปดาห 4  ( 4 และ 30°C) 
Completely Randomized AOV for W4 
Source  DF          SS          MS       F        P 
Trt      1   6.017E-05   6.017E-05    1.08   0.3572 
Error    4   2.227E-04   5.567E-05 
Total    5   2.828E-04 
Grand Mean 9.1292    CV 0.08                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                    0.07    1   0.7947 
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Cochran's Q                 0.6018 
Largest Var / Smallest Var  1.5113 
Component of variance for between groups 1.500E-06 
Effective cell size                            3.0 
Trt    Mean 
  1  9.1323 
  2  9.1260 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    4.308E-03 
Std Error (Diff of 2 Means) 6.092E-03 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of W4 by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  1  9.1323  A 
  2  9.1260  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison 6.092E-03 
Critical T Value  2.776     Critical Value for Comparison  0.0169 
There are no significant pairwise differences among the means. 

 
3. ผลวิเคราะหสถิติของพืชที่ปลูกในสภาพหองปฏิบัติการ 
ผลวิเคราะหสถิติเปอรเซน็ตการงอกในสภาพหองปฏิบัติการ 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of ger1 for main 
main    Mean  Homogeneous Groups 
   2  58.700  A 
   1  48.950   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.7141 
Critical T Value  3.182     Critical Value for Comparison  2.2727 
Error term used: rep*main, 3 DF 
All 2 means are significantly different from one another. 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of ger1 for sub 
sub    Mean  Homogeneous Groups 
  1  96.125  A 
  2  92.625   B 
  3  50.500    C 
  4  19.875     D 
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  5  10.000      E 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.8938 
Critical T Value  2.064     Critical Value for Comparison  1.8448 
Error term used: rep*main*sub, 24 DF 
All 5 means are significantly different from one another. 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of ger1 for main*sub 
main sub    Mean  Homogeneous Groups 
   2   1  96.250  A 
   1   1  96.000  A 
   2   2  94.750  A 
   1   2  90.500   B 
   2   3  64.250    C 
   1   3  36.750     D 
   2   4  23.500      E 
   1   4  16.250       F 
   2   5  14.750       F 
   1   5   5.250        G 
Comparisons of means for the same level of main 
  Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  1.2641 
  Critical T Value  2.064     Critical Value for Comparison  2.6089 
  Error term used: rep*main*sub, 24 DF 
Comparisons of means for different levels of main 
  Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  1.3373 
  Critical T Value  2.383     Critical Value for Comparison  3.1866 
  Error terms used: rep*main and rep*main*sub 
There are 7 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
ผลวิเคราะหสถิติดัชนีการงอกในสภาพหองปฏิบัตกิาร 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of in_g1 for main 
main    Mean  Homogeneous Groups 
   2  11.603  A 
   1   8.647   B 
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Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0590 
Critical T Value  3.182     Critical Value for Comparison  0.1878 
Error term used: rep*main, 3 DF 
All 2 means are significantly different from one another. 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of in_g1 for sub 
sub    Mean  Homogeneous Groups 
  1  25.400  A 
  2  14.093   B 
  3   6.654    C 
  4   3.790     D 
  5   0.686      E 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1322 
Critical T Value  2.064     Critical Value for Comparison  0.2728 
Error term used: rep*main*sub, 24 DF 
All 5 means are significantly different from one another. 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of in_g1 for main*sub 
main sub    Mean  Homogeneous Groups 
   2   1  25.808  A 
   1   1  24.992   B 
   2   2  16.597    C 
   1   2  11.589     D 
   2   3   7.862      E 
   2   4   6.502       F 
   1   3   5.446        G 
   2   5   1.246         H 
   1   4   1.079         H 
   1   5   0.127          I 
  Comparisons of means for the same level of main 
  Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1869 
  Critical T Value  2.064     Critical Value for Comparison  0.3858 
  Error term used: rep*main*sub, 24 DF 
  Comparisons of means for different levels of main 
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  Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1773 
  Critical T Value  2.188     Critical Value for Comparison  0.3879 
  Error terms used: rep*main and rep*main*sub 
  There are 9 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
ผลวิเคราะหสถิติความยาวรากของตนกลาในสภาพหองปฏิบัตกิาร 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of root for main 
main    Mean  Homogeneous Groups 
   2  7.4200  A 
   1  5.5950   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.5131 
Critical T Value  3.182     Critical Value for Comparison  1.6328 
Error term used: rep*main, 3 DF 
All 2 means are significantly different from one another. 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of root for sub 
sub    Mean  Homogeneous Groups 
  1  8.4000  A 
  2  8.1000  A 
  3  6.4375   B 
  4  5.0750    C 
  5  4.5250    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.4818 
Critical T Value  2.064     Critical Value for Comparison  0.9943 
Error term used: rep*main*sub, 24 DF 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of root for main*sub 
main sub    Mean  Homogeneous Groups 
   2   2  8.7750  A 
   2   1  8.6250  A 
   1   1  8.1750  A 
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   2   3  7.5750  A 
   1   2  7.4250  AB 
   2   5  6.1000   BC 
   2   4  6.0250   BC 
   1   3  5.3000    C 
   1   4  4.1250    CD 
   1   5  2.9500     D 
Comparisons of means for the same level of main 
  Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.6813 
  Critical T Value  2.064     Critical Value for Comparison  1.4062 
  Error term used: rep*main*sub, 24 DF 
Comparisons of means for different levels of main 
  Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.7966 
  Critical T Value  2.528     Critical Value for Comparison  2.0137 
  Error terms used: rep*main and rep*main*sub 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
ผลวิเคราะหสถิตินํ้าหนักแหงของตนกลาในสภาพหองปฏิบัติการ 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of dw1 for main 
main    Mean  Homogeneous Groups 
   2  0.2260  A 
   1  0.1447   B 
Alpha              0.01     Standard Error for Comparison 5.252E-03 
Critical T Value  5.841     Critical Value for Comparison  0.0307 
Error term used: rep*main, 3 DF 
All 2 means are significantly different from one another. 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of dw1 for sub 
sub    Mean  Homogeneous Groups 
  2  0.2872  A 
  1  0.2740  A 
  3  0.2266   B 
  4  0.1037    C 
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  5  0.0352     D 
Alpha              0.01     Standard Error for Comparison 7.958E-03 
Critical T Value  2.797     Critical Value for Comparison  0.0223 
Error term used: rep*main*sub, 24 DF 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of dw1 for main*sub 
main sub    Mean  Homogeneous Groups 
   2   1  0.3418  A 
   2   2  0.3374  A 
   2   3  0.2625   B 
   1   2  0.2370   BC 
   1   1  0.2062    CD 
   1   3  0.1906     D 
   2   4  0.1365      E 
   1   4  0.0709       F 
   2   5  0.0517       FG 
   1   5  0.0186        G 
Comparisons of means for the same level of main 
  Alpha              0.01     Standard Error for Comparison  0.0113 
  Critical T Value  2.797     Critical Value for Comparison  0.0315 
  Error term used: rep*main*sub, 24 DF 
Comparisons of means for different levels of main 
  Alpha              0.01     Standard Error for Comparison  0.0114 
  Critical T Value  3.448     Critical Value for Comparison  0.0392 
  Error terms used: rep*main and rep*main*sub 
There are 7 groups (A, B, etc.) in which the meansare not significantly different from one 
another. 
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4.  ผลวิเคราะหสถิติการเจริญเติบโตของพืชอายุ 30 วัน ที่ปลูกในสภาพเรือนเพาะชํา 
 
ผลวิเคราะหนํ้าหนักสด 30 วัน 
Completely Randomized AOV for Fresh 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   0.83983   0.16797    4.71   0.0063 
Error    18   0.64215   0.03567 
Total    23   1.48198 
Grand Mean 0.3638    CV 51.92                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                         50.4    5   0.0000 
Cochran's Q                 0.5834 
Largest Var / Smallest Var 1.873E+07 
Component of variance for between groups   0.03307 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  0.3308 
  2  0.2858 
  3  0.4558 
  4  0.7135 
  5  0.1053 
  6  0.2917 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.0944 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1336 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of Fresh by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  0.7135  A 
  3  0.4558  AB 
  1  0.3308   BC 
  6  0.2917   BC 
  2  0.2858   BC 
  5  0.1053    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1336 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  0.2806 
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There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
ผลวิเคราะหนํ้าหนักแหง 30 วัน 
Completely Randomized AOV for Dry 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   0.00526   0.00105    5.50   0.0030 
Error    18   0.00345   0.00019 
Total    23   0.00871 
Grand Mean 0.0248    CV 55.86                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                      34.0    5   0.0000 
Cochran's Q                 0.4735 
Largest Var / Smallest Var   81597 
Component of variance for between groups 2.153E-04 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  0.0276 
  2  0.0170 
  3  0.0308 
  4  0.0514 
  5  0.0032 
  6  0.0187 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    6.918E-03 
Std Error (Diff of 2 Means) 9.784E-03 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of Dry by Trt 
Trt      Mean  Homogeneous Groups 
  4    0.0514  A 
  3    0.0308  AB 
  1    0.0276   B 
  6    0.0187   BC 
  2    0.0170   BC 

5  3.20E-03    C 
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Alpha              0.05     Standard Error for Comparison 9.784E-03 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  0.0206 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
ผลวิเคราะหความสูงของตนกลาอายุ 30 วัน 
Completely Randomized AOV for Height 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   180.197   36.0394    26.1   0.0000 
Error    18    24.843    1.3801 
Total    23   205.040 
Grand Mean 7.6542    CV 15.35                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                       17.0    5   0.0046 
Cochran's Q                 0.3711 
Largest Var / Smallest Var  461.00 
Component of variance for between groups   8.66482 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1   8.225 
  2   6.725 
  3   7.300 
  4  12.975 
  5   3.800 
  6   6.900 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.5874 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.8307 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of Height by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  12.975  A 
  1  8.2250   B 
  3  7.3000   B 
  6  6.9000   B 
  2  6.7250   B 
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  5  3.8000    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.8307 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  1.7452 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
ผลวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลลของตนกลาอายุ 30 วัน  
Completely Randomized AOV for chloro 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5    24.291    4.8581    0.48   0.7838 
Error    18   180.748   10.0415 
Total    23   205.038 
Grand Mean 28.353    CV 11.18                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     48.9    5   0.0000 
Cochran's Q                 0.4623 
Largest Var / Smallest Var 4.178E+07 
Component of variance for between groups  -1.29586 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  27.967 
  2  27.108 
  3  27.292 
  4  28.963 
  5  28.800 
  6  29.989 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    1.5844 
Std Error (Diff of 2 Means) 2.2407 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of chloro by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  6  29.989  A 
  4  28.963  A 
  5  28.800  A 
  1  27.967  A 
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  3  27.292  A 
  2  27.108  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  2.2407 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  4.7076 
There are no significant pairwise differences among the means. 
 
5.  ผลวเิคราะหสถิติการเจริญเติบโตของพืชอายุ 60 วัน ที่ปลูกในสภาพเรือนเพาะชํา 
 
ผลวิเคราะหนํ้าหนักสด 60 วัน 
Completely Randomized AOV for Fresh 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5    55.579   11.1159    3.67   0.0182 
Error    18    54.465    3.0258 
Total    23   110.044 
Grand Mean 2.4643    CV 70.59                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     64.5    5   0.0000 
Cochran's Q                 0.5148 
Largest Var / Smallest Var 1.402E+09 
Component of variance for between groups   2.02251 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  2.7034 
  2  2.1689 
  3  3.2259 
  4  5.1733 
  5  0.7978 
  6  0.7166 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.8697 
Std Error (Diff of 2 Means) 1.2300 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of Fresh by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  5.1733  A 
  3  3.2259  AB 
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  1  2.7034  AB 
  2  2.1689   B 
  5  0.7978   B 
  6  0.7166   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  1.2300 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  2.5841 
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
ผลวิเคราะหนํ้าหนักแหง 60 วัน 
Completely Randomized AOV for Dry 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   0.53230   0.10646    3.08   0.0352 
Error    18   0.62276   0.03460 
Total    23   1.15506 
Grand Mean 0.2536    CV 73.34                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     56.9    5   0.0000 
Cochran's Q                 0.4937 
Largest Var / Smallest Var 1.537E+07 
Component of variance for between groups   0.01797 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  0.2791 
  2  0.2057 
  3  0.3655 
  4  0.5004 
  5  0.0967 
  6  0.0745 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.0930 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1315 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of Dry by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  0.5004  A 
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  3  0.3655  AB 
  1  0.2791  ABC 
  2  0.2057   BC 
  5  0.0967   BC 
  6  0.0745    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1315 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  0.2763 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
ผลวิเคราะหความสูงของตนกลาอายุ 30 วัน 
Completely Randomized AOV for Height 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5    856.35   171.270    17.7   0.0000 
Error    18    173.70     9.650 
Total    23   1030.06 
Grand Mean 14.990    CV 20.72                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                      20.4    5   0.0011 
Cochran's Q                 0.4940 
Largest Var / Smallest Var  4290.2 
Component of variance for between groups   40.4050 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  11.075 
  2  13.650 
  3  17.550 
  4  26.867 
  5  12.300 
  6   8.500 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    1.5532 
Std Error (Diff of 2 Means) 2.1966 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of Height by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
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  4  26.867  A 
  3  17.550   B 
  2  13.650   BC 
  5  12.300    CD 
  1  11.075    CD 
  6  8.5000     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  2.1966 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  4.6149 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
 
 
ผลวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลลของตนกลาอายุ 60 วัน  
Completely Randomized AOV for Chlorophylle 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   515.535   103.107    80.5   0.0000 
Error    18    23.068     1.282 
Total    23   538.603 
Grand Mean 25.405    CV 4.46                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                      24.4    5   0.0002 
Cochran's Q                 0.7965 
Largest Var / Smallest Var  918.72 
Component of variance for between groups   25.4563 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  28.558 
  2  17.500 
  3  28.183 
  4  31.117 
  5  21.400 
  6  25.671 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.5660 
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Std Error (Diff of 2 Means) 0.8005 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of Chlorophylle by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  31.117  A 
  1  28.558   B 
  3  28.183   B 
  6  25.671    C 
  5  21.400     D 
  2  17.500      E 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.8005 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  1.6818 
There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
ผลวิเคราะหพื้นที่ใบของตนกลาอายุ 60 วัน  
Completely Randomized AOV for Leaf 
Source   DF          SS          MS       F        P 
Trt       5   1.214E+09   2.429E+08    1289   0.0000 
Error    18     3391056      188392 
Total    23   1.218E+09 
Grand Mean  20602    CV 2.11                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                   31.7    5   0.0000 
Cochran's Q                 0.3375 
Largest Var / Smallest Var  572284 
Component of variance for between groups 6.067E+07 
Effective cell size                            4.0 
Trt   Mean 
  1  22680 
  2  27473 
  3  19712 
  4  30140 
  5  10153 
  6  13453 
Observations per Mean            4 
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Standard Error of a Mean    217.02 
Std Error (Diff of 2 Means) 306.91 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of Leaf by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4   30140  A 
  2   27473   B 
  1   22680    C 
  3   19712     D 
  6   13453      E 
  5   10153       F 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  306.91 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  644.80 
All 6 means are significantly different from one another. 
 
6.  ผลวเิคราะหสถิติธาตอุาหารของพืชอายุ 60 วัน ที่ปลูกในภาพเรือนเพาะชํา 
P  วิเคราะหพืช 
Completely Randomized AOV for P 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   0.10217   0.02043    6.60   0.0012 
Error    18   0.05573   0.00310 
Total    23   0.15790 
Grand Mean 0.2179    CV 25.53                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     7.17    5   0.2082 
Cochran's Q                 0.3926 
Largest Var / Smallest Var  48.611 
Component of variance for between groups   0.00433 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  0.1175 
  2  0.1850 
  3  0.2850 
  4  0.3125 
  5  0.1875 
  6  0.2200 
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Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.0278 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0393 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of P by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  0.3125  A 
  3  0.2850  AB 
  6  0.2200   BC 
  5  0.1875    CD 
  2  0.1850    CD 
  1  0.1175     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0393 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  0.0827 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
K  วิเคราะหพืช 
Completely Randomized AOV for K 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5    7.9006   1.58013    7.44   0.0006 
Error    18    3.8239   0.21244 
Total    23   11.7245 
Grand Mean 2.6467    CV 17.41                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                         34.6    5   0.0000 
Cochran's Q                 0.7000 
Largest Var / Smallest Var   13384 
Component of variance for between groups   0.34192 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  2.3225 
  2  1.6500 
  3  3.2425 
  4  2.7325 
  5  3.3600 



 100

  6  2.5725 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.2305 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.3259 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of K by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  5  3.3600  A 
  3  3.2425  AB 
  4  2.7325  ABC 
  6  2.5725   BC 
  1  2.3225    CD 
  2  1.6500     D 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.3259 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  0.6847 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 

 
7.  ผลวิเคราะหสถิติของดิน 
วิเคราะห pH ของ ดิน   
Completely Randomized AOV for pH 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   2.30508   0.46102    3.09   0.0345 
Error    18   2.68170   0.14898 
Total    23   4.98678 
Grand Mean 6.2058    CV 6.22                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                    13.0    5   0.0236 
Cochran's Q                 0.6439 
Largest Var / Smallest Var  86.335 
Component of variance for between groups   0.07801 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  6.5050 
  2  6.5000 
  3  5.8000 
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  4  5.7650 
  5  6.4000 
  6  6.2650 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.1930 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2729 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of pH by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  1  6.5050  A 
  2  6.5000  A 
  5  6.4000  A 
  6  6.2650  AB 
  3  5.8000   B 
  4  5.7650   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.2729 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  0.5734 
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
วิเคราะหดิน  organic matter 
Completely Randomized AOV for OM 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   0.30916   0.06183    10.0   0.0001 
Error    18   0.11122   0.00618 
Total    23   0.42037 
Grand Mean 0.5353    CV 14.69                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                       21.5    5   0.0007 
Cochran's Q                 0.7685 
Largest Var / Smallest Var  427.37 
Component of variance for between groups   0.01391 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  0.6025 
  2  0.7200 
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  3  0.4300 
  4  0.4365 
  5  0.4200 
  6  0.6025 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.0393 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0556 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of OM by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  2  0.7200  A 
  1  0.6025   B 
  6  0.6025   B 
  4  0.4365    C 
  3  0.4300    C 
  5  0.4200    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0556 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  0.1168 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
วิเคราะหดิน  Total N 
Completely Randomized AOV for Total N 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   0.09415   0.01883    3.40   0.0244 
Error    18   0.09962   0.00553 
Total    23   0.19377 
Grand Mean 0.0530    CV 140.25 
At least one group variance is near zero, variance-equality tests cannot be computed. 
Component of variance for between groups   0.00332 
Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  0.0325 
  2  0.1925 
  3  0.0200 
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  4  0.0200 
  5  0.0200 
  6  0.0333 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    0.0372 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0526 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of Total N by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  2  0.1925  A 
  6  0.0333   B 
  1  0.0325   B 
  3  0.0200   B 
  4  0.0200   B 
  5  0.0200   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0526 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  0.1105 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
วิเคราะหดิน  P 
Completely Randomized AOV for P 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   7194.66   1438.93     114   0.0000 
Error    18    226.45     12.58 
Total    23   7421.12 
Grand Mean 27.728    CV 12.79                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                      17.6    5   0.0035 
Cochran's Q                 0.4804 
Largest Var / Smallest Var  51.317 
Component of variance for between groups   356.588 
Effective cell size                            4.0 
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Trt    Mean 
  1   6.450 
  2  30.587 
  3   9.418 
  4  52.583 
  5  46.200 
  6  21.133 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    1.7735 
Std Error (Diff of 2 Means) 2.5081 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of P by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  52.582  A 
  5  46.200   B 
  2  30.588    C 
  6  21.133     D 
  3  9.4175      E 
  1  6.4500      E 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  2.5081 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  5.2692 
There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
วิเคราะหดิน  K 
Completely Randomized AOV for K 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5    946.55   189.310    4.92   0.0052 
Error    18    693.17    38.509 
Total    23   1639.72 
Grand Mean 43.221    CV 14.36                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                     18.1    5   0.0028 
Cochran's Q                 0.4454 
Largest Var / Smallest Var  154.38 
Component of variance for between groups   37.7003 
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Effective cell size                            4.0 
Trt    Mean 
  1  35.250 
  2  51.250 
  3  42.500 
  4  43.000 
  5  51.000 
  6  36.325 
Observations per Mean            4 
Standard Error of a Mean    3.1028 
Std Error (Diff of 2 Means) 4.3880 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of K by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  2  51.250  A 
  5  51.000  A 
  4  43.000  AB 
  3  42.500  AB 
  6  36.325   B 
  1  35.250   B 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  4.3880 
Critical T Value  2.101     Critical Value for Comparison  9.2189 
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
วิเคราะหดินปริมาณจุลินทรีย (Log CFU/g of dry soil) 
จุลินทรียดิน  สัปดาหที่ 2 
Completely Randomized AOV for wk2 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   0.08124   0.01625    0.89   0.5168 
Error    12   0.21877   0.01823 
Total    17   0.30001 
Grand Mean 6.0192    CV 2.24                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                    5.71    5   0.3354 
Cochran's Q                 0.5825 
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Largest Var / Smallest Var  21.787 
Component of variance for between groups -6.609E-04 
Effective cell size                            3.0 
Trt    Mean 
  1  6.0683 
  2  6.0352 
  3  5.9040 
  4  6.1187 
  5  5.9994 
  6  5.9899 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0780 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1102 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of wk2 by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  6.1187  A 
  1  6.0683  A 
  2  6.0352  A 
  5  5.9994  A 
  6  5.9899  A 
  3  5.9040  A 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1102 
Critical Q Value  4.751     Critical Value for Comparison  0.3704 
There are no significant pairwise differences among the means. 
 
จุลินทรียดิน  สัปดาหที่ 4 
Completely Randomized AOV for wk4 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   1.27735   0.25547    96.9   0.0000 
Error    12   0.03163   0.00264 
Total    17   1.30898 
Grand Mean 6.7408    CV 0.76                                    Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                  26.1    5   0.0001 
Cochran's Q                 0.8177 
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Largest Var / Smallest Var   10645 
Component of variance for between groups   0.08428 
Effective cell size                            3.0 
Trt    Mean 
  1  6.9594 
  2  6.9860 
  3  6.4604 
  4  7.0528 
  5  6.3949 
  6  6.5914 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0296 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0419 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of wk4 by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  7.0528  A 
  2  6.9860  A 
  1  6.9594  A 
  6  6.5914   B 
  3  6.4604   BC 
  5  6.3949    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0419 
Critical Q Value  4.751     Critical Value for Comparison  0.1408 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
จุลินทรียดิน  สัปดาหที่ 6 
Completely Randomized AOV for wk6 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   1.04224   0.20845     108   0.0000 
Error    12   0.02316   0.00193 
Total    17   1.06540 
Grand Mean 6.7868    CV 0.65                                     Chi-Sq   DF        P 
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Bartlett's Test of Equal Variances                                      21.5    5   0.0007 
Cochran's Q                 0.8762 
Largest Var / Smallest Var  1611.2 
Component of variance for between groups   0.06884 
Effective cell size                            3.0 
Trt    Mean 
  1  6.9785 
  2  6.9940 
  3  6.5568 
  4  7.0884 
  5  6.4705 
  6  6.6325 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0254 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0359 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of wk6 by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  7.0884  A 
  2  6.9940  A 
  1  6.9785  A 
  6  6.6325   B 
  3  6.5568   BC 
  5  6.4705    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0359 
Critical Q Value  4.751     Critical Value for Comparison  0.1205 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
 
จุลินทรียดิน  สัปดาหที่ 8 
Completely Randomized AOV for wk8 
Source   DF        SS        MS       F        P 
Trt       5   1.09745   0.21949     118   0.0000 
Error    12   0.02224   0.00185 
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Total    17   1.11969 
Grand Mean 6.7872    CV 0.63                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances                                   19.4    5   0.0016 
Cochran's Q                 0.8997 
Largest Var / Smallest Var  348.12 
Component of variance for between groups   0.07255 
Effective cell size                            3.0 
Trt    Mean 
  1  6.9902 
  2  7.0000 
  3  6.5440 
  4  7.0959 
  5  6.4790 
  6  6.6144 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.0249 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0352 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of wk8 by Trt 
Trt    Mean  Homogeneous Groups 
  4  7.0959  A 
  2  7.0000  A 
  1  6.9902  A 
  6  6.6144   B 
  3  6.5440   BC 
  5  6.4790    C 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0352 
Critical Q Value  4.751     Critical Value for Comparison  0.1181 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one 
another. 
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ABSTRACT. Eighty-four halotolerant bacterial strains were used to screen for the efficient 

salt-tolerant phosphate solubilizing bacterium (PSB). They were selected mainly on the basis 

of the ability to solubilize the insoluble phosphate in the modified Pikovskaya broth under 

various salt concentrations and temperature. A Bacillus megaterium A12ag was selected as 

the efficient salt-tolerant PSB because it demonstrated the highest soluble phosphate 

solubilization activity under saline conditions. The tomato (Licopersicon esculentum Mill. cv. 

Seeda) seeds inoculated with the bacterium significantly increased the germination 

percentage, germination index, root length and seedling dry weight. The results suggested 

that the salt-tolerant PSB may be used to alleviate the effects of salts and provide great 

potential for use as biofertilizer in the arid and salt affected areas.  
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INTRODUCTION 

 

Saline soil is distributed throughout the world especially in the arid and semiarid 

regions where agriculture performs under irrigation (Pessarakli and Szabolcs, 2000). The 

phosphorus deficiency frequently compounds the problems of saline soil of the tropics 

(Landon, 1991). High salinity affects plant growth through (i) the osmotic effects; (ii) toxicity 

of salt ions; and (iii) the changes in the physical and chemical properties of soil (Karen, 2000). 

It also suppresses the phosphorus uptake by plant roots and reduces the available phosphorus 

by sorption processes and low solubility of the Ca-P minerals (Grattan & Grieve, 1999). 

Since phosphorus is a critical nutrient limiting plant growth (Sharpley, 2000), the adverse 

effects on plant growth in saline soil are multiplied. Consequently, the yields and profits of 

agricultural productions in saline soil are reduced drastically (Keren, 2000). In this respect, 

the use of chemical fertilizers is the most common approach to improve soil fertility. 

However, the available phosphorus in the chemical fertilizers is rapidly fixed to the 

unavailable forms (Yadav & Dadarwal, 1997) and accounts for low phosphorus use 

efficiency. Phosphate solubilizing bacteria (PSB) are known to improve the solubilization of 

fixed soil phosphorus by the production of organic acids and acid phosphatases, and result in 

increased of crop yields (Rodríguez & Fraga, 1999). The PSB-based biofertilizers appear 

more effective choice than the chemical fertilizers in maintaining the high available 

phosphorus and are also friendly to the environment. The accomplishments of PSB in 

promoting plant growth were documented elsewhere (Datta, et al. 1982 ; Kim et al., 1998 ; 

Wahid & Mehana, 2000 ; Rojas et al. 2001 ; Egamberdiyeva & Höflich, 2004). 

Key factors for the successful applications of microbial inoculants are their abilities to 

survive, outcompete with the often well adapted native microflora, and colonize in the 

rhizosphere (Bashan, 1998). High salinity appears to influence the phosphate solubilizing 
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activity of PSB (Yahya and Al-Azawi, 1989 ; Son et al., 2006). The PSB with stress-tolerant 

properties, in the same manner as the stress conditions to be applied, could exhibit greater 

phosphate solubilizing activity than the PSB without stressed-tolerant properties.  Stress-

tolerant PSB, due to their establishment and performance, are less affected by stress 

conditions. Bacterial strains which were isolated from alkaline soils (salt content about 2% 

(w/v) and pH as high as 10.5) showed the high potential in the solubilization of insoluble 

phosphates at high salt and high pH (Johri et al., 1999 ; Nautiyal et al., 2000). Thus, 

screening for the salt-tolerant PSB is a crucial prerequisite step to seeking efficient bacterial 

strains to use as plant growth promoter in saline soil. In addition, there are extremely few 

research data indicating the outcomes of salt-tolerant PSB that applied to increased crop 

yields in saline soil. Therefore, the aims of this study were (i) to screen for the efficient salt-

tolerant phosphate solubilizing bacterium which can solubilize the insoluble phosphate in the 

wide ranges of salinity and temperature; and (ii) to evaluate its effects on tomato plants 

grown in vitro and under saline conditions. 
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MATERIALS AND METHODS  

 

Microorganisms and Culture Conditions  

Eighty-four salt-tolerant bacterial strains used in the experiment were obtained from 

the previous work (Chookietwattana, 2003). For inoculum preparation, bacterial strains were 

individually cultured at 30°C for 24 h on halobacteria medium which contained the following 

ingredients per liter: MgSO4·7H2O, 10.0 g; casein hydrolysate 5.0 g; KCl, 5.0 g; disodium 

citrate 3.0 g; KNO3 1.0 g; yeast extract 1.0 g; CaCl2·6H2O, 0.2 g; NaCl 0.6 M; and agar 15.0 

g. Bacterial cells were scraped from the plates and diluted to obtain 108 CFU ml-1 by 

adjusting their optical density at 600 nm. to approximately 1.0 using phosphate buffer (0.1 M, 

pH 7.0).  

 

Screening of Efficient Salt-tolerant PSB  

 

The screening procedure comprised the three consecutive screening steps. Each step 

was performed with three replicates. For a primary screening step, eighty-four salt-tolerant 

bacterial strains were screened for their phosphate solubilizing ability by point inoculating 

them on modified Pikovskaya (MPVK) agar medium containing 0.6 M NaCl. The plates were 

incubated at 30°C for 5 d. Only the bacterial strains that formed the clear haloes around their 

colonies were selected for using in the next screening step. In a secondary screening step, the 

quantitative analysis of phosphate solubilization was carried out with Erlenmeyer flasks (250 

ml) containing 150 ml of MPVK broth inoculated with the bacterial strains (1% inoculum 

with 108 CFU ml-1). The autoclaved and uninoculated medium served as the negative controls. 

The flasks were incubated for 5 d at 30°C with shaking at 200 rpm. The cultures were 

harvested by centrifugation at 17,418 rpm for 30 min. The soluble phosphate in the culture 
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supernatant was determined colorimetrically by using the method of APHA, AWWA & WEF 

(1998). A tertiary screening step was carried out to quantify the soluble phosphate from the 

phosphate solubilizing ability of bacterial strains under various salt concentrations (0.2, 0.4, 

0.8, 1.2, and 1.6 M NaCl) at 30°C and under various temperatures (30, 35, and 45°C) at 0.6 

M NaCl.  

The MPVK (modified Pikovskaya) medium contained (per liter): 1.0% (w v-1) 

glucose, 0.05% (w v-1) (NH4)2SO4, 0.02% (w v-1) NaCl, 0.02% (w v-1) KCl, 0.01% (w v-1) 

CaCl2·2H2O, 0.01% (w v-1) MgSO4·7H2O, 0.05% (w v-1) MnSO4·7H2O, 0.05% (w v-1) 

FeSO4·7H2O, and 0.05% (w v-1) yeast extract in distilled water (pH 7.5). NaCl and agar were 

supplemented as required. The tricalcium phosphate (Ca3(PO4)2) at 0.5% (w v-1) was added 

as a source of an insoluble phosphate. It was autoclaved separately from the other ingredients 

then aseptically mixed together. This medium was first described by Pikovskaya (1948) and 

was modified by Son et al. (2006).  

 

Germination and Seedling Growth Assessment 

 

 Tomato (Licopersicon esculentum Mill. cv. Seeda) seeds were surface disinfected by 

immersion in 70% ethanol for 1 min, followed by 15 min in 0.9% (w w-1) sodium 

hypochlorite. They were then washed three times with sterile distilled water. An inoculum of 

the efficient salt-tolerant PSB was prepared. The disinfected seeds were immersed in either 

the bacterial inoculum (108 CFU ml-1) or phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) for one hour and 

were used as inoculated and uninoculated treatment, respectively. Germination assays were 

performed according to ISTA (1993). Four replicates of 25 seeds were germinated in 

sterilized Petri dishes (9.0 cm diameter) containing two sheets of filter papers moistened 

initially with 4 ml of 0.5% (w v-1) sterilized tricalcium phosphate solution supplemented with 
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NaCl at 0, 30, 60, 90, and 120 mM. The Petri dishes were then placed under artificial light 

which provided light intensity at 2,000 lux for 16 h daily and at a temperature of 28±2°C. 

Germination was observed daily. The germination percentage and germination index were 

calculated. Two weeks after germination, the dry weight of the seedlings was determined by 

drying at 70°C for 3 d. 

 

Bacterial Root Colonization Assessment 

  

The survival and ability of the inoculated bacteria to colonize plant roots were 

assessed by the visualization of plant roots under the light and scanning electron microscopy 

(SEM). For SEM visualization, root pieces of interest were dissected about 1 cm from the 

whole roots and fixed in 2.5% glutaraldehyde prepared in 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 at 

4°C for overnight. The fixed specimens were washed with phosphate buffer three times, each 

for 15 min. The specimens were further fixed in 1% osmic acid for 2 h at room temperature 

and rinsed with distilled water for three times, each for 15 min. The samples were frozen with 

liquid nitrogen for 2 min and then dehydrated using the freeze dryer. After that, the samples 

were gold coated and examined under a scanning electron microscope (JEOL, JSM-6460LV). 

 

Statistical Analysis 

 

Means of soluble phosphate (mg l-1) solubilized by salt-tolerant PSB were statistically 

compared using LSD values (P < 0.05). The experimental design for the study of germination 

and seedling growth assessment was two factors factorial arranged in a randomized 

completely block design; with four replications and 25 seeds per replicate. One way analysis 

of variance (ANOVA) was made to determine any significant differences between the groups 
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at P < 0.05. All statistical analyses were performed by using the SPSS 11.0 for Windows 

software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
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RESULTS AND DISCUSSION 

 

Screening of Efficient Salt-tolerant PSB 

 

Saline soil is a common habitat of halotolerant (salt-tolerant) and halophilic (salt-

loving) bacteria (Quesada et al., 1982; Zahran, 1997 ; Ventosa et al., 1998). They have 

adapted during evolution (genotypic and/or phenotypic adaptation) to tolerate high salinity 

and optimally grow in hypersaline environments (Imhoff, 1993). Thus, the best environment 

to search for the efficient salt-tolerant PSB to use as microbial inoculants in saline soil is 

saline soil itself. In this study, the 84 salt-tolerant bacterial strains which were isolated from 

saline soil of the previous work (Chookietwattana, 2003) were used as resource cultures of 

bacteria. The screening procedures were composed of three consecutive steps: primary, 

secondary, and tertiary-screening. In the primary screening step, of the 84 salt-tolerant 

bacterial strains, 28 strains were able to produce a clear zone on the MPVK agar plate in the 

presence of 0.6 M NaCl at 30°C. They belonged to the genera Bacillus, Halomonas, Delaya, 

Pseudomonas, Staphylococcus, and Vigribacillus (data not presented). 

In the secondary screening step, the 28 strains were tested for their ability to 

solubilize the insoluble phosphate in the MPVK broth containing 0.6 M NaCl. This screening 

step was conducted for obtaining more reliable results since the screening technique based on 

the visible clear zone on the agar plate was not an infallible technique (Nautiyal, 1999). In 

addition, it was also used for selecting the strains which have high phosphate solubilizing 

activity and also for reducing the time-consuming work and chemical costs to perform a 

tertiary screening. Out of 28 salt-tolerant PSB strains, 2 bacterial strains, namely: B. 

megaterium AIIy; and B. megaterium A12ag, showed the highest soluble phosphate at the 

first and second rank (data not presented), hence they were chosen for a further screening step. 
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The species of PSB selected in this screening step was the same as that studied by Arora and 

Gaur (1979) since bacteria in the genus Bacillus are reported as one of the most powerful 

PSB (Illmer & Schinner, 1992 ; Rodríguez & Fraga, 1999 ; Ray, 2005). Increased crop yields 

by inoculation of Bacillus spp., either through single inoculation or co-inoculation with the 

other plant growth-promoting bacteria, were reported by several researchers with several 

plant species (Rojas, et al, 2001 ; Sundara, et al., 2002 ; Ghosh, et al., 2003 ; Egamberdiyeva 

& Höflich, 2004).  Furthermore, among species in the genus Bacillus, B. megaterium is one 

of the most well known PSB which was successful in enhancing crop yields in the Soviet 

Union (Smith et al., 1961) and India (Gaur, 1990). 

The tertiary screening step was performed in order to screen for the best salt-tolerant 

phosphate solubilizing bacterium which had the highest phosphate solubilizing activity at a 

wide range of salt and temperature levels. Comparative studies on the influence of salt (NaCl) 

and temperature on phosphate solubilizing activity of B. megaterium AIIy and B. megaterium 

A12ag revealed that both of them were able to solubilize the insoluble phosphate at all levels 

of NaCl and temperatures studied (Table 1 and 2). These results infer that they had been well 

adapted to the salt stress conditions. It seemed, therefore, that the strains isolated from saline 

soil have the genetic potential to solubilize the insoluble phosphate at high salt and high 

temperature. The insoluble phosphate solubilization of both strains were significantly 

enhanced with increasing amounts of NaCl from 0.2 to 0.4 M, but decreased when NaCl was 

equal to or above 0.8 M. These results could be due to the influence of salt on their growth. In 

this respect, although they are salt-tolerant bacteria but their adaptations are limited in some 

salinity ranges which results from their ancestry.  This is not a surprise result since 

halotolerants and halophilic microorganisms have limited degrees of salt tolerances and salt 

requirements (Larsen, 1986 ; Kushner, 1993). The P solubilization of both strains was highest 

in MPVK broth containing NaCl at 0.4 M (approximately 40 dS cm-1) and decreased at or 
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above 0.8 M NaCl. These results imply that they could have a high potential to solubilize the 

insoluble phosphate in saline soil. The reasons for this consideration are that the soil salinity 

recommended for plantation of most crops should not be higher than 80 mM. The salinity 

above 0.3 M is vital for plant growth even in many halophytes. In addition, there are also 

very few opportunities for the microbial inoculants to face with such extreme salinity. 

However, among both strains, B. megaterium A12ag released the highest amount of soluble 

phosphate than B. megaterium AIIy at every level of salt concentrations.  

In studying the influence of temperature on phosphate solubilizing activity, the 

insoluble phosphate solubilization of both strains was significantly increased when 

temperature was increased from 30°C to 35°C, but decreased when temperature rose to 45°C. 

These results might be due to the influence of temperature on their growth which 

subsequently affects the phosphate solubilization.  The results agree with the study of 

Nautiyal (2000) in which the phosphate solubilization was markedly reduced at 45°C. Overall, 

B. megaterium A12ag was less affected by fluctuations of salt and temperature than B. 

megaterium AIIy. According to the results obtained, these two strains were different 

genetically. B. megaterium A12ag proved to be the most efficient salt-tolerant PSB in which 

it performed the highest phosphate solubilizing activity and maintained the high activity in 

the wide ranges of salinity and temperature. Therefore, B. megaterium A12ag was selected as 

the efficient salt-tolerant phosphate solubilizing bacterium. It was then tested for the potential 

in promoting the growth of tomato which grew under saline conditions. 
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TABLE 1.   The soluble phosphate (mg l-1) solubilized by B. megaterium A12ag in the 

MPVK broth containing tricalcium phosphate at 30°C and various NaCl 

concentrations 

NaCl (M) Culture 

0.2 0.4 0.8 1.2 1.6 

B. megaterium AIIy 119.8±1.4Ab 121.2±3.2Ab 97.2±6.3Bb 55.8±1.4Ca 47.8±1.3Ca 

B. megaterium A12ag 137.9±1.8Aa 141.5±2.7Aa 113.1±2.3Ba 63.9±2.3Ca 52.6±1.1Da 

Each value represents mean ± SD of three replicates per treatment. 

ABC Values with the same letter within rows indicate no significant differences with P ≥ 0.05. 

abc Values with the same letter within columns indicate no significant difference with P ≥ 0.05. 

 

TABLE 2.  The soluble phosphate (mg l-1) solubilized by B. megaterium A12ag in the 

MPVK broth containing tricalcium phosphate and 0.6 M NaCl at various 

temperatures  

 

Temperature (°C ) Culture 

30 35 45 

B. megaterium AIIy 124.4±0.8Ab 124.2±0.7Ab 106.4±1.0Bb 

B. megaterium A12ag 140.8±1.1Aa 148.5±1.8Aa 119.3±0.8Ba 

Each value represents mean ± SD of three replicates per treatment. 

ABC Values with the same letter within rows indicate no significant difference with P ≥ 0.05. 

abc Values with the same letter within columns indicate no significant difference with P ≥ 0.05. 
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Effect of Efficient Salt-tolerant PSB on Tomato Plant Growth   

 

The rationale of this study is based on the hypothesis that an inoculation of the 

efficient salt-tolerant PSB, the B. megaterium A12ag, could solubilize the insoluble 

phosphate and provides sufficient available P for plants grown under saline conditions which 

consequently results in enhancement of plant growth. To study the effects of the selected 

bacterium on promoting tomato growth under saline conditions, the suspension of B. 

megaterium A12ag was used to inoculate tomato seeds prior to plant under saline conditions 

and supplemented with insoluble phosphate. The germination percentage, germination index, 

root length, and dry weight of the seedlings inoculated with B. megaterium A12ag were 

compared with those uninoculated seedlings. In order to clearly determine the effects of salt 

stress and bacterial inoculation, uninoculated treatment was also conducted at all NaCl 

concentrations along with the inoculated treatment. The study on salt influencing tomato 

growth found that the germination percentage, germination index, and seedling dry weight of 

both the inoculated and uninoculated treatment were significantly reduced as salinity 

increased (Figure 1). The reduction of tomato seed germination was mainly due to the 

delayed-actions of salt on seed germination by interfering with the uptake of essential 

nutrients, the direct toxicity effects of salt ions, and the prevention of seed water uptake in the 

first phase of germination (Ayers, 1952 ; Flowers & Flowers, 2005). In addition, salinity also 

caused changes in growth morphology and physiology of plant roots (Cuartero & 

Fernaández-Muñoz, 1999). In the respect of salinity on P uptake, salinity inhibits P uptake by 

plant roots, P translocation from root to shoot, and retranslocation of P from old to young 

leaves (Martínez et al., 1996).  

Observing the effect of the efficient salt-tolerant PSB on tomato plants grown under 

saline conditions and supplemented with insoluble phosphate reveals that the tomato seeds 
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inoculated with B. megaterium A12ag showed trends in enhancing germination percentage, 

germination index, root length, and seedling dry weight over the uninoculated treatment. 

When tomato seeds were inoculated by the efficient salt-tolerant phosphate solubilizing 

bacterium, a significant increase in germination percentage and root length was found at 

NaCl between 30 to 120 mM. In addition, a significant increase in the germination index and 

seedling dry weight of the inoculated treatments was found at NaCl between 0-120 mM. The 

increasing of germination percentage and root length might be a result of increasing available 

phosphorus from microbial activity which was then taken up by plants for the emergence and 

development of the seedlings since only the insoluble phosphate was applied as a source of 

nutrients for tomato seeds. These results were agreed with the study of Awad et al. (1990). 

The visual observation of tomato roots indicated that roots of tomato seedlings inoculated by 

salt-tolerant PSB had less root hair length and density than the uninoculated treatment (Figure 

2). These results may be due to the higher level of available phosphorus in the inoculated 

treatment than the uninoculated treatment according to the activity of salt-tolerant PSB. The 

reasons for these results are that low P concentration in the root medium of uninoculated 

treatment led to the development and elongation of root hair to ensure a sufficient uptake of P 

when available P in soil limits growth (Foeshe & Jungk, 1983 ; Lambers et al., 2006). Bates 

& Lynch (2001) also reported that root hair development strongly responded to the change in 

local phosphate concentration. The influence of phosphorus availability on root hair 

development is controlled by a large number of genes (Herrera-Estrella et al., 2001).  

In order to ascertain the colonization of salt-tolerant PSB on the plant roots, roots of 

inoculated treatment were observed under the light microscope and SEM. The SEM 

observations (Figure 3) confirmed in vitro binding of B. megaterium A12ag to tomato root 

surface and root hairs. They could colonize tomato roots in NaCl ranging from 0 – 120 mM.  
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FIGURE 1.  Effect of salt-tolerant PSB B. megaterium A12ag on tomato plants grown under 

diverse salt concentrations and with additional insoluble phosphate. Each value represents 

mean ± SD of four replicates per treatment. ABC Values with the same letter above bar 

indicate no significant difference with P ≥ 0.05. 
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FIGURE 2. External structure of tomato root: (a) uninoculated, (b) inoculated. 

 

      

   

    

FIGURE 3. Micrograph of tomato roots in which their seeds were inoculated with B. 

megaterium A12ag (a). Clusters of bacteria were observed on the root surface under light 

microscope. Panels b, c, and d are SEM micrographs. Colonization of inoculated bacteria 

were also observed on the surface of tomato roots under: (b) 30 mM NaCl at 7 d of incubation; 

(c) 30 mM NaCl at 14 d of incubation; and (d) 120 mM NaCl at 14 d of incubation. 
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CONCLUSION 

 

The present study revealed that the selected salt- tolerant PSB, B. megaterium A12ag, 

can solubilize phosphate in the presence of high salt and high temperature. The bacterium 

showed a significant promoting effect on the germination and growth of the tomato seedlings 

grown in vitro and under saline conditions.  To our knowledge this is the first report of salt-

tolerant PSB demonstrating their survival and ability to enhance plant growth under saline 

conditions. However, saline soil is much more complex than those in vitro. Therefore, further 

study on the activity of salt-tolerant PSB in combination with the environmental factor of 

saline soil is suggested to obtain the great potential for using the bacterium for future 

application as biofertilizer.  
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Abstract 
 

Soil salinity causes the detrimental effects on the growth and yield of plant. In saline 
soil, phosphorus is appeared in the low content and also rapidly fixed to the unavailable 
forms. Phosphate solubilizing bacteria (PSB) are plant growth promoting bacteria which can 
solubilize the insoluble phosphate to the soluble phosphate. This study was conducted to 
investigate phosphate solubilizing activity of salt-tolerant phosphate solubilizing bacterium 
strain Bacillus megaterium A12ag under various salt concentrations (0.2, 0.4, 0.8, 1.2, and 
1.6 M NaCl). Effects of the strain on promoting tomato (Licopersicon esculentum Mill. cv. 
Seeda) growth under various saline conditions (0, 30, 60, 90, and 120 mM) were also 
evaluated. The germination percentage and germination index of tomato seeds inoculated 
with the bacterial strain were significantly increased at NaCl between 30 to 90 mM while the 
benefit for seedling dry weight could be investigated at 60 mM. Our results suggested that the 
B. megaterium A12ag has a high potential to enhance plant growth under saline environments. 
 
Keywords: phosphate solubilizing bacteria; salt-tolerant bacteria; plant growth-promoting bacteria  

 
*Corresponding author. 
Tel.:0-4372-1728 ext. 15; Fax: 0-4374-3135 
E-mail: karb90@yahoo.com 


	1.pdf
	2.pdf
	3.pdf

