
 
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
 การศึกษาคร้ังนี้ไดดําเนินการแบงการทดลองออกเปน 3 ข้ันตอน โดยในการทดลองแรกจะ
เปนการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัวพุมท่ีมีประสิทธิภาพดีจากการทดสอบใน
หองปฏิบัติการโดยการปลูกพืชในกระถางและใชดินจากพื้นท่ีสูงในการปลูกในกระถาง สวน     
การทดลองท่ีสองเปนการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียท่ีผานการทดสอบจากข้ันตอนแรก
ทดลองในแปลงทดลองในพื้นท่ีสูง และการทดลองท่ีสามเปนการศึกษาวิธีการเพิ่มปริมาณ N ในดนิ
เพื่อการปลูกพืชในระบบอินทรียโดยการใชถ่ัวพุมเปนปุยพืชสด 
 
   3.1 วิธีการทดลอง 
 

3.1 การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปมรากถ่ัวพุมโดยการทดลองในกระถาง 
  

ในการทดลองปลูกพืชในกระถางไดใชพื้นท่ีของภาควิชาพืชไร คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม เปนพื้นท่ีทดลอง และใชดินจากพื้นท่ีของศูนยพัฒนาเกษตรท่ีสูงหนองหอย
ซ่ึงไมผานการฆาเช้ือ ในการปลูกพืชใชดินในอัตรา 8 กก./กระถาง ในการทดลองแบงออกเปน       
2 การทดลองยอย 

กอนการทดลองนําดินจากพ้ืนท่ีสูงศูนยพัฒนาเกษตรท่ีสูงหนองหอย ไปตรวจสอบสภาพ
ความอุดมสมบูรณข้ันพื้นฐานของดินดวยชุดตรวจสอบดินอยางงาย ซ่ึงพัฒนาโดยคณะนักวิจัย  
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
การทดลองท่ี 1  ใชดินท่ีไมไดปรับ pH ซ่ึงมีคา pH เทากับ 5.2    

  
การทดลองที 2  ใชดินท่ีปรับ pH ใหเปน 6.0 โดยใช CaCO3 ใชวิธีการหาปริมาณการใส

ปูนตามกรรมวิธีท่ีเสนอแนะโดย Houba และคณะ (1988) 
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ท้ังสองการทดลองใชแผนการทดลองแบบ Randomized complete block (RCB) มี 8 
กรรมวิธี และ 4 ซํ้า ดังนี้ 

กรรมวิธี รายละเอียด 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-PM3 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของศูนยฯ ปาเมี่ยง 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-PHT4 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของนายปนโปธา บานพระบาตรหวยตม 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-TLA3 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของศูนยฯ ทุงเรา 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-TLA5 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของศูนยฯ ทุงเรา 

       การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-NK3 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของนายบุญมา ทองอยู บานหนองเขียว 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-NK6 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของศูนยฯ หนองเขียว 
การปลูกถ่ัวโดยใสปุยยูเรียในอัตราที่ใหN 3 กก.N / ไร 
การปลูกถ่ัวโดยไมใสปุย N และไมใสเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัว 

                       
 เช้ือทุก isolate ท่ีไดในการทดลองเปนเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัวพุม ซ่ึงมีแหลงกําเนิดจาก

พื้นท่ีสูงท้ังหมด และเปนเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพดี 6 อันดับแรกจากการทดสอบในสภาพ
หองปฏิบัติการ (อําพรรณ, 2549) 

สําหรับถ่ัวพุมท่ีใชทดลอง เปนถ่ัวพุมท่ีกรมพัฒนาท่ีดินสงเสริมใหเกษตรกรปลูกเพื่อ
ปรับปรุงดิน การใสเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัว ใชวิธีการคลุกผงเช้ือกับเมล็ดถ่ัวกอนปลูกอัตรา        
การคลุกเช้ือคือ ผงเช้ือไรโซเบียม 0.2 กรัม/ 1เมล็ด (ไรโซเบียม2.4 x 106 เซลล/1เมล็ด) โดยใช    
gum arabic 30% เปนสารเช่ือมใหผงเช้ือเกาะติดเมล็ดไดดีข้ึน เร่ิมปลูกถ่ัวเม่ือวันท่ี 25 เมษายน 2550 
ในการปลูกถ่ัวใชเมล็ดถ่ัว 5 เมล็ด/กระถาง และถอนแยกใหเหลือ 3 ตน/กระถาง หลังจากเมล็ด
ถ่ัวงอกได 7 วันแลวใสปุยยูเรียอัตรา 3 กก.N/ไรหลังปลูก 3 สัปดาห(ในกรรมวิธีท่ี7) ตลอด         
การทดลองใหน้ําทุกวันและพนยากําจัดศัตรูพืชเทาท่ีจําเปน  

การบันทึกขอมูล 
ความสูงของตมถ่ัวพุมท่ีระยะ V6 V9 และ R2 สีของใบโดยใช 502 SPAD Chlorophyll 

meter ท่ีระยะ V9 (30 วันหลังปลูก) น้ําหนักแหงของปมและสวนเหนือดิน ดัชนียูริไอดสัมพัทธ    
% N และปริมาณ N ท่ีไดจากการตรึง และการสะสม N ในสวนเหนือดินของถ่ัวพุมท่ีระยะ R2     
(38 วันหลังปลูก) ในการเก็บขอมูลดานยู ริไอดสัมพัทธ  ใชวิ ธีการศึกษาวิ ธีการวิ เคราะห
องคประกอบของ น้ําเล้ียงจากตอราก (Ureide Technique) ซ่ึงเสนอแนะโดย Peoples และคณะ 
(1989) และประเมิน % N ท่ีไดจากการตรึงโดยใชสมการท่ีเสนอแนะโดย Heridge and Peoples 
(2002) ดังนี้  
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y  =  8.6  +  0.75x 

เม่ือ   y   คือ   ดัชนี ยูริไอด สัมพัทธ(%) 
  x   คือ   % N ท่ีไดจากการตรึง 

ในการวิเคราะหความเขมขนของ N ในตัวอยางพืช ใชตัวอยางพืชซ่ึงผานการอบแหงใน

ตูอบท่ีอุณหภมิู 70°C จนตัวอยางแหงสนทิ และผานการบดดวยเคร่ืองบด Willey Mill ใชวิธีการ
ยอยตัวอยางดวยกรดผสมท่ีประกอบดวย กรด sulfuric ผง selenium กรด salicylic และ hydrogen 
peroxide ซ่ึงดัดแปลงโดย Walinga และคณะ (1989) ยอยตัวอยางดวย digestion block โดยเร่ิมจาก
อุณหภูมิ 100 ๐C และคอยๆ เพิ่มอุณหภูมิจนถึง 350 ๐C หลังจากตัวอยางพืชผานการยอยจนสมบูรณ
แลวจะไดสารละลายใส ท้ิงไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 50 มล. ดวยน้าํกล่ัน    นําสารละลายท่ี
ไดไปวิเคราะหตามวิธีการทีร่ะบุไวในภาคผนวก ก    

 
3.2 การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปมรากถ่ัวพุม โดยการทดลองในแปลงทดลอง 
 

 ในข้ันตอนนี้ ใชเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัวท่ีมีประสิทธิภาพดีจากการทดลองในกระถาง 
จํานวน 3 isolate ใชพื้นท่ีแปลงปลูกผักอินทรียของศูนยพัฒนาโครงการหลวงหนองหอยซ่ึงมี
ลักษณะพ้ืนท่ีเปนพื้นท่ีสูง ภูเขา ลูกล่ืนลอนลาดและท่ีราบตามหุบเขาและแนวลําหวย ความสูงของ
พื้นท่ีอยูระหวาง 1,000-1,200 เมตรจากระดับน้ําทะเลปานกลาง สําหรับสภาพภูมิอากาศ นั้นมี
อุณหภูมิสูงสุดเฉล่ีย 23.8 องศาเซลเซียส อุณหภูมิตํ่าสุดเฉล่ีย 18.7 องศาเซลเซียส ปริมาณนํ้าฝนรวม 
1,416.8 มิลลิเมตร และสภาพพ้ืนท่ีสวนใหญของพ้ืนท่ีศูนยมีความลาดชันระหวางรอยละ 35 – 50 
คิดเปนรอยละ 26.40  ลักษณะโครงสรางทางธรณีวิทยาของพื้นท่ีศูนยพัฒนาโครงการหลวง    
หนองหอยเปนหินอัคนี (igneous Rock) หินช้ันและหินแปร (sedimentary and metamorphic rocks) 
ไดแก หินทราย หินแกรนิต หินดินดาน หินเชิรต หินกรวดมน หินปูน กรวดทรายและทราย 
(สถาบันวิจัยและพัฒนาพื้นท่ีสูง (องคการมหาชน), 2548) สําหรับแปลงท่ีใชในการทดลองศูนยฯได
ปรับสภาพดินโดยการใสปูนเรียบรอยแลว กอนการทดลอง และดินมีpH 6.6-6.8 ดังนั้นใน          
การทดลองนี้จึงมีเฉพาะการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัวในดินท่ีมีการใสปูน
เทานั้น ในการทดลองใชแผนการทดลองแบบ randomized complete block มี 4 ซํ้าและ 4 กรรมวิธี 
ดังนี้ 
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กรรมวิธี รายละเอียด 

1 
2 
3 
4 

การปลูกถ่ัวโดยใชเช้ือ CP-PHT4 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-TCA5 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-NK3 
การปลูกถ่ัวโดยไมใสเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัวและไมใสปุย N 

 
สําหรับถ่ัวพุมท่ีใชทดลอง เปนถ่ัวพุมชนิดเดียวกันกับท่ีใชในการทดลองในกระถาง        

ใชวิธีการคลุกผงเช้ือกับเมล็ดถ่ัวกอนปลูกในอัตรา และวิธีเดียวกันกับท่ีใชในการทดลองปลูกพืชใน
กระถาง ทําการทดลองระหวางเดือนมิถุนายน-สิงหาคม 2550 ใชระยะปลูก 30x30 ซม. ซ่ึงเปนระยะ
ปลูกตามคําแนะนําของกรมวิชาการเกษตร และใชขนาดแปลงทดลอง 3x3 ต.ร.ม. หยอดเมล็ด        
5 เมล็ด/หลุม และถอนแยกใหเหลือตนถ่ัว 3 ตน/หลุม หลังจากเมล็ดถ่ัวงอกได 7 วัน การปลูกถ่ัวพุม
ดวยวิธีการดังกลาวใชเมล็ดพันธ 7 กก./ไร ตลอดการทดลองมีการใหน้ําตามความจําเปนและไมมี
การใชสารเคมีในการปองกันและกําจัดศัตรูพืช   เพราะพ้ืนท่ีดังกลาวเปนพื้นท่ีใชผลิตผักอินทรีย
ของศูนยหนองหอย         

การบันทึกขอมูลมีดังนี้ น้ําหนักแหงของปมและสวนเหนือดิน ดัชนียูริไอดสัมพัทธ          
% และปริมาณ  N ท่ีไดจากการตรึง  ปริมาณ  N ท้ังหมดท่ีสะสมสวนเหนือดิน  ท่ีระยะ  V9          
(45วันหลังปลูก) และ R2 (60วันหลังปลูก) ใชวิธีการวิเคราะหตัวอยางน้ําเล้ียงและตัวอยางพืช
เหมือนกับท่ีใชในการทดลองปลูกพืชในกระถาง ในการเก็บขอมูลน้ําหนักแหงสวนเหนือดินท่ี
ระยะ V9 ใชพื้นท่ีเก็บเกี่ยว 1 ต.ร.ม.  สวนท่ีระยะ R3.5 ใชพื้นท่ีเก็บเกี่ยว 2 ต.ร.ม.   

 
3.3 การศึกษาวิธีการจัดการดินท่ีเหมาะสมสําหรับการเพิ่มปริมาณ N สําหรับการปลูกพืชในระบบ
อินทรียบนท่ีสูง 
 

ในข้ันตอนนี้ไดใชแนวทางในการเพ่ิมปริมาณ N สําหรับการปลูกพืชในระบบอินทรียบน    
ท่ีสูง โดยการใชถ่ัวพุมไถกลบลงไปในดินเพื่อเปนปุยพืชสดและใชระบบการปลูกผักคะนาอินทรีย
ในการทดสอบ เพราะผักคะนาเปนพืชอายุส้ัน และเปนพืชผักท่ีใชสําหรับการบริโภค อีกท้ังเปนพืช
ท่ีตองการ N สูงเพื่อการสรางผลผลิต จึงมีความเหมาะสมสําหรับใชเปนพืชทดสอบสําหรับ        
การทดลองนี้ 
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ในการทดลองไดปลูกถ่ัวพุมจนถึงระยะ R3.5 เก็บเกี่ยวสวนเหนือดิน แลวผ่ึงใหแหงในท่ีรม
เพื่อใชไถกลบลงไปในดิน ในชวงท่ีมีการทดลองปลูกผัก 

ในการทดลองศึกษาวิธีการจัดการดินเพื่อเพิ่มปริมาณ N สําหรับการปลูกคะนาอินทรีย ใช
พื้นท่ีปลูกผักอินทรียของศูนยฯหนองหอยเปนพื้นท่ีทดลอง ใชแผนการทดลองแบบ randomized 
complete block (RCB) มี 4 ซํ้าและ 6 กรรมวิธี ดังนี้ 
 

กรรมวิธี รายละเอียด 
1 ปลูกผักดวยวิธีการที่นิยมใชในการผลิตผักอินทรียบนที่สูงซึ่งเปนกรรมวิธีควบคุม 

(control) 
2 ปลูกผักโดยการไถกลบถั่วพุมในอัตราที่ใหนํ้าหนักแหง 667  กก./ไร (นํ้าหนักสด 3 

ตัน/ ไร) กอนการปลูก 1 เดือน (CP-1M) 
3 ปลูกผักโดยการไถกลบถั่วพุมในอัตราเดียวกับกรรมวิธีที่ 2  กอนการปลูกผัก 1 

สัปดาห (CP-1W) 
4 เหมือนกรรมวิธีที่ 2 แตเพ่ิมการใสมูลวัวในอัตรา 1,600 กก./ไร (นํ้าหนักแหง) กอน

การปลูก 1 วัน (CP-1M+M) 
5 เหมือนกับกรรมวิธีที่ 3 แตเพ่ิมการใสมูลวัวในอัตรา 1,600 กก./ไร (นํ้าหนักแหง) 

กอนการปลูก 1 วัน (CP-1W+M) 
6 ปลูกผักโดยการไถกลบถั่วพุมในอัตราที่ใหนํ้าหนักแหง 1,334  กก./ไร (นํ้าหนักสด 

6 ตัน/ ไร) (2xCP) 
 

สําหรับปริมาณถ่ัวพุมท่ีใชไถกลบในกรรมวิธีท่ี 2-5 เปนน้ําหนักถ่ัวพุมท่ีระบุไดตาม
เอกสารแนะนําของกรมพัฒนาท่ีดิน (ปุยพืชสด, 2550) สวนปริมาณถ่ัวพุมท่ีใชในกรรมวิธีท่ี 6    
เปนผลผลิตของน้ําหนักสดของสวนเหนือดินของถ่ัวพุมท่ีระยะ R3.5 ท่ีไดจากการปลูกในพื้นท่ีของ
ศูนยฯหนองหอย โดยการปลูกใชวิธีโรยเมล็ดใหเปนแถว ระยะหางระหวางแถว 30 ซม. ซ่ึงวิธีการ
ปลูกดังกลาวใชเมล็ดพันธุถ่ัวพุม 10 กก./ไร  

ผักท่ีใชทดลองคือผักคะนาพันธุดอยคํา ซ่ึงยายกลาลงปลูกในแปลงเม่ือตนกลามีอายุ 15 วัน 
ใชระยะปลูก 15x15 ซม. แปลงทดลองมีขนาด 2x2 ต.ร.ม. 
 สําหรับการปลูกผักในกรรมวิธีท่ี 1 ใชมูลวัวใสลงไปในดิน 2 คร้ัง โดยใสคร้ังละ         
4,000กก./ไร (10 กก./4 ต.ร.ม.) ในระยะกอนปลูก และหลังปลูก 3 สัปดาห นอกจากนี้หลังการยาย
กลาได 2 สัปดาห ใชปุยน้ําหมักท่ีทําจากปลาฉีดพนใหแกตนผักทุกๆ 3 วัน โดยใชน้ําหมักจากปลา 
10 มล.  เจือจางดวยน้ํา 20 ลิตร ฉีดพนน้ําหมักท่ีเจือจางแลวในอัตรา 1 ลิตรตอพื้นท่ี 6 ตร.ม.        
(266.7 ลิตร/ไร) บันทึกขอมูลดานน้ําหนักสด น้ําหนักแหง ของสวนเหนือดินของผักคะนาตลอดจน
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ท่ีระยะเก็บเกี่ยวโดยใชพื้นท่ีเก็บเกี่ยว 2 ต.ร.ม. การสะสม N ในสวนเหนือดินใชวิธีวิเคราะห N ใน
ตัวอยางพืชดังท่ีระบุไวในข้ันตอนท่ี1 แสดงไวในตาราง 3 และรายละเอียดในภาคผนวก ก    
 นอกจากนี้ยังศึกษาการปลดปลอย N ท่ีเปนประโยชนไดของดินท่ีมีการไถกลบถ่ัวพุม โดย
ใชวิธีการบมดินท่ีเก็บจากแปลงทดลองท้ังท่ีมีการไถกลบถ่ัวพุม และไมใชถ่ัวพุมในการปรับปรุงดนิ   
ใชถุงพลาสติกเปนภาชนะบมดิน ปดปากถุง และนําถุงพลาสติกไปไวในแปลงทดลองตลอดชวงท่ีมี
การปลูกผัก เก็บตัวอยางดินในถุงมาวิเคราะหหาปริมาณ NH4

+-N และ NO3
--N และ pH ทุก             

2 สัปดาห โดยใช KCl  1 M เปนน้ํายาสกัดดิน  วิเคราะหหา NH4
+ -N ดวยวิธีการพัฒนาสีดวย 

indophenol blue (Houba และคณะ, 1988)   สวน NO3
--N ใชวิธีการพัฒนาสีดวยปฏิกิริยา nitration 

ของกรด salicylic  (Diatloff and Rengel,  2001)  และหาความเขมขนของ NH4
+-N และ NO3

--N ใน
สารละลายดวยวิธี spectrophotometry  ดังรายละเอียดในภาคผนวก ก    

 
การคํานวณดานการสะสมธาตุ N ในตนถ่ัว 
คํานวณปริมาณการสะสม N ในผลผลิตใชสูตรการคํานวณดังนี้ 
 

  การสะสม N ในพืช    =    ความเขมขนของธาตุอาหาร(%) X น้ําหนักแหงของผลผลิต (กก./ ไร) 
            (กก./ไร)     100 

 
3.3 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

       วิเคราะหความแตกตางทางสถิติโดยการใช F-test และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉล่ียของกรรมวิธีโดยวิธี Least Significant Difference ท่ี P<0.05 
 


