
 
บทที ่3 

 
อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
 

 งานทดลองแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกเป็นการทดลองในแปลงทดลองเพื่อ
การศึกษาประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของแบคทีเรียปมรากถัว่พุ่มท่ีใชป้รับปรุงบ ารุงดินบน
พื้นท่ีสูงและความจ าเป็นในการใช้เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ในการปลูกถัว่พุ่มในฤดูกาลถดัไปใน
แปลงทดลอง และขั้นตอนท่ีสองเป็นการทดลองในกระถางเพื่อศึกษาความสามารถของสายพนัธ์ุ
ของเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ท่ีใชค้ลุกเมล็ดในการเกิดปมกบัถัว่พุม่โดยเทคนิคทางอณูชีววทิยา 
 

3.1 การทดลองในแปลงทดลอง 
 พื้นท่ีทดลองมี 2 พื้นท่ี ไดแ้ก่ ศูนยพ์ฒันาโครงการหลวงแม่สะป๊อกและศูนยพ์ฒันา
โครงการหลวงหนองหอย 
 

ศูนย์พฒันาโครงการหลวงแม่สะป๊อก 
 ศูนยพ์ฒันาโครงการหลวงแม่สะป๊อกตั้งอยูท่ี่หมู่บา้นแม่สะป๊อก หมู่ท่ี 5 ต าบลแม่วิน 
อ าเภอแม่วาง จงัหวดัเชียงใหม่ พิกดั E 460328 N 2063495 ลกัษณะภูมิอากาศของศูนยพ์ฒันา
โครงการหลวงแม่สะป๊อก จดัอยูใ่นประเภทฝนเมืองร้อนเฉพาะฤดู ซ่ึงมีทั้งสภาวะอากาศแห้งแลง้
และเปียกช้ืน พื้นท่ีน้ีไดรั้บอิทธิพลของลมมรสุมตะวนัตกเฉียงใตท่ี้พดัเอาความชุ่มช้ืนและเมฆฝน
เขา้มา ท าให้เกิดฤดูกาลต่างๆ โดยมีฤดูร้อนในช่วงระหวา่งเดือนมีนาคม-พฤษภาคม ฤดูฝนในช่วง
ระหว่างเดือนมิถุนายน-พฤศจิกายน และฤดูหนาวในช่วงระหว่างเดือนธันวาคม-กุมภาพนัธ์ มี
อุณหภูมิเฉล่ียตลอดปี 20 องศาเซลเซียส ในช่วงฤดูหนาวในเดือนธนัวาคม อุณหภูมิเฉล่ียจะอยู่
ระหวา่ง 15-17 องศาเซลเซียส มีอุณหภูมิต ่าสุดเฉล่ีย 10-14 องศาเซลเซียส มีปริมาณน ้ าฝนเฉล่ีย 
2,000-2,100 มิลลิเมตรต่อปีโดยมีการกระจายของฝนค่อนขา้งสม ่าเสมอตลอด  
 พื้นท่ีน้ีมีระดบัความสูงตั้งแต่ 500-1,300 เมตรจากระดบัน ้าทะเลปานกลาง ลกัษณะพื้นท่ี
ส่วนใหญ่เป็นภูเขาและหุบเขาท่ีมีความลาดชนั ทางทิศตะวนัตกของพื้นท่ีมีความสูงลาดลงมาสู่พื้นท่ี
ต ่าทางทิศตะวนัออก พื้นท่ีซ่ึงมีระดบัความสูงในระดบั 900-1,000 เมตรมีประมาณร้อยละ 24.88 
ของพื้นท่ี ส่วนพื้นท่ีซ่ึงมีระดบัความสูง 800-900 เมตรมีประมาณร้อยละ 24.33 และพื้นท่ีท่ีมีระดบั
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ความสูง 700-800 เมตร มีประมาณร้อยละ 17.13 ในแง่ของความลาดชนั พื้นท่ีของศูนยพ์ฒันา
โครงการหลวงแม่สะป๊อกส่วนมากมีลกัษณะสูงชนัถึงสูงชนัมาก โดยมีประมาณร้อยละ 25.59 และ 
ร้อยละ 25.64 ตามล าดบั ส าหรับพื้นท่ีราบเรียบถึงค่อนขา้งราบเรียบมีประมาณร้อยละ 23.42 ของ
พื้นท่ีทั้งหมด 
 ส าหรับพื้นท่ีท่ีใช้ในการทดลองเป็นพื้นท่ีซ่ึงพึ่งไดรั้บการปรับพื้นท่ีเป็นขั้นบนัไดหน้า
ดินถูกเกล่ียออกในระหว่างการปรับพื้นท่ี ฉะนั้นดินในแปลงทดลองบนขั้นบนัไดซ่ึงเป็นดินล่างมี
ลักษณะเป็นดินเหนียวปนกรวดมีการระบายน ้ าไม่ดี และมีคุณสมบติัทางเคมีของดินในแปลง
ทดลองดงัน้ี 
 

pH     5.2-5.4 
ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ได ้ 117   mg/kg  
ปริมาณโซเดียมท่ีแลกเปล่ียนได ้  196 mg/kg 
ปริมาณโพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้ 345  mg/kg     
ปริมาณแมกนีเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้ 73 mg/kg   
ปริมาณแคลเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้  452   mg/kg  
ปริมาณเหล็กท่ีสกดัได ้   51 mg/kg   
ปริมาณทองแดงท่ีสกดัได ้  0.38 mg/kg  
ปริมาณสังกะสีท่ีสกดัได ้   3 mg/kg   
ปริมาณแมงกานีสท่ีสกดัได ้  17 mg/kg  
ปริมาณอลูมินมัท่ีสกดัได ้  0.72 mg/kg 
ปริมาณโบรอนท่ีสกดัได ้   0.14 mg/kg 
ค่าการน าไฟฟ้าของดิน (EC)  2.76 dS/m 
ค่า  CEC    9.32  cmole/kg 
ปริมาณอินทรียวตัถุ   1.82 % 

   
 ถึงแมดิ้นในแปลงทดลอง ณ ศูนยฯ์แม่สะป๊อกเป็นดินกรด มีปริมาณอินทรียวตัถุต ่าแต่
ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ไดแ้ละโพแทสเซียมท่ีสามารถแลกเปล่ียนไดอ้ยูใ่นระดบัสูง ดิน
ดงักล่าวมีปริมาณของเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่พุม่ 1.26 x 102  เซลล/์กรัม 
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 ศูนย์พฒันาโครงการหลวงหนองหอย 
 ศูนยพ์ฒันาโครงการหลวงหนองหอย ตั้งอยูท่ี่หมู่ 7 บา้นหนองหอยเก่า ต าบลแม่แรม 
อ าเภอแม่ริม จงัหวดัเชียงใหม่ พิกดั E 481674 เมตร N 2092978 เมตร ระวาง 4746 I จากสถิติ
ภูมิอากาศศูนยพ์ฒันาโครงการหลวงหนองหอย เฉล่ียตั้งแต่ปี พ.ศ. 2537 – 2543 พบว่าพื้นท่ีน้ีมี
อุณหภูมิสูงสุดเฉล่ีย 32.6 องศาเซลเซียส อุณหภูมิต ่าสุดเฉล่ีย 17.0 องศาเซลเซียส อุณหภูมิสูงท่ีสุด
ในเดือนเมษายน 36.1 องศาเซลเซียส อุณหภูมิต ่าท่ีสุดในเดือนมกราคม 12.0 องศาเซลเซียส ปริมาณ
น ้ าฝนรวม 1,416.8 มิลลิเมตร โดยปริมาณน ้ าฝนสูงท่ีสุดในเดือนสิงหาคม 253 มิลลิเมตรและต ่า
ท่ีสุดในเดือนมกราคม 1.4 มิลลิเมตร ปริมาณความช้ืนสัมพทัธ์เฉล่ียตลอดปี 86 เปอร์เซ็นต์ เดือนท่ีมี
ความช้ืนสัมพทัธ์มากท่ีสุดคือเดือนกนัยายน และเดือนตุลาคม 96 เปอร์เซ็นต ์และเดือนท่ีมีความช้ืน
สัมพทัธ์ต ่าท่ีสุดคือเดือนมีนาคม 69 เปอร์เซ็นต์ สภาพภูมิประเทศมีทั้งพื้นท่ีซ่ึงเป็นท่ีสูง ภูเขาลูก
คล่ืนลอนลาดและท่ีราบตามหุบเขาและแนวล าห้วย ความสูงของพื้นท่ีอยูร่ะหวา่ง 500 – 1,200 เมตร
จากระดบัน ้ าทะเลปานกลาง พื้นท่ีของพื้นท่ีศูนยพ์ฒันาโครงการหลวงหนองหอยท่ีมีความลาดชนั
ในช่วงระหวา่งร้อยละ 35 – 50 คิดเป็นร้อยละ 26.40 ของพื้นท่ีศูนยฯ์ ส่วนท่ีมีพื้นท่ีท่ีมีความลาดชนั
ระหวา่งร้อยละ 50 – 75 คิดเป็นร้อยละ 22.93 ส าหรับพื้นท่ีท่ีมีความลาดชนัระหวา่งร้อยละ 0 – 2 มี
ร้อยละ 21.83 ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีราบระหวา่งภูเขา หรือท่ีราบตามแนวล าห้วย และยงัมีพื้นท่ีท่ีมีความ
ลาดชนัมากกวา่ร้อยละ 75 ประมาณร้อยละ 12 – 20 ของพื้นท่ีทั้งหมด 
 พื้นท่ีแปลงทดลองเป็นพื้นท่ีซ่ึงมีการปรับพื้นท่ีเป็นขั้นบนัไดและเป็นพื้นท่ีซ่ึงศูนยฯ์ใช้
ในการปลูกผกัอินทรียม์าอยา่งต่อเน่ืองหลายปี ในแปลงทดลองมีคุณสมบติัทางเคมีดงัน้ี 
 

pH     7.4-7.6 
ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ได ้       171 mg/kg  
ปริมาณโซเดียมท่ีแลกเปล่ียนได ้  193  mg/kg 
ปริมาณโพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้ 336  mg/kg     
ปริมาณแมกนีเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้ 107 mg/kg   
ปริมาณแคลเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้  763   mg/kg  
ปริมาณเหล็กท่ีสกดัได ้   54 mg/kg   
ปริมาณทองแดงท่ีสกดัได ้  0.95 mg/kg  
ปริมาณสังกะสีท่ีสกดัได ้   3 mg/kg   
ปริมาณแมงกานีสท่ีสกดัได ้  59 mg/kg  
ปริมาณอลูมินมัท่ีสกดัได ้  4 mg/kg 
ปริมาณโบรอนท่ีสกดัได ้   0.18 mg/kg 
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ค่าการน าไฟฟ้าของดิน (EC)  1.06 dS/m 
ปริมาณอินทรียวตัถุ   5.46 % 
 

จากปริมาณของอินทรียวตัถุในดิน กล่าวไดว้า่ดินในแปลงทดลองมีความอุดมสมบูรณ์
สูง นอกจากน้ียงัมีปริมาณของฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ไดแ้ละโพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนท่ีได ้ใน
ระดบัสูงมาก ก่อนการทดลอง ปริมาณเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่พุม่ในดิน 2.22 x 102 เซลล/์กรัม 
 การทดลองในแต่ละพื้นท่ีประกอบดว้ยการทดลองยอ่ย 2 การทดลองโดยใช้กรรมวิธี
การทดลอง แผนการทดลอง และจ านวนซ ้ าเหมือนกนัทั้งสองพื้นท่ี 

 

 3.1.1 การศึกษาประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของแบคทีเรียปมรากถั่วพุ่มที่ใช้
ปรับปรุงบ ารุงดินบนพืน้ทีสู่งในแปลงทดลอง 
  
 ในการปลูกถัว่พุ่มคร้ังท่ี 1 ส าหรับการทดลอง ณ ศูนยฯ์แม่สะป๊อกด าเนินการในช่วง
ปลายเดือนกุมภาพนัธ์ุ – ปลายเดือนเมษายน พ.ศ. 2551 ซ่ึงเป็นช่วงฤดูร้อน โดยใช้แปลงทดลอง
ขนาด 3 x 3 ตารางเมตร ส่วนการทดลอง ณ ศูนยฯ์หนองหอยด าเนินการในช่วงเดือนมิถุนายน – 
เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2551 และใชแ้ปลงทดลองขนาด 2 x 4.5 ตารางเมตร ใชแ้ผนการทดลองแบบ 
Randomized Complete Block Design (RCBD) มี 4 ซ ้ าและ 4 กรรมวธีิดงัน้ี     
 
 กรรมวธีิท่ี 1  ไม่ใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ 
 กรรมวธีิท่ี 2  ใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่สายพนัธ์ุ CP-PHT4 
 กรรมวธีิท่ี 3  ใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่สายพนัธ์ุ CP-TLA5 
 กรรมวธีิท่ี 4  ใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่สายพนัธ์ุ CP-NK3 
 
 ส าหรับเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ท่ีใช้ทดลอง เป็นเช้ือท่ีผา่นการคดัเลือกจากการทดลอง
ของจุฑามาศในปีพ.ศ. 2551 ซ่ึงมีจ านวน 3 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ CP-PHT4 CP-TLA5 และ CP-NK3 โดย
เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่พุ่มทั้งสามสายพนัธ์ุมีแหล่งท่ีมาจากแปลงทดลองของศูนยฯ์พระบาทห้วย
ตม้ แปลงอโวคาโดของศูนยฯ์ทุ่งเลา และศูนยฯ์หนองเขียว ตามล าดบั (อ าพรรณ, 2549) และเช้ือทั้ง 
3 เป็นเช้ือท่ีต่างสายพนัธ์ุกนั (ฉายกริช, 2551) ส าหรับถัว่พุม่ท่ีใชท้ดลองเป็นถัว่พุม่ท่ีกรมพฒันาท่ีดิน
ส่งเสริมให้เกษตรกรใช้ปลูกเพื่อการปรับปรุงดิน การใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ใช้วิธีการคลุกผง
เช้ือกบัเมล็ดถัว่ก่อนปลูก และใช ้gum arabic ความเขม้ขน้ 30% เป็นสารเช่ือมใหผ้งเช้ือเกาะติดเมล็ด
ไดดี้ข้ึน ใส่เช้ือในอตัรา 106 เซลล์/เมล็ด ตลอดการทดลองมีการให้น ้ าและก าจดัศตัรูพืชตามความ
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จ าเป็น ใช้ระยะปลูก 30x30 ซม. ซ่ึงเป็นระยะปลูกตามค าแนะน าของกรมวิชาการเกษตร หยอด 5 
เมล็ด/หลุมและถอนแยกใหเ้หลือตน้ถัว่ 3 ตน้/หลุม    
 เก็บเก่ียวตน้ถัว่ท่ีระยะ R. 3.5-R. 4 (อายุ 60 วนัหลงังอก) โดยใชพ้ื้นท่ีเก็บเก่ียว 2 ตร.ม. 
เพื่อบนัทึกขอ้มูลด้านน ้ าหนักสดและน ้ าหนักแห้งของส่วนเหนือดิน น ้ าหนักแห้งปม และเก็บ
ตวัอย่างน ้ าเล้ียงจากตอราก เพื่อใช้วิเคราะห์องค์ประกอบของน ้ าเล้ียง และประเมินดชันียูริไอด์
สัมพทัธ์ตามวธีิการท่ีเสนอแนะโดย Peoples et al. (1989) นอกจากน้ียงัวเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของ
ไนโตรเจนในตน้ถัว่พุ่ม เพื่อประเมินปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดท่ีสะสมในส่วนเหนือดินอีกดว้ย 
วิธีการวิเคราะห์ไนโตรเจนในตวัอยา่งพืชใชว้ิธีการยอ่ยตวัอยา่งพืชดว้ยกรดยอ่ย (กรดซลัฟูริกผสม
กบัผงซีลีเนียม) กรดซาลิไซลิก และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยใชเ้ตายอ่ยท่ีอุณหภูมิ 350 oC 
(Walinga et al.,1989) และวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของไนโตรเจนในตวัอยา่งท่ียอ่ยแลว้โดยวิธีการ
พฒันาสี (indophenol blue method) (Novozamsky et al., 1974) ส าหรับเปอร์เซ็นตไ์นโตรเจนท่ีได้
จากการประเมินจากค่าดชันียูริไอด์สัมพทัธ์ ตามสมการท่ีเสนอแนะโดย Heridge and Peoples 
(2002b) รายละเอียดของการวเิคราะห์ไนโตรเจนในตวัอยา่งพืชและการวิเคราะห์น ้ าเล้ียงจากตอราก
แสดงไวใ้นภาคผนวก ก. 
 
 3.1.2 การศึกษาความจ าเป็นในการใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถั่วในการปลูกถั่วพุ่มใน
ฤดูกาลปลูกที ่2  
  
 การปลูกในฤดูกาลปลูกท่ี 2 ของแต่ละพื้นท่ีใช้แปลงทดลองเดิมท่ีใชใ้นการปลูกถัว่ใน
ฤดูกาลแรกใชก้ารทดลองแบบ RCBD มี 4 ซ ้ าและ 7 กรรมวธีิทดลองดงัน้ี 
 

กรรมวธีิ  รายละเอยีด 
1)  Control ไม่ใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ 
2)  PHT-1 ใส่เช้ือสายพนัธ์ุ CP-PHT4 ในฤดูกาลปลูกถัว่คร้ังแรกและไม่ใส่ซ ้ าใน

การปลูกถัว่ฤดูกาลปลูกท่ี 2 
3)  PHT-2 ใส่เช้ือสายพนัธ์ุ CP-PHT4 ในฤดูกาลปลูกถัว่คร้ังแรกและใส่ซ ้ าในการ

ปลูกถัว่ฤดูกาลปลูกท่ี 2 
4)  TLA-1 ใส่เช้ือสายพนัธ์ุ CP-TLA5 ในฤดูกาลปลูกถัว่คร้ังแรกและไม่ใส่ซ ้ าใน

การปลูกถัว่ฤดูกาลปลูกท่ี 2 
5)  TLA-2 ใส่เช้ือสายพนัธ์ุ CP-TLA5 ในฤดูกาลปลูกถัว่คร้ังแรกและใส่ซ ้ าในการ
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ปลูกถัว่ฤดูกาลปลูกท่ี 2 

6)  NK-1 ใส่เช้ือสายพนัธ์ุ CP-NK3 ในฤดูกาลปลูกถัว่คร้ังแรกและไม่ใส่ซ ้ าในการ
ปลูกถัว่ฤดูกาลปลูกท่ี 2 

7)  NK-2 ใส่เช้ือสายพนัธ์ุ CP-NK3 ในฤดูกาลปลูกถัว่คร้ังแรกและใส่ซ ้ าในการ
ปลูกถัว่ฤดูกาลปลูกท่ี 2 

 
 ส าหรับแปลงทดลองในกรรมวิธีท่ีมีการใส่เช้ือในฤดูกาลท่ี 1 จะถูกแบ่งออกเป็นสอง
ส่วน ส่วนแรกใชส้ าหรับกรรมวธีิท่ีไม่ใส่เช้ือซ ้ า และส่วนท่ีสองใชส้ าหรับกรรมวิธีท่ีมีการใส่เช้ือซ ้ า
ในการปลูกถัว่พุ่มคร้ังท่ีสอง การปลูกถัว่พุ่มคร้ังท่ีสอง ณ ศูนยฯ์แม่สะป๊อกด าเนินการในช่วงเดือน
มิถุนายน – เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2551 ซ่ึงเป็นช่วงฤดูฝน ส่วนการปลูกถัว่พุ่ม ณ ศูนยฯ์หนองหอย
ด าเนินการในช่วงปลายเดือนตุลาคม – เดือนธนัวาคม พ.ศ. 2551 ซ่ึงเป็นช่วงฤดูหนาว ตลอดช่วงการ
ทดลองมีการให้น ้ าและก าจดัศตัรูพืชตามความจ าเป็น การบนัทึกข้อมูลเหมือนกับท่ีใช้ในการ
ทดลองการปลูกถัว่คร้ังแรก 
     
3.2 การศึกษาความสามารถของสายพันธ์ุของเช้ือแบคทีเรียปมรากถั่วที่ใช้คลุกเมล็ดในการเกิดปม
กบัถั่วพุ่ม 
 
 ขั้นตอนน้ีใชก้ารทดลองปลูกถัว่พุ่มในกระถาง เพื่อให้สามารถเก็บปมท่ีรากถัว่ไดอ้ยา่ง
สมบูรณ์ ใชโ้รงเรือนของคณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่เป็นพื้นท่ีทดลองใชดิ้นจากแปลง
ทดลองบนพื้นท่ีสูงของศูนยฯ์แม่สะป๊อก และสถานีฯหนองหอย ท่ีใชป้ลูกถัว่พุม่ฤดูกาลปลูกท่ี 1 ดิน
ท่ีเก็บจากพื้นท่ีทดลองแต่ละแห่งจะใชเ้ฉพาะดินบน (ความลึก 0-25 ซม.) และคลุกเคลา้ให้เขา้กนัดี
ก่อนใชใ้นการทดลอง   
 การทดลองแบ่งออกเป็น 2 การทดลองย่อย โดยใช้ดินหน่ึงชนิดต่อการทดลอง แต่ละ
การทดลองประกอบดว้ยขั้นตอนการด าเนินงานดงัน้ี   
 ขั้นตอนที่ 1 เป็นการศึกษาความสามารถของสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ท่ีใช้
คลุกเมล็ดในการเกิดปมกบัถัว่พุ่มในฤดูกาลเพาะปลูกคร้ังแรก ใชแ้ผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
Completely Randomized Design (CRD) มี4 กรรมวิธีและ 4 ซ ้ าดงัเช่นท่ีระบุไวข้อ้ 3.1.1 แต่ละ
กรรมวิธีปลูกถัว่พุ่ม 3 ตน้/กระถาง/ซ ้ า ส าหรับการปลูกคร้ังท่ี 1 กรรมวิธีท่ีไม่ใส่เช้ือแบคทีเรียปม
รากถัว่ปลูกถัว่พุ่มมีจ านวน 8 กระถางและกรรมวิธีท่ีมีการใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ปลูกถัว่พุ่มมี
จ านวน 12 กระถาง/กรรมวธีิ โดย 4 กระถางแรกของทุกกรรมวิธีจะใชเ้ก็บขอ้มูลส าหรับการปลูกถัว่
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คร้ังท่ี 1 ส่วนท่ีเหลือใชป้ลูกถัว่คร้ังท่ี 2 ใชก้ระถางขนาดบรรจุดิน 10 กก./กระถาง ในการปลูกถัว่ใช้
วธีิการจดัการในการใชเ้ช้ือเหมือนกบัท่ีใชใ้นแปลงทดลอง เม่ือถึงระยะ 45-50 วนัหลงัปลูก ตดัส่วน
เหนือดินออก เก็บปมถัว่ในแต่ละกระถางจากทุกกรรมวิธี โดยใชต้น้ถัว่จาก 4 ซ ้ าแรกเพื่อใชเ้ก็บ
ขอ้มูลดา้นการศึกษาชนิดของเช้ือในปมถัว่ดว้ยวธีิการทางทางอณูชีววทิยา  
 ขั้นตอนที่ 2 เป็นการศึกษาความจ าเป็นในการใช้เช้ือซ ้ าในฤดูกาลปลูกท่ี 2 โดยใช้
กระถางท่ี 5-12 หลงัจากเก็บเก่ียวส่วนเหนือดินออกเช่นเดียวกบัตน้ถัว่พุ่มในขั้นตอนท่ี1 น าส่วน
เหนือดินท่ีไดจ้ากการเก็บเก่ียวสับให้มีขนาดเล็กลงแลว้น าไปคลุกเคลา้กบัดินในกระถางให้เขา้กนั 
ทิ้งไว ้1 เดือนรดน ้ าพอให้ชุ่มอาทิตยล์ะคร้ังก่อนใชใ้นการปลูกถัว่ในฤดูกาลท่ี 2 ใชแ้ผนการทดลอง
แบบสุ่มสมบูรณ์ มี 4 ซ ้ าและ 7 กรรมวธีิดงัท่ีระบุไวใ้นขอ้ 3.1.2  
 ในการปลูกถัว่ในกระถางใชถ้ัว่พุ่มพนัธ์ุเดียวกบัท่ีใช้ในแปลงทดลองและใช้วิธีการใส่
เช้ือดงัระบุไวใ้นขอ้ 3.1.1 การปลูกถัว่ใช้เมล็ดถัว่ 5 เมล็ด/กระถาง และถอนแยกให้เหลือตน้ถัว่ 3 
ตน้/กระถาง ปลูกถัว่เป็นเวลา 50 วนั ซ่ึงเป็นระยะออกดอก ก่อนการเก็บปมรากถัว่ทุกกระถางโดย
เก็บทุกปมท่ีเกิดท่ีรากถัว่แต่ละกระถาง ตลอดการทดลองมีการให้น ้ าและก าจดัศตัรูพืชตามความ
จ าเป็น 
 

 
 

รูป 1 การสุ่มเก็บตวัอยา่งปมจากตน้ถัว่พุม่ในแต่ละกระถางตามช่วงการเกิดปมบนรากของถัว่พุม่ 
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X 100 

 ลา้งตวัอย่างปมท่ีเก็บจากตน้ถัว่พุ่มทุกการทดลองให้สะอาดดว้ยน ้ าประปา ก่อนน าไป
เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20 oC เพื่อการศึกษาชนิดของเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ในปมถัว่พุ่มท่ีปลูกใน
ดินแต่ละพื้นท่ีและในแต่ละกรรมวิธีท่ีปลูกยกเวน้กรรมวิธีควบคุม แยกตวัอยา่งปมท่ีเก็บจากตน้ถัว่
พุม่ในแต่ละการทดลองนั้นตามช่วงการเกิดปมบนรากของถัว่พุ่มโดยแบ่งรากออกเป็น 3 ระยะดงัน้ี 
ความยาวราก 0-5 5-10 และมากกวา่ 10 ซม.แสดงไวด้งัรูป 1 การวดัความยาวรากเร่ิมตน้จากโคน
รากเป็นตน้ไป บนัทึกจ านวนปมทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนในแต่ละช่วงความยาวราก หลงัจากนั้นสุ่มตวัอยา่ง
ในแต่ละช่วงร้อยละ 5 เพื่อใช้ในการศึกษาชนิดของเช้ือแบคทีเรียในปมดว้ยวิธี REP- และ ERIC-
PCR และค านวณเปอร์เซ็นตก์ารเกิดปมท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่พุม่ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ  
 ในการศึกษาชนิดของเช้ือแบคทีเรียปมรากถั่วใช้การสกดั genomic DNA (DNA 
แม่แบบ) ของเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ท่ีอยูใ่นปมถัว่พุม่โดยใชว้ิธีการของ Santasup et al. (2000) (ซ่ึง
ดดัแปลงมาจากวิธีการของ Harrison et al., 1992, Malic et al., 1998 และ Landstrom, 1994 อา้งโดย 
Santasup, 2000) รายละเอียดระบุไวใ้นภาคผนวก ก เพิ่มปริมาณ DNA แม่แบบโดยใช ้PCR และ 
REP consensus primer ต่อไปน้ี REP 1R-1 และ REP I-1 และ ERIC consensus primer ไดแ้ก่ ERIC 
1R และ ERIC 2 (de Bruijn, 1992) หลงัจากส้ินสุดกระบวนการ PCR ตรวจสอบผลิตภณัฑ์จาก REP 
และ ERIC-PCR ท่ีเกิดข้ึนดว้ย agarose gel electrophoresis ถ่ายภาพเจลเก็บไวเ้พื่อวิเคราะห์ขอ้มูล
ลายพิมพ ์DNA ของผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีไดแ้ลว้ท าการเปรียบเทียบลายพิมพ ์DNA ของเช้ือแบคทีเรีย
ปมรากถัว่พุม่จากปมกบัเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่พุ่มท่ีใชค้ลุกเมล็ด (เช้ือบริสุทธ์ิ) ค  านวณเปอร์เซ็นต์
การเกิดปมท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่พุ่มทั้ง 3 สายพนัธ์ุไดจ้ากจ านวนปมท่ีเกิดจากเช้ือแต่ละ 
สายพนัธ์ุท่ีใชค้ลุกเมล็ดต่อจ านวนปมท่ีใชว้เิคราะห์ทั้งหมด (Santasup et al., 2000) ดว้ยสูตรต่อไปน้ี 
   
% ปมท่ีเกิดจากเช้ือท่ีใชค้ลุกเมล็ดแต่ละสายพนัธ์ุ = จ านวนปมท่ีเกิดจากเช้ือท่ีใชแ้ต่ละสายพนัธ์ุ  
             จ  านวนปมท่ีใชว้เิคราะห์ทั้งหมด 

 
 ทุกการทดลองใช้วิธีการวิเคราะห์ข้อมูลด้วย F test และใช้ LSD 0.05 ในการ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของแต่ละกรรมวธีิ 

 
 


