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 บทคัดย่อ 
 
 การประเมินการแข่งขนัของสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ (Bradyrhizobium sp.) ท่ี
ใชค้ลุกเมล็ดในการเกิดปมกบัถัว่พุ่มซ่ึงปลูกเป็นปุ๋ยพืชสดบนพื้นท่ีสูงโดยเทคนิคทางอณูชีววิทยามี
การด าเนินงาน 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกเป็นการทดลองในแปลงทดลองเพื่อศึกษาการตอบสนองของ
ถัว่พุ่มต่อการใส่เช้ือ bradyrhizobial 3 สายพนัธ์ุและความจ าเป็นในการใส่เช้ือในการปลูกถัว่พุ่มใน
ฤดูกาลถดัไป ขั้นตอนท่ีสองเป็นการทดลองในกระถางเพื่อศึกษาความสามารถในการแข่งขนัของ
สายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ท่ีใชค้ลุกเมล็ดกบัเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ในธรรมชาติในการ
เกิดปมกบัถัว่พุ่ม ทั้งสองขั้นตอนมีการปลูกถัว่พุ่ม 2 คร้ัง เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ท่ีใชท้ดสอบเป็น
เช้ือท่ีผา่นการคดัเลือกแลว้ว่ามีประสิทธิภาพดีจ านวน 3 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ CP-PHT4 CP-
TLA5 และ CP-NK3 การทดลองในแปลงทดลองใชพ้ื้นท่ีสูง 2 แห่งซ่ึงมีความอุดมสมบูรณ์ของดิน
ต่างกนัไดแ้ก่ พื้นท่ีศูนยพ์ฒันาโครงการหลวงแม่สะป๊อกซ่ึงเป็นดินกรดมีความอุดมสมบูรณ์ต ่า และ
พื้นท่ีศูนยฯ์หนองหอยซ่ึงเป็นดินท่ีมี pH 7.0-7.6 และมีความอุดมสมบูรณ์สูง ส่วนการทดลองใน
กระถางก็ใชดิ้นจากพื้นท่ีดงักล่าวในการปลูกถัว่พุ่ม กรรมวิธีท่ีใชส้ าหรับการปลูกถัว่คร้ังแรกทั้งใน
แปลงทดลองและในกระถางมี 4 กรรมวิธี กรรมวิธีแรกเป็นกรรมวิธีควบคุมซ่ึงไม่ใส่เช้ือแบคทีเรีย
ปมรากถัว่และอีก 3 กรรมวิธีเป็นการใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่สายพนัธ์ุ CP-PHT4 CP-TLA5 และ 
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CP-NK3 ตามล าดบั การปลูกถัว่พุม่คร้ังท่ี 2 มี 7 กรรมวธีิ กรรมวธีิแรกไม่ใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ 
กรรมวิธีท่ี 2 4 และ 6 ใส่เช้ือสายพนัธ์ุ CP-PHT4 CP-TLA5 และ CP-NK3 เฉพาะในฤดูกาลปลูกถัว่
คร้ังแรกและไม่ใส่ซ ้ าในการปลูกถัว่ฤดูกาลท่ีสองตามล าดบั กรรมวิธีท่ี 3 5 และ 7 ใส่เช้ือสายพนัธ์ุ 
CP-PHT4 CP-TLA5 และ CP-NK3 ซ ้ าในการปลูกถัว่ฤดูกาลท่ีสอง การทดลองในแปลงทดลองใน
ฤดูกาลปลูกท่ี 2 ใชพ้ื้นท่ีเดียวกนักบัการปลูกถัว่คร้ังแรกโดยแบ่งพื้นท่ีในแปลงทดลองในกรรมวิธีท่ี
มีการใส่เช้ือในฤดูกาลแรกเป็นสองส่วน ส่วนแรกใชส้ าหรับกรรมวิธีท่ีไม่ใส่เช้ือซ ้ าและส่วนท่ีสอง
ใชส้ าหรับกรรมวิธีท่ีมีการใส่เช้ือซ ้ าในการปลูกถัว่พุ่มคร้ังท่ีสอง การทดลองในแปลงทดลองทั้ง 2 
คร้ังในแต่ละพื้นท่ีใชแ้ผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) มี 4 ซ ้ า 
ขอ้มูลท่ีบนัทึกส าหรับการทดลองในแปลงทดลองไดแ้ก่ น ้ าหนกัแห้งปม น ้ าหนกัสดและแห้งของ
ส่วนเหนือดิน การสะสม N ในส่วนเหนือดินท่ีระยะ R 3.5 เปอร์เซ็นตแ์ละปริมาณการตรึง N ตลอด
ฤดูปลูกโดยใช้วิธีการวิเคราะห์น ้ าเล้ียงจากตอรากท่ีระยะ R 3.5 การทดลองในกระถางใช้ดินจาก
พื้นท่ีสูงแต่ละพื้นท่ีจ านวน 10 กก./กระถาง และใชแ้ผนการทดลองแบบ Completely Randomized 
Design (CRD) มี 4 ซ ้ า แต่ละกรรมวิธี ปลูกถัว่พุ่ม 3 ตน้/กระถาง/ซ ้ า ส าหรับการปลูกคร้ังท่ี 1 
กรรมวิธีท่ีไม่ใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ปลูกถัว่พุ่มมีจ านวน 8 กระถางและกรรมวิธีท่ีมีการใส่เช้ือ
แบคทีเรียปมรากถัว่ปลูกถัว่พุม่มีจ  านวน 12 กระถาง/กรรมวธีิ โดย 4 กระถางแรกของทุกกรรมวิธีจะ
ใช้เก็บขอ้มูลส าหรับการปลูกถัว่คร้ังท่ี 1 ส่วนท่ีเหลือใช้ปลูกถัว่คร้ังท่ีสอง การเก็บปมท่ีเกิดข้ึน
ทั้งหมดท่ีระบบรากของตน้ถัว่แต่ละกระถางท่ีระยะ R 3.5 และเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20 oC ก่อน
น าไปศึกษาชนิดของเช้ือในปมดว้ยวธีิ REP- และ ERIC-PCR ในการศึกษาชนิดของเช้ือในปมถัว่พุ่ม
ใชว้ิธีสุ่มเลือกปมจากระยะราก 0-5 5-10 และมากกวา่ 10 ซม.จ านวน 5% ของจ านวนปมทั้งหมดท่ี
เกิดข้ึนในแต่ละระยะราก ในการทดลองในแปลงทดลองและในกระถางใช้วิธีการใส่เช้ือโดยคลุก
หวัเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ซ่ึงอยูใ่นรูปผงดินพีทกบัเมล็ดถัว่ก่อนปลูกในอตัรา 106 เซลล์/เมล็ดและ
ใช ้gum Arabic ความเขม้ขน้ 30% เป็นสารเช่ือม ตลอดการทดลองทั้งในสภาพแปลงทดลองและ
กระถางมีการใหน้ ้าตามความจ าเป็น จากการทดลองพบวา่ในการปลูกถัว่พุ่มในฤดูกาลแรกในพื้นท่ี
สูงซ่ึงดินมีสภาพเป็นกรด (pH 5.2-5.4) มีความอุดมสมบูรณ์ต ่าและมีปริมาณเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่
ในธรรมชาติอยู ่1.26x102 เซลล/์กรัมดิน ถัว่พุม่ท่ีปลูกเป็นปุ๋ยพืชสดซ่ึงปลูกในช่วงฤดูร้อนโดยไม่ได้
รับการใส่เช้ือให้น ้ าหนกัแห้งของส่วนเหนือดิน 183 กก./ไร่ มีการสะสม N ในส่วนเหนือดิน 6.53 
กก.N/ไร่ มีน ้าหนกัแหง้ปม 1.67 กรัม/ตน้ มีการตรึง N 84 % ของปริมาณ N ทั้งหมดท่ีสะสมในส่วน
เหนือดินคิดเป็นปริมาณ N ท่ีไดจ้ากการตรึง 5.72 กก.N/ไร่ การปลูกถัว่พุ่มโดยการใส่เช้ือแบคทีเรีย
ปมรากถัว่ทั้ง 3 สายพนัธ์ุท่ีใชท้ดลอง ไม่ท าใหถ้ัว่พุม่มีการตอบสนองต่อการใส่เช้ือแบคทีเรียปมราก
ถัว่อย่างมีนัยส าคญัในแง่ของการเกิดปม มวลชีวภาพและปริมาณ N ท่ีสะสมในส่วนเหนือดิน 
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เปอร์เซ็นต ์N ตลอดจนปริมาณ N ท่ีตรึงได ้เช้ือท่ีใชค้ลุกเมล็ดทั้ง 3 สายพนัธ์ุไม่มีความแตกต่างกนั
ในดา้นการแข่งขนักบัเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ท่ีมีอยูใ่นดินตามธรรมชาติในการเกิดปมโดยสามารถ
สร้างปมไดใ้นระบบรากทั้งหมดในช่วง 46.5-51.8% ในการปลูกถัว่ในฤดูกาลท่ี 2 ซ่ึงเป็นช่วงฤดูฝน 
ถัว่พุ่มท่ีไม่ไดรั้บการใส่เช้ือให้น ้ าหนกัแห้งของส่วนเหนือดิน 321 กก./ไร่ มีการสะสม N ในส่วน
เหนือดิน 8 กก.N/ไร่ มีน ้ าหนกัแห้งปม 0.6 กรัม/ตน้ มีการตรึง N 72 % ของปริมาณ N ทั้งหมดท่ี
สะสมในส่วนเหนือดินคิดเป็นปริมาณ N ท่ีไดจ้ากการตรึง 5.9 กก.N/ไร่ การใชเ้ช้ือแบคทีเรียปมราก
ถัว่ซ ้ าส าหรับการปลูกถัว่พุม่ในฤดูกาลท่ีสองไม่ท าใหถ้ัว่พุม่มีการเกิดปม มวลชีวภาพและปริมาณ N 
ท่ีสะสมในส่วนเหนือดิน เปอร์เซ็นตแ์ละปริมาณ N ท่ีไดจ้ากการตรึงแตกต่างจากตน้ถัว่ท่ีปลูกโดย
การใชเ้ช้ือเพียงคร้ังเดียว และตน้ถัว่ท่ีไม่ไดรั้บการคลุกเช้ืออยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ในจ านวนปม
ทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนท่ีระบบรากของตน้ถัว่ท่ีปลูกโดยการใชเ้ช้ือเพียงคร้ังเดียวมีปมท่ีเกิดจากการใชเ้ช้ือ
แบคทีเรียปมรากถัว่อยูใ่นช่วง 0-23.5% การใชเ้ช้ือซ ้ าในฤดูกาลปลูกท่ี 2 ท าให้เปอร์เซ็นตข์องปมถัว่
ท่ีเกิดจากเช้ือท่ีใชค้ลุกเพิ่มข้ึน โดยมีอยูใ่นช่วงตั้งแต่ 12.7-59.3 และเช้ือสายพนัธ์ุ CP-PHT4 เป็นสาย
พนัธ์ุท่ีสามารถเขา้ไปสร้างปมไดดี้ท่ีสุด ขอ้มูลดา้นการเกิดปม น ้ าหนกัแห้งและการสะสม N การ
ตรึง N ของถัว่พุ่มท่ีไม่ได้ใส่เช้ือ เปอร์เซ็นต์การเกิดปมของเช้ือท่ีใช้คลุกเมล็ดและลกัษณะการ
ตอบสนองของถัว่พุม่ต่อการใส่เช้ือทั้งหมดน้ีช้ีให้เห็นวา่ ไม่มีความจ าเป็นท่ีตอ้งใชเ้ช้ือแบคทีเรียปม
รากถัว่ส าหรับการปลูกถัว่พุม่ท่ีใชเ้ป็นปุ๋ยพืชสดในดินสภาพดงักล่าว 
 ส าหรับพื้นท่ีสูงซ่ึงดินมี pH 7.0-7.6 มีความอุดมสมบูรณ์สูงและมีเช้ือปริมาณเช้ือแบคทีเรีย
ในธรรมชาติ 2.22x102 เซลล์/กรัม ถัว่พุ่มท่ีปลูกเป็นปุ๋ยพืชสดในคร้ังแรกซ่ึงอยู่ในช่วงฤดูฝนก็ไม่
ตอบสนองต่อการใชเ้ช้ือทั้ง 3 สายพนัธ์ุเช่นกนัในแง่ของการเกิดปม มวลชีวภาพและปริมาณ N ท่ี
สะสมในส่วนเหนือดิน เปอร์เซ็นตแ์ละปริมาณ N ท่ีไดจ้ากการตรึงอยา่งมีนยัส าคญั อีกทั้งถัว่พุ่มท่ี
ปลูกโดยการไม่ใส่เช้ือยงัให้น ้ าหนกัแห้งในส่วนเหนือดินสูงถึง 694 กก./ไร่ และมี N ท่ีมะสมใน
ส่วนเหนือดินถึง 20.5 กก.N /ไร่ แต่เปอร์เซ็นต ์N ท่ีไดจ้ากการตรึงมีเพียง 33.8% ของปริมาณ N 
ทั้งหมดท่ีสะสมอยูใ่นส่วนเหนือดินซ่ึง แสดงวา่ดินมีความเป็นประโยชน์ต่อ N ในระดบัสูง สภาพ
เช่นน้ีตน้ถัว่ย่อมไม่ตอบสนองต่อการใช้เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ ส าหรับเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ท่ี
ใช้คลุกทั้ง 3 สายพนัธ์ุความสามารถในการเขา้ไปสร้างปมท่ีรากไม่แตกต่างกนัทางสถิติ โดยมี
ความสามารถในการสร้างปมได ้28.3-60.5% ของจ านวนปมท่ีเกิดข้ึนของรากทั้งระบบ การปลูกถัว่
ในฤดูกาลถดัไปซ่ึงเป็นช่วงฤดูหนาว กรรมวธีิการทดลองท่ีใชเ้ช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่เพียงคร้ังเดียว
หรือการใชเ้ช้ือซ ้ าในฤดูการปลูกท่ี 2 ให้ผลไม่แตกต่างกนั และให้ผลไม่แตกต่างจากตน้ถัว่ท่ีไม่ได้
รับการใส่เช้ือด้วยในแง่ของการเกิดปม มวลชีวภาพและปริมาณ N ท่ีสะสมในส่วนเหนือดิน 
เปอร์เซ็นตแ์ละปริมาณ N ท่ีไดจ้ากการตรึง ส าหรับตน้ถัว่ท่ีไม่คลุกเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ในฤดูน้ี
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สามารถใหน้ ้าหนกัแหง้ส่วนเหนือดิน 202 กก./ไร่ มีปริมาณ N สะสมในส่วนเหนือดิน 6.32 กก./ไร่ 
มีเปอร์เซ็นต์ N ท่ีไดจ้ากการตรึง 58.62 ของปริมาณ N ทั้งหมดท่ีสะสมในส่วนเหนือดินคิดเป็น
ปริมาณ N ท่ีไดจ้ากการตรึง 3.76 กก.N/ไร่ ส่วนตน้ถัว่ท่ีปลูกโดยการใชเ้ช้ือเพียงคร้ังเดียวมีปมท่ีเกิด
จากเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ท่ีใชอ้ยูใ่นช่วง 14.8-38.9% ของจ านวนปมทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนทั้งระบบราก
ซ่ึงต ่ากวา่ท่ีพบในการปลูกถัว่ฤดูกาลแรก ส าหรับตน้ถัว่พุม่ท่ีปลูกโดยการใชเ้ช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่
ซ ้ าในฤดูกาลปลูกท่ีสอง มีจ  านวนปมท่ีเกิดจากเช้ือท่ีใชค้ลุกอยูใ่นช่วง 27.2-41.0% จากลกัษณะใน
การตอบสนองของถัว่พุม่ท่ีปลูกเป็นปุ๋ยพืชสดต่อการใส่เช้ือ Bradyrhizobium sp. ทั้ง 3 สายพนัธ์ุและ
ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาความสามารถของเช้ือท่ีใชค้ลุกเมล็ดในการเกิดปมในดินจากพื้นท่ีสูงซ่ึงมี
ความอุดมสมบูรณ์สูง ช้ีให้เห็นว่าในพื้นท่ีน้ีก็ไม่มีความจ าเป็นในการใช้เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่
ส าหรับการปลูกถัว่พุม่เป็นปุ๋ยพืชสดเช่นกนั 
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ABSTRACT 
 
 The competitive abilities of inoculated root nodule bacterial (Bradyrhizobium sp.) strains 
for nodulation with cowpea green manure plants grown on highland areas were evaluated by 
molecular technique. The experiments consisted of two working steps. In the first step, the field 
experiments were conducted in order to study the response of cowpea to three inoculated 
bradyrhizobial strains and the necessity to reinoculate in the subsequent cultivation of this green 
manure legume. In the second step, pot trails were used to study the competitive abilities of the 
seed inoculated root nodule bacterial strains against the indigenous root nodule bacteria for 
nodulation with cowpea. Two crops of cowpea were cultivated for both working steps. The used 
three inoculated root nodule bacterial strain as follows; CP-PHT4 CP-TLA5 and CP-NK3 were 
previously tested for their effectiveness. The field experiments were conducted at two highland 
areas with different soil fertility. At Mae Sapok, Royal Project Highland Development Center, the 
soil was acidic and infertile while that at Nong Hoi, Royal Project Highland Development Center, 
the soil was fertile with pH 7.0-7.6. For the first cultivation of cowpea in the fields and in the 
pots, four treatments were used for each experiment. The first treatment was uninoculated control 
while the rest three treatments were inoculated treatments with CP-PHT4 CP-TLA5 and CP-NK3 
respectively. In the second cowpea cultivation, there were 7 treatments as follows; Tr. 1) non 
inoculated control, Tr. 2 4 and 6) inoculation with CP-PHT4 CP-TLA5 and CP-NK3 only for the 
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first cowpea cultivation, Tr. 3 5 and 7) inoculation with CP-PHT4 CP-TLA5 and CP-NK3 
respectively for the second crop of cowpea. Each of root nodule bacterial inoculants in the form 
of peat powder was applied at seed sowing by seed coating at the rate of 106 cells/seed using gum 
Arabic 30% as stickening agent for all experiments. The experimental design used in the first and 
the second cultivations of cowpea in the field in each experimental site was randomized complete 
block with 4 replications. The collected data were nodule dry weight, fresh and dry weight 
including N uptake of the above ground parts at R. 3.5 growth stage, percent and the amount of N 
fixed throughout the growing season by analysis of ureide in root breeding sap at R. 3.5 stage. For 
pot trails, the soil collected from each experiment site was used for cultivation of cowpea using 
10 kg soil/pot. The experimental design for each pot trial for each soil was completely 
randomized design with 4 replications using 3 plans/pot/replication. In the first cultivation of 
cowpea, there were 8 pots in the uninoculated control treatment while in the inoculated treatments 
there were 12 pots for each treatment. The first four pots were used for data collection of the first 
cowpea cultivation while the rest were used for the second cultivation. All nodules formed at the 
roots at the length of 0-5 5-10 cm. and below 10 cm. were collected at R. 3.5 stage and then 
stored at -20 ⁰C prior to nodule occupancy study of the inoculated root nodule bacterial strains by 
REP- and ERIC-PCR. The nodule samples for strain identification by PCR were randomly 
selected at the rate of 5% of the total numbers of nodules formed at each root length mentioned 
above. Throughout the growing season for each crop of cowpea for both pot and field 
experiments, the plants were irrigated as necessary. It was found that, in the highland area where 
the soil was acidic and infertile with the population of indigenous cowpea root nodule bacteria of 
1.26x102 cell/g, cultivation during the hot dry season gave dry biomass of the above ground part 
about 183 kg/rai, N uptake of 6.5 kg N/rai, nodule dry weight of 1.67 g/plant, percentage of fixed 
N of 84% of the total N uptake and the amount of fixed N of 5.7 kg N/rai. No significant response 
of cowpea to inoculation of each bradyrhizobial strain was obtained according to the effects on 
nodule dry weight, biomass and N accumulated in the above ground part, percentage and the 
amount of fixed N. There were no significant among the tested bradyrhizobial strains for their 
competitive ability against the indigenous cowpea root nodule bacteria. The percentage of 
nodules occupied by the inoculated strains was within the ranges of 46.5-51.8. In the second crop 
of cowpea which was grown in the rainy season, the plants from uninoculated plot gave dry 
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biomass of the above ground part of 321 kg/rai, with N uptake of 8 kg/rai, nodule dry weight of 
0.6 g/plant, percentage of fixed N of 72% and the amount of fixed N of 5.9 kg N/rai. 
Reinoculation of each bradyrhizobial strain in the second crop of cowpea cultivation did not have 
significant effect on nodule dry weight, biomass and N uptake of the above ground part, 
percentage and the amount of seasonal fixed N compared to uninoculated control and the single 
inoculated treatments. The plants from the single inoculated treatments contained the nodules 
formed by the inoculated strain about 0-23.5% of the total numbers of nodules in the root system. 
Reinoculation in the second crop of cowpea cultivation resulted in percent nodule occupancies of 
the inoculated strains of 12.7-59.3% which CP-PHT4 strain showed the best infective ability. The 
information on nodulation, dry weight and N up take of the above ground part, percentage and the 
amount of fixed N of uninoculated cowpea, percentage of nodule occupancies of the inoculated 
bradyrhizobial strains and the responsive pattern of cowpea to inoculated strains inoculated 
strains indicated that it was not necessary to use root nodule bacterial inoculation for cowpea 
green manure crop in the studied area with acidic infertile soil. 
 In the highland area with the fertile soil and soil pH of 7.0-7.6 containing indigenous 
population of cowpea rhizobia of 2.22x102 cell/g, the first crop of cowpea green manure plants 
grown in the rainy season did not respond significantly to the three bradyrhizobial inoculated 
treatments in terms of nodulation, biomass and N uptake of the above ground part, percentage and 
the amount of seasonal fixed N. The inoculated cowpea plants could give very high biomass (694 
kg/rai) and N uptake (20.5 kg/rai) of the above ground part but the fixed N was only 33.8% of the 
total N uptake indicating that the soil contained high level of mineralization N. Under this 
condition, the leguminous plant did not respond to root nodule bacterial inoculation. The three 
tested bradyrhizobial strains did not differ significantly for their nodule occupancies. The nodules 
occupied by these strains were within the range of 28.3-60.5% of the total numbers of nodules in 
the root system. Reinoculation of these bradyrhizobial strains for the subsequent cowpea crop 
grown in the cool dry season did not have significant effects on nodulation, biomass and N uptake 
of the above ground part, percentage and the amount of seasonal fixed N in comparison with 
uninoculated control and the single inoculated treatments in the first crop. In the cool dry season, 
uninoculated cowpea plants could give biomass of the above ground part of 202 kg/rai, N uptake 
of 6.3 kg N/rai, percentage of fixed N of 57% and amount of fixed N of 3.76 kg N/rai. The plants 
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from single inoculated treatments contained the nodules formed by inoculated strains within the 
range of 14.8-38.9% of the total numbers of nodules in the root system which were lower than 
those observed in the first cowpea crop. The percent nodule occupancies of the inoculated strains 
for the plants from reinoculated treatments were about 27.2-41.1%. The responsive pattern of 
cowpea green manure crop to bradyrhizobial inoculation in the studies fertile highland soil and 
the result from competitive abilities of inoculated strains suggested that there was no need to 
inoculate cowpea green manure crop in this area ago.                             


