
 
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
 การศึกษาคร้ังนี้ไดดําเนินการแบงการทดลองออกเปน 3 ข้ันตอน โดยในการทดลองแรกจะ
เปนการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัวพุมท่ีมีประสิทธิภาพดีจากการทดสอบใน
หองปฏิบัติการโดยการปลูกพืชในกระถางและใชดินจากพื้นท่ีสูงในการปลูกในกระถาง สวน     
การทดลองท่ีสองเปนการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียท่ีผานการทดสอบจากข้ันตอนแรก
ทดลองในแปลงทดลองในพื้นท่ีสูง และการทดลองท่ีสามเปนการศึกษาวิธีการเพิ่มปริมาณ N ในดนิ
เพื่อการปลูกพืชในระบบอินทรียโดยการใชถ่ัวพุมเปนปุยพืชสด 
 
   3.1 วิธีการทดลอง 
 

3.1 การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปมรากถ่ัวพุมโดยการทดลองในกระถาง 
  

ในการทดลองปลูกพืชในกระถางไดใชพื้นท่ีของภาควิชาพืชไร คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม เปนพื้นท่ีทดลอง และใชดินจากพื้นท่ีของศูนยพัฒนาเกษตรท่ีสูงหนองหอย
ซ่ึงไมผานการฆาเช้ือ ในการปลูกพืชใชดินในอัตรา 8 กก./กระถาง ในการทดลองแบงออกเปน       
2 การทดลองยอย 

กอนการทดลองนําดินจากพ้ืนท่ีสูงศูนยพัฒนาเกษตรท่ีสูงหนองหอย ไปตรวจสอบสภาพ
ความอุดมสมบูรณข้ันพื้นฐานของดินดวยชุดตรวจสอบดินอยางงาย ซ่ึงพัฒนาโดยคณะนักวิจัย  
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
การทดลองท่ี 1  ใชดินท่ีไมไดปรับ pH ซ่ึงมีคา pH เทากับ 5.2    

  
การทดลองที 2  ใชดินท่ีปรับ pH ใหเปน 6.0 โดยใช CaCO3 ใชวิธีการหาปริมาณการใส

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

กรรมวิธี รายละเอียด 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-PM3 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของศูนยฯ ปาเมี่ยง 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-PHT4 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของนายปนโปธา บานพระบาตรหวยตม 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-TLA3 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของศูนยฯ ทุงเรา 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-TLA5 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของศูนยฯ ทุงเรา 

       การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-NK3 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของนายบุญมา ทองอยู บานหนองเขียว 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-NK6 ซึ่งไดจากพ้ืนที่ของศูนยฯ หนองเขียว 
การปลูกถ่ัวโดยใสปุยยูเรียในอัตราที่ใหN 3 กก.N / ไร 
การปลูกถ่ัวโดยไมใสปุย N และไมใสเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัว 

                       
 เช้ือทุก isolate ท่ีไดในการทดลองเปนเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัวพุม ซ่ึงมีแหลงกําเนิดจาก

พื้นท่ีสูงท้ังหมด และเปนเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพดี 6 อันดับแรกจากการทดสอบในสภาพ
หองปฏิบัติการ (อําพรรณ, 2549) 

สําหรับถ่ัวพุมท่ีใชทดลอง เปนถ่ัวพุมท่ีกรมพัฒนาท่ีดินสงเสริมใหเกษตรกรปลูกเพื่อ
ปรับปรุงดิน การใสเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัว ใชวิธีการคลุกผงเช้ือกับเมล็ดถ่ัวกอนปลูกอัตรา        
การคลุกเช้ือคือ ผงเช้ือไรโซเบียม 0.2 กรัม/ 1เมล็ด (ไรโซเบียม2.4 x 106 เซลล/1เมล็ด) โดยใช    
gum arabic 30% เปนสารเช่ือมใหผงเช้ือเกาะติดเมล็ดไดดีข้ึน เร่ิมปลูกถ่ัวเม่ือวันท่ี 25 เมษายน 2550 
ในการปลูกถ่ัวใชเมล็ดถ่ัว 5 เมล็ด/กระถาง และถอนแยกใหเหลือ 3 ตน/กระถาง หลังจากเมล็ด
ถ่ัวงอกได 7 วันแลวใสปุยยูเรียอัตรา 3 กก.N/ไรหลังปลูก 3 สัปดาห(ในกรรมวิธีท่ี7) ตลอด         
การทดลองใหน้ําทุกวันและพนยากําจัดศัตรูพืชเทาท่ีจําเปน  

การบันทึกขอมูล 
ความสูงของตมถ่ัวพุมท่ีระยะ V6 V9 และ R2 สีของใบโดยใช 502 SPAD Chlorophyll 

meter ท่ีระยะ V9 (30 วันหลังปลูก) น้ําหนักแหงของปมและสวนเหนือดิน ดัชนียูริไอดสัมพัทธ    
% N และปริมาณ N ท่ีไดจากการตรึง และการสะสม N ในสวนเหนือดินของถ่ัวพุมท่ีระยะ R2     
(38 วันหลังปลูก) ในการเก็บขอมูลดานยู ริไอดสัมพัทธ  ใชวิ ธีการศึกษาวิ ธีการวิ เคราะห
องคประกอบของ น้ําเล้ียงจากตอราก (Ureide Technique) ซ่ึงเสนอแนะโดย Peoples และคณะ 
(1989) และประเมิน % N ท่ีไดจากการตรึงโดยใชสมการท่ีเสนอแนะโดย Heridge and Peoples 
(2002) ดังนี้  
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y  =  8.6  +  0.75x 

เม่ือ   y   คือ   ดัชนี ยูริไอด สัมพัทธ(%) 
  x   คือ   % N ท่ีไดจากการตรึง 

ในการวิเคราะหความเขมขนของ N ในตัวอยางพืช ใชตัวอยางพืชซ่ึงผานการอบแหงใน

ตูอบท่ีอุณหภมิู 70°C จนตัวอยางแหงสนทิ และผานการบดดวยเคร่ืองบด Willey Mill ใชวิธีการ
ยอยตัวอยางดวยกรดผสมท่ีประกอบดวย กรด sulfuric ผง selenium กรด salicylic และ hydrogen 
peroxide ซ่ึงดัดแปลงโดย Walinga และคณะ (1989) ยอยตัวอยางดวย digestion block โดยเร่ิมจาก
อุณหภูมิ 100 ๐C และคอยๆ เพิ่มอุณหภูมิจนถึง 350 ๐C หลังจากตัวอยางพืชผานการยอยจนสมบูรณ
แลวจะไดสารละลายใส ท้ิงไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 50 มล. ดวยน้าํกล่ัน    นําสารละลายท่ี
ไดไปวิเคราะหตามวิธีการทีร่ะบุไวในภาคผนวก ก    

 
3.2 การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปมรากถ่ัวพุม โดยการทดลองในแปลงทดลอง 
 

 ในข้ันตอนนี้ ใชเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัวท่ีมีประสิทธิภาพดีจากการทดลองในกระถาง 
จํานวน 3 isolate ใชพื้นท่ีแปลงปลูกผักอินทรียของศูนยพัฒนาโครงการหลวงหนองหอยซ่ึงมี
ลักษณะพ้ืนท่ีเปนพื้นท่ีสูง ภูเขา ลูกล่ืนลอนลาดและท่ีราบตามหุบเขาและแนวลําหวย ความสูงของ
พื้นท่ีอยูระหวาง 1,000-1,200 เมตรจากระดับน้ําทะเลปานกลาง สําหรับสภาพภูมิอากาศ นั้นมี
อุณหภูมิสูงสุดเฉล่ีย 23.8 องศาเซลเซียส อุณหภูมิตํ่าสุดเฉล่ีย 18.7 องศาเซลเซียส ปริมาณนํ้าฝนรวม 
1,416.8 มิลลิเมตร และสภาพพ้ืนท่ีสวนใหญของพ้ืนท่ีศูนยมีความลาดชันระหวางรอยละ 35 – 50 
คิดเปนรอยละ 26.40  ลักษณะโครงสรางทางธรณีวิทยาของพื้นท่ีศูนยพัฒนาโครงการหลวง    
หนองหอยเปนหินอัคนี (igneous Rock) หินช้ันและหินแปร (sedimentary and metamorphic rocks) 
ไดแก หินทราย หินแกรนิต หินดินดาน หินเชิรต หินกรวดมน หินปูน กรวดทรายและทราย 
(สถาบันวิจัยและพัฒนาพื้นท่ีสูง (องคการมหาชน), 2548) สําหรับแปลงท่ีใชในการทดลองศูนยฯได
ปรับสภาพดินโดยการใสปูนเรียบรอยแลว กอนการทดลอง และดินมีpH 6.6-6.8 ดังนั้นใน          
การทดลองนี้จึงมีเฉพาะการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัวในดินท่ีมีการใสปูน
เทานั้น ในการทดลองใชแผนการทดลองแบบ randomized complete block มี 4 ซํ้าและ 4 กรรมวิธี 
ดังนี้ 
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กรรมวิธี รายละเอียด 

1 
2 
3 
4 

การปลูกถ่ัวโดยใชเช้ือ CP-PHT4 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-TCA5 
การปลูกถ่ัวโดยใสเช้ือ CP-NK3 
การปลูกถ่ัวโดยไมใสเช้ือแบคทีเรียปมรากถ่ัวและไมใสปุย N 

 
สําหรับถ่ัวพุมท่ีใชทดลอง เปนถ่ัวพุมชนิดเดียวกันกับท่ีใชในการทดลองในกระถาง        

ใชวิธีการคลุกผงเช้ือกับเมล็ดถ่ัวกอนปลูกในอัตรา และวิธีเดียวกันกับท่ีใชในการทดลองปลูกพืชใน
กระถาง ทําการทดลองระหวางเดือนมิถุนายน-สิงหาคม 2550 ใชระยะปลูก 30x30 ซม. ซ่ึงเปนระยะ
ปลูกตามคําแนะนําของกรมวิชาการเกษตร และใชขนาดแปลงทดลอง 3x3 ต.ร.ม. หยอดเมล็ด        
5 เมล็ด/หลุม และถอนแยกใหเหลือตนถ่ัว 3 ตน/หลุม หลังจากเมล็ดถ่ัวงอกได 7 วัน การปลูกถ่ัวพุม
ดวยวิธีการดังกลาวใชเมล็ดพันธ 7 กก./ไร ตลอดการทดลองมีการใหน้ําตามความจําเปนและไมมี
การใชสารเคมีในการปองกันและกําจัดศัตรูพืช   เพราะพ้ืนท่ีดังกลาวเปนพื้นท่ีใชผลิตผักอินทรีย
ของศูนยหนองหอย         

การบันทึกขอมูลมีดังนี้ น้ําหนักแหงของปมและสวนเหนือดิน ดัชนียูริไอดสัมพัทธ          
% และปริมาณ  N ท่ีไดจากการตรึง  ปริมาณ  N ท้ังหมดท่ีสะสมสวนเหนือดิน  ท่ีระยะ  V9          
(45วันหลังปลูก) และ R2 (60วันหลังปลูก) ใชวิธีการวิเคราะหตัวอยางน้ําเล้ียงและตัวอยางพืช
เหมือนกับท่ีใชในการทดลองปลูกพืชในกระถาง ในการเก็บขอมูลน้ําหนักแหงสวนเหนือดินท่ี
ระยะ V9 ใชพื้นท่ีเก็บเกี่ยว 1 ต.ร.ม.  สวนท่ีระยะ R3.5 ใชพื้นท่ีเก็บเกี่ยว 2 ต.ร.ม.   

 
3.3 การศึกษาวิธีการจัดการดินท่ีเหมาะสมสําหรับการเพิ่มปริมาณ N สําหรับการปลูกพืชในระบบ
อินทรียบนท่ีสูง 
 

ในข้ันตอนนี้ไดใชแนวทางในการเพ่ิมปริมาณ N สําหรับการปลูกพืชในระบบอินทรียบน    
ท่ีสูง โดยการใชถ่ัวพุมไถกลบลงไปในดินเพื่อเปนปุยพืชสดและใชระบบการปลูกผักคะนาอินทรีย
ในการทดสอบ เพราะผักคะนาเปนพืชอายุส้ัน และเปนพืชผักท่ีใชสําหรับการบริโภค อีกท้ังเปนพืช
ท่ีตองการ N สูงเพื่อการสรางผลผลิต จึงมีความเหมาะสมสําหรับใชเปนพืชทดสอบสําหรับ        
การทดลองนี้ 
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ในการทดลองไดปลูกถ่ัวพุมจนถึงระยะ R3.5 เก็บเกี่ยวสวนเหนือดิน แลวผ่ึงใหแหงในท่ีรม
เพื่อใชไถกลบลงไปในดิน ในชวงท่ีมีการทดลองปลูกผัก 

ในการทดลองศึกษาวิธีการจัดการดินเพื่อเพิ่มปริมาณ N สําหรับการปลูกคะนาอินทรีย ใช
พื้นท่ีปลูกผักอินทรียของศูนยฯหนองหอยเปนพื้นท่ีทดลอง ใชแผนการทดลองแบบ randomized 
complete block (RCB) มี 4 ซํ้าและ 6 กรรมวิธี ดังนี้ 
 

กรรมวิธี รายละเอียด 
1 ปลูกผักดวยวิธีการที่นิยมใชในการผลิตผักอินทรียบนที่สูงซึ่งเปนกรรมวิธีควบคุม 

(control) 
2 ปลูกผักโดยการไถกลบถั่วพุมในอัตราที่ใหนํ้าหนักแหง 667  กก./ไร (นํ้าหนักสด 3 

ตัน/ ไร) กอนการปลูก 1 เดือน (CP-1M) 
3 ปลูกผักโดยการไถกลบถั่วพุมในอัตราเดียวกับกรรมวิธีที่ 2  กอนการปลูกผัก 1 

สัปดาห (CP-1W) 
4 เหมือนกรรมวิธีที่ 2 แตเพ่ิมการใสมูลวัวในอัตรา 1,600 กก./ไร (นํ้าหนักแหง) กอน

การปลูก 1 วัน (CP-1M+M) 
5 เหมือนกับกรรมวิธีที่ 3 แตเพ่ิมการใสมูลวัวในอัตรา 1,600 กก./ไร (นํ้าหนักแหง) 

กอนการปลูก 1 วัน (CP-1W+M) 
6 ปลูกผักโดยการไถกลบถั่วพุมในอัตราที่ใหนํ้าหนักแหง 1,334  กก./ไร (นํ้าหนักสด 

6 ตัน/ ไร) (2xCP) 
 

สําหรับปริมาณถ่ัวพุมท่ีใชไถกลบในกรรมวิธีท่ี 2-5 เปนน้ําหนักถ่ัวพุมท่ีระบุไดตาม
เอกสารแนะนําของกรมพัฒนาท่ีดิน (ปุยพืชสด, 2550) สวนปริมาณถ่ัวพุมท่ีใชในกรรมวิธีท่ี 6    
เปนผลผลิตของน้ําหนักสดของสวนเหนือดินของถ่ัวพุมท่ีระยะ R3.5 ท่ีไดจากการปลูกในพื้นท่ีของ
ศูนยฯหนองหอย โดยการปลูกใชวิธีโรยเมล็ดใหเปนแถว ระยะหางระหวางแถว 30 ซม. ซ่ึงวิธีการ
ปลูกดังกลาวใชเมล็ดพันธุถ่ัวพุม 10 กก./ไร  

ผักท่ีใชทดลองคือผักคะนาพันธุดอยคํา ซ่ึงยายกลาลงปลูกในแปลงเม่ือตนกลามีอายุ 15 วัน 
ใชระยะปลูก 15x15 ซม. แปลงทดลองมีขนาด 2x2 ต.ร.ม. 
 สําหรับการปลูกผักในกรรมวิธีท่ี 1 ใชมูลวัวใสลงไปในดิน 2 คร้ัง โดยใสคร้ังละ         
4,000กก./ไร (10 กก./4 ต.ร.ม.) ในระยะกอนปลูก และหลังปลูก 3 สัปดาห นอกจากนี้หลังการยาย
กลาได 2 สัปดาห ใชปุยน้ําหมักท่ีทําจากปลาฉีดพนใหแกตนผักทุกๆ 3 วัน โดยใชน้ําหมักจากปลา 
10 มล.  เจือจางดวยน้ํา 20 ลิตร ฉีดพนน้ําหมักท่ีเจือจางแลวในอัตรา 1 ลิตรตอพื้นท่ี 6 ตร.ม.        
(266.7 ลิตร/ไร) บันทึกขอมูลดานน้ําหนักสด น้ําหนักแหง ของสวนเหนือดินของผักคะนาตลอดจน
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ท่ีระยะเก็บเกี่ยวโดยใชพื้นท่ีเก็บเกี่ยว 2 ต.ร.ม. การสะสม N ในสวนเหนือดินใชวิธีวิเคราะห N ใน
ตัวอยางพืชดังท่ีระบุไวในข้ันตอนท่ี1 แสดงไวในตาราง 3 และรายละเอียดในภาคผนวก ก    
 นอกจากนี้ยังศึกษาการปลดปลอย N ท่ีเปนประโยชนไดของดินท่ีมีการไถกลบถ่ัวพุม โดย
ใชวิธีการบมดินท่ีเก็บจากแปลงทดลองท้ังท่ีมีการไถกลบถ่ัวพุม และไมใชถ่ัวพุมในการปรับปรุงดนิ   
ใชถุงพลาสติกเปนภาชนะบมดิน ปดปากถุง และนําถุงพลาสติกไปไวในแปลงทดลองตลอดชวงท่ีมี
การปลูกผัก เก็บตัวอยางดินในถุงมาวิเคราะหหาปริมาณ NH4

+-N และ NO3
--N และ pH ทุก             

2 สัปดาห โดยใช KCl  1 M เปนน้ํายาสกัดดิน  วิเคราะหหา NH4
+ -N ดวยวิธีการพัฒนาสีดวย 

indophenol blue (Houba และคณะ, 1988)   สวน NO3
--N ใชวิธีการพัฒนาสีดวยปฏิกิริยา nitration 

ของกรด salicylic  (Diatloff and Rengel,  2001)  และหาความเขมขนของ NH4
+-N และ NO3

--N ใน
สารละลายดวยวิธี spectrophotometry  ดังรายละเอียดในภาคผนวก ก    

 
การคํานวณดานการสะสมธาตุ N ในตนถ่ัว 
คํานวณปริมาณการสะสม N ในผลผลิตใชสูตรการคํานวณดังนี้ 
 

  การสะสม N ในพืช    =    ความเขมขนของธาตุอาหาร(%) X น้ําหนักแหงของผลผลิต (กก./ ไร) 
            (กก./ไร)     100 

 
3.3 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

       วิเคราะหความแตกตางทางสถิติโดยการใช F-test และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉล่ียของกรรมวิธีโดยวิธี Least Significant Difference ท่ี P<0.05 
 


