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ภาคผนวก

ภาคผนวก ก

สตูรอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. สตูรอาหาร potato dextrose agar (PDA)
potato 200 g
dextrose   20 g
agar   17 g
distilled water          1,000 ml

2. สตูรอาหาร yeast mannitol broth (YMB)
mannitol            10.0 g
K2HPO4  0.5 g
MgSO4.7H2O  0.2 g
NaCl  0.1 g
yeast extract  0.5 g
distilled water          1,000 ml
pH  6.8

3. สตูรอาหาร yeast mannitol agar (YMA)
mannitol            10.0 g
K2HPO4  0.5 g
MgSO4.7H2O  0.2 g
NaCl  0.1 g
yeast extract  0.5 g
congo red            10.0 ml
agar            15.0 g
distilled water          1,000 ml
pH 6.8
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4. สตูรอาหาร GSM medium
glucose         10.000 g
soy tone         20.000 g
malt extract         10.000 g
FeSO4.7H2O            0.028 g
MgCl2.6H2O           0.005 g
K2SO4           1.600 g
CaCO3           5.000 g
agar         15.000 g
distilled water           1,000 ml

5. สตูรอาหาร nutrient agar (NA)
peptone   5.0 g
beef extract   3.0 g
agar 17.0 g
distilled water            1,000 ml
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ภาคผนวก ข

ตารางที่ 1-1 ลักษณะสณัฐานวิทยาบางประการของ Bacillus spp. ทีน่ ํามาศึกษา

การทดสอบ ผลการทดสอบ
Gram strain แบคทีเรียแกรมบวก (เซลลติดสีมวงของ crystal violet)
Morphology รูปรางเซลลเปนแทง (rod)
Endospore สราง endospore
Catalase test catalase บวก (มีฟองอากาศเกิดขึ้น (O2) )

ตารางที่ 1-2 จ ํานวนสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp ทีแ่ยกไดจากดินเกษตรกรรมแหลง
                    ตางๆ และเขากันไดกับเชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92

แหลงดินเกษตรกรรม ชนิดพืชปลูก รหัสแปลง (แปลงที่) จ ํานวนสายพันธุ
อ. หาดใหญ จ. สงขลา ถั่วหรั่ง HYV (2) 1

HYV (3) 3
ถั่วลิสง HYA (1) 1

อ. รัตภูมิ จ. สงขลา ถั่วหรั่ง BTP (1) 2
RPV (2) 12
RPV (4) 6
RPV (5) 11
RPV (7) 8
RPV (8) 7
RPV (9) 1
RPV (10) 9
RPV (11) 2
RPV (12) 10

อ. จะนะ จ.สงขลา ถั่วลิสง JNA (1) 2
อ. นาทวี จ. สงขลา ถั่วลิสง NTA (1) 6
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ตารางที่ 1-2 (ตอ) จ ํานวนสายพันธุเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus spp ทีแ่ยกไดจากดินเกษตรกรรม
แหลงตางๆ และเขากันไดกับเชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92

แหลงดินเกษตรกรรม ชนิดพืชปลูก รหัสแปลง (แปลงที่) จ ํานวนสายพันธุ
อ. ตะโหมด จ. พัทลุง ถั่วหรั่ง TMV (1) 2

TMV (2) 1
TMV (3) 2
TMV (4) 9

อ. เมือง จ. ตรัง ถั่วหรั่ง TRV (1) 10
TRV (2) 1
TRV (3) 2
TRV (4) 11
TRV (5) 4
TRV (6) 10
TRV (7) 1
TRV (8) 1
TRV (9) 3
TRV (10) 4
TRV (11) 1
TRV (13) 5
TRV (14) 1
TRV (15) 2
TRV (16) 7

อ.ทุงสง จ. นครศรีธรรมราช ถั่วลิสง TSA (1) 2
อ. ยะหา จ. ยะลา ถั่วลิสง YHA (1) 3

YHA (3) 2
YHA (4) 1

อ. รือเสาะ จ.นราธิวาส ถั่วลิสง RSA (1) 2
รวมทั้งสิ้น 168
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ตารางที่ 1-3 สมบัติทางเคมีและกายภาพของดินที่ใชทดลองในสภาพเรือนทดลอง

สมบัติของดิน คาที่วัดได
pH (soil : water = 1 : 5) 5.03
Organic matter (g Kg-1) 11.44
Total N (g Kg-1) 0.192
Available P (mg Kg-1) 2.57
Exchangeable K (cmolC Kg-1) 0.047
Particle size
    % clay 11.56
    % silt 13.55
    % sand 74.89
Texture Loamy sand
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ภาคผนวก ค

การประเมินความงอกของเมล็ดพันธุ

        การประเมินความงอกของเมล็ดพันธุ สวนใหญใชหลักและวิธีการที่กํ าหนดไวใน กฎการ
ทดสอบเมลด็พนัธุ และตองตรวจนับทุกลักษณะของเมล็ดพันธุที่ทํ าการเพาะ ดังนี้
1. ตนกลาปกติ (normal seedling) หมายถงึตนกลาที่สามารถเจริญเปนตนพืชที่สมบูรณตอไป
ได ควรมีลักษณะดังตอไปนี้
   1.1 ตนกลาทีแ่สดงวาสามารถเจริญเปนตนพืชที่สมบูรณไดในสภาพดิน และสภาพแวดลอม
ทีเ่หมาะสม
   1.2 ตนกลาทีม่อีวัยวะที่สํ าคัญอยูครบถวนสมบูรณ เมื่อส้ินสุดการทดสอบความงอก มี
ลักษณะดังนี้
        1.2.1 มีระบบรากสมบูรณโดยมีรากแกว (primary root) ทีส่มบูรณ สวนระบบรากฝอย 
(fibrous root system) ตองมีรากแขนง (seminal root) ทีส่มบรูณอยางนอย 2 ราก
        1.2.2 มสีวนแกนตนออน (embryonic axis) ทีเ่ชือ่มกันตลอดทั้งสวนใตใบเลี้ยง (hypocotyl)
และเหนือใบเลี้ยง (epicotyl) รวมทัง้มียอดออนที่ปกติสมบูรณ (normal plumule) สมบูรณดีซึ่งอยู
ภายในหรือเจริญโผลพนกาบอุมยอดออนออกมาก็ได
        1.2.3 ตองมใีบเลีย้งที่สมบูรณสองใบในเมล็ดพันธุพืชใบเลี้ยงคูและหนึ่งใบในเมล็ดพันธุ
พชืใบเลี้ยงเดี่ยว
   1.3 ตนกลาทีอ่วยัวะบางสวนเสียหาย แตยังแสดงวาสามารถเจริญเปนตนพืชที่สมบูรณตอไปได 
โดยมีลักษณะดังนี้
        1.3.1 ตนกลาขาวโพด (Zea spp.) ถัว่เมล็ดใหญ (Pisum, Phaseolus, Lupinus, Glycine 
และ Arachis) ฝาย (Gossypium) และพืชตระกูลแตง (Cucurbitaceae) ทีเ่สยีหายเฉพาะรากแกว 
แตมีรากแขนงที่ยาวและแข็งแรงดี
       1.3.2. ตนกลาที่ไดรับความเสียหายเล็กนอย ซึ่งไมทํ าใหสวนแกนของเนื้อเยื่อของลํ าตน 
(conducting tissue) และจุดเจริญ (growing point) เสยีหายถึงเนื้อเยื่อภายใน
         1.3.3 ตนกลาของเมล็ดพันธุพืชใบเลี้ยงคูที่มีใบเลี้ยงเพียงใบเดียว
   1.4 ตนกลาของเมล็ดพันธุพืชไมยืนตนที่งอกแบบอพิเิจยีล ที่มีลักษณะปกติและมีความยาวของ
รากแกวและสวนลํ าตนใตใบเลี้ยงรวมกันมากกวา 4 เทาของความยาวของเมล็ดพันธุ
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   1.5 ตนกลาทีเ่นาเสยีหายเนื่องจากเชื้อราหรือแบคทีเรียที่แสดงใหเห็นวา ไมไดเกิดมาจากเมล็ด
พนัธุ แตเกดิมาจากภายนอก และเปนตนกลาที่มีอวัยวะที่สํ าคัญครบถวนสมบูรณ
2. ตนกลาผิดปกติ (Abnormal seedling) หมายถงึตนกลาที่ไมแข็งแรงสมบูรณจนไมสามารถ
เจริญเปนตนพืชที่สมบูรณตอไปได มีลักษณะดังนี้
    2.1 ตนกลาทีผิ่ดปกตแิละมีสวนอวัยวะเสียหาย เชน ไมมีใบเลี้ยง ตนกลาที่ยอดแตก (split 
seedling) จุดเจริญไดรับความเสียหาย ขาดรากแกวและรากแขนง ตนกลาถั่วที่มีรากเกิดเปน
กระจุก หรือรากแกวแตกเปนแฉกๆ
    2.2 ตนกลาที่อวัยวะผิดปกติ (deformed seedling) เชน ตนกลาที่มีขนาดเล็กกวาปกติและ
แคระแกร็น ออนแอ มอีวยัวะทีสํ่ าคัญบิดเบี้ยวผิดปกติ มีลักษณะบวมหดสั้นหรือโคงงอ
    2.3 ตนกลาทีอ่วยัวะที่สํ าคัญเนาเสียหาย ซึ่งเกิดจากเชื้อโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุ

3. เมล็ดแข็ง (hard seed) หมายถงึ เมลด็พันธุที่ไมดูดนํ้ าและมีลักษณะแข็งเหมือนเมล็ดพันธุแหง
ปกตใินการตรวจนบัคร้ังสุดทาย ซึ่งสวนใหญมักพบในเมล็ดพันธุพืชตระกูลถั่ว ตระกูลกะหลํ่ า เมล็ด
พนัธุฝายและปอ

4. เมลด็พันธุที่ดูดนํ้ าแตไมงอก (imbibed–non–germinated seed) หมายถึง เมล็ดพันธุที่ดูด
นํ ้าและมีลักษณะพองออก แตไมงอก

5. เมล็ดพันธุเปนโรค (diseased seed) หมายถงึ เมล็ดพันธุที่เนา มีเชื้อราข้ึน โดยมีเสนใยของ
เชื้อราใหเห็น

6. เมล็ดพันธุตาย (dead seed) หมายถงึ เมล็ดพันธุที่ไมงอกและมีลักษณะเนาเปอย
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ภาคผนวก ง

ตารางที่ 2-1 วเิคราะหความแปรปรวนเสนรัศมีวงใสของเสนใยเชื้อรา R. solani ทีถ่กูยบัยั้งโดย
                    เชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.

Source df SS MS F
Treatments 16 219.0196 13.6887 7.20 **
Error 34    64.6666   1.9019
Total 50 283.6862
C.V. 17.87 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01

ตารางที่ 2-2 วเิคราะหความแปรปรวนการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ของสาร
                    ปฏิปกษจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีไ่มนึ่งฆาเชื้อ

Source df SS MS F
Treatments 16 34140.5312 2133.7832 3623.39 **
Error 51       30.0334       0.5888
Total 67 34170.5646
C.V. 0.87 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01

ตารางที่ 2-3 วเิคราะหความแปรปรวนการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ของสาร
                    ปฏิปกษจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีน่ึง่ฆาเชื้อ

Source df SS MS F
Treatments 16 30386.1172 1899.1323 779.01 **
Error 51     124.3313       2.4378
Total 67 30510.4485
C.V. 1.86 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
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ตารางที่ 2-4 วเิคราะหความแปรปรวนตนกลาปกติ หลังจากคลุกเมล็ดถั่วหรัง่ดวยสูตรตํ ารับ

Source df SS MS F
Treatments 7 300.8000 42.9714 1.23 *
Error 12 420.0000 35.0000
Total 19 720.8000
C.V. 8.15 %
* แตกตางทางสถิติที่ p < 0.05

ตารางที่ 2-5 วเิคราะหความแปรปรวนตนกลาผิดปกติ หลังจากคลุกเมล็ดถั่วหรั่งดวยสูตรตํ ารับ

Source df SS MS F
Treatments 7 193.0000 27.5714 3.64 **
Error 12   90.8000   7.5666
Total 19 283.8000
C.V. 39.86 %
* แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01

ตารางที่ 2-6 วเิคราะหความแปรปรวนเมล็ดดูดนํ้ า หลังจากคลุกเมล็ดถั่วหรั่งดวยสูตรตํ ารับ

Source df SS MS F
Treatments 7 496.2000 70.8857 2.30 *
Error 12 370.0000 30.8333
Total 19 866.2000
C.V. 43.72 %
* แตกตางทางสถิติที่ p < 0.05
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ตารางที่ 2-7 วเิคราะหความแปรปรวนเมล็ดเปนโรค หลังจากคลุกเมล็ดถั่วหรั่งดวยสูตรตํ ารับ

Source df SS MS F
Treatments 7 54.0000 7.7142 2.25 *
Error 12 41.2000 3.4333
Total 19 95.2000
C.V. 44.11 %
* แตกตางทางสถิติที่ p < 0.05

ตารางที่ 2-8 วเิคราะหความแปรปรวนเมล็ดตาย หลังจากคลุกเมล็ดถั่วหรั่งดวยสูตรตํ ารับ

Source df SS MS F
Treatments 7 36.0000 5.1428 2.30 *
Error 12 26.8000 2.2333
Total 19 62.8000

C.V. 41.51 %
* แตกตางทางสถิติที่ p < 0.05

ตารางที่ 2-9 วเิคราะหความแปรปรวนการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani โดยสูตร
                    ตํ ารับคลุกเมล็ด

Source df SS MS F
Treatments 4 43030.9279 10757.7319 6160.00 **
Error 25       43.6596        1.7463
Total 29 43074.5875
C.V. 1.75 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
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ตารางที่ 2-10 วเิคราะหความแปรปรวนความหนืดของสูตรตํ ารับฉีดพนความเขมขน 1
                      เปอรเซ็นต

Source df SS MS F
Treatments 6 26.8612 4.4768 287.32 **
Error 8   0.1246 0.0155
Total 14 26.9858
C.V. 1.56 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01

ตารางที่ 2-11 วเิคราะหความแปรปรวนความหนืดของสูตรตํ ารับฉีดพนความเขมขน 3
                      เปอรเซ็นต

Source df SS MS F
Treatments 6 114.7068 19.1178 332.54 **
Error 8     0.4599   0.0575
Total 14 115.1667
C.V. 2.28 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01

ตารางที่ 2-12 วเิคราะหความแปรปรวนการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani โดยสูตร
                       ตํ ารับฉีดพน

Source df SS MS F
Treatments 4 38504.5098 9626.1274 1030.54 **
Error 25     233.5219       9.3408
Total 29 38738.0317
C.V. 4.27 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
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ตารางที่ 2-13 วเิคราะหความแปรปรวนพื้นที่ใบปกติของถั่วหรัง่ ในสภาพเรือนทดลอง

Source df SS MS F
Treatments 11 407.5085 37.0462 3.75 **
Error 24 237.0459  9.8769
Total 35 644.5544
C.V. 3.53 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01

ตารางที่ 2-14 วเิคราะหความแปรปรวนกานใบปกติของถั่วหรัง่ ในสภาพเรือนทดลอง

Source df SS MS F
Treatments 11 7563.5335 687.5939 11.41 **
Error 24 1446.0761  60.2531
Total 35 9009.6096
C.V. 9.46 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01

ตารางที่ 2-15 วเิคราะหความแปรปรวนนํ้ าหนักแหงของถั่วหรัง่ ในสภาพเรือนทดลอง

Source df SS MS F
Treatments 11   8.2559 0.7505 1.75 **
Error 24 10.3028 0.4293
Total 35 18.5587
C.V. 15.12 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
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ตารางที่ 2-16 วเิคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตไนโตรเจนทั้งหมดของถั่วหรัง่ ในสภาพเรือน
                       ทดลอง

Source df SS MS F
Treatments 11 2.1770 0.1979 3.31**
Error 24 1.4358 0.0598
Total 35 3.6128
C.V. 5.96 %
** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01

ตารางที่ 2-17 วเิคราะหความแปรปรวนปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดของถั่วหรัง่ ในสภาพเรือน
                      ทดลอง

Source df SS MS F
Treatments 11 0.0101 0.0009 1.18 *
Error 24 0.0186 0.0008
Total 35 0.0287
C.V. 15.88 %
* แตกตางทางสถิติที่ p < 0.05
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ตารางที่ 2-18 ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย B. firmus สายพันธุ TRV 9-5-2 ในสตูรตํ ารับคลุกเมล็ดและฉีดพนสูตร หลังจากเก็บ
          ไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 6 เดือน

รูปแบบสูตร
ตํ ารับ

ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย B. firmus สายพันธุ TRV 9-5-2
(cfu/กรัม)

เริ่มตน 1* 2 3 4 5 6
คลุกเมล็ด 1 2.8 ± 0.5 x 1010 2.0 ± 0.6 x 1010 4.0 ± 0.5 x 109 2.5 ± 1.8 x 109 3.3 ± 1.9 x 108 3.5 ± 1.5 x 108 1.7 ± 0.5 x 108

คลุกเมล็ด 2 9.5 ± 1.0 x 108 1.0 ± 0.6 x 109 1.0 ± 0.6 x 109 3.3 ± 1.3 x 108 1.3 ± 0.8 x 108 2.3 ± 1.0 x 108 1.0 ± 0.6 x 108

คลุกเมล็ด 3 2.1 ± 0.5 x 1010 2.5 ± 0.5 x 109 3.5 ± 0.6 x 109 4.5 ± 2.7 x 108 3.2 ± 0.9 x 108 4.7 ± 2.1 x 108 1.3 ± 0.5 x 108

คลุกเมล็ด 4 2.8 ± 2.2 x 109 1.5 ± 0.5 x 109 2.0 ± 0.8 x 109 5.5 ± 1.7 x 108 2.3 ± 1.8 x 108 4.0 ± 2.6 x 108 1.0 ± 0.6 x 108
ฉีดพน 1 1.0 ± 0.0 x 109 1.5 ± 0.0 x 109 2.7 ± 1.4 x 108 8.8 ± 1.3 x 108 1.1 ± 0.6 x 108 2.5 ± 0.5 x 108 2.9 ± 0.5 x 108

ฉีดพน 2 1.5 ± 1.2 x 108 2.3 ± 0.0 x 108 1.3 ± 1.0 x 108 5.3 ± 1.0 x 108 1.1 ± 1.5 x 108 1.7 ± 0.5 x 108 3.2 ± 0.5x 108

ฉีดพน 3 1.5 ± 1.2 x 108 2.0 ± 0.6 x 108 1.6 ± 0.9 x 108 5.0 ± 1.4 x 108 1.0 ± 1.0 x 108 1.6 ± 1.2 x 108 2.3 ± 0.5 x 108

ฉีดพน 4 5.0 ± 1.4 x 108 2.0 ± 1.2 x 108 1.4 ± 0.9 x 108 2.3 ± 1.3 x 108 9.3 ± 1.9 x 107 1.6 ± 0.5 x 108 2.0 ± 0.0 x 108

* จ ํานวนเดือนที่ทํ าการตรวจนับปริมาณเชื้อ
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