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ภาคผนวก ก
สตูรอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. สตูรอาหาร water agar (WA)
agar 17 g
distilled water 1,000 ml

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

3. สตูรอาหาร Trichoderma selective medium (TSM)
MgSO4.7H2O 0.20 g
K2HPO4 0.90 g
KCl 0.15 g
NH4NO3 1.00 g
glucose 3.00 g
chloramphenical 0.25 g
terrachlor 75 เปอรเซ็นต WP 0.20 g
rose bengal 0.15 g
agar 20.00 g
captan* 20.00 mg
distilled water 1,000.00 ml
* ใสหลัง autoclave เมือ่อาหารเย็นลง
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4. 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 1,000.0 ml
pH    6.8

5. 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 1,000.0 ml
pH 6.8

6. อาหารเหลวส ําหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรียเพื่อทดสอบการหาปริมาณเอนไซมเซลลูเลส
(NH4)2SO4 0.5 g
K2HPO4 1.0 g
MgSO4 0.2 g
KCl 0.5 g
CaCl2 0.1 g
yeast extract 0.5 g
carboxy methyl cellulose (CMC-Na) 10.0 g
distilled water 1,000.0 ml
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ภาคผนวก ข

1.  การเตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะหปรมิาณธาตุไนโตรเจนในพืช
   1.1  สารผสมเรงปฏิกิริยา (catalyst mixture)

ผสม Na2SO4, CuSO4 และ Se อัตราสวน 100 : 10 : 1 โดยนํ้ าหนัก
   1.2  อินดิเคเตอรผสม (mixed indicator)

ละลายเมธิล เรด (methyl red) 0.066 กรัม และโบรโมกรีซอล กรีน (bromocresol green)
0.099 กรัม ในเอธานอล 95 เปอรเซ็นต โดยนํ้ าหนัก ประมาณ 80 มิลลิลิตร คอย ๆ หยดโซเดียม
ไฮดรอกไซด 0.1 โมลาร ลงไปเพื่อปรับใหเปนสีเขียว แลวจึงปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร
   1.3  สารละลายกรดบอริกผสมอินดิเคเตอร

ละลาย H3BO3 40 กรัม ในนํ ้ารอนประมาณ 1,800 มิลลิลิตร รอใหเย็นจึงเติมอินดิเคเตอร
ผสม (mixed indicator) ลงไปประมาณ 5 มิลลิลิตร จะไดสารละลายผสมสีมวงแดง (หากเปนสี
ชมพูใหคอย ๆ ปรับดวย โซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 โมลาร) จากนั้นจึงปรับปริมาตรเปน 2 ลิตร โดย
ประมาณ

2.  การวเิคราะหปริมาณไนโตรเจนในตนถั่วหรั่ง
วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนในตนถั่วหรั่งหลังจากการทดสอบเชื้อในข้ันตอนการคัดเลือก

มวลชวีภาพทีเ่หมาะสมขั้นที่ 2 ในสภาพเรือนทดลอง และในสภาพพื้นที่แปลงทดลองขนาดเล็ก 
โดยวิธีการของ จ ําเปน ออนทอง (2544) ดังนี้
   2.1  การบดตัวอยางพืช

สุมตัวอยางพืชของแตละกรรมวิธีและแตละซํ้ าเพื่อเปนตัวแทนของประชากร อบที่อุณหภูมิ
80 องศาเซลเซยีส นาน 3 ชัว่โมง แลวน ํามาบดดวยเครื่องบดตัวอยางพืช หลังจากนั้นเก็บตัวอยาง
ที่บดแลวไวใน dessicator เพือ่ไมใหมีความชื้น
   2.2  การยอย

ชัง่ตวัอยางพชืทีผ่านการบดตัวอยางละ 0.1 กรัม ใสในหลอดยอยตัวอยางขนาด 100
มิลลิลิตร ตักสารเรงปฏิกิริยาผสมใสลงไปประมาณ 1 กรัม แลวเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 98
เปอรเซ็นตโดยนํ้ าหนัก ปริมาตร 3 มิลลิลิตร โดยคอย ๆ เทกรดขาง ๆ ขวดและเขยาใหเขากับ (ทํ า
ภายในตูดูดควนั) ทํ าแบลงคโดยนํ าหลอดไปเติมสารและยอยเชนเดียวกับตัวอยางพืช หลังจากนั้น
น ําไปยอยดวยเตายอยตัวอยางจนกระทั่งตัวอยางใส วางไวใหเย็น
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   2.3  การกลั่นไนโตรเจน
น ําตวัอยางที่ยอยเสร็จแลว เติมนํ้ ากลั่นประมาณ 10 มิลลิลิตร เขยาจนเขากัน  เขาเครื่อง

กลั่นไนโตรเจน แลวเติมโซเดียมไฮดรอกไซด 40 เปอรเซ็นต (นํ ้าหนกั/ปริมาตร) ประมาณ 15 
มลิลิลิตร กลั่นไนโตรเจนโดยรองรับดวยกรดบอริกผสมอินดิเคเตอร 5 มิลลิลิตร กลั่นจนไดปริมาตร
ประมาณ 30 มิลลิลิตร
   2.4  การไทเทรต

น ําตวัอยางที่กลั่นแลวไปไทเทรตดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟวริก 0.01 โมลาร จน
สารละลายเปลี่ยนสีจากใสเปนสีมวงแดง

คํ านวณปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในพืช (กรัม/กโิลกรัม) = 28.01 x M(V-B)/W
เมื่อ W = นํ ้าหนักพชืทีช่ั่ง(กรัม)

M = จ ํานวนโมลารของกรดซัลฟวริกที่นํ าไปไทเทรต (โมลาร)
V = ปริมาตรของกรดซัลฟวริกที่นํ าไปไทเทรต (มิลลิลิตร)
B = ปริมาตรแบลงคที่ใช (มิลลิลิตร)
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ภาคผนวก ค

1.  การตรวจนับจ ํานวนประชากรของมวลชีวภาพเชื้อราปฏิปกษ โดยวิธี dilution plate
     technique

โดยท ําการชั่งมวลชีวภาพของเชื้อราปฏิปกษ ปริมาณ 1 กรัม นํ าไปทํ า serial dilution ที่
ระดับความเขมขน 10-1-10-28 แลวใชไมโครปเปต (micropipette) ดูดสารละลายแตละความเขมขน
ปริมาตร 100 ไมโครลติร ใสลงในจานเลี้ยงเชื้อที่ผานการอบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ180 องศาเซลเซียส
นาน 3 ชัว่โมง แลวเทอาหาร PDA ลงในจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร เขยาบนพื้นเรียบให
เขากัน ทํ า 3 ซํ้ า บมไวที่อุณหภูมิหอง (26-32 องศาเซลเซยีส) นานประมาณ 7 วัน ตรวจนับ
ปริมาณเชื้อ (cfu/กรัม)

2.  การตรวจนับจํ านวนประชากรของเชื้อ Rhizobium sp. สายพันธุ NC-92 โดยวิธี dilution
     plate technique

โดยทํ า seriel dilution ทีร่ะดับความเขมขน 10-1-10-15 แลวใชไมโครปเปตดูด suspension
แตละความเขมขนปริมาตร 100 ไมโครลติร ใสลงในจานเลี้ยงเชื้อที่ผานการอบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ
180 องศาเซลเซยีส นาน 3 ชัว่โมง แลวเทอาหาร YMA ลงในจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร
เขยาบนพื้นเรียบใหเขากัน ทํ า 3 ซํ้ า น ําไปบมไวที่อุณหภูมิหอง (26-32 องศาเซลเซยีส) นาน 7-14
วนั แลวตรวจนับปริมาณเชื้อ (cfu/มลิลิลิตร)
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ภาคผนวก ง

ตารางที่ 1-1  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (%), อินทรียวัตถุ (%), ฟอสฟอรัสที่เปนประโยชน
                 (mg/kg), โพแทสเซียม (mgq/100g) และคาความเปนกรดดางในดินที่ใชทดลอง
                     ในสภาพเรือนทดลอง และแปลงทดลองขนาดเล็ก

Total N O.M.
Source (%) (%)

Available P
(mg/kg)

K
(mgq/100g) pH

No. 1
No. 2

0.03
0.05

0.88
0.83

2.88
27.60

0.13
0.15

5.17
5.52

หมายเหตุ : วเิคราะหโดย หนวยปฏิบัติการวิเคราะหกลาง คณะทรัพยากรธรรมชาติ
     มหาวทิยาลัยสงขลานครินทร
     No. 1 คือ ดินที่ใชทดลองในสภาพเรือนทดลอง 2
     No. 2 คือ ดินที่ใชทดลองในสภาพแปลงทดลองขนาดเล็ก

ตารางที่ 1-2  ลักษณะอนภุาคดินและโครงสรางของดินที่ใชทดลองในสภาพเรือนทดลอง และ
          แปลงทดลองขนาดเล็ก

Particle size
Source

% clay % silt % sand
Texture

No. 1 17.80 7.04 75.17 Sandy loam
No. 2 18.62 19.24 62.14 Sandy loam

หมายเหตุ : วเิคราะหโดย หนวยปฏิบัติการวิเคราะหกลาง คณะทรัพยากรธรรมชาติ
     มหาวทิยาลัยสงขลานครินทร
     No. 1 คือ ดินที่ใชทดลองในสภาพเรือนทดลอง
     No. 2 คือ แปลงทดลองขนาดเล็ก
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ตารางที่ 1-3  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (%), ฟอสฟอรสั และโพแทสเซียมที่เปนประโยชน (%),
         อินทรียคารบอน(%), C/N ratio(%) และคาความเปนกรดดางของวัสดุกากใยปาลม

Percent on received basis
Sample

Total N P K OC.
Percent

C/N pH

กากใยปาลม 1.30 0.13 0.56 50.65 38.96 5.07
หมายเหตุ : วเิคราะหโดย หนวยปฏิบัติการวิเคราะหกลาง คณะทรัพยากรธรรมชาติ

     มหาวทิยาลัยสงขลานครินทร

ตารางที่ 1-4  รายงานอตุุนยิมวทิยาระหวางเดือนมกราคม-เมษายน 2545 ณ. ศูนยวิจัยพืชไร
          สงขลา อ. รัตภูมิ จ. สงขลา

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)
ประจํ าเดือน

ปริมาณนํ้ าฝน
(มม.) สูงสุด ตํ่ าสุด เฉลี่ย

เปอรเซ็นต
ความชื้นสัมพัทธ

ม.ค./2545 - 33.81 22.68 28.24 90.00
ก.พ./2545 - 35.45 23.35 29.40 90.00
มี.ค./2545 29.40 35.05 23.40 29.22 90.40
เม.ย./2545 26.63 36.17 24.35 30.26 91.00

ตารางที่ 1-5  ปริมาณเชือ้ไรโซเบียมที่ตรวจนับไดในดินที่ทํ าการทดลองในสภาพเรือนทดลอง 2
          และแปลงทดลองขนาดเล็ก

แหลงดิน ปริมาณเชื้อไรโซเบียม (cfu/กรัม)
No. 1 2.3x103

No. 2 6.8x103

หมายเหตุ : No. 1 คือ ดินที่ใชทดลองในสภาพเรือนทดลอง 2
     No. 2 คือ ดินที่ใชทดลองในสภาพแปลงทดลองขนาดเล็ก
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ภาคผนวก จ

ตารางที่ 2-1  วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลีย่ของเสนผานศูนยกลางวงใสเมื่อทดสอบ
         ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อรา Trichoderma spp.   
         ดวยวิธี congo red agar

Source df SS MS F
Treatments 15 14.2697 0.9513 432.41**

Error 16 0.0350 0.0022
Total 31 14.3047
C.V.  3.40 %

**   แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01

ตารางที่ 2-2 วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตจํ านวนกานใบปกติ (เรือนทดลอง 1)

Source df SS MS F
Treatments 13 6481.026 498.540 125.60**
      Antagonist + fungicideVS control 1 2162.5728 2162.5728 544.87**
      Antagonist VS fungicide 1 977.8310 977.8310 246.37**
      Among Factorial set 11 3340.6230 303.6930 76.52**

A 3 518.6845 172.8948 43.56**
B 2 738.9240 369.4620 93.09**

AB 6 2083.0145 347.1691 87.47**
Error 28 111.146 3.969
Total 41 6592.172
C.V.  3.05 %

 **    แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
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ตารางที่ 2-3 วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตจํ านวนกานใบปกติ (เรือนทดลอง 2)

Source df SS MS F
Treatments 11 1386.0274 126.0025 4.38**
                A 5 1226.1574 245.2315 8.53**
                B 1 3.7851 3.7851 0.13ns

               AB 5 156.0849 31.2170 1.09ns

Error 48 1380.7250 28.7651
Total 59 2766.7524
C.V.  5.75 %

**   แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
ns  ไมมีความแตกตางทางสถิติ

ตารางที่ 2-4  วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยจํ านวนปม (เรือนทดลอง 2)   

Source df SS MS F
Treatments 11 8569.7833 779.0712 2.05*
                 A 5 4495.0833 899.0167 2.37ns

                 B 1 1372.8167 1372.8167 3.62ns

                AB 5 2701.8833 540.3767 1.42ns

Error 48 18211.2000 379.4000
Total 59 26780.9833
C.V.  45.10 %

*     แตกตางทางสถิติที่ p < 0.05
ns  ไมมีความแตกตางทางสถิติ
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ตารางที่ 2-5  วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยนํ้ าหนักปม (เรือนทดลอง 2)

Source df SS MS F
Treatments 11 1.1830 0.1075 2.15*
                  A 5 0.7932 0.1586 3.17*
                  B 1 0.0094 0.0094 0.19ns

                 AB 5 0.3804 0.0761 1.52ns

Error 48 2.4014 0.0500
Total 59 3.5844
C.V.  44.69 %

*     แตกตางทางสถิติที่ p < 0.05
ns  ไมมีความแตกตางทางสถิติ

ตารางที่ 2-6  วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยปริมาณ ไนโตรเจนทั้งหมด   (เรือนทดลอง 2)

Source df SS MS F
Treatments 11 87.6842 7.9713 37.09**
                  A 5 62.7753 12.5551 58.43**
                  B 1 11.8336 11.8336 55.07**
                 AB 5 13.0753 2.6151 12.17**
Error 24 5.1573 0.2149
Total 35 92.8415
C.V.  2.20 %

**   แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
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ตารางที่ 2-7  วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยระดับความรุนแรงของโรค (แปลงทดลอง)    

Source df SS MS F
Blocks 2 0.0041 0.0020 0.02ns

Treatments 6 3.8607 0.6434 5.52**
Error 12 1.3991 0.1166
Total 20 5.2639
C.V.  43.04 %

**   แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
ns  ไมมีความแตกตางทางสถิติ

ตารางที่ 2-8  วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยนํ้ าหนักผลผลิตฝกสด (แปลงทดลอง)

Source df SS MS F
Blocks 2 5163.2007 2581.6004 2.31ns

Treatments 6 13269.4650 2211.5775 1.98ns

Error 12 13429.0764 119.0897
Total 20 31861.7421
C.V.  22.68 %

ns  ไมมีความแตกตางทางสถิติ

ตารางที่ 2-9  วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยนํ้ าหนักผลผลิตฝกแหง (แปลงทดลอง)

Source df SS MS F
Block 2 463.3254 231.6627 1.67ns

Treatments 6 1365.8966 227.6494 1.65ns

Error 12 1659.8083 138.3174
Total 20 3489.0303
C.V.  36.96 %

ns  ไมมีความแตกตางทางสถิติ
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ตารางที่ 2-10  วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยนํ้ าหนักซากสด (แปลงทดลอง)

Source df SS MS F
Blocks 2 249406.5386 124703.2693 1.96ns

Treatments 6 772998.8504 128833.1417 2.02ns

Error 12 764149.057 63679.088
Total 20 1786554.446
C.V.  18.64 %

ns  ไมมีความแตกตางทางสถิติ

ตารางที่ 2-11  วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยปริมาณ ไนโตรเจนทั้งหมดในตน (แปลงทดลอง)

Source df SS MS F
Block 2 25.1688 12.5844 2.92ns

Treatments 6 11.4315 1.9052 0.44ns

Error 12 51.79932 4.3166
Total 20 88.3997
C.V.  7.70 %

ns  ไมมีความแตกตางทางสถิติ

ตารางที่ 2-12  วเิคราะหความแปรปรวนคาเฉลี่ยปริมาณ ไนโตรเจนทั้งหมดในเมล็ด
            (แปลงทดลอง)

Source df SS MS F
Block 2 7.0778 3.5389 2.30ns

Treatments 6 4.1352 0.6891 0.45ns

Error 12 18.4745 1.5393
Total 20 29.6874
C.V.  4.53 %

ns  ไมมีความแตกตางทางสถิติ




