
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย 
 
1.  ตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง 
 เมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองท่ีใชในการทดลองคร้ังนี้มี 4 พันธุ คือ ชม. 60 สจ. 5 MJ 9518-20 และ
MJ 9520-21 ท่ีไดจากศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม นํามาตรวจหาชนิดและปริมาณเช้ือราท่ีติดมากับเมล็ด
โดยวิธีการเพาะบนกระดาษช้ืน (blotter method) ตามมาตรฐานสากลของ International Seed 
Testing Association (ISTA, 1999)  วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD สวนปริมาณเช้ือรา
Colletotrichum truncatum  เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีติดมากับเมล็ด และเปอรเซ็นตความงอก นํา
ผลการทดลองมาวิเคราะหแบบ CRD  สุมตัวอยางเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุละ 400 เมล็ด โดยนําเมล็ดวาง
บนกระดาษช้ืนในจานเพาะเช้ือ (Petri dish) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ซ่ึงมีกระดาษ
กรอง Whatman No.1 จํานวน 1 แผนอยูดานบนและกระดาษฟางจํานวน 3 แผนอยูดานลางท่ีชุมน้ํา
แลว วางเมล็ดจานละ 10 เมล็ด โดยทําการทดลองกับเมล็ดถ่ัวเหลืองแตละพันธุ พันธุละ 4 ซํ้า ๆ ละ 
100 เมล็ด จากนั้นนําไปบม (incubate) ไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เม่ือครบกําหนดจึงนําเมล็ด
ถ่ัวเหลืองมาตรวจหาชนิดและปริมาณเช้ือราที่ติดมากับเมล็ด และเปอรเซ็นตความงอกภายใตกลอง 
stereo microscope และ compound microscope และนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหผลทางสถิติพรอมท้ัง
ทําการแยกเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส และ เช้ือราปฏิปกษ Trichoderma spp. ใหบริสุทธ์ิโดย
เล้ียงบนอาหาร PDA และเก็บไวเปน stock culture เพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
2.  การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในตนออน 
     ถ่ัวเหลือง 
 2.1  การเตรียมดินปลูก 
         นําดินรวนท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวมาใสลงในถาดหลุม (จํานวน 104 หลุม/ถาด) โดย
ใสดินใหเต็มแตละหลุมท้ังหมด 100 หลุม 
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 2.2  การเตรียม suspension ของเชื้อรา Colletotrichum  truncatum  
      นําเช้ือรา Colletotrichum truncatum ท่ีแยกไดจากการทดลองท่ี 1 ซ่ึงเล้ียงบนอาหาร 
PDA อายุ 14 วันมาเตรียมเปน spore suspension โดยวัดความเขมขนของ spore suspension ของเช้ือ
ราใหไดประมาณ 106 spores/ml 
 
 2.3  การเตรียมเมล็ดปลูกทดสอบ 
         นําเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุชม. 60 และสจ. 5 ทําการฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดโดยแชเมล็ดใน
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2-3 นาที แลวลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือแลว  
3-4 คร้ัง แลวจึงแบงเมล็ดถ่ัวเหลืองไวสวนหนึ่งและนําเมล็ดถ่ัวเหลืองสวนท่ีเหลือมาแชใน spore 
suspension ของเช้ือรา C. truncatum  เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นจึงนํามาผ่ึงบนกระดาษกรองท่ี
อบฆาเช้ือแลวเปนเวลา 24 ช่ัวโมงเพ่ือเตรียมนําไปปลูกตอไป 
 
 2.4  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา Colletotrichum  truncatum  ตอการเกิดโรคของ
         ถ่ัวเหลือง 
         นําเมล็ดถ่ัวเหลืองท่ีเตรียมไวมาเพาะลงในถาดหลุมท่ีใสดินอบฆาเช้ือแลว (ขอ 2.1) 
โดยเพาะในถาดหลุม 100 เมล็ด หลังจากนั้น 7 วัน จึงทําการบันทึกผลของเช้ือ C. truncatum  ตอการ
เกิดโรคแอนแทรคโนสของถ่ัวเหลืองโดยดูจากเปอรเซ็นตความงอกและการเกิดโรค 
  
3.  การคัดเลือกเชื้อรา Trichoderma  spp. ในการเปนปฏิปกษตอเชื้อรา Colletotrichum  truncatum 
     สาเหตุโรคแอนแทรคโนส 

 3.1 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma spp. ในการยับยั้งการเจริญของ

       เชื้อรา Colletotrichum  truncatum   
       นําเช้ือรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากเมล็ดถ่ัวเหลืองมาทดสอบ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการเปนปฏิปกษตอเช้ือรา C. truncatum  โดยทดสอบดวยวิธี dual 
culture โดยวางเช้ือรา C. truncatum  ใหหางขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือ 2 เซนติเมตรหลังจากนั้น 3 วัน
จึงทําการวางเช้ือรา Trichoderma spp. ในดานตรงกันขามกับเช้ือรา C. truncatum  โดยหางขอบจาน
อาหารเล้ียงเช้ือ 2 เซนติเมตร ทําการทดลอง 5 ซํ้า บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง (ประมาณ 35-38 องศา
เซลเซียส) ทําการบันทึกผลการเจริญของเชื้อรา C. truncatum  โดยวัดความยาวรัศมีของโคโลนีของ
เช้ือรา C. truncatum ในชุดทดสอบและชุดควบคุม (ภาพ 1) นําขอมูลท่ีไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นต
การยับยั้งของเช้ือรา Trichoderma spp. ตอเช้ือรา C. truncatum  โดยใชสูตรในการคํานวณดังนี้ 
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 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญเติบโต (Percent Inhibition of Radial Growth: PIRG) 
  PIRG =  R1 - R2 × 100 
        R1 
   โดย      R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีของเช้ือรา C. truncatum  ในจานชุดควบคุม 
  R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีของเช้ือรา C. truncatum  ในจานชุดทดสอบ 
 
   โดยประมาณคาการยับยั้งดังนี้ (เกษม, 2532) 
  > 75%   มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงมาก 
    (very high antagonistic activity) 
  61-75%  มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูง 
    (high antagonistic activity) 
  51-60%  มีประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง 
    (moderate antagonistic activity) 
  <50%  มีประสิทธิภาพในการยับยั้งตํ่า 
    (low antagonistic activity) 
 

        
  P = เช้ือราสาเหตุโรคพืช (pathogen) 
  A = เช้ือจุลินทรียปฏิปกษ (antagonist) 
  R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีของเช้ือราสาเหตุในจานชุดควบคุม 
  R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีของเช้ือราสาเหตุในจานชุดทดสอบ 
 
 ภาพ 1 การวางเช้ือราทดสอบและรัศมีการเจริญของเช้ือราสาเหตุเปรียบเทียบกับชุด 
  ควบคุมโดยวิธี dual culture 

P 

R1 

P

R2

A

ชุดทดสอบ ชุดควบคุม 
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 3.2  ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งของเชื้อรา Trichoderma spp. ในการยับยั้งการเจริญตอเชื้อรา 

         Colletotrichum  truncatum ดวยวิธี slide dual culture 
          slide dual culture ทดสอบโดยนํากระดาษกรอง Whatman No.1 วางในจานอาหาร
เล้ียงเชื้อท่ีอบฆาเช้ือแลว จากนั้นจึงวางยางรัดบนกระดาษกรอง แลววางแผนสไลดบนยางรัด นําช้ิน
วุนอาหาร PDA ท่ีตัดเปนช้ินส่ีเหล่ียมขนาดประมาณ 5 × 5 มิลลิเมตร โดยวางกลางแผนสไลด ใชเข็ม
เข่ียยายเช้ือรา C. truncatum มาแตะท่ีขอบดานขางช้ินวุนอาหาร PDA และใชเข็มเข่ียยายเช้ือรา 
Trichoderma spp. มาแตะท่ีขอบช้ินวุนอาหาร PDA ดานตรงกันขามกับเช้ือรา C. truncatum ปดดวย 
cover glass และใหความช้ืนแกจานอาหารเล้ียงเช้ือดวยการหยดน้ํากล่ันฆาเช้ือใหกระดาษกรองชื้น
และปดฝาจานอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อรักษาความช้ืน เม่ือเช้ือรา Trichoderma spp. เจริญปกคลุมเช้ือรา 
C. truncatum จึงนํามาศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งภายใตกลองจุลทรรศน 
 
4.  ศึกษาผลของเชื้อรา Trichoderma spp. ตอการงอกและการเจริญของตนถ่ัวเหลืองพันธุ ชม. 60  
 และสจ. 5 
 4.1  การเตรียมดินปลูก 
         นําดินรวนท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวใสลงไปในถาดหลุม โดยใชถาดหลุมจํานวน 104 
หลุม ใสดินลงในถาดหลุม 100 หลุม จํานวน 40 ถาดหลุม 
 
 4.2  การเตรียม spore suspension ของเชื้อรา Trichoderma spp. 
         เล้ียงเช้ือรา Trichoderma sp. จํานวน 4 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท 1, ไอโซเลท 2, ไอโซ 
เลท 3 และไอโซเลท 4 บนอาหาร PDA เปนเวลา 5 วัน จากนั้นนํามาเตรียมเปน spore suspension 
ของเช้ือรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท ใหมีความเขมขนประมาณ 106 spores/ml 
 
 4.3  การเตรียมเมล็ดปลูก 
       เมล็ดถ่ัวเหลืองท่ีใชในการทดสอบคือพันธุ ชม. 60 และสจ. 5 นําเมล็ดถ่ัวเหลืองมาฆา
เช้ือท่ีผิวเมล็ดโดยแชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 นาที แลว
ลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือแลว 3-4 คร้ัง แลวนําเมล็ดมาผ่ึงใหแหงบนกระดาษท่ีฆาเช้ือแลว เมื่อเมล็ด
แหงจึงนําเมล็ดสวนหนึ่งมาแชใน spore suspension ของเช้ือรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท เปน
เวลา 30 นาที แลวนําเมล็ดมาผ่ึงใหแหงบนกระดาษฟางท่ีฆาเช้ือแลวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนนําไป
ทดสอบ 
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 4.4  การทดสอบผลของเชื้อรา Trichoderma spp. ตอการงอกของเมล็ดถ่ัวเหลือง  
        (germination test) 
         ทดสอบดวยวิธี between paper  ตามวิธีการของ ISTA (1999) โดยใชกระดาษเพาะ
ขนาด 25 × 30 เซนติเมตรจํานวน 2 แผนจุมน้ําใหชุม วางเมล็ดถ่ัวเหลืองลงบนกระดาษเพาะโดยใหมี
ระยะหางเทา ๆ กันใหได 100 เมล็ด แลววางกระดาษเพาะท่ีชุมน้ําอีกแผนปดทับเมล็ด จากน้ันพับ
ขอบกระดาษสวนลางข้ึนมาประมาณ 1 นิ้ว มวนกระดาษจากปลายดานหน่ึงไปจนสุดปลายอีกดาน
หนึ่งแตอยาใหแนนเกินไป การทดลองแบงออกเปน 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ซํ้าละ 100 เมล็ด 
ดังนี้ 
 กรรมวิธีท่ี 1 ชุดควบคุม (ฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดอยางเดียว) 
 กรรมวิธีท่ี 2 เมล็ดท่ีปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท ท่ี 1 
 กรรมวิธีท่ี 3 เมล็ดท่ีปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท ท่ี 2 
 กรรมวิธีท่ี 4 เมล็ดท่ีปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท ท่ี 3 
 กรรมวิธีท่ี 5 เมล็ดท่ีปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท ท่ี 4 
 แลวจึงนําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เม่ือครบกําหนด 7 วัน จึงทําการตรวจเปอรเซ็นตความงอก
ของเมล็ดถ่ัวเหลืองเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
 
 4.5  การทดสอบผลของเชื้อรา Trichoderma spp. ตอความแข็งแรงของตนถ่ัวเหลือง  
  4.5.1  อัตราการเจริญของตนกลา (seedling  growth  rate, SGR) 
             ทดสอบเชนเดียวกับการทดสอบความงอกในขอ 4.4 เม่ือครบกําหนด 7 วัน
นําตนออนถ่ัวเหลืองท่ีงอกปกติมาตัดเอาเฉพาะสวนของยอดออนและราก บรรจุใสถุงกระดาษแลว
นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาช่ังหาน้ําหนักแหงของ
ยอดออนและราก แลวคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตของตนกลาจากสูตรตอไปนี้ 
 
  อัตราการเจริญเติบโตของตนกลา  = น้ําหนักแหงของยอดออนและราก 
                   จํานวนตนกลาปกติ 
 
 4.6  การทดสอบผลของเชื้อรา Trichoderma spp. ตอการเจริญของตนถ่ัวเหลืองในโรงเรือน 
         นําเมล็ดถ่ัวเหลืองท่ีปลูกดวยเช้ือรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท ปลูกในถาดหลุม
ท่ีใสดินรวนท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว ดังกรรมวิธีตอไปนี้ 
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 กรรมวิธีท่ี 1 ชุดควบคุม (ฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดอยางเดียว) 
 กรรมวิธีท่ี 2 เมล็ดท่ีปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท ท่ี 1 
 กรรมวิธีท่ี 3 เมล็ดท่ีปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท ท่ี 2 
 กรรมวิธีท่ี 4 เมล็ดท่ีปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท ท่ี 3 
 กรรมวิธีท่ี 5 เมล็ดท่ีปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท ท่ี 4 
 ทําการทดลองกรรมวิธีละ 4 ซํ้าๆ ละ 100 เมล็ด เม่ือตนออนอายุได 14 วันจึงตรวจสอบ
เปอรเซ็นตความงอกและนําตนออนมาช่ังน้ําหนักสดและน้ําหนักแหง โดยทําการเก็บตนออนถ่ัว
เหลืองกรรมวิธีละ 4 ซํ้า ๆ ละ 25 ตน นํามาช่ังน้ําหนักสด โดยนําตนออนถ่ัวเหลืองมาลางทําความ
สะอาดแลวผ่ึงไว 30 นาที แลวจึงนําไปช่ังน้ําหนักสด สวนน้ําหนักแหงนั้นทําโดยนําตนออนถ่ัว
เหลืองท่ีผานการชั่งน้ําหนักสดมาอบในตูอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลว
จึงนํามาช่ังหาน้ําหนักแหงตอไป 
 
  4.6.1  อัตราการเจริญเติบโตของราก (root  growth  rate) 
             ทําการทดสอบเชนเดียวกับการทดสอบอัตราการเจริญของตนถ่ัวเหลืองแต
ประเมินผลดวยการวัดความยาวของราก โดยวัดความยาวของรากจากโคนตนไปถึงปลายราก 
 
5.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma spp. ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของ 
     ถ่ัวเหลืองพันธุ ชม. 60 และ สจ. 5 ในระยะตนออนในโรงเรือนเปรียบเทียบกับสารเคมีคลุกเมล็ด 
 
 5.1  การเตรียมดินปลูก 
        นําดินรวนท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวใสลงไปในถาดหลุม โดยใชถาดหลุมจํานวน 104 
หลุม ใสดินลงในถาดหลุม 100 หลุม จํานวน 40 ถาดหลุม 
 

5.2  การเตรียม spore suspension ของเชื้อรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท และเชื้อรา 

       Colletotrichum  truncatum 
       เล้ียงเชื้อรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท บนอาหาร PDA เปนเวลา 5 วัน จากน้ัน
นํามาเตรียมเปน spore suspension ของเช้ือรา Trichoderma spp. ใหมีความเขมขนประมาณ 106 
spores/ml สวนเชื้อรา C. truncatum นั้นเล้ียงบนอาหาร PDA เปนเวลา 14 วัน จากนั้นนํามาเตรียม
เปน spore suspension ใหมีความเขมขนประมาณ 106 spores/ml 
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 5.3  การเตรียมเมล็ดปลูก 
         นําเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุ ชม. 60 และสจ. 5  มาทําการฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดโดยแชในสาร 
ละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 นาที แลวลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ
แลว 3-4 คร้ัง แลวนําเมล็ดมาผ่ึงใหแหงบนกระดาษฟางท่ีฆาเช้ือแลว เม่ือเมล็ดแหงแบงเมล็ดเก็บไว
สวนหนึ่งอีกสวนหนึ่งนําเมล็ดมาแชใน spore suspension ของเช้ือรา C. truncatum. เปนเวลา 30 นาที 
แลวนําเมล็ดมาผ่ึงใหแหงบนกระดาษฟางท่ีฆาเช้ือแลวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นแบงเมล็ด
ออกเปน 3 สวน สวนแรกนําไปแชใน spore suspension ของเช้ือรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท 
สวนท่ีสองนําไปคลุกกับสารฆาเช้ือรา captan ในอัตรา 3 กรัมตอเมล็ด 1 กิโลกรัม สวนสุดทายเปน
เมล็ดท่ีผานการปลูกเช้ือรา C. truncatum เพียงอยางเดียว  
   
 5.4  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma spp. ในการควบคุมโรคแอนแทรค
         โนสของถ่ัวเหลืองในระยะตนออนในโรงเรือนเปรียบเทียบกับสารเคมีคลุกเมล็ด 
         นําเมล็ดถ่ัวเหลืองท่ีเตรียมไวในขอ 5.3 ปลูกลงในถาดหลุมท่ีมีดินอบฆาเช้ือแลว โดย
แบง เปน 8 กรรมวิธีดังนี้ 
 กรรมวิธีท่ี 1 ชุดควบคุม (ฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดอยางเดียว) 
 กรรมวิธีท่ี 2 ชุดควบคุมปลูกเช้ือรา C. truncatum เพียงอยางเดียว 
 กรรมวิธีท่ี 3 ปลูกเช้ือรา C. truncatum + ปลูกเชื้อรา Trichoderma sp. ไอโซเลท 1 
 กรรมวิธีท่ี 4 ปลูกเช้ือรา C. truncatum + ปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท 2 
 กรรมวิธีท่ี 5 ปลูกเช้ือรา C. truncatum + ปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท 3 
 กรรมวิธีท่ี 6 ปลูกเช้ือรา C. truncatum + ปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท 4 
 กรรมวิธีท่ี 7 ปลูกเช้ือรา C. truncatum + คลุกสาร captan 
 กรรมวิธีท่ี 8 ชุดควบคุมเมล็ดคลุกสาร captan อยางเดียว 
 ทําการทดลองกรรมวิธีละ 4 ซํ้าๆ ละ 100 ตน เม่ือตนออนอายุได 14 วันจึงหาเปอรเซ็นต
ความงอกและการเกิดโรคหลังจากนั้นจึงนําตนออนมาช่ังน้ําหนักสดและน้ําหนักแหง โดยทําการเกบ็
ตนออนถ่ัวเหลืองกรรมวิธีละ 4 ซํ้า ๆ ละ 25 ตน นํามาช่ังน้ําหนักสด โดยนําตนออนถ่ัวเหลืองมาลาง
ทําความสะอาดแลวผ่ึงไว 30 นาที แลวจึงนําไปช่ังน้ําหนักสด สวนน้ําหนักแหงนั้นทําโดยนําตน
ออนถ่ัวเหลืองท่ีผานการช่ังน้ําหนักสดมาอบในตูอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง แลวจึงนํามาชั่งหาน้ําหนักแหง และนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหผลทางสถิติโดยโปรแกรม 
Statistix for Window version 8.0 และนําคาเฉล่ียของแตละกรรมวิธีมาเปรียบเทียบโดยวิธี LSD 
(Least Significant Difference) ตอไป 


