
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย 
 
1.  ตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง 
 เมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองท่ีใชในการทดลองคร้ังนี้มี 4 พันธุ คือ ชม. 60 สจ. 5 MJ 9518-20 และ
MJ 9520-21 ท่ีไดจากศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม นํามาตรวจหาชนิดและปริมาณเช้ือราท่ีติดมากับเมล็ด
โดยวิธีการเพาะบนกระดาษช้ืน (blotter method) ตามมาตรฐานสากลของ International Seed 
Testing Association (ISTA, 1999)  วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD สวนปริมาณเช้ือรา
Colletotrichum truncatum  เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีติดมากับเมล็ด และเปอรเซ็นตความงอก นํา
ผลการทดลองมาวิเคราะหแบบ CRD  สุมตัวอยางเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุละ 400 เมล็ด โดยนําเมล็ดวาง
บนกระดาษช้ืนในจานเพาะเช้ือ (Petri dish) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ซ่ึงมีกระดาษ
กรอง Whatman No.1 จํานวน 1 แผนอยูดานบนและกระดาษฟางจํานวน 3 แผนอยูดานลางท่ีชุมน้ํา
แลว วางเมล็ดจานละ 10 เมล็ด โดยทําการทดลองกับเมล็ดถ่ัวเหลืองแตละพันธุ พันธุละ 4 ซํ้า ๆ ละ 
100 เมล็ด จากนั้นนําไปบม (incubate) ไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เม่ือครบกําหนดจึงนําเมล็ด
ถ่ัวเหลืองมาตรวจหาชนิดและปริมาณเช้ือราที่ติดมากับเมล็ด และเปอรเซ็นตความงอกภายใตกลอง 
stereo microscope และ compound microscope และนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหผลทางสถิติพรอมท้ัง
ทําการแยกเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส และ เช้ือราปฏิปกษ Trichoderma spp. ใหบริสุทธ์ิโดย
เล้ียงบนอาหาร PDA และเก็บไวเปน stock culture เพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
2.  การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในตนออน 
     ถ่ัวเหลือง 
 2.1  การเตรียมดินปลูก 
         นําดินรวนท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวมาใสลงในถาดหลุม (จํานวน 104 หลุม/ถาด) โดย
ใสดินใหเต็มแตละหลุมท้ังหมด 100 หลุม 
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 2.2  การเตรียม suspension ของเชื้อรา Colletotrichum  truncatum  
      นําเช้ือรา Colletotrichum truncatum ท่ีแยกไดจากการทดลองท่ี 1 ซ่ึงเล้ียงบนอาหาร 
PDA อายุ 14 วันมาเตรียมเปน spore suspension โดยวัดความเขมขนของ spore suspension ของเช้ือ
ราใหไดประมาณ 106 spores/ml 
 
 2.3  การเตรียมเมล็ดปลูกทดสอบ 
         นําเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุชม. 60 และสจ. 5 ทําการฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดโดยแชเมล็ดใน
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2-3 นาที แลวลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือแลว  
3-4 คร้ัง แลวจึงแบงเมล็ดถ่ัวเหลืองไวสวนหนึ่งและนําเมล็ดถ่ัวเหลืองสวนท่ีเหลือมาแชใน spore 
suspension ของเช้ือรา C. truncatum  เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นจึงนํามาผ่ึงบนกระดาษกรองท่ี
อบฆาเช้ือแลวเปนเวลา 24 ช่ัวโมงเพ่ือเตรียมนําไปปลูกตอไป 
 
 2.4  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา Colletotrichum  truncatum  ตอการเกิดโรคของ
         ถ่ัวเหลือง 
         นําเมล็ดถ่ัวเหลืองท่ีเตรียมไวมาเพาะลงในถาดหลุมท่ีใสดินอบฆาเช้ือแลว (ขอ 2.1) 
โดยเพาะในถาดหลุม 100 เมล็ด หลังจากนั้น 7 วัน จึงทําการบันทึกผลของเช้ือ C. truncatum  ตอการ
เกิดโรคแอนแทรคโนสของถ่ัวเหลืองโดยดูจากเปอรเซ็นตความงอกและการเกิดโรค 
  
3.  การคัดเลือกเชื้อรา Trichoderma  spp. ในการเปนปฏิปกษตอเชื้อรา Colletotrichum  truncatum 
     สาเหตุโรคแอนแทรคโนส 

 3.1 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma spp. ในการยับยั้งการเจริญของ

       เชื้อรา Colletotrichum  truncatum   
       นําเช้ือรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากเมล็ดถ่ัวเหลืองมาทดสอบ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการเปนปฏิปกษตอเช้ือรา C. truncatum  โดยทดสอบดวยวิธี dual 
culture โดยวางเช้ือรา C. truncatum  ใหหางขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือ 2 เซนติเมตรหลังจากนั้น 3 วัน
จึงทําการวางเช้ือรา Trichoderma spp. ในดานตรงกันขามกับเช้ือรา C. truncatum  โดยหางขอบจาน
อาหารเล้ียงเช้ือ 2 เซนติเมตร ทําการทดลอง 5 ซํ้า บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง (ประมาณ 35-38 องศา
เซลเซียส) ทําการบันทึกผลการเจริญของเชื้อรา C. truncatum  โดยวัดความยาวรัศมีของโคโลนีของ
เช้ือรา C. truncatum ในชุดทดสอบและชุดควบคุม (ภาพ 1) นําขอมูลท่ีไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นต
การยับยั้งของเช้ือรา Trichoderma spp. ตอเช้ือรา C. truncatum  โดยใชสูตรในการคํานวณดังนี้ 
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 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญเติบโต (Percent Inhibition of Radial Growth: PIRG) 
  PIRG =  R1 - R2 × 100 
        R1 
   โดย      R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีของเช้ือรา C. truncatum  ในจานชุดควบคุม 
  R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีของเช้ือรา C. truncatum  ในจานชุดทดสอบ 
 
   โดยประมาณคาการยับยั้งดังนี้ (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 = เช้ือจุลินทรียปฏิปกษ (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. ในการยับยั้งการเจริญตอเชื้อรา 

         Colletotrichum  truncatum ดวยวิธี slide dual culture 
          slide dual culture ทดสอบโดยนํากระดาษกรอง Whatman No.1 วางในจานอาหาร
เล้ียงเชื้อท่ีอบฆาเช้ือแลว จากนั้นจึงวางยางรัดบนกระดาษกรอง แลววางแผนสไลดบนยางรัด นําช้ิน
วุนอาหาร PDA ท่ีตัดเปนช้ินส่ีเหล่ียมขนาดประมาณ 5 × 5 มิลลิเมตร โดยวางกลางแผนสไลด ใชเข็ม
เข่ียยายเช้ือรา C. truncatum มาแตะท่ีขอบดานขางช้ินวุนอาหาร PDA และใชเข็มเข่ียยายเช้ือรา 
Trichoderma spp. มาแตะท่ีขอบช้ินวุนอาหาร PDA ดานตรงกันขามกับเช้ือรา C. truncatum ปดดวย 
cover glass และใหความช้ืนแกจานอาหารเล้ียงเช้ือดวยการหยดน้ํากล่ันฆาเช้ือใหกระดาษกรองชื้น
และปดฝาจานอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อรักษาความช้ืน เม่ือเช้ือรา Trichoderma spp. เจริญปกคลุมเช้ือรา 
C. truncatum จึงนํามาศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งภายใตกลองจุลทรรศน 
 
4.  ศึกษาผลของเชื้อรา Trichoderma spp. ตอการงอกและการเจริญของตนถ่ัวเหลืองพันธุ ชม. 60  
 และสจ. 5 
 4.1  การเตรียมดินปลูก 
         นําดินรวนท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวใสลงไปในถาดหลุม โดยใชถาดหลุมจํานวน 104 
หลุม ใสดินลงในถาดหลุม 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 เปนเวลา 5 วัน จากนั้นนํามาเตรียมเปน spore suspension 
ของเช้ือรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท ใหมีความเขมขนประมาณ 106 spores/ml 
 
 4.3  การเตรียมเมล็ดปลูก 
       เมล็ดถ่ัวเหลืองท่ีใชในการทดสอบคือพันธุ ชม. 60 และสจ. 5 นําเมล็ดถ่ัวเหลืองมาฆา
เช้ือท่ีผิวเมล็ดโดยแชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 นาที แลว
ลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือแลว 3-4 คร้ัง แลวนําเมล็ดมาผ่ึงใหแหงบนกระดาษท่ีฆาเช้ือแลว เมื่อเมล็ด
แหงจึงนําเมล็ดสวนหนึ่งมาแชใน spore suspension ของเช้ือรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท เปน
เวลา 30 นาที แลวนําเมล็ดมาผ่ึงใหแหงบนกระดาษฟางท่ีฆาเช้ือแลวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนนําไป
ทดสอบ 
 



 23 

 4.4  การทดสอบผลของเชื้อรา Trichoderma spp. ตอการงอกของเมล็ดถ่ัวเหลือง  
        (germination test) 
         ทดสอบดวยวิธี between paper  ตามวิธีการของ ISTA (1999) โดยใชกระดาษเพาะ
ขนาด 25 × 30 เซนติเมตรจํานวน 2 แผนจุมน้ําใหชุม วางเมล็ดถ่ัวเหลืองลงบนกระดาษเพาะโดยใหมี
ระยะหางเทา ๆ กันใหได 100 เมล็ด แลววางกระดาษเพาะท่ีชุมน้ําอีกแผนปดทับเมล็ด จากน้ันพับ
ขอบกระดาษสวนลางข้ึนมาประมาณ 1 นิ้ว มวนกระดาษจากปลายดานหน่ึงไปจนสุดปลายอีกดาน
หนึ่งแตอยาใหแนนเกินไป การทดลองแบงออกเปน 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ซํ้าละ 100 เมล็ด 
ดังนี้ 
 กรรมวิธีท่ี 1 ชุดควบคุม (ฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดอยางเดียว) 
 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 
 แลวจึงนําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เม่ือครบกําหนด 7 วัน จึงทําการตรวจเปอรเซ็นตความงอก
ของเมล็ดถ่ัวเหลืองเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
 
 4.5  การทดสอบผลของเชื้อรา Trichoderma spp. ตอความแข็งแรงของตนถ่ัวเหลือง  
  4.5.1  อัตราการเจริญของตนกลา (seedling  growth  rate, SGR) 
             ทดสอบเชนเดียวกับการทดสอบความงอกในขอ 4.4 เม่ือครบกําหนด 7 วัน
นําตนออนถ่ัวเหลืองท่ีงอกปกติมาตัดเอาเฉพาะสวนของยอดออนและราก บรรจุใสถุงกระดาษแลว
นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาช่ังหาน้ําหนักแหงของ
ยอดออนและราก แลวคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตของตนกลาจากสูตรตอไปนี้ 
 
  อัตราการเจริญเติบโตของตนกลา  = น้ําหนักแหงของยอดออนและราก 
                   จํานวนตนกลาปกติ 
 
 4.6  การทดสอบผลของเชื้อรา Trichoderma spp. ตอการเจริญของตนถ่ัวเหลืองในโรงเรือน 
         นําเมล็ดถ่ัวเหลืองท่ีปลูกดวยเช้ือรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท ปลูกในถาดหลุม
ท่ีใสดินรวนท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว ดังกรรมวิธีตอไปนี้ 
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 กรรมวิธีท่ี 1 ชุดควบคุม (ฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดอยางเดียว) 
 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 เม่ือตนออนอายุได 14 วันจึงตรวจสอบ
เปอรเซ็นตความงอกและนําตนออนมาช่ังน้ําหนักสดและน้ําหนักแหง โดยทําการเก็บตนออนถ่ัว
เหลืองกรรมวิธีละ 4 ซํ้า ๆ ละ 25 ตน นํามาช่ังน้ําหนักสด โดยนําตนออนถ่ัวเหลืองมาลางทําความ
สะอาดแลวผ่ึงไว 30 นาที แลวจึงนําไปช่ังน้ําหนักสด สวนน้ําหนักแหงนั้นทําโดยนําตนออนถ่ัว
เหลืองท่ีผานการชั่งน้ําหนักสดมาอบในตูอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลว
จึงนํามาช่ังหาน้ําหนักแหงตอไป 
 
  4.6.1  อัตราการเจริญเติบโตของราก (root  growth  rate) 
             ทําการทดสอบเชนเดียวกับการทดสอบอัตราการเจริญของตนถ่ัวเหลืองแต
ประเมินผลดวยการวัดความยาวของราก โดยวัดความยาวของรากจากโคนตนไปถึงปลายราก 
 
5.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma spp. ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของ 
     ถ่ัวเหลืองพันธุ ชม. 60 และ สจ. 5 ในระยะตนออนในโรงเรือนเปรียบเทียบกับสารเคมีคลุกเมล็ด 
 
 5.1  การเตรียมดินปลูก 
        นําดินรวนท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวใสลงไปในถาดหลุม โดยใชถาดหลุมจํานวน 104 
หลุม ใสดินลงในถาดหลุม 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 เปนเวลา 5 วัน จากน้ัน
นํามาเตรียมเปน spore suspension ของเช้ือรา Trichoderma spp. ใหมีความเขมขนประมาณ 106 
spores/ml สวนเชื้อรา C. truncatum นั้นเล้ียงบนอาหาร PDA เปนเวลา 14 วัน จากนั้นนํามาเตรียม
เปน spore suspension ใหมีความเขมขนประมาณ 106 spores/ml 
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 5.3  การเตรียมเมล็ดปลูก 
         นําเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุ ชม. 60 และสจ. 5  มาทําการฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดโดยแชในสาร 
ละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 นาที แลวลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ
แลว 3-4 คร้ัง แลวนําเมล็ดมาผ่ึงใหแหงบนกระดาษฟางท่ีฆาเช้ือแลว เม่ือเมล็ดแหงแบงเมล็ดเก็บไว
สวนหนึ่งอีกสวนหนึ่งนําเมล็ดมาแชใน spore suspension ของเช้ือรา C. truncatum. เปนเวลา 30 นาที 
แลวนําเมล็ดมาผ่ึงใหแหงบนกระดาษฟางท่ีฆาเช้ือแลวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นแบงเมล็ด
ออกเปน 3 สวน สวนแรกนําไปแชใน spore suspension ของเช้ือรา Trichoderma sp. ท้ัง 4 ไอโซเลท 
สวนท่ีสองนําไปคลุกกับสารฆาเช้ือรา captan ในอัตรา 3 กรัมตอเมล็ด 1 กิโลกรัม สวนสุดทายเปน
เมล็ดท่ีผานการปลูกเช้ือรา C. truncatum เพียงอยางเดียว  
   
 5.4  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma spp. ในการควบคุมโรคแอนแทรค
         โนสของถ่ัวเหลืองในระยะตนออนในโรงเรือนเปรียบเทียบกับสารเคมีคลุกเมล็ด 
         นําเมล็ดถ่ัวเหลืองท่ีเตรียมไวในขอ 5.3 ปลูกลงในถาดหลุมท่ีมีดินอบฆาเช้ือแลว โดย
แบง เปน 8 กรรมวิธีดังนี้ 
 กรรมวิธีท่ี 1 ชุดควบคุม (ฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดอยางเดียว) 
 กรรมวิธีท่ี 2 ชุดควบคุมปลูกเช้ือรา C. truncatum เพียงอยางเดียว 
 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 อยางเดียว 
 ทําการทดลองกรรมวิธีละ 4 ซํ้าๆ ละ 100 ตน เม่ือตนออนอายุได 14 วันจึงหาเปอรเซ็นต
ความงอกและการเกิดโรคหลังจากนั้นจึงนําตนออนมาช่ังน้ําหนักสดและน้ําหนักแหง โดยทําการเกบ็
ตนออนถ่ัวเหลืองกรรมวิธีละ 4 ซํ้า ๆ ละ 25 ตน นํามาช่ังน้ําหนักสด โดยนําตนออนถ่ัวเหลืองมาลาง
ทําความสะอาดแลวผ่ึงไว 30 นาที แลวจึงนําไปช่ังน้ําหนักสด สวนน้ําหนักแหงนั้นทําโดยนําตน
ออนถ่ัวเหลืองท่ีผานการช่ังน้ําหนักสดมาอบในตูอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง แลวจึงนํามาชั่งหาน้ําหนักแหง และนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหผลทางสถิติโดยโปรแกรม 
Statistix for Window version 8.0 และนําคาเฉล่ียของแตละกรรมวิธีมาเปรียบเทียบโดยวิธี LSD 
(Least Significant Difference) ตอไป 


