
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1  การคัดเลือกผึ้งพนัธุเพื่อนํามาใชในการทดลอง  
 
การจัดการรังผึ้งทดลองใหมีปริมาณประชากรผึ้งงานใกลเคียงกัน  

การคัดเลือกผ้ึงพันธุที่มีประชากรใกลเคียงกันมาทําการทดลอง ไดมาจากการจัดการรังใหมี
ประชากรผึ้งงานเต็มคอนผึ้ง โดยใหรังผ้ึงมีคอนผ้ึง รังละ 8 คอน จํานวน 12 รัง และทําการนับ
ประชากรผึ้งในแตละรังที่นาํมาใชในการทดลองตามวิธีของ Burgett and Burikhum (1985) 

ในประเทศไทยใชรวงผึ้งขนาดยาว 43.1 เซนติเมตร กวาง 20.3 เซนติเมตร ดังนั้นพื้นที่คอน
ผ้ึงคือ 1,749 ตารางเซนติเมตร หากมีประชากรผึ้งงานบนคอนผึ้งเต็มพื้นที่คอนทั้ง 2 ดาน เมื่อ
คํานวณตามวธีิของ Burgett and Burikhum (1985) จะมปีระชากรผึ้งงาน จํานวน 2,430 ตัว ตอคอน
ผ้ึง 1 คอน วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) มีจํานวนกรรมวิธี 12 
กรรมวิธี (1 รัง = 1 กรรมวิธี) แตละกรรมวิธีทํา 8 ซํ้า (1 คอน = 1 ซํ้า) เมื่อนับประชากรผึ้งในแตละ
รังที่นํามาทําการทดลองครบทั้ง 12 รังแลว นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Least 
Significant Difference (LSD)  
 
การตรวจสอบปริมาณโรคชอลคบรูดกอนทําการทดลอง 

การตรวจสอบปริมาณโรคชอลคบรูดกอนทําการทดลอง ไดมาจากการนําผ้ึงพันธุจาํนวน 
12 รังที่นับประชากรผึ้งแลว นํามาตรวจสอบปริมาณโรคชอลคบรูด โดยการนับจํานวนตวัหนอนที่
เปนโรคชอลคบรูดเปรียบเทยีบกับจํานวนตัวหนอนทั้งหมด (ตัวหนอนในรวงที่ปดฝารวงและไมปด
ฝารวง) ซ่ึงการนับจํานวนตัวหนอนที่เปนโรคชอลคบรูดเลือกนับจากคอนผึ้งบริเวณที่มีตวัหนอน 
โดยทําการนับในพื้นที ่ 20x20 เซนติเมตรตอคอนผึ้ง 1 ดาน และนับจากคอนผึ้ง 2 คอน ตอรังผ้ึง 1 
รัง วิธีการนับจํานวนตวัหนอนจากคอนผึ้งใชวิธีการตัดแผนพลาสติกใสใหมีขนาด 20x20 
เซนติเมตร นําไปวางลงบนคอนผึ้ง โดยการวางแผนพลาสติกใสลงบนคอนผึ้งจะวางในตําแหนง
กึ่งกลางของคอนผึ้งทุกครั้ง แลวจึงทําการนับปริมาณตวัหนอนทั้งหมด และปริมาณตัวหนอนที่เปน
โรคชอลคบรูด ในพื้นที่ 20x20 เซนติเมตร วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized 
Design (CRD) มีจํานวนกรรมวธีิ 12 กรรมวิธี (1 รัง = 1 กรรมวิธี) แตละกรรมวิธีทํา 8 ซํ้า (คอนผ้ึง 1 
ดาน = 1 ซํ้า) นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยดวยวิธี Least Significant Difference (LSD) 
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3.2  การเตรียมอุปกรณเพื่อใชในการทดลอง 
 
การเตรียมรังผึ้ง 

เตรียมรังผ้ึงเพือ่ใชในการทดลองดวยการนาํรังผ้ึงเปลาจํานวน 9 รัง มาลางทําความสะอาด 
แลวตากแดดไวใหแหง  

 
การเตรียมคอนผึง้ 

เตรียมคอนผึ้งเพื่อใชในการทดลองดวยการนําคอนผึ้งเกามาทําความสะอาด นํารวงผึ้งเกาที่
ติดอยูกับคอนผึ้งออก แลวนําคอนผึ้งไปตมเพื่อใหไขผึ้งที่ติดอยูกับคอนผึ้งเกาหลุดออกจากคอนผึ้ง 
และนําไปตากแดดใหแหง หลังจากนัน้จึงนําคอนผึ้งที่ผานการทําความสะอาดแลว มาติดแผนฐาน
รวงใหม (ดังแสดงในภาพที ่ 5) จํานวน 72 อัน เพื่อนําไปใชในการเปลี่ยนคอนผึ้งในรังผ้ึงรังละ 8 
คอน จํานวน 9 รัง  

 
 

 
 

ภาพที่ 5 คอนผึ้งที่ติดแผนฐานรวงผึ้งใหม 
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3.3 การวางแผนการทดลองควบคุมโรคชอลคบรูดโดยไมใชสารเคมี  
 

 วางแผนการทดลองเปรียบเทียบการควบคุมโรคชอลคบรูดโดยวิธีการตาง ๆ ที่ไมใชสาร 
เคมี ไดแก การเปลี่ยนรังผ้ึง การใชคอนผ้ึงที่ติดแผนฐานรวงใหม (รวงผึ้งใหม) การเปลี่ยนสถาน
ที่ตั้งรังผ้ึง และการใหแสงแดด วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) มี
จํานวนกรรมวธีิ 4 กรรมวิธี (กลุมรังควบคมุ, กรรมวิธีที่ 1, กรรมวิธีที่ 2 และกรรมวิธีที่ 3) แตละ
กรรมวิธีทํา 6 ซํ้า (1 สัปดาห = 1 ซํ้า) มีกลุมรังผ้ึงควบคุมจํานวน 3 รัง และกลุมรังผ้ึงทดลองจํานวน 
9 รัง ทําการทดลอง 3 กรรมวิธี ๆ ละ 3 รัง โดยวิธีการทีใ่ชในการจดัการควบคุมโรคชอลคบรูดโดย
ไมใชสารเคมี ในแตละกรรมวิธีมีการทดลองดังตอไปนี้  
 
กลุมรังควบคมุ  

เปนกลุมของรังผ้ึงที่เปนโรคชอลคบรูดจํานวน 3 รัง อยูในสภาพเดิมโดยไมมกีารเปลี่ยนรัง
ผ้ึง, รวงผึ้ง, สถานที่ตั้งรังผ้ึง และตั้งรังผ้ึงไวในที่รม สถานที่ตั้งรังผ้ึงคือสถานีวิจัยและศูนยฝกอบรม
การเกษตรแมเหียะ วัดผลการทดลองดวยการนับจํานวนตวัหนอนผึ้ง ที่เปนโรคชอลคบรูด
เปรียบเทียบกบัปริมาณตัวหนอนผ้ึงทั้งหมด (ตวัหนอนที่ปดฝารวงและไมปดฝารวง) ซ่ึงการนบั
จํานวนตัวหนอนที่เปนโรคชอลคบรูด เลือกนับจากคอนผึ้งบริเวณที่มีตัวหนอน โดยทําการนับใน
พื้นที่ 20x20 เซนติเมตรตอคอนผึ้ง 1 ดาน และนับจากคอนผึ้ง 2 คอนตอรังผ้ึง 1 รัง นับจากรังผ้ึงทกุ
รัง สัปดาหละ 1 คร้ังเปนเวลา 6 สัปดาห 

 
กรรมวิธีท่ี 1  

เปล่ียนรังผ้ึงที่ผานการทําความสะอาดแลว เปล่ียนรวงผึ้งใหม แตไมมกีารเปลี่ยนสถานที่ตั้ง
รังผ้ึง  และตั้งรังผ้ึงไวในที่รม สถานที่ตั้งรังผ้ึงคือสถานีวิจยัและศูนยฝกอบรมการเกษตรแมเหยีะ 
วัดผลการทดลองดวยการนับจํานวนตัวหนอนผ้ึง ที่เปนโรคชอลคบรูดเปรียบเทียบกับปริมาณตวั
หนอนผึ้งทั้งหมด (ตวัหนอนที่ปดฝารวงและไมปดฝารวง) ซ่ึงการนับจํานวนตัวหนอนที่เปน
โรคชอลคบรูด เลือกนับจากคอนผึ้งบริเวณที่มีตัวหนอน โดยทําการนับในพืน้ที่ 20x20 เซนติเมตร
ตอคอนผึ้ง 1 ดาน และนับจากคอนผึ้ง 2 คอนตอรังผ้ึง 1 รัง นับจากรังผ้ึงทุกรัง สัปดาหละ 1 คร้ังเปน
เวลา 6 สัปดาห 
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กรรมวิธีท่ี 2  
เปล่ียนรังผ้ึงที่ผานการทําความสะอาดแลว เปล่ียนรวงผึง้ใหม เปล่ียนสถานที่ตั้งรังผ้ึงจาก

สถานีวิจัยและศูนยฝกอบรมการเกษตรแมเหียะ ไปยังลานเลี้ยงผ้ึงหวยแกว ภาควิชากีฏวิทยา คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม และตั้งรังผ้ึงไวในที่รม วดัผลการทดลองดวยการนับจํานวน
ตัวหนอนผ้ึง ที่เปนโรคชอลคบรูดเปรียบเทียบกับปรมิาณตัวหนอนผึ้งทั้งหมด (ตัวหนอนที่ปดฝา
รวงและไมปดฝารวง) ซ่ึงการนับจํานวนตวัหนอนที่เปนโรคชอลคบรูด เลือกนับจากคอนผึ้งบริเวณ
ที่มีตัวหนอน โดยทําการนับในพื้นที ่20x20 เซนติเมตรตอคอนผึ้ง 1 ดาน และนับจากคอนผึ้ง 2 คอน
ตอรังผ้ึง 1 รัง นับจากรังผ้ึงทกุรัง สัปดาหละ 1 คร้ังเปนเวลา 6 สัปดาห 
 
กรรมวิธีท่ี 3 

 เปล่ียนรังผ้ึงที่ผานการทําความสะอาดแลว เปล่ียนรวงผึง้ใหม เปล่ียนสถานที่ตั้งรังผ้ึงจาก
สถานีวิจยัและศูนยฝกอบรมการเกษตรแมเหียะ ไปยังลานเลี้ยงผ้ึงหวยแกว ภาควิชากีฏวิทยา คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม และตั้งรังผ้ึงไวในที่ที่มีแสงแดดสองถึงรังประมาณ 4-6 ช่ัวโมง
ตอวัน วดัผลการทดลองดวยการนับจํานวนตวัหนอนผึ้ง ที่เปนโรคชอลคบรูดเปรียบเทียบกับ
ปริมาณตัวหนอนผ้ึงทั้งหมด (ตัวหนอนทีป่ดฝารวงและไมปดฝารวง) ซ่ึงการนับจํานวนตวัหนอนที่
เปนโรคชอลคบรูด เลือกนับจากคอนผึง้บริเวณที่มีตวัหนอน โดยทําการนับในพื้นที่ 20x20 
เซนติเมตรตอคอนผึ้ง 1 ดาน และนับจากคอนผึ้ง 2 คอนตอรังผ้ึง 1 รัง นับจากรังผ้ึงทกุรัง สัปดาหละ 
1 คร้ังเปนเวลา 6 สัปดาห 

นําขอมูลที่ไดจากการทดลองในแตละกรรมวิธีไปวิเคราะหผลทางสถิติ ดวยวิธี Least 
Significant Difference (LSD) 
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ภาพที่ 6  ลานเลี้ยงผ้ึง สถานีวิจัยและศนูยฝกอบรมการเกษตรแมเหียะ 
 

 
 

ภาพที่ 7  ลานเลี้ยงผ้ึงหวยแกว ภาควิชากีฏวทิยา คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
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3.4 การศึกษาลักษณะและการเจริญของเชื้อรา Ascosphaera apis เชื้อสาเหตุของโรคชอลคบรูดใน
ผึ้งพนัธุ 

 
เก็บตัวอยางตวัหนอนผึง้ท่ีเปนโรคชอลคบรูด 
 ตัวอยางหนอนผึ้งที่เปนโรคชอลคบรูดเก็บจากรังผ้ึงที่มีผ้ึงเปนโรคชอลคบรูด โดยตวัหนอน
ที่เปนโรคจะถกูเก็บจากหลอดรวงบริเวณคอนผึ้งที่มีตัวหนอนผ้ึง พื้นรัง หนารัง และบนพืน้ดิน 
บริเวณหนารังผ้ึงที่เปนโรคชอลคบรูด 

 
การเพาะเลี้ยงเชื้อราสาเหตุของโรคชอลคบรูดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

การเลี้ยงเชื้อราสาเหตุของโรคชอลคบรูด ทําโดยการนําตัวอยางตัวหนอนที่เปนโรคชอลค 
บรูดวางเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด PDA เมื่อเชื้อราจากตัวหนอนบนอาหารเลี้ยงเชื้อเจริญแลว จึง
นําเชื้อที่ไดมาแยกเชื้อหลายครั้งเพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ (subculture) แลวนําเชื้อบริสุทธิ์ที่ไดไป
เพาะเลี้ยงเพื่อศึกษาลักษณะของเชื้อ และการเจริญเติบโตของเชื้อภายในหองปฏิบัติการ โดยมีการวดั
ขนาดของเสนผานศูนยกลางของเชื้อที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยจะทําการวัดทกุวนัจนกวาเชื้อจะ
เจริญจนเต็มอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
การศึกษาลักษณะรูปรางของเชื้อราสาเหตุของโรคชอลคบรูดดวยกลอง Scanning Electron 
Microscope (SEM) 
 การศึกษาลักษณะของเชื้อดวยกลอง SEM โดยใชตวัอยางเชื้อราที่เล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิด PDA มาเตรียมตัวอยางโดยมีขั้นตอนดังนี ้
 
1. ขั้นตอนการ Fixation ตัวอยางดวย 5% Glutaradehyde (GA) 

เล้ียงเชื้อชอลคบรูดบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด PDA ใหมีอายุ 15 วัน แลวนําตัวอยางเชื้อที่
เพาะเลี้ยงไวมาตัดใหมีขนาด 0.5x0.5 เซนติเมตร แลวนําไปใสลงในขวดแกวขนาดเล็ก หลังจากนัน้
จึงเติม 5% GA ลงไปใหทวมตัวอยาง แลวนําไปไวในเครื่อง Vacuum เปนเวลา 30 นาที เพื่อให
ตัวอยางจมลงในสาร GA แลวนําตวัอยางไปแชในตูเยน็เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมงเพื่อ fixed ตัวอยาง 
หลังจากนัน้จึงนําตัวอยางมาลางดวย Phosphorus oxide buffer 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาที 
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2. ขั้นตอนการทํา Post Fixation ดวยสาร Osmium tetroxide 
ใสสาร Osmium tetroxide พอใหทวมตัวอยาง เมื่อทํา post fixation แลวนํามาแชในน้าํแข็ง 

1.5 –2 ชั่วโมง โดยใหสังเกตจากสีของตัวอยาง ใหรอจนกระทั่งตวัอยางเปลี่ยนเปนสีดํา แลวจึงนาํ
ตัวอยางมาลางดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง ๆ ละ 10 นาที 

 
3. ขั้นตอนการทํา Dehydration  

โดยนําตวัอยางมา dehydrate ดวย Ethanol series 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, และ 
100%  คร้ังละ 15 นาที แลวใส Amylacetate ใหทวมตัวอยางและแชตัวอยางไวประมาณ 7 นาที 
เพื่อใหตวัอยางแข็งตัวเร็วขึน้นําตัวอยางไปทําใหแหงดวยเครื่อง Critical Point Dryer (CPD) นํา
ตัวอยางเขาไปในเครื่อง CPD แลวทิ้งไวประมาณ 2 ช่ัวโมง หลังจากนัน้จึงทําการ Coat ทอง 2 คร้ังๆ 
ละ 10 นาที แลวจึงนําตวัอยางไปศึกษาดวยกลอง SEM   
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