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บทที่ 2

  วสัดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

1.  ตัวอยางดิน
เกบ็ตัวอยางดินจากพืน้ทีแ่ปลงปลูกถั่วลิสงและถั่วหรั่ง ทัง้หมด 7 อํ าเภอ 5 จังหวัด จํ านวน

ทัง้สิ้น 23 แปลง

2.  ตัวอยางวัสดุทดลอง
เมล็ดขาวฟาง (sorghum)
กากใยปาลม (mesocarp fiber of oil palm) (จากบรษิัทนํ้ ามันพืชบริสุทธิ์ จํ ากัด)

3.  สารเคมี
MgSO4.7H2O
K2HPO4

KCl
NH4NO3

glucose
chloramphenicol
Terrachlor 75 เปอรเซ็นต WP
rose bengal
captan
mannitol
NaCl
yeast extract
congo red
(NH4)2SO4

CaCl2
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carboxy methyl cellulose (CMC-Na)
agar
H2SO4

NaOH
สารฆาเชื้อรา iprodione
สารชีวภัณฑเชื้อรา Trichoderma harzianum ทีม่ีขายทั่วไป

4.  อาหารเลี้ยงเชื้อเตรียมเองตามสูตร (ภาคผนวก ก) ไดแก
Trichoderma selective media (TSM)
potato dextrose agar (PDA)
water agar (WA)
yeast manitol agar (YMA)
yeast manitol broth (YMB)
อาหารเหลวสํ าหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรียเพื่อทดสอบการหาปริมาณเอนไซมเซลลูเลส

5.  สารละลายเตรียมเองตามสูตร (ภาคผนวก ข) ไดแก
สารผสมเรงปฏิกิริยา (catalyst mixture)
อินดิเคเตอรผสม (mixed indicator)
สารละลายกรดบอริกผสมอินดิเคเตอร

อุปกรณ

หลอดยอยตัวอยาง (digestion tube) ขนาด 100 มิลลิลิตร
ไมโครปเปตต (micro pipette) ขนาด 100 และ 1,000 ไมโครลิตร
จานเลี้ยงเชื้อ ( petri dish ) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร
บิวเรต (buret) ขนาด 50 มิลลิลิตร
ดีสเปนเซอร (dispenser) ขนาด 5 มิลลิลิตร
ขวดรูปชมพู (Erlenmayer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร
กระบอกตวง (measuring cylinder) ขนาด 10 และ 50 มิลลิลิตร
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หมอนึ่งความดัน (autoclave)
ตูอบเครื่องแกว (hot air oven)
ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow cabinet)
กลองจุลทรรศนแบบ compound
เครือ่งชั่งไฟฟาอยางละเอียด (analytical balance)
เครือ่งวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter)
เครื่องเขยาสารเคมี (table rotary shaker)
เครือ่งหมุนเหวี่ยง (centrifuge)
เครื่องบดชิ้นสวนพืช
เครื่องกลั่นไนโตรเจน (nitrogen distillation apparatus)
เตายอยตัวอยาง (digestion block)
เครื่องแกว และอุปกรณอ่ืน ๆ ทีจ่ํ าเปน

วธิีการ

1.  การเกบ็ตัวอยางดิน และ การแยกเชื้อราปฏิปกษ Trichoderma spp. จากดินตัวอยาง
เกบ็ตัวอยางดนิจากทั้งหมด 7 อํ าเภอ 5 จังหวัด จํ านวนทั้งสิ้น 23 แปลง คือ

- อํ าเภอรัตภูมิ จ. สงขลา จากพืน้ทีป่ลูกถั่วหรั่ง 8 แปลง
- อํ าเภอหาดใหญ จ. สงขลา จากพืน้ทีป่ลูกถั่วหรั่ง  2 แปลง และถัว่ลสิง 2 แปลง
- อํ าเภอจะนะ จ. สงขลา จากพืน้ทีป่ลูกถั่วลิสง 1 แปลง
- อํ าเภอกงหรา จ. พัทลุง จากพืน้ทีป่ลูกถั่วลิสง 1 แปลง
- อํ าเภอทุงสง จ. นครศรีธรรมราช จากพืน้ทีป่ลูกถั่วลิสง 1  แปลง
- อํ าเภอยะหา จ. ยะลา จากพืน้ทีป่ลูกถั่วหรั่ง 4 แปลง และถัว่ลิสง 2 แปลง
- อํ าเภอรือเสาะ จ. นราธิวาส จากพืน้ทีป่ลูกถั่วหรั่ง 1 แปลง และถัว่ลสิง 1 แปลง

ทํ าการเก็บดินจากแปลงปลูกถั่วลิสงหรือถั่วหรั่ง โดยใชพลั่วขนาดเล็กตักดินบริเวณใต  
ทรงพุมของถั่วในแปลงขนาดประมาณ 30 x 30 เมตร จ ํานวน 5 จุด โดยเดินสุมเก็บตัวอยางดินใน
ลักษณะเสนทแยงมุม เก็บใสถุงพลาสติกถุงละประมาณ 500 กรัม/จุด (ภาพที่ 2) รัดปากถุงดวย
ยางเสน แลวนํ ากลับหองปฏิบัติการเพื่อแยกเชื้อราปฏิปกษตอไป
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30 เมตร

             
   30 เมตร

ภาพที่ 2  แผนผงัการเดินสุมเก็บตัวอยางดิน

น ําตวัอยางดินที่เก็บมาทั้งสิ้น 23 แปลง แปลงละ 5 จุด รวม 115 ตัวอยาง มาทํ าการแยก
เชื้อราปฏิปกษจากดินตัวอยางแตละจุด โดยวิธี soil plate technique (Elad and Chet, 1983) จุด
ละ 2 ซํ้ า แตละซํ้ าใชตัวอยางดิน 0.2 กรัม นํ ามาใสในจานเลี้ยงเชื้อ แลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อรา
ปฏิปกษ TSM ลงในจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร เขยาบนพืน้เรียบเพื่อใหดินกระจายทั่วทั้ง
อาหาร ต้ังบมไวในที่มืดที่อุณหภูมิหอง (26-32 องศาเซลเซียส) นาน 7 วนั ใชเข็มเขี่ยแยกเอา
เฉพาะกลุม (colony) เดี่ยว ๆ ของเชื้อรา Trichoderma sp. ลงเล้ียงใน PDA slant เพือ่เก็บเปนเชื้อ
บริสุทธิ์ไวทํ าการศึกษาในขั้นตอไป

2.  การแยกเชื้อราสาเหตุ และการพสิจูนการเกิดโรคใบไหมของถั่วหรั่ง
เก็บรวบรวมตนถั่วหรั่งที่แสดงอาการของโรคใบไหมจากศูนยวิจัยพืชไรสงขลา แลวนํ ามา

ลางเศษดนิบนตัวอยางใบพืชออกใหสะอาดโดยผานนํ้ าไหล 3 นาที  แลวตดัชิน้เนื้อเยื่อออกเปนชิ้น
เล็ก ๆ ขนาดประมาณ 5 x 5 มลิลิเมตร นํ าไปแชใน chlorox 10 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที แลวนํ าไป
ลางในนํ ้ากลัน่ฆาเชื้อ ซับใหแหง แลววางบนจานที่มีอาหารวุน WA บมไวที่อุณหภูมิหอง (26-32
องศาเซลเซียส) นาน 3 - 4 วนั หลงัจากนัน้ตัดปลายเสนใย (hyphal tip) นํ าไปวางบนอาหาร PDA 
ในจานเลี้ยงเชื้ออีกครั้งเพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ แลวนํ าเชื้อราสาเหตุที่แยกไดไปตรวจสอบลักษณะ
โครงสรางตาง ๆ ดวยกลองจุลทรรศนแบบ compound เพื่อยืนยันวาเปนเชื้อรา R. solani หลังจาก
นัน้ท ําการพสูิจนการเกิดโรคโดยเลี้ยงเสนใยเชื้อรา R. solani บนเมลด็ขาวฟางที่ผานการอบฆาเชื้อ
นาน 7 วนั  โดยใสเมลด็ขาวฟางที่มีเชื้อราเจริญอยูประมาณ 10 กรัม ลงบนโคนกานของตนถั่วหรั่ง
อายุ 45 วันที่ปลูกในเรือนทดลองของคณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร    
หลงัจากนั้นสังเกตและบันทึกผลการเกิดโรคทกุวนัเปนเวลา 7 วนั โดยตรวจสอบการเจริญของเสน
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ใยเชื้อราและลักษณะการเกิดโรคบริเวณโคนกานและอาการเหี่ยวที่ใบของตนถั่วหรั่ง และเมื่อเกิด
โรคแลวทํ าการแยกเชื้ออีกครั้ง

3.  การคัดเลือกเชื้อราปฏิปกษ Trichoderma sp.
    3.1  การคัดเลือกโดยวิธี dual culture technique

คัดเลือกสายพันธุเชื้อราปฏิปกษ Trichoderma spp. ทีแ่ยกไดจากดินในแปลงซึ่งตรวจพบ
เชื้อราปฏิปกษ Trichoderma spp. มากกวา 25 สายพันธุ โดยการทดสอบความสามารถในการ
แขงขันและยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อราสาเหตุ R. solani โดยวิธี dual culture technique 
ท ําการทดสอบโดยเลี้ยงเชื้อรา Trichoderma spp. และ R. solani บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่
มขีนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร แลวใช cork borrer ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 
มลิลิเมตร เจาะชิ้นอาหารวุนบริเวณขอบโคโลนีทีม่เีสนใยของเชื้อราเจริญอยู วางชิ้นวุนที่มีเสนใย
เชื้อราแตละชนิดในทิศตรงกันขาม และใหหางจากขอบของจานอาหารเลี้ยงเชื้อขางละ 1 
เซนติเมตร บมไวที่อุณหภูมิหอง (26-32 องศาเซลเซียส) นาน 5-7 วัน สังเกตและบันทึกปฏิกิริยา
ตามมาตรฐานของ Bell และคณะ (1982) ซึ่งแบงปฏิกิริยาออกได 5 ลักษณะ ดังนี้

1.  เสนใยของเชื้อราปฏิปกษเจริญครอบคลุมและยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโดย
สมบูรณ

2.  เสนใยของเชื้อราปฏิปกษเจริญครอบคลุมและยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ 2 ใน 3
3.  เสนใยของเชือ้ราปฏิปกษและเชื้อราสาเหตุสามารถเจริญมาชนกันได ระยะทาง 1 ใน 2
4.  เสนใยของเชื้อราสาเหตุเจริญครอบคลุมและยับยั้งการเจริญของเชื้อราปฏิปกษ 2 ใน 3
5. เสนใยของเชื้อราสาเหตุเจริญครอบคลุมและยับยั้งการเจริญของเชื้อราปฏิปกษโดย

สมบูรณ
ท ําการคัดเลือกเชื้อราปฏิปกษเฉพาะสายพันธุที่มีปฏิกิริยาแบบที่ 1 เพื่อการทดสอบในขั้น

ตอนตอไป
3.2 การทดสอบความสามารถของเชื้อรา Trichoderma spp. ในการพันรัด (coiling)

เชื้อรา R. solani
น ําเชื้อรา Trichoderma spp. ทีผ่านการคัดเลือก จากขอ 3.1 มาทํ าการทดสอบความ

สามารถในการพันรัดเชื้อรา R. solani  โดยเลี้ยงเชื้อ Trichoderma spp. และ R. solani  แบบ
dual culture technique แบบเดียวกับขอ 3.1  เมือ่เชือ้ราทั้งสองชนิดเจริญมาชนกัน สังเกตดูการ
เปนปฏิปกษโดยการพันรัดของเสนใยเชื้อราทัง้สองชนิด โดยใชเข็มเขี่ยเชื้อสุมตัดชิ้นวุนตรงบริเวณ
ที่มีปลายของเสนใยของเชื้อราทั้งสองชนิดเจริญมาชนกันใหมีขนาดประมาณ 1x1 มิลลิเมตร 
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จ ํานวน 2 จุด นํ าชิ้นวุนแตละจุดไปวางลงบนแผนสไลดที่มีหยดของ lactophenol แลวปดทับดวย 
cover slip หลงัจากนัน้น ําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนแบบ compound ที่กํ าลังขยาย 400 เทา 
เพือ่คัดเลือกใหไดสายพันธุเชื้อรา Trichoderma spp. ทีม่คีวามสามารถในการพันรัด (coiling) 
เสนใยของเชื้อราสาเหตุ R. solani และน ําสายพนัธุที่มีความสามารถดังกลาวไปทดสอบโดยวิธี
การในขอ 3.3
   3.3  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส (cellulase) ดวยวิธี Congo
         red agar

นํ าเชื้อราปฏิปกษที่ผานการคัดเลือกจากขอ 3.2 มาคัดเลือกสายพันธุเชื้อราปฏิปกษ 
Trichoderma spp. ทีม่คีวามสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส (cellulase) และเปรียบเทียบ
กับเชื้อรา A. flavus และ A. niger โดยเลี้ยงเชื้อราดังกลาวในอาหารเหลวสํ าหรับเลี้ยงจุลินทรีย 
(Carder, 1986) เปนเวลา 72 ชั่วโมง ปนแยกเซลลทิ้งไป สวนใสเก็บไวทดสอบ เตรียมอาหารวุน 
โดยใช carboxy methyl cellulose (CMC–Na) 0.1 เปอรเซ็นต (นํ้ าหนัก/ปริมาตร) ผสมกับวุน 2 
เปอรเซน็ต (นํ ้าหนัก/ปริมาตร) เทบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อวุนแข็งตัว เจาะรูตรงกลางขนาดเสน
ผานศนูยกลาง 5 มิลลิเมตร นํ าสวนใสดังกลาวปริมาตร 50 ไมโครลิตร หยอดลงในรูที่เจาะ บมไวที่
อุณหภมู ิ25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวเติมสารละลาย congo red 0.1 เปอรเซ็นต 
ลงจนทวมวุน ทิง้ไว 30 นาที เทสีออกแลวลางดวยนํ้ ากลั่น หลังจากนั้นเติมสารละลาย NaCl 1    
โมลาร ลางวุนนาน 5 นาที แลวลางดวยนํ้ ากลั่น ทํ าซํ้ า 2 คร้ัง ในกรณีที่มีเอนไซมเซลลูเลส 
(cellulase) เอนไซมจะยอย CMC–Na ทํ าใหเห็นเปนวงใสรอบรูที่เจาะในขณะที่สวนของวุนที่ 
CMC–Na ไมถูกยอยจะติดสีแดงของ congo red   บันทึกและหาคาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลาง
ของวงใส (วไิลวรรณ โชติเกียรติ และ อมรรัตน พงศดารา, 2533) แลวนํ าไปวิเคราะหขอมูลทาง
สถิติ
   3.4  การจ ําแนกและตรวจสอบชนิดของเชื้อรา Trichoderma sp. ทีผ่านการคัดเลือก

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา เพือ่จํ าแนกชนิดของเชื้อรา Trichoderma sp. สายพันธุ
ที่ผานการคัดเลือกในขอ 3.3 โดยเลีย้งในอาหาร PDA และทํ าการบมเชื้อที่อุณหภูมิหอง (26-32       
องศาเซลเซียส) นาน 5 วนั แลวนํ ามาตรวจสอบลักษณะของกานชูสปอร (conidiophore) บันทึก
ขนาดและรูปรางของ phialide, phialospore  และ chlamydospore เปรียบเทียบกับ Rifai (1969)
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4.  การทดสอบประสิทธิภาพของมวลชีวภาพของเชื้อรา Trichoderma sp. ในการควบคุม
    โรคใบไหมของถั่วหรั่ง
     4.1  การเตรียมเชื้อราสาเหตุ R. solani

เตรียมโดยเลี้ยงเชื้อราสาเหตุ R. solani  ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บมไวที่อุณหภูมิหอง  
(26-32 องศาเซลเซียส) นาน 5-7 วัน แลวตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยของเชื้อเจริญอยูดวย cork borrer ที่มี
ขนาดเสนผานศนูยกลาง 5 มิลลิเมตร ลงเลี้ยงในเมล็ดขาวฟางที่ผานการตมและนึ่งฆาเชื้อจุลินทรีย
ปนเปอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที แลวบมไวที่
อุณหภูมิ 26-32 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน
     4.2  การเตรยีมมวลชีวภาพของเชื้อราปฏิปกษ Trichoderma sp. ในรูปแบบตาง ๆ

โดยเลี้ยงเชื้อรา Trichoderma sp. สายพนัธุทีไ่ดจากการคัดเลือกขางตน นํ ามาเลี้ยงใน
จานเลีย้งเชื้อที่มีอาหาร PDA บมไวที่อุณหภูมิหอง (26-32 องศาเซลเซียส) นาน 5-7 วัน แลวตัดชิ้น
วุนทีม่เีสนใยของเชื้อเจริญอยูดวย cork borrer ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร ลงเลี้ยง
ในวสัดุอาหาร (ภาพที่ 3) ในรูปแบบตาง ๆ ดังตอไปนี้
           4.2.1  ขาวฟางผสมโดโลไมท

นํ าเมล็ดขาวฟางไปตมและนึ่งฆาเชื้อจุลินทรียปนเปอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที เขีย่ชิน้วุนที่มีเสนใยของเชื้อราปฏิปกษลงเลี้ยงใน
เมล็ดขาวฟาง บมไวที่อุณหภูมิ 26-32 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั แลวผสมกับปูนโดโลไมท (325 
mesh, pH 8.2) ในอัตราสวน 2 : 1 โดยนํ ้าหนกั ปนผสมดวยเครื่องปน นาน 3-5 นาที นํ ามารอนให
ไดสวนที่เปนผงโดยใชตะแกรง ซึง่มชีองขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 มิลลิเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ
หอง (26-32 องศาเซลเซียส)
           4.2.2  กากใยปาลมบดผสมโดโลไมท

นํ ากากใยปาลมที่ผานการอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง ไปบดดวย
เครือ่งบดชิน้สวนพืชซึ่งสามารถผานตะแกรง 40 mesh เติมนํ้ าโดยมีอัตราสวนของกากใยปาลม
และนํ้ า 2 : 1 (นํ ้าหนัก/ปริมาตร) น ําไปนึง่ฆาเชื้อจุลินทรียปนเปอน ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที เขีย่ชิน้วุนที่มีเสนใยของเชื้อราปฏิปกษลงเลี้ยงในกาก
ใยปาลมบดนาน 10 วนั แลวผสมกับปูนโดโลไมท (325 mesh, pH 8.2) ในอัตราสวน 2 : 1 โดยนํ้ า
หนกั ปนผสมดวยเครื่องปนนาน 3-5 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิหอง (26-32 องศาเซลเซียส)
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4.2.3 เมล็ดขาวฟาง
 นํ าเมล็ดขาวฟางไปตมและนึ่งฆาเชื้อจุลินทรียปนเปอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที เขีย่ชิน้วุนที่มีเสนใยของเชื้อราปฏิปกษลงเลี้ยงใน
เมล็ดขาวฟาง บมไวที่อุณหภูมิหอง (26-32 องศาเซลเซียส) นาน 7 วัน
           4.2.4  กากใยปาลมบด

นํ ากากใยปาลมที่ผานการอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง บดดวย
เครือ่งบดชิน้สวนพืชซึ่งสามารถผานตะแกรง 40 mesh เติมนํ้ าโดยมีอัตราสวนของกากใยปาลม
และนํ้ า 2 : 1 (นํ ้าหนกั/ปริมาตร) นึ่งฆาเชื้อจุลินทรียปนเปอน ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที  เขีย่ชิน้วุนทีม่ีเสนใยของเชื้อราปฏิปกษลงเลี้ยงในกากใย
ปาลมบด บมที่อุณหภูมิหอง (26-32 องศาเซลเซียส) นาน 10 วัน
    4.3  การเตรียมเชื้อ Rhizobium sp. เพือ่ใชคลุกเมล็ดถั่วหรั่ง

โดยเลี้ยงเชื้อ Rhizobium sp. สายพันธุ NC-92 (กรมวิชาการเกษตร ติดตอสวนตัว) ที่
บริสุทธิ์ ลงในอาหาร YMB ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ใหมีปริมาตรขวดละ 100 
มิลลิลิตร และผานการนึ่งฆาเชื้อจุลินทรียปนเปอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน        
15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 20 นาท ีแลวนํ าไปวางบนเครื่องเขยา (shaker) ที่ความเร็วรอบประมาณ 
150 รอบ/นาที ทีอุ่ณหภูมิ 26-32 องศาเซลเซียส นาน 7-10 วัน จนกระทั่งปริมาณเชื้อไรโซเบียม
มากกวา 109 cfu/มลิลิลิตร และกอนนํ าไปคลุกกับเมล็ดถั่วหรั่งเพื่อเตรียมปลูก นํ าอาหารดังกลาว
ไปตรวจนับปริมาณเชือ้ โดยวิธี dilution plate technique (ภาคผนวก ค )
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ภาพที่ 3  วสัดุซึง่นํ ามาใชในการผลิตมวลชีวภาพ
ก เมล็ดขาวฟาง

   ข กากใยปาลมบด
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   4.4  การทดสอบประสิทธิภาพของมวลชีวภาพเชื้อราปฏิปกษ T. harzianum สายพันธุ
         ThB-I-54 เพื่อควบคุมโรคใบไหมของถั่วหรั่ง ในสภาพเรือนทดลอง
        4.4.1  การทดสอบเพื่อคัดเลือกกรรมวิธีที่เหมาะสมเบื้องตน

ทํ าการทดสอบเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อราสาเหตุของโรคใบไหม
ของถั่วหรั่งโดยมวลชีวภาพเชื้อราปฏิปกษโดยทํ าการปลกูถั่วหรั่งในถุงเพาะชํ าซึ่งบรรจุดินผสม ถุง
ละ 1 เมล็ด ในเรือนทดลอง เมือ่ตนถั่วหรั่งมีอายุ 45 วัน จึงใสมวลชีวภาพเชื้อราปฏิปกษในรูปแบบ
ตาง ๆ โดยวางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (completely randomized design) จัดทรีต
เมนทแบบแฟกทอเรียล (factorial) ม ี 2 ปจจัยการทดลอง ปจจัยแรก คือ รูปแบบของมวลชีวภาพ 
และปจจยัที่สอง คือ เวลาในการใสเชื้อราสาเหตุ รวมทั้งสิ้น 14 กรรมวิธี ทํ า 3 ซํ้ าการทดลอง ปจจัย
แรกมี 8 กรรมวิธี คือ

1. มวลชวีภาพเมล็ดขาวฟาง
2. มวลชีวภาพกากใยปาลมบด
3.   ชวีภณัฑเชื้อราไตรโคเดอรมาที่มีขายตามทองตลาด
4.   มวลชวีภาพขาวฟางผสมโดโลไมท

 5.   สารฆาเชื้อรา iprodione
6.   ชดุควบคุม (ปลูกเชื้อรา R. solani อยางเดียว)

โดยกรรมวิธีที่ 1 - 4 ก ําหนดใหมีลักษณะเวลาในการปลูกเชื้อสาเหตุ 3 ลักษณะ ดังนี้คือ
1. ปลูกเชื้อรา R. solani กอน 2 วันแลวตามดวยมวลชีวภาพเชื้อราปฏิปกษ
2. ปลูกเชื้อรา R. solani พรอมกับมวลชีวภาพเชื้อราปฏิปกษ
3. ปลูกมวลชวีภาพเชื้อราปฏิปกษกอน 2 วันแลวตามดวยเชื้อรา R. solani

กรรมวิธีที่ 5 ก ําหนดใหมีลักษณะการปลูกเชื้อสาเหตุโดยปลูกเชื้อรา R. solani กอน 2 วัน
การปลูกเชือ้ราสาเหตุ และมวลชีวภาพเชื้อราปฏิปกษ อยางละ 5 กรัมตอกระถาง โดย

หวานเชื้อราบริเวณโคนกานของตนถั่วหรั่ง ในระหวางการทดลองมีการใหนํ้ าแบบพนฝอยวนัละ 3 
คร้ัง (เชา เที่ยง เย็น) และคลุมดวยตาขายพรางแสง 50 เปอรเซ็นต เพือ่รักษาระดับความชื้นซึ่งเปน
การสงเสริมการเจริญของเชื้อราทั้ง 2 ชนิด สังเกตและบันทึกผลการทดลองเปนเวลา 7 วัน การ
ตรวจผลการควบคุมโรค กระทํ าโดยนบัจ ํานวนกานใบของตนถั่วที่แสดงอาการของโรคใบไหมที่ถูก
เชื้อรา R. solani  เขาทํ าลาย  แลวน ําไปวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  เพือ่คัดเลือกกรรมวิธีที่มีประสิทธิ
ภาพไปใชในการทดลองในขั้นตอไป
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          4.4.2  การทดสอบประสิทธิภาพของมวลชีวภาพรวมกับเชื้อ Rhizobium sp.
คัดเลือกกรรมวิธีการควบคุมโรคใบไหมดวยเชื้อราปฏิปกษจากขั้นตอน 4.3.1 ที่มี        

ประสิทธิภาพดี น ํามาทํ าการทดลองเพื่อตรวจสอบผลของการใชเชื้อราปฏิปกษตอการสรางปมของ
ถัว่หรั่ง และผลของเชื้อราปฏิปกษรวมกับเชื้อ Rhizobium sp. ในการควบคุมโรค  ท ําการทดลอง
โดยปลูกเมล็ดถัว่หรัง่ในถุงเพาะชํ า ซึง่บรรจุดิน ทราย และขุยมะพราว ในอัตราสวน 4:2:1 โดย
ปริมาตร ทํ าการวิเคราะหสมบัติทางเคมี ทางกายภาพ และปริมาณเชื้อ Rhizobium sp. ในดิน 
(ภาคผนวก ง ตารางที่ 1-1, 1-2, 1-5) และตรวจนับปริมาณเชื้อ Rhizobium sp. ทีเ่ตรียมคลุก
เมล็ดถั่วโดยวธิ ีdilution plate technique ในอาหาร YMA (ภาคผนวก ค) โดยวางแผนการทดลอง
แบบสุมอยางสมบูรณ จดัทรีตเมนทแบบแฟกทอเรียล การทดลองมี 2 ปจจัย ปจจัยแรก คือ การ
คลุกเมล็ดดวยเชื้อ Rhizobium sp. สายพันธุ NC-92 ปจจยัที่สอง คือ กรรมวิธีการควบคุม จํ านวน 
5 ซํ ้าการทดลอง เมื่อถั่วหรั่งอายุ 60 วัน ท ําการทดสอบโดยหวานเชื้อราสาเหตุ บริเวณโคนกานของ
ตนถั่วหรั่ง ในอัตรา 5 กรัม/กอ หลงัจากการปลูกเชือ้ราสาเหตุ R. solani 1 วัน ท ําการทดสอบการ
ควบคุมการเกิดโรคโดยใชกรรมวิธีตาง ๆ โดยปริมาณของมวลชีวภาพเชื้อราปฏิปกษ T. 
harzianum สายพันธุ ThB-I-54 ทีใ่ชทดสอบเทากับ 5 กรัม/ กอ ดังนี้

1. มวลชีวภาพกากใยปาลมบด + เชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92
2.  มวลชวีภาพกากใยปาลมบด
3. มวลชีวภาพกากใยปาลมบดผสมโดโลไมท + เชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92
4. มวลชีวภาพกากใยปาลมบดผสมโดโลไมท
5. มวลชีวภาพขาวฟางผสมโดโลไมท  + เชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92
6. มวลชีวภาพขาวฟางผสมโดโลไมท
7. ชวีภณัฑเชื้อราไตรโคเดอรมาที่มีขายทั่วไป +เชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92
8. ชวีภัณฑเชื้อราไตรโคเดอรมาที่มีขายทั่วไป
9. สารฆาเชื้อรา iprodione + เชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92
10. สารฆาเชื้อรา iprodione
11. ชุดควบคุม (เชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 อยางเดียว)
12. ชุดควบคุม (เชื้อรา R. solani อยางเดียว)

ในระหวางการทดลองมีการใหนํ้ าแบบพนฝอย เชา เที่ยง เย็น ของทุกวัน และคลุมดวยตา
ขายพรางแสง 50 เปอรเซ็นต บันทึกผลการสรางปมโดยการชั่งนํ้ าหนักและนับจํ านวนปม แลววัด
ความรุนแรงของการเกิดโรค โดยนบัจ ํานวนกานของตนถั่วหรั่งที่แสดงอาการใบไหม เมื่อเสร็จส้ิน
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การทดลองน ําตวัอยางไปวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด โดยวิธีการของจํ าเปน ออนทอง
(2544) (ภาคผนวก ข) แลวนํ าขอมูลไปวิเคราะหทางสถิติ
    4.5  การทดสอบประสิทธิภาพของมวลชีวภาพเชื้อราปฏิปกษ T. harzianum สายพันธุ

ThB-I-54 เพื่อควบคุมโรคใบไหมของถั่วหรั่ง ในสภาพแปลงทดลองขนาดเล็ก
คัดเลือกชุดทดลองที่มีประสิทธิภาพ จากขอ 4.3.2 ไปทํ าการทดสอบในสภาพแปลง

ทดลองขนาดเล็ก ณ ศูนยวิจัยพืชไรสงขลา อ.รัตภูมิ จ. สงขลา  เปนระยะเวลาทั้งสิ้น 4 เดือน ต้ังแต
เดอืนมกราคม - พฤษภาคม พ.ศ. 2545 ทํ าการวิเคราะหสมบัติทางเคมี ทางกายภาพ ของดิน 
ตรวจวัดอุณหภูมิ และเปอรเซ็นตความชื้นสมัพัทธ และตรวจนับปริมาณเชื้อ Rhizobium spp. ใน
ดิน (ภาคผนวก ง ตารางที่ 1-1, 1-2, 1-4, 1-5) และตรวจนับปริมาณเชื้อ Rhizobium spp. ที่
เตรียมคลุกเมล็ด โดยวธิ ีdilution plate technique ในอาหาร YMA (ภาคผนวก ค) เชนเดียวกับใน
สภาพเรือนทดลอง

วางแผนการทดลองแบบสุมในบล็อกสมบูรณ (randomized complete block design) 
จ ํานวน 3 ซํ้ า แตละซํ้ ามขีนาดพืน้ที่แปลงเทากับ 3.6 X 4.8  ตารางเมตร โดยท ําการปลูกพืชจํ านวน 
6 แถว ๆ ละ 8 ตน โดยมีระยะการปลูกระหวางตนและแถวเทากับ 60 X 60 เซนติเมตร เก็บขอมูล
ภายในพื้นที่ 2.4 X 3.6 ตารางเมตร เมือ่ถัว่หรั่งอายุ 20 วัน ใสปุยสูตร 16-20-0 อัตรา 30 กิโลกรัม
ตอไร แลวทํ าการพูนโคนโดยใชจอบ  เมื่อตนถัว่หรัง่อายุ 60 วัน จึงทดสอบการควบคุมโรค โดย
ปลูกเชื้อราสาเหตุ R. solani  ในอัตรา 20 กรัม/กอ บริเวณ   รอบ ๆ โคนตนถั่วหรั่ง หลังจากนั้น 2 
วัน ทํ าการควบคุมการเกิดโรคใบไหมโดยใสมวลชีวภาพของเชื้อราปฏิปกษนํ ้าหนัก 20 กรัม/กอ 
โดยมีชุดทดลองดงันี้

1. ไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 + เชื้อรา R. solani
2. มวลชีวภาพกากใยปาลมบด+ เชือ้รา R. solani
3. มวลชวีภาพกากใยปาลม+เชื้อไรโซเบียมสายพันธุ NC-92 +เชื้อรา R. solani
4. สารฆาเชื้อรา iprodione + เชื้อรา R. solani
5. ชุดควบคุม (ปลูกเชื้อรา R. solani อยางเดียว)
6. ชุดตรวจสอบ (เชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 อยางเดียว)
7. ชุดตรวจสอบ (พืชปกติ)

บันทกึผลการทดลองภายในระยะเวลา 30 วัน หลงัจากท ําการทดสอบเชื้อ ตรวจสอบผล
การควบคุมโรคใบไหมในแตละกอของตนถั่วหรั่งทกุวัน โดยวัดระดับการเกิดโรค ซึง่มเีกณฑการวัด
ระดับโรค (ภาพที่ 4) ดังนี้
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0 ไมเปนโรค
1 มกีานเปนโรค 1-20 เปอรเซ็นต
2 มกีานเปนโรค 21-40 เปอรเซ็นต
3 มกีานเปนโรค 41-60 เปอรเซ็นต
4 มกีานเปนโรค 61-80 เปอรเซ็นต
5 มกีานเปนโรค 81-100 เปอรเซ็นต

รวมทั้งเก็บผลผลิตเมื่อส้ินสุดการทดลอง และทํ าการวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนทั้ง
หมดในตน และในเมล็ด แลวนํ าขอมูลไปวิเคราะหทางสถิติ

5.  การตรวจนับจ ํานวนประชากรของมวลชีวภาพเชื้อราปฏิปกษภายใตการเก็บรักษาที่
     อุณหภูมิหอง (26-32 องศาเซลเซียส)

ตรวจนับจํ านวนประชากรของมวลชีวภาพของเชื้อราปฏิปกษที่ผลิตเพื่อเพิ่มปริมาณใน
วัสดุขาวฟางและกากใยปาลมบด ซึง่มกีารผสมโดโลไมททั้งที่ผานการอบและไมอบฆาเชื้อปนเปอน 
ตามกรรมวิธีการผลิตในขอ 4.2 โดยตรวจนับปริมาณเชื้อคร้ังแรกหลังจากการผลิต 1 เดือน และ
ตรวจนบัทกุเดือนเปนระยะเวลานาน 8 เดือน โดยวิธี dilution plate technique ในอาหาร PDA
(ภาคผนวก ค) บันทึกขอมูลและเปรียบเทียบจํ านวนประชากรของมวลชีวภาพที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิหอง (26-32 องศาเซลเซียส) ในแตละเดือน
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ภาพที่  4  เกณฑการวัดระดับการเกิดโรค (แปลงทดลอง)
ก ระดับ 0 ไมเปนโรค
ข ระดับ 1 มกีานเปนโรค 1-20 เปอรเซ็นต
ค ระดับ 2 มกีานเปนโรค 21-40 เปอรเซ็นต
ง ระดับ 3 มกีานเปนโรค 41-60 เปอรเซ็นต
จ ระดับ 4 มกีานเปนโรค 61-80 เปอรเซ็นต
ฉ ระดับ 5 มกีานเปนโรค 81-100 เปอรเซ็นต




