
บทท่ี 3
อุปกรณและวิธีการ

1. การแยกเชื้อราสาเหตุของโรค
       ศึกษาลักษณะอาการของแผลจากตัวอยางที่เก็บมาจาก ตําบลบอแกว อําเภอสะเมิง จังหวัด

เชียงใหม และบันทึกผลจากลักษณะอาการ ทําการแยกเชื้อโดยตรงจากสวนที่เปนโรคแอนแทรค
โนสและใบไหมโฟมอฟซิส โดยการตัดช้ินสวนของสตรอเบอรี่บริเวณรอยตอระหวางเนื้อเยื่อที่เปน
โรคและเนื้อเยื่อปกติขนาด 3x3 มิลลิเมตร ฆาเชื้อดวย 1% sodium hyprochloride นาน 3-5 นาที ลาง
ดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว ทิ้งใหแหง นํามาวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar
(PDA) บมไวที่อุณหภูมิหอง (25-28oC) เมื่อเชื้อเจริญจึงตัดปลายเสนใยไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
PDA เพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์

2. การแยกเชื้อราปฏิปกษจากใบสตรอเบอรี่
นําใบสตรอเบอรี่ที่เปนใบปกติแข็งแรงและสมบูรณ ไมมีรอยการเขาทําลายโดยศัตรูพืชจาก

อําเภอสะเมิง จังหวัดเชียงใหม และแปลงพืชสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม มาแช
ในน้ํากลั่นฆาเชื้อเปนเวลา 1 นาที เพื่อใหสปอรและเสนใยของเชื้อราชนิดตางๆ ที่อยูบนใบสตรอ
เบอรี่ตกลงในน้ํากลั่นที่แช เพื่อใชเปน spore suspension นํา spore suspension ที่ไดมา spread plate
บนอาหาร PDA ที่ผสมกับ rose bengal เพื่อปองกันแบคทีเรีย แลวนําจานอาหารไปบมเชื้อไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน เพื่อใหเชื้อราสรางสปอรและเสนใย เก็บเชื้อราทุกตัวท่ีเจริญลงบน
อาหาร PDA อีกครั้ง แลวเก็บไวทดสอบในขั้นตอนตอไป

3. การทดสอบคุณสมบัติการเปนปฏิปกษกับเชื้อรา Colletotrichum sp. และ Phomopsis obscurans
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสและใบไหมโฟมอฟซิสของสตรอเบอรี่

นําเชื้อราปฏิปกษที่แยกไดจากงานทดลองที่ 2 มาทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส และเชื้อราสาเหตุโรคใบไหมโฟมอพซิสของสตรอ
เบอรี่ โดยใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ที่ผานการฆาเชื้อแลว เจาะบริเวณ
รอบนอกโคโลนีของเชื้อราสาเหตุโรคทั้งสอง และของเชื้อราปฏิปกษที่แยกได แลวยายไปวางบน
อาหาร PDA ที่อยูในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยใชมีระยะหางกันประมาณ 4 เซนติเมตร แลวนําจาน
อาหารดังกลาวไปบมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง สังเกตการเจริญเติบโตของเชื้อราที่อยูในจานอาหารเปน
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ระยะเวลา 14 วัน แลวทําการจัดแบงกลุมของเชื้อราที่แยกไดตามปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นกับเชื้อราสาเหตุ
โรคทั้งสอง

                                         ชุดควบคุม                           ชุดทดสอบ

ภาพ 1 การทดสอบวิธี dual culture technique (biculture technique)
            P = เชื้อราสาเหตุโรค, A = เชื้อราปฏิปกษ

4. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราปฏิปกษท่ีแยกไดจากผิวใบสตรอเบอรี่กับเชื้อ
Colletotrichum sp. และ Phomopsis obscurans  ในหองปฏิบัติการ

คัดเลือกเชื้อราที่ไดทดสอบคุณสมบัติการเปนปฏิปกษที่มีคุณสมบัติดีที่สุดมา 2 กลุม คือ
เชื้อรากลุมที่ทําใหเกิด clear zone กับ Colletotrichum sp. และ Phomopsis obscurans และเชื้อรากลุม
ที่สามารถเจริญปกคลุมโคโลนีของ Colletotrichum sp. และ Phomopsis obscurans มาศึกษาตอดังนี้

4.1  ศึกษาผลกระทบของสาร antibiotic หรือ toxin ใน culture filtrate ของเชื้อราปฏิปกษ
ตอการงอกและสรางสปอรของเชื้อรา Colletotrichum sp. และ Phomopsis obscurans

4.1.1 ทดสอบประสิทธิภาพการงอกของเชื้อรา  Colletotrichum sp.  และ  Phomopsis
obscurans ใน culture filtrate ของเชื้อราปฏิปกษ โดยนําเชื้อราปฏิปกษที่เกิดปฏิกิริยา clear zone กับ
เชื้อรา Colletotrichum sp. และ Phomopsis obscurans มาเลี้ยงในอาหารเหลว (potato dextrose broth
: PDB) เปนเวลา 7 วัน หลังจากนั้นกรองเอาเสนใยและสปอรของเชื้อราปฏิปกษออกโดยใชกระดาษ
กรอง (Whatman No. 1) นับจํานวนสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคดวย haemacytometer ใชสปอรที่
ความเขมขน 106 สปอร/มิลลิลิตรปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มี  culture filtrate
ปริมาตร  5  มิลลิลิตร   โดยทําการทดลอง 3 ซํ้า แลวหาคาเฉลี่ย เปนเวลาทุกๆ 1, 3, 5 และ 7 วัน

4.1.2 ทดสอบประสิทธิภาพการสรางสปอรของเชื้อรา  Colletotrichum sp.  และ
Phomopsis obscurans ใน culture filtrate ของเชื้อราปฏิปกษ โดยนําเชื้อราปฏิปกษที่เกิดปฏิกิริยา
clear zone กับเชื้อรา Colletotrichum sp. และ Phomopsis obscurans มาเลี้ยงในอาหารเหลว (potato
dextrose broth : PDB) เปนเวลา 7 วัน หลังจากนั้นกรองเอาเสนใยและสปอรของเชื้อราปฏิปกษออก
โดยใชกระดาษกรอง (Whatman No.1) นับจํานวนสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคดวย haemacytometer

   P    P     4cm    A
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ใชสปอรที่ความเขมขน 106 สปอร/มิลลิลิตรปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มี  culture
filtrate  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร   โดยทําการทดลอง 3 ซํ้า แลวหาคาเฉลี่ย เปนเวลาทุกๆ 1, 3, 5 และ 7
วัน เพื่อคัดเลือกเชื้อราปฏิปกษที่มีความสามารถยับยั้งการงอกและสรางสปอรไดดีที่สุด เปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมที่ใสเฉพาะ spore suspension ของเชื้อรา Colletotrichum sp. และ Phomopsis
obscurans ในอาหารเหลว (PDB)

4.2 ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อของเชื้อราปฏิปกษเจริญคลมุโคโลนี
ของเชื้อรา Colletotrichum sp. และ Phomopsis obscurans

นําเชื้อราปฏิปกษที่แสดงปฏิกิริยาเจริญคลุมโคโลนีของเชื้อรา Colletotrichum sp. และ
Phomopsis obscurans มาเลี้ยงบนอาหาร PDA วัดอัตราการเจริญเติบโต โดยทําการวัดขนาดโคโลนี
ของเชื้อราทุกๆ 1, 3, 5, 7, 9 และ 14 วัน เพื่อคัดเลือกเชื้อราที่มีประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตดีที่
สุด

5. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราปฏิปกษท่ีแยกไดจากผิวใบพืชกับเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรค
โนสในสภาพโรงเรือน

5.1 ทดสอบประสิทธิภาพโดยทําการฉีดพน spore suspension ของเชื้อราปฏิปกษไอโซเลท
ตางๆ บนใบสตรอเบอรี่กอนทาํการฉีดพน spore suspension ของ Colletotrichum sp. เตรียม spore
suspension ของเชื้อราปฏิปกษ โดยใชเชื้อราปฏิปกษที่มีอายุ 14 วันจํานวน 1 plate/น้ํา 50 มิลลิลิตร
ฉีดพนบนใบสตรอเบอรี่ที่มีอายุ ประมาณ 60 วัน จากนั้นจึงฉีดพนดวย spore suspension ของเชื้อรา
Colletotrichum sp. ความเขมขน 106 สปอร/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตรตามลงไปหลังจากมีการ
ฉีดพน spore suspension ของเชื้อราปฏิปกษ แลวเปนเวลา 3, 5 และ 7 วัน ทําการบันทึกผลทุกๆ 7,
10 และ 14 วัน โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ฉีดพนเฉพาะเชื้อราปฏิปกษและ Colletotrichum sp.
เพียงอยางเดียว

5.2 ทดสอบประสิทธิภาพโดยทําการฉีดพน spore suspension ของเชื้อราปฏิปกษไอโซเลท
ตางๆ บนใบสตรอเบอรี่หลังทําการฉีดพน spore suspension ของ Colletotrichum sp. เตรียม spore
suspension ของ Colletotrichum sp. ที่ความเขมขน 106 สปอร/มิลลิลิตร ฉีดพนปริมาตร 50 มิลลิลิตร
บนใบสตรอเบอรี่ที่มีอายุ ประมาณ 60 วัน จากนั้นจึงฉีดพนดวย spore suspension ของเชื้อรา
ปฏิปกษ ปริมาตร 50 มิลลิลิตรตามลงไปหลังจากมีการฉีดพน spore suspension ของ Colletotrichum
sp. แลวเปนเวลา 3, 5 และ 7 วัน ทําการบันทึกผลทุกๆ 7, 10 และ 14 วัน โดยเปรียบเทียบกับชุดควบ
คุมที่ฉีดพนเฉพาะเชื้อราปฏิปกษและ Colletotrichum sp. เพียงอยางเดียว
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5.3 บันทึกผลและประเมินผล
ประเมินความเสียหายที่เกิดจากโรค โดยแบงออกเปน 2 คา คือ
1. การหาปริมาณของโรค (disease intensity) โดยการนับจํานวนใบที่เปนโรคตอตนแลว
    นํามาคํานวนเปอรเซ็นตการเกิดโรคจากจํานวนใบทั้งหมดในแตละกรรมวิธี
2. ประเมินพื้นที่ใบที่ถูกเชื้อสาเหตุโรคเขาทําลายตอตน คิดเปนเปอรเซ็นตพื้นที่ผิวใบที่ถูก
    เชื้อเขาทําลาย โดยแบงใบพืชออกเปน 10 สวน โดยแตละสวนมีระดับการเขาทําลายเปน
    10 เปอรเซ็นต (สืบศักดิ์, 2540)
3. ทําการวิเคราะหทางสถิติดวยโปรแกรม SXW (Statistic for Windows)

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d


