
 
 

บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

สถานท่ีและระยะเวลาการทําการทดลอง 
 ทําการทดลอง ณ หองปฏิบัติการเมล็ดพนัธุ ภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ 
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ระยะเวลาทดลองต้ังแตเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2553 ถึงเดือน
กุมภาพนัธุ พ.ศ. 2554 

 
อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
1. เมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว พันธุคนเหล็กซุปเปอร ไดมาจากบริษัทพืชพันธุตะวันเหนือ จํากัด 
2. น้ํามันหอมระเหยกานพลู โหระพา และสะระแหน จากบริษัทยูไนเต็ด เคมีคอล แอนด เทรดดิ้ง 
จํากัด 108/19 หมูท่ี 1 ถ.มหดิล ต.หนองหอย อ.เมือง จ.เชียงใหม เบอรโทร (053) 800659 
3. ไคโตซานชนิดเกล็ดผง จากหจก. นอรทเทอรนเคมิเคิล แอนด กลาสแวร 154/2 หมูท่ี 2  
ถ.ซุปเปอรไฮเวยเชียงใหม-ลําปาง ต.ชางเผือก อ.เมือง จงเชียงใหม เบอรโทร (053) 223866-7 
4. โซเดียมลิกโนซัลโฟเนท (Sodium-lignosulphonate ) 
5. กรดอะซิติก 
 
วิธีการทดลอง 
การทดลองท่ี 1 ประสิทธิภาพของน้าํมันหอมระเหยกานพลู โหระพา สะระแหน และแคปแทน 
ตอการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อราท่ีตดิมากับเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว 

การเคลือบเมล็ดพันธุขาวโพดเลี้ยงสัตวจํานวน 1 กิโลกรัม จะประกอบดวยน้ํามันหอม
ระเหยจากพืช 2 มิลลิลิตร และสารละลายไคโตซาน (Chitosan lignosulphonate polymer, CLP) 8 
มิลลิลิตรเปนวัสดุประสาน การเตรียม CLP เตรียมไดจากนําสารละลายไคโตซาน 3 เปอรเช็นต (ไค
โตซาน 3 กรัม ละลายใน 1 เปอรเซ็นต กรดอะซิติก 100 มิลลิลิตร) ผสมกับ 1 เปอรเซ็นต โซเดียมลิก
โนซัลโฟเนท (Sodium-lignosulphonate ) (Sodium-lignosulphonate 1 กรัม ละลายในนํ้า 100 
มิลลิลิตร) ในอัตราสวน 9:1 ทําการทดลองแบบ 15*4 Factorial in CRD ทวนซํ้า 4 ซํ้า ประกอบดวย 
2 ปจจัย คือ 



28 
 

ปจจัยท่ี 1 กรรมวิธีในการเคลือบเมล็ดพันธุ ไดแก 
กรรมวิธีท่ี 1. เมล็ดพันธุชุดควบคุมไมทําการเคลือบสารใด ๆ   
กรรมวิธีท่ี 2. เคลือบเมล็ดพันธุเฉพาะแคปแทน 3 กรัม 
กรรมวิธีท่ี 3. เคลือบเมล็ดพันธุเฉพาะ CLP 8 มล. 
กรรมวิธีท่ี 4. เคลือบเมล็ดพันธุเฉพาะนํ้ามันหอมระเหยกานพลู 2 มล. 
กรรมวิธีท่ี 5. เคลือบเมล็ดพันธุเฉพาะนํ้ามันหอมระเหยโหระพา 2 มล. 
กรรมวิธีท่ี 6. เคลือบเมล็ดพันธุเฉพาะนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 2 มล. 
กรรมวิธีท่ี 7. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 0.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยโหระพา 1.5 มล. (CO+BO; 1:3) 
กรรมวิธีท่ี 8. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 1.0 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยโหระพา 1.0 มล. (CO+BO; 1:1) 
กรรมวิธีท่ี 9. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 1.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยโหระพา 0.5 มล. (CO+BO; 3:1) 
กรรมวิธีท่ี 10. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 0.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 1.5 มล. (CO+PO; 1:3) 
กรรมวิธีท่ี 11. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 1.0 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 1.0 มล. (CO+PO; 1:1) 
กรรมวิธีท่ี 12. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 1.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 0.5 มล. (CO+PO; 3:1) 
กรรมวิธีท่ี 13. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยโหระพา 0.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 1.5 มล. (BO+PO; 1:3) 
กรรมวิธีท่ี 14. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยโหระพา 1.0 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 1.0 มล. (BO+PO; 1:1) 
กรรมวิธีท่ี 15. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยโหระพา 1.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 0.5 มล. (BO+PO; 3:1) 
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ปจจัยท่ี 2 ระยะเวลาในการเก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวภายหลังจากการเคลือบเมล็ด  
1. เก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีระยะเวลา 0 เดอืน 
2. เก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีระยะเวลา 2 เดอืน 
3. เก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีระยะเวลา 4 เดอืน 
4. เก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีระยะเวลา 6 เดอืน 
เก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวไวในถังพลาสติกสีดําท่ีอุณหภูมิหอง และนําเมล็ดพันธุ
ขาวโพดเล้ียงสัตวมาทดสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุในระหวางการเก็บรักษาดวยวิธีการตาง ๆ ดังนี้ 

 
1. การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามนัหอมระเหยจากพืชตอการปองกันกําจัดเชื้อรา 
1.1 ตรวจสอบชนิดและปริมาณเช้ือราท่ีติดมากับเมล็ด 
 1.1.1 โดยวิธีเพาะบนกระดาษช้ืน (Blotter method)  

นํากระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตรจํานวน 1 แผน
ประกบติดกับกระดาษเพาะท่ีตัดเปนวงกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตรจํานวน 3 แผน 
โดยใหกระดาษกรองวางอยูดานบน แลวนําไปจุมในนํ้ากล่ันฆาเช้ือใหชุม จากนั้นนํามาวางในจาน
อาหาร นําเมล็ดขาวโพดท่ีตองการทดสอบวางบนกระดาษช้ืน จํานวนจานละ 10 เมล็ด ทํา 4 ซํ้า ซํ้า
ละ 100 เมล็ด จากน้ันนําไปบมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เม่ือครบกําหนดนําไปตรวจหาเช้ือ
ราภายใตกลองจุลทรรศน นับจํานวนเมล็ดท่ีติดเช้ือรา (ISTA, 2006) และทําการคํานวณเปอรเซ็นต
การควบคุมเช้ือราจากสูตร 
 
เปอรเซ็นตการติดเช้ือรา = จํานวนเมล็ดท่ีมีการติดเช้ือ x 100 
         จํานวนเมล็ดท้ังหมด 
 
เปอรเซ็นตการยับยั้งเช้ือรา 
 = (เปอรเซ็นตการติดเช้ือราในชุดควบคุม – เปอรเซ็นตการติดเช้ือราในแตละกรรมวิธี) x 100 
                                  เปอรเซ็นตการติดเช้ือราในชุดควบคุม 
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2. การทดสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวภายหลังการเคลือบเมล็ด 
2.1 ทดสอบความงอก (Germination test)  

2.1.1 โดยวิธีเพาะบนกระดาษช้ืน (Between paper method)  
นํากระดาษเพาะจํานวน 3 แผนท่ีมีขนาดเทากันจุมน้ําใหเปยกชุม พับปลายกระดาษเพาะ

ข้ึนมาประมาณ 1 นิ้ว แลวดึงกระดาษเพาะแผนแรกลงมา วางเมล็ดขาวโพดจํานวน 50 เมล็ด ทํา 4 
ซํ้า ซํ้าละ 200 เมล็ด วางเมล็ดใหอยูหางกันพอประมาณ จากน้ันดึงกระดาษเพาะแผนแรกปดทับบน
เมล็ดแลวมวนกระดาษเพาะ นํามวนกระดาษใสในตะแกรงและนําไปเพาะไวในตูเพาะเมล็ด เม่ือ
ครบ 7 วัน นํามวนกระดาษเพาะมาเปดออก ตรวจนับจํานวนตนกลาปกติ (ISTA, 2006) 

 
2.2 ทดสอบความแข็งแรงของเมล็ดพันธุ (Seed vigor test) 

2.2.1 ตรวจวดัอัตราการเจริญเติบโตของตนกลา (Seedling growth rate test)  
สุมเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวขอแตละกรรมวิธีมาวางเรียงบนกระดาษ เชนเดียวกับการ

ทดสอบความงอก แตวิธีการเรียงเมล็ดบนกระดาษน้ีตองใชความประณีตมากกวาการทดสอบความ
งอก คือ จัดวางเมล็ดแถวละ 25 เมล็ด 2 แถว เปนแนวตามความยาวของกระดาษ ใหหางจากขอบ
ดานหนึ่งประมาณ 6 เซนติเมตร และ 13 เซนติเมตร การจัดเรียงเมล็ดพันธุบนกระดาษใหวางให
สวนปลายของรากออนอยูดานลางของกระดาษ เมล็ดพันธุท่ีจัดวางเรียบรอยแลว ตองปดทับดวย
กระดาษเพาะอีกช้ันหนึ่งแลวจึงมวน นํามวนกระดาษใสในตะแกรงและนําไปเพาะไวในตูเพาะเมล็ด 
ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ 80 เปอรเซ็นต โดยไมตองใหแสง เม่ือ
ครบกําหนด 7 วัน นําเมล็ดออกมานับความงอก และตัดเอาเฉพาะสวนของยอดและรากของตนกลา
ปกติบรรจุใสในถุงกระดาษ นําไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ช่ังหา
น้ําหนักแหงของยอดออนและรากออน แลวคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตของตนกลา (AOSA, 
2001)   
อัตราการเจริญเติบโตของตนกลา = น้ําหนกัแหงของยอดออนและรากออน (มิลลิกรัม/ตน) 
                                                                                 จํานวนตนกลาปกติ  
 

2.2.2 การวัดอัตราการเจริญเติบโตของยอดและราก (Shoot and Root Growth rate)  
นํากระดาษเพาะจํานวน 3 แผนท่ีมีขนาดเทากันจุมน้ําใหเปยกชุม พับปลายกระดาษเพาะ

ข้ึนมาประมาณ 1 นิ้ว แลวดึงกระดาษเพาะแผนแรกลงมา วางเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวจํานวน 20 
เมล็ด ทํา 4 ซํ้า ซํ้าละ 80 เมล็ด โดยวางเมล็ดเรียงใหเปนแถวยาวตามความยาวของกระดาษ ใหแถว
หางจากขอบกระดาษ 5 เซนติเมตร จากน้ันดึงกระดาษเพาะแผนแรกปดทับบนเมล็ดแลวมวน
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กระดาษเพาะ นํามวนกระดาษใสในตะแกรงและนําไปเพาะไวในตูเพาะเมล็ด เม่ือครบ 5 วัน นํา
มวนกระดาษเพาะมาประเมินผล โดยวัดความยาวของสวนท่ีงอกเปนรากและลําตน (AOSA, 2001) 
 

2.2.3 โดยวิธีการเรงอายุ (Accelerated aging test)  
เตรียมขวดโหลหรือขวดเรงอายุโดยการเติมน้ําลงไปในขวด 100 มิลลิลิตร จากนั้นสุมนับ

เมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว จําวน 200 เมล็ด ใสลงในตะแกรงลวดท่ีเตรียมไว และนําตะแกรงลวด
ท่ีบรรจุเมล็ดไวแลววางลงในขวดเรงอายุ ปดฝาขวดใหสนิท นําขวดเรงอายุไปใสไวในตูอบท่ี
อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส เปนเวลา 86 ช่ัวโมง จากนั้นนําเมล็ดท่ีผานการเรงอายุแลวมาทดสอบ
ความงอกโดยวิธีเพาะบนกระดาษช้ืนทันที เม่ือครบ 7 วันหลังการเพาะทําการตรวจนับตนกลาปกติ 
และเมล็ดตาย (AOSA, 2001) 
 

2.2.4 การวัดดชันีการงอกของเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว (Germination Index)  
การวัดดัชนีการงอกของเมล็ดพันธุ ทําควบคูไปกับการทดสอบความงอกมาตรฐาน แตทํา

การประเมินผลโดยการตรวจนับจํานวนตนกลาท่ีงอกทุกวันหลังเพาะจนครบ 7 วัน นําผลการตรวจ
นับมาคํานวณหาคาดัชนีการงอกของเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว ดังนี้ (ISTA, 2006) 
ดัชนีการงอกของเมล็ดพันธุ = ผลบวกของ (จํานวนตนกลาท่ีงอก/จํานวนวันหลังเพาะ) (ตน/วัน) 
 

2.2.5 การจําแนกความแข็งแรงของตนกลา (Classification test)  
การจําแนกความแข็งแรงของตนกลา ทําควบคูไปกับการทดสอบความงอกมาตรฐาน 

หลังจากเพาะเมล็ดขาวโพดเลี้ยงสัตวจนครบ 7 วัน ทําการประเมินผลโดยการวัดความสูงของตน
กลา ตนกลาสูง 0-7 เซนติเมตร คือ ตนกลาออนแอ ตนกลาสูง 7.1-14 เซนติเมตร คือ แข็งแรงปาน
กลาง และตนกลาท่ีสูงต้ังแต 14.1 เซนติเมตรข้ึนไป คือ แข็งแรงมาก (ISTA, 2006) 
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การทดลองท่ี 2 ประสิทธิภาพของน้าํมันหอมระเหยกานพลูรวมกับโหระพาตอการยบัยั้งการ 

เจริญเติบโตของเชื้อรา A. flavus  
ทําการแยกเช้ือ A. flavus ท่ีติดมากับเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว โดยใชเข็มเข่ียเข่ียเสนใย

ของเช้ือ A. flavus นํามาวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) เล้ียงเช้ือใหไดเช้ือ
บริสุทธ์ิ นําเช้ือท่ีมีอายุ 7 วัน มาทําสารแขวนลอยสปอรของเช้ือรา โดยการเทน้ํากล่ันฆาเช้ือ 10 
มิลลิลิตรลงไปในจานอาหาร ใชแผน slide ท่ีลนไฟฆาเช้ือแลวขูดผิวหนาอาหารท่ีมีโคโลนีของเช้ือ
รา A. flavus เจริญอยู จากนั้นนําไปกรองดวยผาขาวบาง 2 ช้ัน ท่ีรองดวยบีกเกอร นําสวนท่ีไดไป
ตรวจนับจํานวนสปอรดวย Haemacytometer ปรับความเขมขนของสปอรใหได 1×106 สปอรตอ
มิลลิลิตร ทําการทดลองแบบ CRD ทวนซํ้า 4 ซํ้า โดยนําสปอรของเช้ือ A. flavus ท่ีไดมาทําการ
ทดสอบกับเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว ดังนี้ 
กรรมวิธีท่ี 1. เมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวชุดควบคุมท่ีไมไดปลูกเช้ือ A. flavus ลงไป และไมได 

เคลือบเมล็ดดวยนํ้ามันหอมระเหย 
กรรมวิธีท่ี 2. นําสารแขวนลอยสปอรของเช้ือราฉีดพนลงบนเมล็ดขาวโพดท่ีทําการฆาเชื้อท่ีผิวแลว 

ใหท่ัว ผ่ึงเมล็ดใหแหง ท้ิงไว 24 ช่ัวโมง (ปลูกเช้ือลงบนเมล็ดพันธุ) 
กรรมวิธีท่ี 3. ทําการเคลือบเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวดวยกรรมวิธีท่ีใหผลในการปองกันกําจดั 

เช้ือราดีท่ีสุด (กรรมวิธีท่ี 7-15) จากผลการทดลองท่ี 0 เดอืน (ไมปลูกเช้ือ A. flavus ลงบน
เมล็ดพันธุแตทําการเคลือบเมล็ดดวยน้ํามันหอมระเหย) 

กรรมวิธีท่ี 4. นําสารแขวนลอยสปอรของเช้ือราฉีดพนลงบนเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีทําการ 
ฆาเช้ือท่ีผิวแลวใหท่ัว ผ่ึงเมล็ดใหแหง ท้ิงไว 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการเคลือบเมล็ดพันธุ
ดวยกรรมวิธีท่ีใหผลในการปองกันกําจดัเช้ือราดีท่ีสุด (กรรมวิธี 7-15) จากผลการ    
ทดลองท่ี 0 เดอืน (เคลือบเมล็ดพันธุดวยน้าํมันหอมระเหยภายหลังจากการปลูกเช้ือ) 

จากนั้นนําเมล็ดพันธุขาวโพดเลี้ยงสัตวแตละกรรมวิธีมาตรวจสอบชนิดและปริมาณเช้ือรา A. flavus 
ท่ีติดมากับเมล็ด โดยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น (Blotter method) และทําการทดสอบความงอกขอเมล็ด
พันธุขาวโพดเล้ียงสัตว (Germination test) โดยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น (Between paper method) 
  
การวิเคราะหขอมูล 

วิเคราะหหาความแปรปรวนของขอมูลดวยวิธี Analysis of Variance และเปรียบเทียบความ
แตกตางของขอมูลโดย Least Significant Difference (LSD) ท่ีระดับนัยสําคัญ 0.05 และวิเคราะห
สหสัมพันธระหวางวิธีการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุโดยการหาคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ  
(Correlation coefficient) 


