
บทท่ี 3
อุปกรณและวิธีการ

1.  การตรวจหาเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105
นําเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105 มาตรวจหาปริมาณของเชื้อรา Fusarium moniliforme และเชื้อราอื่นๆ

ที่ติดมากับเมล็ดพันธุโดยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น (Blotter method) ตามมาตรฐานสากลของ International
Seed Testing Association (ISTA, 1999)

สุมเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 มาจํานวนหนึ่ง นําไปเพาะบนกระดาษชื้น โดยใชกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 1 จํานวน 1 แผน วางบนกระดาษฟางขนาดเทากันจํานวน 3 แผน นําไปจุมน้ํากลั่นใหชุม 
แลววางบนจานเลี้ยงเชื้อ (Petri-dish) (ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร) นําเมล็ดขาววางในจานเลี้ยง
เชื้อที่เตรียมไว จํานวน 20 เมล็ด/ 1 จานเลี้ยงเชื้อ จํานวน 4 ซํ้าๆ ละ 100 เมล็ด นําเมล็ดที่เพาะนี้ไปบมเชื้อที่
อุณหภูมิหอง (30±2°C) เปนเวลานาน 7 วัน จากนั้นนํามาตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราที่เจริญบน
เมล็ดภายใตกลอง Stereo microscope ทําการจําแนกชนิดของเชื้อราแตละชนิดภายใตกลอง Compound 
microscope

2.  การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อรา Fusarium moniliforme
ทําการศึกษาความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อรา  F. moniliforme โดยการปลูกเชื้อบน

เมล็ด (seed inoculation) ดวยสารแขวนลอย สปอร  (spore suspension)  ของเชื้อรา  F. moniliforme ที่แยก
ไดจากเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 โดยเลี้ยงเชื้อ  F. moniliforme บริสุทธิ์ บนอาหาร PDA อายุ 7 วัน เท
น้ํากลั่น 10 มิลลิลิตรลงไปในจานอาหาร แลวใชแผนสไลดที่ลนไฟฆาเชื้อขูดสปอรที่เจริญบนอาหารมา 
กรองดวยผาขาวบางพับ 2 ชั้น ที่รองรับดวยบีกเกอร แลวนําไปนับจํานวนเสนใยดวย haemacytometer โดย
ปรับความเขมขนของสปอรใหอยูในชวงประมาณ 1 x 106 – 1 x 107 spores/ml. เมื่อไดความเขมขนตาม
ตองการแลว นําเมล็ดขาวมาแชใน 0.1% sodium hyperchlorite  นาน 2-3 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ัง 
นําเมล็ดที่ไดไปแชในสปอรแขวนลอยที่เตรียมไวโดยแชเมล็ดไวนานประมาณ 1 ชั่วโมง จากนั้นนําเมล็ดมา
ซับดวยกระดาษกรองที่สะอาดแลวผ่ึงใหแหงนาน 12 ช่ัวโมง แบงเมล็ดออกเปนสองสวน สวนแรกนําเมล็ด
ไปเพาะบนกระดาษชื้นและสวนที่สองนําไปเพาะในดินฆาเชื้อ โดยเพาะเมล็ดชนิดละ 400 เมล็ด  ซ่ึงแบง
เปน 4 ซํ้า ๆ 100 เมล็ด ตรวจผลเปอรเซ็นตความงอก การติดเชื้อของเมล็ดและตนกลาผิดปกติจากการเพาะ
บนกระดาษชื้น เปอรเซ็นตความงอกในแปลงและตนกลาผิดปกติจากการเพาะในดินอบฆาเชื้อ
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3.   การทดสอบเบื้องตนในการเปนปฏิปกษของเชื้อราตาง ๆ ตอเชื้อรา Fusarium moniliforme

3.1   การแยกหาเชื้อราปฏิปกษจากเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105
นําเมล็ดขาวมาทําการแยกเชื้อราที่เจริญอยูบนเมล็ด โดยวางเมล็ดบนกระดาษชื้น  จํานวน 20 เมล็ด/ 

1 จานเลี้ยงเชื้อ จํานวน 4 ซํ้าๆ ละ 100 เมล็ด นําเมล็ดที่เพาะนี้ไปบมเชื้อที่อุณหภูมิหอง (30±2°C) เปนเวลา
นาน 7 วัน จากนั้นนํามาตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราที่เจริญบนเมล็ดภายใตกลอง Stereo microscope 
ทําการจําแนกชนิดของเชื้อราแตละชนิดภายใตกลอง Compound microscope จากนั้นจึงนําเชื้อราที่แยกได
แตละชนิดมาเก็บบนอาหาร PDA slant

3.2   การศึกษาการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Fusarium moniliforme บนอาหาร PDA โดยวิธี dual 
culture

นําเชื้อรา F. moniliforme และเชื้อราจาก stock culture มาเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณบนอาหาร PDA  จาก
นั้นจึงใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร เจาะบริเวณขอบนอก  โคโลนีของเชื้อรา            
F. moniliforme แลวนําไปวางลงในจานอาหาร PDA ใหหางจากขอบของจานอาหาร 2 เซนติเมตร จากนั้นจึง
วางเชื้อราทดสอบลงไปอีกดานหนึ่งของจานอาหาร ใหหางจากขอบของจานอาหาร 2 เซนติเมตร โดยทํา
กรรมวิธีละ 5  ซํ้า จากนั้นจึงนําจานอาหารทั้งหมดไปบมเชื้อที่อุณหภูมิหอง   บันทึกการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุ โดยวัดขนาดความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุดานที่เจริญไปทางเชื้อราทดสอบ และวัดขนาด
ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุจากชุดควบคุม (ภาพ 3) นําขอมูลที่ไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งรัศมีการเจริญ  (Percent  inhibition  rate  growth  หรือ  PIRG)  ของเชื้อสาเหตุจากสูตร
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โดย R1 คือ รัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุในจานชุดควบคุม
R2 คือ รัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุดานที่เจริญไปทางเชื้อราทดสอบÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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ชุดควบคุม เชื้อราสาเหตุ      เชื้อราทดสอบ

ชุดควบคุม เชื้อราสาเหตุ      เชื้อราทดสอบ

P    = เชื้อราสาเหตุ
A    = เชื้อราทดสอบ
R1 = รัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุในจานชุดควบคุม
R2 = รัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุดานที่เจริญไปทางเชื้อราทดสอบ

ภาพ 3   การวางเชื้อราทดสอบและรัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุเปรียบเทียบกับชุดควบคุมโดย
              วิธี  dual culture

 P  P   A

 P

R1

  P
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โดยประมาณคาการยับยั้งดังนี้  (เกษม, 2532)
> 75% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงมาก

(very high antagonists activity)
61 – 75% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูง

(high antagonists activity)
51 – 60% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง

(moderate antagonists activity)
< 50% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งต่ํา

(low antagonists activity)

3.3  การศึกษาผลของเชื้อราปฏิปกษตอการเขาทําลายเมล็ด ความงอกเมล็ด และเปอรเซ็นตการเกิด โรค
ถอดฝกดาบโดยการเพาะบนกระดาษชื้นและในดินอบฆาเชื้อ

นําเชื้อราที่คัดเลือกไดจากการทดลองที่ 3.2 มาเลี้ยงเพิ่มปริมาณบนอาหาร PDA   จากนั้นนํามาทํา 
spore suspension วัดความเขมขนโดยใช haemacytometer ใหไดความเขมขน  106-107 สปอรตอมิลลิลิตร 
จากนั้นนํา spore suspension ของเชื้อรา F. moniliforme ปริมาตร 10  มิลลิลิตร ผสมกับ spore suspension 
ของเชื้อราปฏิปกษแตละชนิดปริมาตรเทากัน นําเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิที่ฆาเชื้อที่ผิวโดยแช 0.1% 
sodium hyperchlorite นาน 5 นาที ผ่ึงเมล็ดใหแหง แลวนําเมล็ดไปแชใน spore suspension ของเชื้อรา        
F. moniliforme ที่ผสมกับเชื้อราปฏิปกษแตละชนิดนาน 2 ช่ัวโมง ผ่ึงเมล็ดใหแหง จากนั้นแบงเมล็ดออกเปน 
2 สวน นําเมล็ดพันธุที่เตรียมไวแตละสวนไปเพาะบนกระดาษชื้นและเพาะในดินฆาเชื้อ กรรมวิธีละ 400
เมล็ด  ตรวจหาปริมาณของเชื้อรา F. moniliforme บนเมล็ดที่เพาะบนกระดาษชื้น  ความงอกของเมล็ดใน
จานทดลอง  และความงอกในแปลง ตนกลาผิดปกติ  ความยาวลําตน ความยาวราก น้ําหนักสดและน้ําหนัก
แหง จากการเพาะเมล็ดในดินอบฆาเชื้อ 28 วัน

กรรมวิธีในการทดลองที่ 3.3
กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (ไมปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 2 ชุดควบคุม (ปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 3 ปลูกเชื้อ + เชื้อราที่ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 1
กรรมวิธีที่ 4 ปลูกเชื้อ + เชื้อราที่ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 2
กรรมวิธีที่ 5 ปลูกเชื้อ + เชื้อราที่ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 3
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4.  การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยตอการเจริญของเชื้อรา Fusarium moniliforme และผล
ตอความงอกของเมล็ดและการเจริญของตนกลา

4.1 ศึกษาผลตอการยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อรา Fusarium moniliforme บนอาหาร PDA
ผสมน้ํามันหอมระเหย
นําน้ํามันหอมระเหย 2 ชนิดคือ กานพลู (clove) และอบเชย (cinnamon) มาผสมกับอาหาร PDA 

โดยใช micropipette ดูดน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดปริมาตร 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครลิตร ผสมใน
อาหาร PDA ปริมาตร 100มิลลิลิตร ไดความเขมขน 100, 200, 300, 400 และ 500 ppm สวนน้ํามันหอม
ระเหย  อีก 3 ชนิดคือ เจอรราเนียม (geranium)  ลาเวนเดอร (lavender) มารจอแรม (marjoram) ใช
micropipette ดูดน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดปริมาตร 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 และ 500
ไมโครลิตร ผสมในอาหาร PDA ปริมาตร 100  มิลลิลิตร ไดความเขมขน 500, 1,000, 1,500, 2,000, 2,500, 
3,000, 3,500, 4,000, 4,500 และ 5,000 ppm เทสวนผสมลงในจานอาหาร จานละ 20 มิลลิลิตร โดยทํากรรม
วิธีละ 5 ซํ้า แลวยายชิ้นวุนของเชื้อรา F. moniliforme ลงตรงกลางจานอาหาร บันทึกผลขนาดโคโลนีของเชื้อ
ราอายุ 10 วันของทุกซ้ํา นําผลที่ไดไปคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อราโดยใชสูตร

การยับยั้ง (%) = เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม – เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดทดลอง  x 100
เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม

จากนั้นนําคาเปอรเซ็นตการยับยั้งของแตละซ้ํา นําไปวิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติ 
โดยวิธี  Completely Random Design

4.2 การศึกษาผลของน้ํามันหอมระเหยจากพืชตอการงอก การเจริญเติบโต การเกิดโรคในระยะตน
กลา

นําน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดไปทํา suspension โดยใชความเขมขนจากการทดลองที่ 4.1นํา 
suspension  ของน้ํามันหอมระเหยปริมาตร 40  มลิลิลิตร  ผสมกับ  spore suspension ของเชื้อรา F. 
moniliforme ปริมาตรเทากัน  นําเมล็ดขาวไปแชใน suspension  นาน 2  ช่ัวโมง แลวผ่ึงเมล็ดใหแหง  แบง
เมล็ดออกเปน 2  สวนเทาๆ กัน สวนที่ 1 นําไปเพาะบนกระดาษชื้น กรรมวิธีละ 400 เมล็ด  จากนั้นทําการ
ตรวจหาปริมาณของเชื้อรา  F. moniliforme บนเมล็ดที่เพาะบนกระดาษชื้น  ความงอกของเมล็ดในจาน
ทดลอง และในสวนที่ 2 ทําการตรวจหาความงอกโผลพนดิน ตนกลาปกติ  ความยาวลําตน ความยาวราก น้ํา
หนักสด และน้ําหนักแหงจากการเพาะเมล็ดในดินอบฆาเชื้อ 28 วัน
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กรรมวิธีในการทดลองที่ 4.2
กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (ไมปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 2 ชุดควบคุม (ปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 3 ปลูกเชื้อ + น้ํามันหอมระเหยที่ความเขมขนต่ําสุด

       โดยใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 1
กรรมวิธีที่ 4 ปลูกเชื้อ + น้ํามันหอมระเหยที่ความเขมขนต่ําสุด
              โดยใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 2
กรรมวิธีที่ 5 ปลูกเชื้อ + น้ํามันหอมระเหยที่ความเขมขนต่ําสุด

              โดยใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 3

5.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายไคโตซานตอการเจริญของเชื้อรา Fusarium 
moniliforme และผลตอความงอกของเมล็ดและการเจริญของตนกลา

5.1 การศึกษาผลตอการยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคถอดฝกดาบ บน
อาหาร  PDA ผสมสารละลายไคโตซาน
นําไคโตซานจากบริษัท กรีนพลานา จํากัด ความเขมขน 3 % ใช pipette ดูดสารละลายไค

โตซานปริมาตร 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5, 20.0, 22.5 และ 25.0 มิลลิลิตร ผสมในอาหาร 
PDA ปริมาตร 147.5, 145.0, 142.5, 140.0, 137.5, 135.0, 132.5, 130.0, 127.5 และ 125.0  มิลลิลิตร
ตามลําดับ ซ่ึงจะไดไคโตซานที่ความเขมขน 500, 1,000, 1,500, 2,000, 2,500, 3,000, 3,500, 4,000, 
4,500 และ 5,000 ppm เทสวนผสมลงในจานอาหาร จานละ 20 มิลลิลิตร โดยทํากรรมวิธีละ 5 ซํ้า
แลวยายชิ้นวุนของเชื้อรา F. moniliforme วางลงตรงกลางจานอาหารโดยทํากรรมวิธีละ 5 ซํ้า บันทึก
ผลขนาดโคโลนีของเชื้อราอายุ 10 วันของทุกซ้ํา นําผลที่ไดไปคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราโดยใชสูตร

การยับยั้ง (%) = เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม – เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดทดลอง  x 100
เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม

จากนั้นนําคาเปอรเซ็นตการยับยั้งของแตละซ้ํา นําไปวิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตาง
ทางสถิติ โดยวิธี  Completely Random Design
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5.2 การศึกษาผลตอการงอก การเจริญเติบโต การเกิดโรคในระยะตนกลา
นําสารละลายไคโตซานไปทํา suspension โดยใชความเขมขนจากการทดลองที่ 5.1 นํา 

suspension  ของไคโตชานปริมาตร 40  มิลลิลิตร  ผสมกับ  spore suspension ของเชื้อรา F. 
moniliforme ปริมาตรเทากัน  นําเมล็ดขาวไปแชใน suspension  นาน 2  ช่ัวโมง แลวผ่ึงเมล็ดใหแหง  
แบงเมล็ดออกเปน 2  สวนเทาๆ กัน สวนแรกนําไปเพาะบนกระดาษชื้น กรรมวิธีละ 400 เมล็ด  จาก
นั้นทําการตรวจหาปริมาณของเชื้อรา  F. moniliforme บนเมล็ดที่เพาะบนกระดาษชื้น  ความงอก
ของเมล็ดในจานทดลอง และในสวนที่ 2 ทําการตรวจหาความงอกในแปลง ตนกลาผิดปกติ  ความ
ยาวลําตน ความยาวราก น้ําหนักสด และน้ําหนักแหงจากการเพาะเมล็ดในดินอบฆาเชื้อ 28 วัน

กรรมวิธีในการทดลองที่ 5.2
กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (ไมปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 2 ชุดควบคุม (ปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 3 ปลูกเชื้อ + ไคโตซานที่ความเขมขนต่ําสุด

       โดยใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 1

6.  การตรวจสอบความมีชีวิตของเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 โดยวิธีทางชีวเคมี
นําเมล็ดขาวมาแชในน้ํามันหอมระเหยจากพืช 3 ชนิด และไคโตซานโดยใชความเขมขนจากการ

ทดลองที่ 4.1 และ 5.1 ตามลําดับ เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นผ่ึงเมล็ดไว 1 คืน จึงนํามาทดสอบโดยวิธี 
biochemical test  for seed viability แบงเมล็ดเปน 2 ชุด ชุดแรกตรวจบันทึกผลโดยการแกะเปลือกออก จาก
นั้นนําเมล็ดมาแชในน้ํากลั่นฆาเชื้อเปนเวลา 18 ช่ัวโมง นําไปแชในสารละลาย 2,3,5-triphenyl tetrazolium 
cloride ที่ pH 6.5-7.5 เขมขน 0.1 % เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 45 °C  จากนั้นนํามาแชในน้ํากล่ันแลวทํา
การตรวจปนทึกผล สวนที่ 2 เก็บเมล็ดไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 เดือน แลวตรวจบันทึกผลเชนเดียวกัน 
นําผลของทั้ง 2 ชุดมาเปรียบเทียบกัน วิธีการตรวจบันทึกผล ดูการติดสียอม 2/3 สวนของ embryo โดยเมื่อ
เมล็ดมีชีวิตจะติดสียอมเปนสีแดงบริเวณของ embryo
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