
บทท่ี 3  
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

การทดลองที่ 1 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากผิวของผลไมตัวอยาง 3 ชนิด ไดแก 
สตรอเบอรี่  มะมวง และสม 
 แยกเชื้อแบคทเีรียจากผวิของผลไมตัวอยาง 3 ชนดิที่ไมเปนโรคจากแปลงที่ไมใชสารเคมี
ดวยอาหาร NA โดยนําผลไมทั้งสามชนิดมาแชในน้าํกลั่นที่ฆาเชื้อแลวเปนเวลา 1 นาที  นํา
suspension ที่ไดมาเจือจางใหไดระดับความเขมขน 10-5, 10-6 และ 10-7 จากนัน้ใช steriled 
micropipette ดูด suspension มา spread plate ความเขมขนละ 1 มิลลิลิตร แลวนําจานอาหารไปบม
เชื้อไวที่อุณหภูมิหองนาน 3 วัน หลังจากนั้นทําการแยกโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรีย นํามาเลี้ยงใน
อาหาร NA  จากนั้น จึงนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดมาเกบ็ไวใน NA slant เพื่อนําไปทําการทดลอง
ตอไป 
 
การทดลองที่ 2  การแยกเชื้อราสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสจากผลไมชนิดตางๆ ไดแก สตรอเบอรี่  
มะมวง  สม  และกลวย 
 แยกเชื้อรา Colletotrichum  spp. จากแผลของผลไมทั้ง 4 ชนิดที่แสดงอาการของโรค โดย
การเขี่ยสปอรของเชื้อมาวางบนอาหาร PDA  บมไวที่อุณหภูมหิอง  หลังจากที่เชื้อเจรญิ  ทําการแยก
เชื้อราใหบริสุทธิ์โดยวิธีการ hyphal  tip  isolation  จากนั้นทําการศึกษาลักษณะสปอรของเชื้อรา 
Colletotrichum  spp. ของผลไมแตละชนิด และทําการทดสอบความสามารถในการทําใหเกดิโรค 
สังเกตอาการของโรคหลังจากการปลูกเชื้อ  จากนั้นจึงเกบ็เชื้อที่ไดใน PDA slant เพือ่นําไปทดลอง
ตอไป   
 
การทดลองที่ 3  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษทุกไอโซเลทในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อรา Colletotrichum  spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของผลไมท้ัง 4 ชนดิ 
 นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดจากการทดลองที่ 1 มาทําการทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Colletotrichum  spp. ที่แยกไดจากการทดลองที่ 2 โดยวิธี dual  
culture technique หรือ biculture  technique (ภาพที่ 1) ใช cork borer  เบอร 1 เจาะปลายเสนใยของ
เชื้อรา Colletotrichum  spp. บริสุทธิ์ อายุ 5 วัน ออกเปนชิ้นกลมๆ (culture disc) มาวางบนอาหาร 
PDA หางจากขอบจานอาหารประมาณ 2 ซม. ใช loop แตะเชือ้แบคทีเรียที่ใชทดสอบการเปน
ปฏิปกษแตละไอโซเลทที่แยกไดจากการทดลองที่ 1 ลากขนานกับเชื้อราสาเหตุ โดยลากหางจากจดุ
ศูนยกลางของเชื้อ 5 ซม. ทํา  4  ซํ้า เก็บไวที่อุณหภมูิหอง  สําหรับชุดควบคุม ทําการทดลอง
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เชนเดยีวกัน โดยใชน้ํากลั่นแทนแบคทีเรียปฏิปกษ  นําผลการทดลองของแบคทีเรียปฏิปกษไอ
โซเลทตางๆ   ที่มีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  Colletotrichum  spp. มาคํานวณหาเปอรเซ็นต
การยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุ (ชาตรี, 2544)  
 ตามสูตร 
 
  % inhibition  =   R1 – R2   x  100 
         R1 
  R1 = ความยาวรัศมีของเชื้อราสาเหตุในชดุควบคุม 
  R2 = ความยาวรัศมีของเชื้อราสาเหตุในชดุทดลอง 
 จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาทําการวิเคราะหทางสถิติเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อรา Colletotrichum  spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของสตรอเบอรี่  มะมวง  สม  และ
กลวย เพื่อคัดเลือกแบคทเีรียปฏิปกษไอโซเลทที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
Colletotrichum  spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของสตรอเบอรี่  มะมวง  สม  และกลวย ไดทุกชนิด 
และมีประสิทธิภาพดี เพื่อนาํมาทําการทดลองตอไป 

                                 
 
 

                                     A 
                     

 P  P 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                    

        ชุดควบคมุ                                                              ชุดทดสอบ 

P = เชื้อราสาเหต ุ
A = เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 

าพที่ 1 ลักษณะการวางเชื้อราสาเหตุ และเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษโดยวิธี dual  culture technique   
หรือ biculture  technique 

 

 
ภ
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การทดลองที่ 4 การศึกษาความเปลี่ยนแปลงของเสนใยของเชื้อรา Colletotrichum  spp. สาเหตุ
คแอนแทรคโนสของผลไมท้ัง 4 ชนดิ เม่ืออยูรวมกับแบคทีเรียปฏิปกษท่ีคัดเลือกได 

lletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของผลไมทั้ง 4 ชนิดในอาหาร 
PDA จากนั้น ใช trichum  spp. 
องผลไมทั้ง 4 ชนิด   นําไปวางตรงกลางของจานเพาะเชื้อที่มี PDB อยู  บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 25 º C 

รอจนเสนผาศูนย  10 มิลลิเมตร หลังจากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่
คัดเลือกไวจากกา ใน nutrient  broth (NB) มา 1 loopful ใสในจานเพาะ
ื้อรา แลวบมตออีก 3 วัน  สําหรับชุดควบคุมใช  NB แทนแบคทีเรียปฏิปกษ  ตรวจสอบการ

 
ารทดลองที่ 5  การจําแนกชนดิของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ (ดวงพร, 2537) 

าจําแนกชนิด 
ดยศึกษ

โร
 เล้ียงเชื้อรา  Co

 cork borer เบอร 1 ทําการเจาะจากปลายเสนใยของเชื้อรา Colleto
ข

กลางของเสนใยมีขนาด
รทดลองที ่ 3 ที่มีอายุ 3 วัน

เช
เปลี่ยนแปลงของโคโลนีและเสนใยภายใตกลองจุลทรรศน 

ก
 นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่คดัเลือกไวจากการทดลองที่ 3 ที่มีประสิทธิภาพในการยบัยั้งการ
เจริญของเชื้อ Colletotrichum  spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของผลไมทั้ง 4 ชนิดม
โ าคุณสมบัติทางดานตางๆของแบคทีเรียปฏิปกษที่คัดเลือกได  ไดแก ลักษณะการเจริญบน
อาหารที่เพาะเลี้ยง (Cultural  characteristic), คณุสมบัติทางสัณฐานวิทยา (Morphology  
characteristic), คุณสมบัติในการเคลื่อนที ่ (Motility characteristic)  และคุณสมบัตทิางดานชีวเคมี 
(Biochemical  characteristic)  

5.1 การศึกษาคุณสมบัติทางดานลักษณะการเจริญบนอาหารที่เพาะเลี้ยง 
 ศึกษาลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหาร NA เชน  สี

5.2 การศึกษาคุณสมบัติทางดานสัณฐานวิทยา 
ีแกรมแลวสองดภูายใต

ลองจุล

คุณสมบัติในการเคลื่อนท่ี 
นําเชื้อแ บมเชื้อที่

ุณหภูม
ระจายไปจากแนวที่ stab 

ผลลบ ไมมีการกระจายของเชื้อไปจากแนวที่ stab 

    รูปราง   ระดับความนูน  ลักษณะของ
ผิวหนา  ขอบโคโลนี  เปนตน 

ตรวจสอบลักษณะการติดสแีกรม  ขนาด  รูปราง  โดยการยอมส
ก ทรรศน รวมทั้งศึกษาความสามารถในการสรางเอนโดสปอรของเชื้อแบคทีเรียโดยการตม 
bacterial  suspension ใน water bath ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลวตั้งทิ้งไวจนเยน็ 
จึงนําไป streak บนอาหาร NA และบมที่อุณหภูมิหองนาน 24-48 ช่ัวโมง 

ผลบวก มีการเจริญของแบคทีเรียบนอาหาร NA  (สรางเอนโดสปอร) 
  ผลลบ ไมมีการเจริญของแบคทีเรีย (ไมสรางเอนโสปอร) 

5.3 การศึกษา
บคทีเรียอายุประมาณ 24 ช่ัวโมงมา stab ลงในอาหาร motility  test  

อ ิ 37 ºC นาน 24-48 ช่ัวโมง  
ผลบวก เชื้อก
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5.4 การศึกษาคุณสมบัติทางดานชีวเคมี 
5.4.1 การทดสอบคุณสมบัติในการสรางเอนไซม catalase  

หยด  3 % H2O2  ลงบนแผนสไลดที่สะอาด และแหง  เขี่ยเชื้อที่จะทดสอบอายุ 24 ช่ัวโมงมา  
2  loopful แตะลงในหยดของ H2O2  ทําการผสมใหเขากนั 

ผลบวก เกิดฟองแกส 
ผลลบ ไมเกิดฟองแกส 
5.4.2 การทดสอบคุณสมบัติในการสรางเอนไซม oxidase  

วางกระ raphenylene  diamine  hydrochloride ลง
ในจานอ

 ี

งคารบอน    
ทําการ s เชื้อที่อุณหภูมหิองเปน

เวลา 24 
เงิน 

 ี
ัติในการยอยแปง  

นําเชื้ออ  นาน 2- 3 วัน หลังจาก
นั้นหยด

ผลลบ เปนสีน้ําเงินทัง้หมด 
 fluorescein 

นําเชื้อแ ing B medium บมเชื้อที่อุณหภูมิหองนาน 24-48 
ช่ัวโมง จากนัน้น งอุลตราไวโอเลต  

โลนี    

ดาษกรองที่อ่ิมตัวดวย 1% tetramethyl  pa
าหารเลี้ยงเชื้อ    ใชแทงแกวแตะเชื้อจาก nutrient  agar slant   อายุ   24   ช่ัวโมง ลากบน

กระดาษกรอง 
ผลบวก เกิดสีมวงเขมขึ้นภายใน  10  วินาท
ผลลบ ไมเกิดการเปลี่ยนแปลง 
5.4.3 การทดสอบการใช citrate เปนแหล
treak เชื้อแบคทีเรียลงบนอาหาร Simmons, citrate  agar บม

– 48 ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหาร 
ผลบวก อาหารเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีน้ํา
ผลลบ อาหารไมเปลี่ยนส
5.4.4 การทดสอบคุณสมบ
ายุ  24  ช่ัวโมงมาเลี้ยงใน starch  agar บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง

 lugal ,s iodine ลงบนอาหาร 
ผลบวก อาหารเปนสีน้าํเงิน แตบริเวณรอบๆโคโลนี ไมมีสี 

5.4.5 การศึกษาความสามารถในการสรางสาร
บคทีเรียมา streak ลงบนอาหาร K
ําจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปสองดูลักษณะโคโลนีภายใตแส
ผลบวก พบการเรืองแสงของโคโลนี 
ผลลบ ไมพบการเรืองแสงของโค
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การทดลองที่ 6  ิญของเชื้อรา 
Colletotrichum  ของผลไมท้ัง 4 ชนดิ 

นําเชื้อแ บกับผลไมทั้ง 4 ชนิด 
โดยแบง

นผลไม
ท้ัง 4 ชนดิ  กอน olletotrichum  spp. 
 เตรียม บคทีเรียปฏิปกษที่คัดเลือกไวมาเพิ่ม
ปริมาณเชื้อโดย streak ลงบนอาหาร NA ภายใตสภาพปลอดเชื้อ บมเชือ้ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 
ช่ัวโมง  หลังจาก ั้น เทน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวลงในจานอาหาร 10 ml.ตอจานอาหาร  ใชแทงแกวรูป
ตัวแอลที่ฆาเชือ้แลวขูดแบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาของอาหารเบาๆ แลวใช sterile micropipette 
ดูดเอา bacterial suspension  1  ml. ใสในหลอดทดลองที่ที่มีน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลว 9 ml. จากนั้นปรบั

 
จากนั้น 1 วันจงึทําการฉีดพน 

suspens
และ 7 วัน โดยเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุมที่ฉีดพนเฉพาะแบคทีเรีย

ฏิปกษ
Colletotrichum  spp.

ล

 

  4   =   มีแผลเปนพื้นที่ 76-100 % 

การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยบัยั้งการเจร
spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
บคทีเรียปฏิปกษที่คดัเลือกไวจากการทดลองที่ 3 มาทดสอ

การทดลอง ดังนี ้
 6.1 ทดสอบประสิทธิภาพโดยทําการฉีดพน suspension ของแบคทีเรียปฏปิกษลงบ

1 วันฉีดพน suspension  ของเชื้อรา  C
suspension ของแบคทีเรียปฏิปกษโดยนําแ

น

ความเขมขนใหไดประมาณ 3 x 108 cfu / ml. ทําการฉีดพน suspension ของแบคทีเรียปฏิปกษ
ปริมาตร 10 ml. ลงบนผลไมทั้ง 4 ชนิดที่แข็งแรง ไมเปนโรค หลัง

ion ของเชื้อรา Colletotrichum  spp. ความเขมขน 2 x 106 spore/ ml. ปริมาตร 10 ml. ตามลง
ไป ทําการบันทึกผลทุกๆ 3, 5 
ป  และเชื้อรา  Colletotrichum  spp. เพียงอยางเดียว 
 6.2 ทดสอบประสิทธิภาพโดยทําการฉีดพน suspension ของเชื้อรา 
ลงบนผลไมท้ัง 4 ชนดิ  กอน 1 วันฉีดพน suspension  ของแบคทีเรียปฏิปกษ 
 เตรียม suspension ของเชื้อรา  Colletotrichum  spp. ความเขมขน 2 x 106 spore/ml. 
ปริมาตร 10 ml. ฉีดพนลงบนผลไมทั้ง 4 ชนิดที่แข็งแรง ไมเปนโรค หลังจากนัน้ 1 วัน จึงทําการฉีด
พน suspension ของแบคทีเรียปฏิปกษ ความเขมขน 3 x 108 cfu / ml. ตามลงไป ทําการบันทึกผ
ทุกๆ 3, 5 และ 7 วัน โดยเปรียบเทยีบกับชุดควบคุมที่ฉีดพนเฉพาะแบคทีเรียปฏิปกษ และเชื้อรา 
Colletotrichum  spp. เพียงอยางเดยีว 
  6.3 การประเมินและบันทึกผล 

ประเมินความเสียหายที่เกิดขึน้กับผลไมทั้ง 4 ชนิดจากการทดลองที่ 6.1 และ 6.2 โดยการ
ประเมินพืน้ทีข่องผลไมทั้ง 4 ชนิดที่ถูกเชือ้สาเหตุเขาทําลาย  โดยแบงระดับความรนุแรงเปน  5 
ระดับ (สืบศักดิ์, 2540)  ดงันี ้ 
  0   =   ไมมีแผลเลย 
  1   =   มีแผลเปนพื้นที่   1-25 % 
  2   =   มีแผลเปนพื้นที่  26-50 % 
  3   =   มีแผลเปนพื้นที่  51-75 % 
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การคํานวณหาเปอรเซ็นตการเกิดโรค  ดังนี้  
 
เปอรเซ็นตการเกิดโรค   =   ผลรวมของการเกิดโรคแตละระดับ     x                   100                      

ที่สุม     ระดับสูงสุดของการเกิดโรค 
 

ถานที่ ินงา
1. องปฏิ ะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
2. องปฏิ   คณะเกษตรศาสตร  มหาวทิยาลัยเชยีงใหม 

              จํานวนผล

จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาทําการวิเคราะหทางสถิติ 
 
 
ส ดําเน นวิจัยและรวบรวมขอมูล 

ห บัติการกลาง  ภาควชิาโรคพืช  คณ
ห บัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพชื

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


