
 
 

บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

สถานท่ีและระยะเวลาการทําการทดลอง 
 ทําการทดลอง ณ หองปฏิบัติการเมล็ดพนัธุ ภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ 
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ระยะเวลาทดลองต้ังแตเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2553 ถึงเดือน
กุมภาพนัธุ พ.ศ. 2554 

 
อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
1. เมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว พันธุคนเหล็กซุปเปอร ไดมาจากบริษัทพืชพันธุตะวันเหนือ จํากัด 
2. น้ํามันหอมระเหยกานพลู โหระพา และสะระแหน จากบริษัทยูไนเต็ด เคมีคอล แอนด เทรดดิ้ง 
จํากัด 108/19 หมูท่ี 1 ถ.มหดิล ต.หนองหอย อ.เมือง จ.เชียงใหม เบอรโทร (053) 800659 
3. ไคโตซานชนิดเกล็ดผง จากหจก. นอรทเทอรนเคมิเคิล แอนด กลาสแวร 154/2 หมูท่ี 2  
ถ.ซุปเปอรไฮเวยเชียงใหม-ลําปาง ต.ชางเผือก อ.เมือง จงเชียงใหม เบอรโทร (053) 223866-7 
4. โซเดียมลิกโนซัลโฟเนท (Sodium-lignosulphonate ) 
5. กรดอะซิติก 
 
วิธีการทดลอง 
การทดลองท่ี 1 ประสิทธิภาพของน้าํมันหอมระเหยกานพลู โหระพา สะระแหน และแคปแทน 
ตอการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อราท่ีตดิมากับเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว 

การเคลือบเมล็ดพันธุขาวโพดเลี้ยงสัตวจํานวน 1 กิโลกรัม จะประกอบดวยน้ํามันหอม
ระเหยจากพืช 2 มิลลิลิตร และสารละลายไคโตซาน (Chitosan lignosulphonate polymer, CLP) 8 
มิลลิลิตรเปนวัสดุประสาน การเตรียม CLP เตรียมไดจากนําสารละลายไคโตซาน 3 เปอรเช็นต (ไค
โตซาน 3 กรัม ละลายใน 1 เปอรเซ็นต กรดอะซิติก 100 มิลลิลิตร) ผสมกับ 1 เปอรเซ็นต โซเดียมลิก
โนซัลโฟเนท (Sodium-lignosulphonate ) (Sodium-lignosulphonate 1 กรัม ละลายในนํ้า 100 
มิลลิลิตร) ในอัตราสวน 9:1 ทําการทดลองแบบ 15*4 Factorial in CRD ทวนซํ้า 4 ซํ้า ประกอบดวย 
2 ปจจัย คือ 
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ปจจัยท่ี 1 กรรมวิธีในการเคลือบเมล็ดพันธุ ไดแก 
กรรมวิธีท่ี 1. เมล็ดพันธุชุดควบคุมไมทําการเคลือบสารใด ๆ   
กรรมวิธีท่ี 2. เคลือบเมล็ดพันธุเฉพาะแคปแทน 3 กรัม 
กรรมวิธีท่ี 3. เคลือบเมล็ดพันธุเฉพาะ CLP 8 มล. 
กรรมวิธีท่ี 4. เคลือบเมล็ดพันธุเฉพาะนํ้ามันหอมระเหยกานพลู 2 มล. 
กรรมวิธีท่ี 5. เคลือบเมล็ดพันธุเฉพาะนํ้ามันหอมระเหยโหระพา 2 มล. 
กรรมวิธีท่ี 6. เคลือบเมล็ดพันธุเฉพาะนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 2 มล. 
กรรมวิธีท่ี 7. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 0.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยโหระพา 1.5 มล. (CO+BO; 1:3) 
กรรมวิธีท่ี 8. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 1.0 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยโหระพา 1.0 มล. (CO+BO; 1:1) 
กรรมวิธีท่ี 9. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 1.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยโหระพา 0.5 มล. (CO+BO; 3:1) 
กรรมวิธีท่ี 10. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 0.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 1.5 มล. (CO+PO; 1:3) 
กรรมวิธีท่ี 11. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 1.0 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 1.0 มล. (CO+PO; 1:1) 
กรรมวิธีท่ี 12. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยกานพลู 1.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 0.5 มล. (CO+PO; 3:1) 
กรรมวิธีท่ี 13. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยโหระพา 0.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 1.5 มล. (BO+PO; 1:3) 
กรรมวิธีท่ี 14. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยโหระพา 1.0 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 1.0 มล. (BO+PO; 1:1) 
กรรมวิธีท่ี 15. เคลือบเมล็ดพันธุดวย CLP 8 มล. น้ํามันหอมระเหยโหระพา 1.5 มล.  

และนํ้ามันหอมระเหยสะระแหน 0.5 มล. (BO+PO; 3:1) 
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ปจจัยท่ี 2 ระยะเวลาในการเก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวภายหลังจากการเคลือบเมล็ด  
1. เก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีระยะเวลา 0 เดอืน 
2. เก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีระยะเวลา 2 เดอืน 
3. เก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีระยะเวลา 4 เดอืน 
4. เก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีระยะเวลา 6 เดอืน 
เก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวไวในถังพลาสติกสีดําท่ีอุณหภูมิหอง และนําเมล็ดพันธุ
ขาวโพดเล้ียงสัตวมาทดสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุในระหวางการเก็บรักษาดวยวิธีการตาง ๆ ดังนี้ 

 
1. การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามนัหอมระเหยจากพืชตอการปองกันกําจัดเชื้อรา 
1.1 ตรวจสอบชนิดและปริมาณเช้ือราท่ีติดมากับเมล็ด 
 1.1.1 โดยวิธีเพาะบนกระดาษช้ืน (Blotter method)  

นํากระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตรจํานวน 1 แผน
ประกบติดกับกระดาษเพาะท่ีตัดเปนวงกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตรจํานวน 3 แผน 
โดยใหกระดาษกรองวางอยูดานบน แลวนําไปจุมในนํ้ากล่ันฆาเช้ือใหชุม จากนั้นนํามาวางในจาน
อาหาร นําเมล็ดขาวโพดท่ีตองการทดสอบวางบนกระดาษช้ืน จํานวนจานละ 10 เมล็ด ทํา 4 ซํ้า ซํ้า
ละ 100 เมล็ด จากน้ันนําไปบมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เม่ือครบกําหนดนําไปตรวจหาเช้ือ
ราภายใตกลองจุลทรรศน นับจํานวนเมล็ดท่ีติดเช้ือรา (ISTA, 2006) และทําการคํานวณเปอรเซ็นต
การควบคุมเช้ือราจากสูตร 
 
เปอรเซ็นตการติดเช้ือรา = จํานวนเมล็ดท่ีมีการติดเช้ือ x 100 
         จํานวนเมล็ดท้ังหมด 
 
เปอรเซ็นตการยับยั้งเช้ือรา 
 = (เปอรเซ็นตการติดเช้ือราในชุดควบคุม – เปอรเซ็นตการติดเช้ือราในแตละกรรมวิธี) x 100 
                                  เปอรเซ็นตการติดเช้ือราในชุดควบคุม 
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2. การทดสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวภายหลังการเคลือบเมล็ด 
2.1 ทดสอบความงอก (Germination test)  

2.1.1 โดยวิธีเพาะบนกระดาษช้ืน (Between paper method)  
นํากระดาษเพาะจํานวน 3 แผนท่ีมีขนาดเทากันจุมน้ําใหเปยกชุม พับปลายกระดาษเพาะ

ข้ึนมาประมาณ 1 นิ้ว แลวดึงกระดาษเพาะแผนแรกลงมา วางเมล็ดขาวโพดจํานวน 50 เมล็ด ทํา 4 
ซํ้า ซํ้าละ 200 เมล็ด วางเมล็ดใหอยูหางกันพอประมาณ จากน้ันดึงกระดาษเพาะแผนแรกปดทับบน
เมล็ดแลวมวนกระดาษเพาะ นํามวนกระดาษใสในตะแกรงและนําไปเพาะไวในตูเพาะเมล็ด เม่ือ
ครบ 7 วัน นํามวนกระดาษเพาะมาเปดออก ตรวจนับจํานวนตนกลาปกติ (ISTA, 2006) 

 
2.2 ทดสอบความแข็งแรงของเมล็ดพันธุ (Seed vigor test) 

2.2.1 ตรวจวดัอัตราการเจริญเติบโตของตนกลา (Seedling growth rate test)  
สุมเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวขอแตละกรรมวิธีมาวางเรียงบนกระดาษ เชนเดียวกับการ

ทดสอบความงอก แตวิธีการเรียงเมล็ดบนกระดาษน้ีตองใชความประณีตมากกวาการทดสอบความ
งอก คือ จัดวางเมล็ดแถวละ 25 เมล็ด 2 แถว เปนแนวตามความยาวของกระดาษ ใหหางจากขอบ
ดานหนึ่งประมาณ 6 เซนติเมตร และ 13 เซนติเมตร การจัดเรียงเมล็ดพันธุบนกระดาษใหวางให
สวนปลายของรากออนอยูดานลางของกระดาษ เมล็ดพันธุท่ีจัดวางเรียบรอยแลว ตองปดทับดวย
กระดาษเพาะอีกช้ันหนึ่งแลวจึงมวน นํามวนกระดาษใสในตะแกรงและนําไปเพาะไวในตูเพาะเมล็ด 
ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ 80 เปอรเซ็นต โดยไมตองใหแสง เม่ือ
ครบกําหนด 7 วัน นําเมล็ดออกมานับความงอก และตัดเอาเฉพาะสวนของยอดและรากของตนกลา
ปกติบรรจุใสในถุงกระดาษ นําไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ช่ังหา
น้ําหนักแหงของยอดออนและรากออน แลวคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตของตนกลา (AOSA, 
2001)   
อัตราการเจริญเติบโตของตนกลา = น้ําหนกัแหงของยอดออนและรากออน (มิลลิกรัม/ตน) 
                                                                                 จํานวนตนกลาปกติ  
 

2.2.2 การวัดอัตราการเจริญเติบโตของยอดและราก (Shoot and Root Growth rate)  
นํากระดาษเพาะจํานวน 3 แผนท่ีมีขนาดเทากันจุมน้ําใหเปยกชุม พับปลายกระดาษเพาะ

ข้ึนมาประมาณ 1 นิ้ว แลวดึงกระดาษเพาะแผนแรกลงมา วางเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวจํานวน 20 
เมล็ด ทํา 4 ซํ้า ซํ้าละ 80 เมล็ด โดยวางเมล็ดเรียงใหเปนแถวยาวตามความยาวของกระดาษ ใหแถว
หางจากขอบกระดาษ 5 เซนติเมตร จากน้ันดึงกระดาษเพาะแผนแรกปดทับบนเมล็ดแลวมวน



31 
 

กระดาษเพาะ นํามวนกระดาษใสในตะแกรงและนําไปเพาะไวในตูเพาะเมล็ด เม่ือครบ 5 วัน นํา
มวนกระดาษเพาะมาประเมินผล โดยวัดความยาวของสวนท่ีงอกเปนรากและลําตน (AOSA, 2001) 
 

2.2.3 โดยวิธีการเรงอายุ (Accelerated aging test)  
เตรียมขวดโหลหรือขวดเรงอายุโดยการเติมน้ําลงไปในขวด 100 มิลลิลิตร จากนั้นสุมนับ

เมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว จําวน 200 เมล็ด ใสลงในตะแกรงลวดท่ีเตรียมไว และนําตะแกรงลวด
ท่ีบรรจุเมล็ดไวแลววางลงในขวดเรงอายุ ปดฝาขวดใหสนิท นําขวดเรงอายุไปใสไวในตูอบท่ี
อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส เปนเวลา 86 ช่ัวโมง จากนั้นนําเมล็ดท่ีผานการเรงอายุแลวมาทดสอบ
ความงอกโดยวิธีเพาะบนกระดาษช้ืนทันที เม่ือครบ 7 วันหลังการเพาะทําการตรวจนับตนกลาปกติ 
และเมล็ดตาย (AOSA, 2001) 
 

2.2.4 การวัดดชันีการงอกของเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว (Germination Index)  
การวัดดัชนีการงอกของเมล็ดพันธุ ทําควบคูไปกับการทดสอบความงอกมาตรฐาน แตทํา

การประเมินผลโดยการตรวจนับจํานวนตนกลาท่ีงอกทุกวันหลังเพาะจนครบ 7 วัน นําผลการตรวจ
นับมาคํานวณหาคาดัชนีการงอกของเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว ดังนี้ (ISTA, 2006) 
ดัชนีการงอกของเมล็ดพันธุ = ผลบวกของ (จํานวนตนกลาท่ีงอก/จํานวนวันหลังเพาะ) (ตน/วัน) 
 

2.2.5 การจําแนกความแข็งแรงของตนกลา (Classification test)  
การจําแนกความแข็งแรงของตนกลา ทําควบคูไปกับการทดสอบความงอกมาตรฐาน 

หลังจากเพาะเมล็ดขาวโพดเลี้ยงสัตวจนครบ 7 วัน ทําการประเมินผลโดยการวัดความสูงของตน
กลา ตนกลาสูง 0-7 เซนติเมตร คือ ตนกลาออนแอ ตนกลาสูง 7.1-14 เซนติเมตร คือ แข็งแรงปาน
กลาง และตนกลาท่ีสูงต้ังแต 14.1 เซนติเมตรข้ึนไป คือ แข็งแรงมาก (ISTA, 2006) 
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การทดลองท่ี 2 ประสิทธิภาพของน้าํมันหอมระเหยกานพลูรวมกับโหระพาตอการยบัยั้งการ 

เจริญเติบโตของเชื้อรา A. flavus  
ทําการแยกเช้ือ A. flavus ท่ีติดมากับเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว โดยใชเข็มเข่ียเข่ียเสนใย

ของเช้ือ A. flavus นํามาวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) เล้ียงเช้ือใหไดเช้ือ
บริสุทธ์ิ นําเช้ือท่ีมีอายุ 7 วัน มาทําสารแขวนลอยสปอรของเช้ือรา โดยการเทน้ํากล่ันฆาเช้ือ 10 
มิลลิลิตรลงไปในจานอาหาร ใชแผน slide ท่ีลนไฟฆาเช้ือแลวขูดผิวหนาอาหารท่ีมีโคโลนีของเช้ือ
รา A. flavus เจริญอยู จากนั้นนําไปกรองดวยผาขาวบาง 2 ช้ัน ท่ีรองดวยบีกเกอร นําสวนท่ีไดไป
ตรวจนับจํานวนสปอรดวย Haemacytometer ปรับความเขมขนของสปอรใหได 1×106 สปอรตอ
มิลลิลิตร ทําการทดลองแบบ CRD ทวนซํ้า 4 ซํ้า โดยนําสปอรของเช้ือ A. flavus ท่ีไดมาทําการ
ทดสอบกับเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตว ดังนี้ 
กรรมวิธีท่ี 1. เมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวชุดควบคุมท่ีไมไดปลูกเช้ือ A. flavus ลงไป และไมได 

เคลือบเมล็ดดวยนํ้ามันหอมระเหย 
กรรมวิธีท่ี 2. นําสารแขวนลอยสปอรของเช้ือราฉีดพนลงบนเมล็ดขาวโพดท่ีทําการฆาเชื้อท่ีผิวแลว 

ใหท่ัว ผ่ึงเมล็ดใหแหง ท้ิงไว 24 ช่ัวโมง (ปลูกเช้ือลงบนเมล็ดพันธุ) 
กรรมวิธีท่ี 3. ทําการเคลือบเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวดวยกรรมวิธีท่ีใหผลในการปองกันกําจดั 

เช้ือราดีท่ีสุด (กรรมวิธีท่ี 7-15) จากผลการทดลองท่ี 0 เดอืน (ไมปลูกเช้ือ A. flavus ลงบน
เมล็ดพันธุแตทําการเคลือบเมล็ดดวยน้ํามันหอมระเหย) 

กรรมวิธีท่ี 4. นําสารแขวนลอยสปอรของเช้ือราฉีดพนลงบนเมล็ดพันธุขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีทําการ 
ฆาเช้ือท่ีผิวแลวใหท่ัว ผ่ึงเมล็ดใหแหง ท้ิงไว 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการเคลือบเมล็ดพันธุ
ดวยกรรมวิธีท่ีใหผลในการปองกันกําจดัเช้ือราดีท่ีสุด (กรรมวิธี 7-15) จากผลการ    
ทดลองท่ี 0 เดอืน (เคลือบเมล็ดพันธุดวยน้าํมันหอมระเหยภายหลังจากการปลูกเช้ือ) 

จากนั้นนําเมล็ดพันธุขาวโพดเลี้ยงสัตวแตละกรรมวิธีมาตรวจสอบชนิดและปริมาณเช้ือรา A. flavus 
ท่ีติดมากับเมล็ด โดยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น (Blotter method) และทําการทดสอบความงอกขอเมล็ด
พันธุขาวโพดเล้ียงสัตว (Germination test) โดยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น (Between paper method) 
  
การวิเคราะหขอมูล 

วิเคราะหหาความแปรปรวนของขอมูลดวยวิธี Analysis of Variance และเปรียบเทียบความ
แตกตางของขอมูลโดย Least Significant Difference (LSD) ท่ีระดับนัยสําคัญ 0.05 และวิเคราะห
สหสัมพันธระหวางวิธีการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุโดยการหาคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ  
(Correlation coefficient) 


