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วธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) 
  มนัฝร่ัง   200        กรัม 
  น ้าตาล Dextrose  20          กรัม 
  วุน้   15 – 17  กรัม 
  น ้า   1,000     มิลลิลิตร 
 เตรียมโดยหัน่มนัฝร่ังท่ีปอกเปลือกแลว้เป็นช้ินเล็กๆ ขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก์เซนติเมตร 
ตม้ในน ้ า 500 มิลลิลิตร จนกระทัง่มนัสุก กรองน ้ ามนัฝร่ังดว้ยผา้ขาวบาง เติมน ้ าตาล Dextrose คน
จน Dextrose ละลายหมด เก็บน ้าไว ้เก็บน ้าไว ้จากนั้นน าวุน้มาละลายในน ้ า 500 มิลลิลิตร ตม้จนวุน้
ละลาย จึงผสมน ้ ามนัฝร่ังท่ีกรองไว ้วดัปริมาตรและเติมน ้ าให้ได ้1,000 มิลลิลิตร คนให้ส่วนผสม
เขา้กนั แบ่งใส่ขวดแกว้ อุดดว้ยจุกส าลี ใชก้ระดาษหุ้มจุกส าลีอีกชั้น และรัดดว้ยหนงัยาง น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือด้วย Autoclave ท่ีความดนั 121 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เม่ือจะใช้ให้หลอม
อาหารเล้ียงเช้ือ โดยใชไ้มโครเวฟ จากนั้นจึงเทลงในจานอาหารท่ีฆ่าเช้ือแลว้ ทิ้งไวใ้ห้วุน้แข็งตวั จึง
น าไปใชใ้นการทดลองได ้
 

การเตรียมอาหารเพือ่ชักน าการสร้างสปอร์ของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides 
อาหาร half-PDA 
วธีิการเตรียม ท าเช่นเดียวกบัอาหาร PDA แต่ปรับปริมาตรของมนัฝร่ังและน ้ าตาล Dextrose 

เป็น 100 กรัม และ 10 กรัม ตามล าดบั 
อาหาร V-8 juice 
เตรียมโดยอุ่นน ้ ากลัน่ แลว้เติม V-8 juice (ประกอบดว้ยน ้ าคั้นผกั 8 ชนิด ไดแ้ก่ มะเขือเทศ 

แครอท ผกักาดหอม ค่ึนฉ่าย หวับีท พาร์สเลย ์ปวยเหล็ง และ Watercress) ลงไป 200 มิลลิลิตร เติม 
CaCO3 3 กรัม คนให้ละลาย แลว้เทวุน้ท่ีหลอมแลว้ 15 กรัม ผสมลงไป คนให้เขา้กนั ปรับปริมาตร
ใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร เทใส่ขวด ปิดจุกส าลี และปิดทบัดว้ยกระดาษ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ย Autoclave 
ท่ีความดนั 121 ปอนดต่์อตารางน้ิว 15 นาที (เกวลิน, 2547) 

อาหาร half-MS 
เตรียมอาหารจาก stock A-G รวมกนั โดยใชปิ้เปตดูดสารละลายแต่ละ stock ซ่ึงดดัแปลง

จากอาหาร MS (Murashige and Skoog, 1962) (ตาราง 7) เทวุน้ท่ีหลอมแลว้ 13 กรัม ผสมลงไป และ
เติมน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
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ตาราง 7   อาหารเล้ียงเช้ือดดัแปลงจากสูตรอาหาร MS (Murashige and Skoog, 1962) 
 

สารเคมี ความเขม้ขน้ 
Stock solution 

(g/250ml) 
Stock (ml/L) 

NH4NO3       A : 20.625 10 
KNO3       B : 23.7 10 

- H3BO3  
- KH2PO4 
- KI  
- Na2MoO4.2H2O 
- CoCl2.6H2O 

      C : 0.31 
           8.50 
           0.0415 
           0.0125 
           0.00125 

2.5 

CaCl2.2H2O       D : 22.0 2.5 
- MgSO4.7H2O 
- MnSO4.4H2O 
- ZnSO4.7H2O 
- CuSO4.5H2O 

      E : 18.5 
           1.1 
           0.431 
           0.0012 

2.5 

NaFe-EDTA       F : 2.0 2.5 
- Thiamine-HCl 
- Nicotinic acid 
- Ptridoxine-HCl 
- Glycine 

      G : 0.005 
           0.025 
           0.025 
           0.1 

2.5 

- Inosital 
- Sucrose 
- Agar 

100 ppm 
3% 

0.6 - 0.7% 

 0.05 g 
15 g 
13 g 
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การเตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides (เกวลิน, 2547) 
เคร่ืองมือวดัความเขม้ขน้ของ Inoculum เรียกว่า Haemacytometer เป็นอุปกรณ์ขนาดเล็ก 

รูปร่างคลา้ยสไลด ์แต่มีความหนามากกวา่สไลด์แกว้ธรรมดา (ภาพ 25) ตรงกลางมีร่องเป็นรูปตวั H 
ซ่ึงท าใหเ้กิดบริเวณท่ีใชใ้นการตรวจนบัข้ึน 2 บริเวณ ตรงกลางตวั H ท าเป็น scale ท่ีใชใ้นการตรวจ
นบัเพื่อค านวณหาความเขม้ขน้ของสารแขวนลอย เช่น สปอร์ หรือเซลลต่์างๆ (ภาพ 26) 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพ 25  ลกัษณะของ Haemacytometer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 26 ลักษณะและต าแหน่งส าหรับการตรวจนับจ านวนตัวอย่าง เช่น สปอร์ของเช้ือรา ด้วย 
Haemacytometer  
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การค านวณหาความเข้มข้นโดยใช้ Haemacytometer 
1. ในกรณีท่ีสปอร์หรือเซลล์ท่ีตอ้งการนบัมีขนาดเล็ก การนบัควรใชบ้ริเวณ E ตรงกลาง ซ่ึง

ประกอบดว้ยช่องส่ีเหล่ียมขนาดเล็ก (Small squares) ทั้งหมด 25 ช่อง และแต่ละช่องเล็ก จะ
ประกอบดว้ยช่องขนาดเล็กท่ีสุด (Smallest squares) อยู ่16 ช่อง การนบัสปอร์จะนบัจ านวนทั้งหมด
ท่ีอยูใ่นบริเวณน้ี รวมทั้งสปอร์ท่ีอยูบ่ริเวณขอบของตารางทุกช่องดว้ย 

2. พื้นท่ีบริเวณ E เท่ากบั 25 x 16 x 1/400 ตารางมิลลิเมตร 
3. หากคิดเป็นปริมาตร ( มีความลึก 1/10 มิลลิเมตร ) จะเท่ากบั 25 x 16 x 1/400 x 1/10

ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร หรือ 0.1 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร 
4. สมมุตินบัสปอร์ในบริเวณ E ไดร้วมทั้งหมดเท่ากบั Y สปอร์ ใน 0.1 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร 
5. ตอ้งการเทียบความเขม้ขน้ในหน่วย 1 ลูกบาศก์เซนติเมตรหรือ 1 มิลลิลิตร ซ่ึง 1 มิลลิลิตร 

เท่ากบั 1000 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร 
ดงันั้น ในปริมาตร 0.1 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร นบัสปอร์ได ้  = Y สปอร์ 
ถา้ใน 1,000 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร (1 มิลลิลิตร) จะมีสปอร์   = Y x 1,000 x 1/0.1 สปอร์ 

  = Y x 1 x 104 สปอร์/มิลลิลิตร 
6. ในกรณีสปอร์ หรือเซลล์มีขนาดใหญ่ ควรนบัจ านวนสปอร์หรือเซลล์ทุกบริเวณ A B C D 

และ E จากนั้นน าค่าท่ีไดม้ารวมกนั และหาค่าเฉล่ียโดยหารดว้ย 5 อีกคร้ัง ก่อนน าไปค านวณความ
เขม้ขน้ เช่น สมมตินบัจ านวนสปอร์ไดร้วมกนัเท่ากบั Z สปอร์ ดงันั้นความเขม้ขน้ของสปอร์ต่อ 1 
มิลลิลิตร = Z/5 x 1 x 104 สปอร์/มิลลิลิตร 

7. การตรวจนบัความเขม้ขน้จะให้ผลใกลเ้คียงมากท่ีสุด จะตอ้งท าให้ Suspension กระจายตวั
มากท่ีสุด หรืออาจจ าเป็นจะตอ้งมีการนบัมากคร้ังข้ึน เช่น 5-10 คร้ัง แลว้จึงน ามาหาค่าเฉล่ียภายหลงั 
หรือบางคร้ังอาจจ าเป็นตอ้งเติม Wetting agent เช่น Tween 20 ลงไปเพื่อช่วยให้สปอร์ หรือเซลล์
กระจายตวัได้ดีข้ึน (ทั้ งน้ีเพื่อให้การค านวณความเข้มข้นถูกต้องแม่นย  ามากข้ึน) จากนั้นจึงใช ้
Dropper หรือ Loop หยด Suspension ของเช้ือลงบน Scale ของ Haemacytometer ขา้งละ 1 หยด 
จากนั้นใช ้Cover slip ปิดทบั กดเบาๆ หากใส่หยดของ Spore suspension พอดีจะไม่มีเช้ือเหลือลน้
ออกมาจากสไลด ์

8. น าสไลด์ท่ีเตรียมไดไ้ปตรวจดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ นบัจ านวนสปอร์  หรือเซลล์ของเช้ือ
แลว้น าไปค านวณหาความเขม้ขน้โดยวิธีค  านวณขา้งตน้  ซ่ึงความเขม้ขน้ท่ีมกัใช้ในการปลูกเช้ือ
โดยทัว่ไป เช่น เช้ือรา จะอยูใ่นช่วง 105 -106 สปอร์/มิลลิลิตร เป็นตน้ 
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การท า Inoculator 
Inoculator ประกอบด้วย เข็ม 1 เล่ม และยางลบ โดยน าเข็มไปแทงผ่านยางลบให้ทะลุ 

เพื่อให้ยางลบเป็นตวัก าหนดความลึกของแผลท่ีจะท าบนผลมะม่วง ให้ส่วนปลายของเข็มท่ีผ่าน
ยางลบมีความยาว 3 มิลลิเมตร 
 
การเตรียมกล่อง moist chamber 
 กล่อง moist chamber ประกอบดว้ย กล่องพลาสติก ส าลีกอ้นชุบน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือพอหมาด 
และ Petri dish วางผลมะม่วงท่ีท าการทดลองบน Petri dish จากนั้นน าไปวางในกล่องพลาสติกท่ีมี
ส าลีกอ้นชุบน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ เพื่อเพิ่มความช้ืนสัมพทัธ์ท่ีอยูภ่ายใน 
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