
บทที ่3 
 

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 
 
อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

1. เคร่ืองผลิตน ้า deionized ยีห่อ้ ELGA 
2. เคร่ืองผลิตน ้าอิเล็กโทรไลต ์ยีห่อ้ SUPER OXSEED LABO 
3. เคร่ืองชัง่ละเอียดแบบทศนิยม 2 ต  าแหน่ง ยีห่้อ OHAUS 
4. เคร่ืองกวนสารละลาย บริษทั ยเูน่ียนซายน์ 
5. เคร่ืองวดัค่า pH (Multi-Parameter) บริษทั ยเูน่ียนซายน์  
6. เคร่ืองวดัค่า Electrolyte conductivity (Multi-Parameter) บริษทั ยเูน่ียนซายน์ 
7. เคร่ืองวดัค่าความเขม้ขน้ของคลอรีน (Pocket Colorimeter II) บริษทั HACH  
8. กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ (OLYMPUS CX31 RBSFA) บริษทั อี ฟอร์ แอล  
    อินเตอร์เนชัน่แนล จ ากดั   
9. เคร่ือง Vortex Mixer บริษทั DAIHAN Scientific 
10. Disposable syringe บริษทั NIPRO 
11. แท่งแกว้รูปตวัแอล 
12. Micropipette และ Tips 
13. หลอดทดลองขนาดเล็ก 
14. Haemacytometer และ Counter 
15. มีดผา่ตดั 

 16. บีกเกอร์ 
 17. ขวด Duran 

18. กล่อง Moist chamber 
19. ถงัพลาสติก 
20. ส าลี 
21. inoculator 
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22. อุปกรณ์ดา้นจุลชีววทิยา 
  -  ตูถ่้ายเช้ือ 
  - หมอ้น่ึงความดนัไอ 
  - Hot Air Oven 

- Cork borer 
  - ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
  - จานอาหารเล้ียงเช้ือ 

- เขม็เข่ียเช้ือ 
   
สารเคมีและอาหารเลีย้งเช้ือ 

1. อาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA), half-PDA, half-MS และ V-8 juice 
2. น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ 
3. เกลือโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) บริษทั Labscan Asia 
4. แอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์

 
พชืทดลอง 

มะม่วงพนัธ์ุน ้าดอกไม ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



25 

วธีิการทดลอง 
การทดลองที ่1  ศึกษาอาการโรคแอนแทรกโนสบนผลมะม่วง  เ ช้ือสา เหตุของโรค และ

ความสามารถในการก่อให้เกดิโรคของเช้ือสาเหตุ 
1.1 การศึกษาอาการโรคและการแยกเช้ือบริสุทธ์ิ 
ศึกษาลกัษณะอาการของโรคแอนแทรกโนสท่ีเร่ิมเขา้ท าลายผลมะม่วงตั้งแต่ระยะเร่ิมตน้ 

ไดแ้ก่ ลกัษณะของแผล สี และลกัษณะท่ีเช้ือสาเหตุสร้างข้ึนบนผลมะม่วง บนัทึกผล 
ท าความสะอาดผลมะม่วงที่เป็นโรคแอนแทรกโนสในระยะเร่ิมตน้ดว้ยน ้ าไหลและเช็ด

ฆ่าเช้ือท่ีผิวดว้ยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต ์โดยเฉพาะบริเวณท่ีตอ้งการแยกเช้ือ วางผลมะม่วงท่ีท า
ความสะอาดแลว้ในตูถ่้ายเช้ือ ใช้มีดผ่าตดัท่ีลนไฟฆ่าเช้ือแลว้ กรีดบริเวณแผลบางๆ แลว้เปิดออก 
จากนั้นใช้เข็มเข่ียเช้ือยา้ยเน้ือของมะม่วงท่ีอยู่ระหว่างส่วนท่ีเป็นโรคและส่วนเน้ือปกติ วางลงบน
อาหารเล้ียงเช้ือ PDA บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั สังเกตและบนัทึก
ลักษณะโคโลนีของเช้ือท่ีเจริญบนอาหาร ตรวจดูลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ และเก็บเช้ือสาเหตุของโรคไวใ้นหลอดทดลองทั้งบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และในน ้ า
กลัน่ฆ่าเช้ือ เพื่อใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 

1.2 การชักน าและเปรียบเทยีบสูตรอาหารในการสร้างสปอร์ของเช้ือสาเหตุ 
เช้ือสาเหตุท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA ในช่วงฤดูหนาว (เดือนพฤศจิกายนถึงธนัวาคม)  ไม่มีการ

สร้างกลุ่มสปอร์ (spore masses)  จึงตอ้งดดัแปลงสูตรอาหารท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือ เพื่อกระตุน้ให้เช้ือสาเหตุ
สร้างสปอร์ในปริมาณมากเพียงพอท่ีจะใช้ในการทดลอง โดยสูตรอาหารท่ีเลือกใช้ไดแ้ก่ อาหาร 
half-PDA, half-MS และ V-8 juice (ภาคผนวก) 

1.3 การทดสอบความสามารถในการท าให้เกดิโรคของเช้ือสาเหตุ 
ลา้งผลมะม่วงดว้ยน ้าไหลและเช็ดฆ่าเช้ือท่ีผิวดว้ยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต ์จากนั้นท าแผล

บนผลมะม่วง ผลละ 4 จุด ในตูถ่้ายเช้ือ โดยใช้มีดผ่าตดักรีดให้มีความลึกประมาณ 0.1 เซนติเมตร 
ยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตร ใชเ้ช้ือสาเหตุท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA, half-PDA, half-MS และ V-8 
juice อาย ุ14 วนั ปลูกเช้ือบนผลมะม่วงผลเดียวกนัสูตรละ 1 แผล ท าซ ้ ากนั 4 คร้ัง โดยใช ้cork borer 
เจาะบริเวณกลุ่มสปอร์ของเช้ือ แลว้ใชเ้ข็มเข่ียท่ีลนไฟฆ่าเช้ือแลว้ ยา้ยช้ินวุน้มาวางบนผลมะม่วงท่ี
ท าแผล คว  ่าช้ินวุน้ดา้นท่ีมีเช้ือเจริญอยูล่งประกบกบัแผล แลว้ใชเ้ข็มเข่ียเช้ือกดเบาๆ เพื่อให้ผิวหนา้
ช้ินวุน้แนบสนิทกบัผวิมะม่วง จากนั้นวางผลมะม่วงไวใ้นกล่อง moist chamber (ภาคผนวก) เก็บไว้
ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส สังเกตและบนัทึกอาการท่ีเกิดข้ึน โดยใช้เช้ือสาเหตุท่ีเล้ียงบนอาหาร 
PDA เป็นชุดควบคุมเปรียบเทียบกบัเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหารดดัแปลงแต่ละสูตร  
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การทดลองที ่2 ศึกษาคุณสมบัติของน า้อเิลก็โทรไลต์ 
ผลิตน ้ าอิเล็กโทรไลต ์โดยใชเ้คร่ืองผลิตยี่ห้อ SUPER OXSEED LABO ซ่ึงอาศยัหลกัการ 

electrolysis และท่ีใชส้ารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ความเขม้ขน้ต่างกนัไดแ้ก่ 0.1, 0.2, 
0.3, 0.4, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ใส่ลงไปในช่องใส่น ้ า (chamber) ของ
เคร่ือง จากนั้ นผ่านกระแสไฟฟ้า 110 โวลต์ เป็นเวลา 15 นาที น าน ้ าอิเล็กโทรไลต์ชนิดกรด 
(Electrolyzed Oxidizing; EO) ท่ีไดแ้ต่ละความเขม้ขน้ส่วนหน่ึงไปวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH), ค่า electrolyte conductivity (EC) และค่าความเขม้ขน้ของคลอรีนอิสระ (available free 
chlorine) ดว้ยวิธี DPD (N,N-diethyl-p-phenylene diamine) test (Palin, 1967; Smilanick et al., 
1997) อีกส่วนหน่ึงเก็บไวใ้นขวด Duran ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ เพื่อใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
 
การทดลองที ่3 ศึกษาประสิทธิภาพของน ้า Electrolyzed Oxidizing (EO) ในการยับยั้งการเจริญ

ของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ในระดับห้องปฏิบัติการ 
3.1 ศึกษาผลของน า้ EO ต่อการเจริญของโคโลนีเช้ือสาเหตุ 
น าสปอร์แขวนลอย (spore suspension) ของเช้ือรา C. gloeosporioides ความเขม้ขน้ 107 

สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้า EO ความเขม้ขน้เกลือท่ีตอ้งการทดสอบทีละความ
เขม้ขน้ (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 เปอร์เซ็นต)์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้
เขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex แช่ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5, 10 และ 15 นาที ตามล าดบั จากนั้นดูดสปอร์แขวนลอย 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มา spread plate บนผิวหนา้อาหาร PDA ส่วนชุดควบคุมใชน้ ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ 
บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั สังเกตการเจริญและวดัเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 

3.2 ศึกษาผลของน า้ EO ต่อการเปลีย่นแปลงโครงสร้างและการงอกของสปอร์เช้ือสาเหตุ 
น าสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา C. gloeosporioides ท่ีแช่รวมกบัน ้ า EO ทุกกรรมวิธีในขอ้ 

3.1 ไปตรวจสอบผลของน ้ า EO ต่อการเปล่ียนแปลงโครงสร้างและการงอกของสปอร์เช้ือสาเหตุ
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีแช่ในน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ 

3.3 ศึกษาการคงสภาพของน ้า EO ที่เก็บรักษาในภาชนะปิดต่อการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
สาเหตุ 

น าสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา C. gloeosporioides ความเขม้ขน้ 104 สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้า EO ความเขม้ขน้เกลือ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในแต่ละกรรมวิธี
ไดแ้ก่ ผลิตแลว้ทนัที (0 นาที) และเก็บรักษาไวใ้นภาชนะปิดเป็นเวลา 5, 10, 15, 30 นาที และ 1, 2, 
3, 6, 12 และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั เขย่าให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex แช่ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5 นาที 
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จากนั้นดูดสปอร์แขวนลอยปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร PDA ดว้ยวิธี micro-drop 
technique บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั โดยเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (น ้ า
กลัน่ฆ่าเช้ือ), น ้ า deionized (DI), น ้ า deionized ท่ีผ่านกระแสไฟฟ้า 110 โวลต ์เป็นเวลา 15 นาที 
(DI+Activated) และสารละลายเกลือ NaCl ในน ้ า DI ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ท่ีไม่ได้ผ่าน
กระแสไฟฟ้า  

3.4 ศึกษาการคงสภาพของน า้ EO ทีเ่กบ็รักษาในภาชนะเปิดต่อการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
สาเหตุ 

น าสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา C. gloeosporioides ความเขม้ขน้ 104 สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้ า EO ความเขม้ขน้เกลือ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ท่ีเปิดฝาภาชนะทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5, 10, 
15 และ 30 นาที น าน ้า EO ท่ีระยะเวลาดงักล่าว ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองท่ีเตรียม
สปอร์แขวนลอยของเช้ือสาเหตุไว ้เขยา่ใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex แช่ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5 นาที จากนั้น
ดูดสปอร์แขวนลอยปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร PDA ดว้ยวิธี micro-drop technique 
บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ)  

3.5 ศึกษาผลของน า้ EO เจือจางต่อการเจริญของเช้ือสาเหตุ 
น าสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา C. gloeosporioides ความเขม้ขน้ 104 สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองหลอดท่ี 1 และเตรียมน ้ า EO ความเขม้ขน้เกลือ 0.1 เปอร์เซ็นต ์
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองหลอดท่ี 2 จากนั้นเจือจางความเขม้ขน้เป็น 2 เท่า โดยใชน้ ้ า 
deionized ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex น าสปอร์แขวนลอยของเช้ือสาเหตุ
และน ้า EO เจือจางท่ีเตรียมไวอ้ยา่งละ 1 มิลลิลิตร ผสมรวมกนั เขยา่ให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex แช่ทิ้ง
ไวเ้ป็นเวลา 1, 3, 5, 10 และ 15 นาที ตามล าดบั จากนั้นดูดสปอร์แขวนลอยปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
หยดลงบนอาหาร PDA ดว้ยวิธี micro-drop technique บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
7 วนั โดยเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ)  
 
การทดลองที ่4 ศึกษาประสิทธิภาพของน ้า Electrolyzed Oxidizing (EO) ในการลดโรค          

แอนแทรกโนสบนผลมะม่วง 
เตรียมผลมะม่วงพนัธ์ุน ้ าดอกไม ้โดยซ้ือผลิตผลจากเกษตรกรซ่ึงผลิตเพื่อการส่งออก ใน

พื้นท่ีอ าเภอพร้าว จงัหวดัเชียงใหม่ จากนั้นคดัเลือกท่ีผลสมบูรณ์ ไม่มีบาดแผล ไม่มีโรคและแมลง
ท าลาย น ามาตดักา้นให้มีความยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตร เพื่อให้ยางไหลออกจากผล น าผลมะม่วง
วางบนกระดาษหนังสือพิมพ์โดยคว  ่าขั้วผลลงเพื่อซับยางออกให้หมด แล้วท าความสะอาดผล
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มะม่วงด้วยระบบน ้ าไหลแบบหมุนเวียน ผึ่ งไวใ้ห้แห้ง จากนั้ นน ามาเช็ดด้วยแอลกอฮอล์ 70 
เปอร์เซ็นต ์และผึ่งใหแ้หง้เพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 

 
การตรวจวดัคุณภาพของผลมะม่วงและบนัทึกผลการทดลอง ดงัน้ี 

ก. การสูญเสียน ้าหนกั 
วดัการสูญเสียน ้าหนกัโดยชัง่น ้าหนกัผล แลว้น าไปคิดเปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าหนกั 

      จากสูตร เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าหนกั = (น ้าหนกัเร่ิมตน้ – น ้าหนกั ณ วนัท่ีตรวจผล) x 100 
   น ้าหนกัเร่ิมตน้ 

ข. การประเมินการเกิดโรค (ภาพ 2) 
โดยประเมินจากพื้นท่ีเกิดโรค แลว้ใหร้ะดบัคะแนนอตัราการเกิดโรคแบ่งเป็น 6 ระดบั ดงัน้ี 
0 = ผลมะม่วงมีความสมบูรณ์ ไม่เกิดโรค 
1 = มีพื้นท่ีเกิดโรครวมกนัไม่เกิน 10 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผวิเปลือก (ไม่มีผลต่อการซ้ือขาย) 
2 = มีพื้นท่ีเกิดโรครวมกนัมากกวา่ 10 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่เกิน 25 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผวิ  
      เปลือก (มีผลต่อการซ้ือขาย) 
3 = มีพื้นท่ีเกิดโรครวมกนัมากกวา่ 25 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่เกิน 50 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผวิ 
      เปลือก (มีผลต่อการซ้ือขาย) 
4 = มีพื้นท่ีเกิดโรครวมกนัมากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่เกิน 75 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผวิ 
      เปลือก (มีผลต่อการซ้ือขาย) 
5 = มีพื้นท่ีเกิดโรครวมกนัมากกวา่ 75 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผวิเปลือก (ขายไม่ได)้ 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 2 ระดบัความรุนแรง (จาก 1 - 5) ของการเกิดโรคแอนแทรกโนสบนผลมะม่วงพนัธ์ุน ้าดอกไม ้

 

การประเมินการเกดิโรค 

1 0 2 3 4 5 
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ค. อายกุารวางจ าหน่าย 
ประเมินอายุการวางจ าหน่ายจากขอ้มูลการตรวจวดัคุณภาพผล และผลมะม่วงหมดอาย ุ 

การวางจ าหน่าย ดงัน้ี 
- ผลเห่ียว 
- พื้นท่ีเกิดโรครวมกนัมากกวา่ 50 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผวิเปลือก 

การประเมินอายุการวางจ าหน่ายของผลมะม่วง อาจใช้เกณฑ์การตดัสินขา้งตน้เกณฑ์ใด
เกณฑห์น่ึงหรือหลายเกณฑร่์วมกนั 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของน ้ า EO ความเขม้ขน้เกลือ 0.1 - 0.5 และ 1.0 - 5.0 เปอร์เซ็นต ์
ต่อการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา C. gloeosporioides ในระดบัห้องปฏิบติัการ พบวา่สามารถยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือได ้100 เปอร์เซ็นต ์ในทุกระดบัความเขม้ขน้ ดงันั้นจึงเลือกใชน้ ้ า EO ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้เกลือ 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 เปอร์เซ็นต ์เพื่อให้การทดลองกบัผลมะม่วง
สามารถปฏิบติัในสภาพหอ้งปฏิบติัการท่ีมีพื้นท่ีจ  ากดัไดโ้ดยสะดวก และเป็นระดบัความเขม้ขน้ท่ีมี
ความเหมาะสมส าหรับเกษตรกรท่ีจะสามารถน าไปประยุกตใ์ชต่้อไปได ้และเน่ืองจากการเกิดโรค
แอนแทรกโนสของมะม่วงในธรรมชาติเกิดจากเช้ือสาเหตุท่ีมีลกัษณะการเขา้ท าลายแบบ latent 
infection ซ่ึงเป็นกลไกท่ีซบัซ้อนและควบคุมไดย้าก ดงันั้นการทดลองน้ีสามารถแบ่งเป็น 4 การ
ทดลอง เพื่อใหส้อดคลอ้งกบัลกัษณะการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุท่ีอาจเกิดข้ึนตามธรรมชาติ ดงัน้ี 

4.1 ปลูกเช้ือสาเหตุบนผลมะม่วงก่อนแช่ล้างผลในน า้ EO 
เตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา C. gloeosporioides ความเขม้ขน้ 104 สปอร์/มิลลิลิตร 

หยด Tween 20 ลงไป 2 - 3 หยด เพื่อใหส้ปอร์ของเช้ือสาเหตุเกาะติดกบัผิวผลมะม่วงไดดี้ น าไปพ่น
ลงบนผลมะม่วง แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เพื่อใหเ้ช้ือสาเหตุเจริญ 
จากนั้นแช่ผลมะม่วงในน ้ า EO ท่ีความเขม้ขน้เกลือต่างกนั ไดแ้ก่ 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 
เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 5, 10 และ 15 นาที ตามล าดบั ผึ่งให้แห้ง เก็บรักษาผลมะม่วงไวท่ี้อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั บนัทึกผลการเกิดโรคบนผลมะม่วงตามเกณฑ์การประเมินการเกิด
โรคดังกล่าวข้างต้น เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีปลูกเช้ือด้วยสปอร์แขวนลอยแล้วล้างด้วย
น ้าประปา 

4.2 แช่สปอร์แขวนลอยของเช้ือสาเหตุในน า้ EO ก่อนพ่นบนผลมะม่วง 
เตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา C. gloeosporioides ความเขม้ขน้ 104 สปอร์/มิลลิลิตร 

แช่ในน ้ า EO ความเขม้ขน้เกลือ 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 5, 10 และ 15 นาที 
ตามล าดบั หยด Tween 20 ลงไป 2 - 3 หยด เพื่อให้สปอร์ของเช้ือเกาะติดกบัผิวผลมะม่วงไดดี้ 
จากนั้นน ามาพ่นลงบนผลมะม่วง ผึ่งให้แห้ง เก็บรักษาผลมะม่วงไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 14 วนั บนัทึกผลการเกิดโรคบนผลมะม่วงตามเกณฑ์การประเมินการเกิดโรคดงักล่าว
ขา้งตน้ เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีพน่ดว้ยสปอร์แขวนลอยท่ีแช่ในน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ 

4.3 ปลูกเช้ือสาเหตุบนผลมะม่วงก่อนพ่นด้วยน า้ EO 
เตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา C. gloeosporioides ความเขม้ขน้ 104 สปอร์/มิลลิลิตร 

หยด Tween 20 ลงไป 2 - 3 หยด แลว้พ่นลงบนผลมะม่วง บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 12 ชัว่โมง เพื่อให้เช้ือสาเหตุเจริญ จากนั้นพ่นน ้ า EO ความเขม้ขน้เกลือ 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 3.0 
และ 5.0 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ลงบนผลมะม่วง ผึ่งให้แห้ง เก็บรักษาผลมะม่วงไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั บนัทึกผลการเกิดโรคบนผลมะม่วงตามเกณฑ์การประเมินการเกิดโรค
ดงักล่าวขา้งตน้ เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีพ่นดว้ยน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ 

4.4 ปลูกเช้ือสาเหตุบนผลมะม่วงและท าการทดสอบกบัน า้ EO ด้วยวธีิไมโครเทคนิค 
วาดรูปส่ีเหล่ียมขนาด 2.5 x 2.5 เซนติเมตร ลงบนผิวมะม่วงบริเวณท่ีจะปลูกเช้ือ ผลละ 7 ช่อง 

ท าแผลโดยใช ้inoculator (ภาคผนวก) แทงลงในช่องส่ีเหล่ียม 1 คร้ัง จากนั้นหยดสปอร์แขวนลอยของ
เช้ือรา C. gloeosporioides (104 สปอร์/มิลลิลิตร) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนแผล และบ่มไวท่ี้
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 

เตรียมแผน่ส าลี เป็นรูปส่ีเหล่ียมขนาด 2.5 x 2.5 เซนติเมตร จากนั้นจุ่มแผ่นส าลีในน ้ า EO 
ความเขม้ขน้เกลือ 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 3.0 และ 5.0 เปอร์เซ็นต ์ส่วนชุดควบคุมใชน้ ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ บีบส าลี
ใหพ้อหมาด แลว้วางแผน่ส าลีลงบนช่องส่ีเหล่ียมบนผลมะม่วง โดยให้ทุกกรรมวิธีอยูบ่นผลมะม่วง
ผลเดียวกนั ทิ้งแผ่นส าลีดงักล่าวไวเ้ป็นเวลา 5, 10 และ 15 นาที ตามล าดบั เม่ือครบตามระยะเวลาท่ี
ก าหนดจึงน าแผน่ส าลีออก ทิ้งไวใ้หแ้หง้ เก็บรักษาผลมะม่วงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
7 วนั บนัทึกผล ประเมินการเกิดโรคโดยวดัขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางของแผล วางแผนการทดลองแบบ
สุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design, CRD) แต่ละกรรมวธีิมี 4 ซ ้ า ซ ้ าละ 1 ผล 


