
บทที่ 3

อุปกรณและวิธีการทดลอง

เมล็ดพันธุขาวท่ีใชในการทดลอง
เมล็ดพันธุที่ใชในการทดลองเปนเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 มาจากศูนยขยายพันธุพืช

ที่ 7 กรมสงเสริมการเกษตร จังหวัดเชียงใหม

น้ํามันหอมระเหยที่ใชในการทดลอง
น้ํามันหอมระเหยจากพืชที่ใชในการทดลองมี 7 ชนิด ไดแก น้ํามันหอมระเหยของกานพลู 

ขิง ตะไครหอม โหระพา เปปเปอรมิ้นต โปยกั๊ก และอบเชย โดยไดมาจากบริษัทยูไนเต็ด เคมีคอล 
แอนด  เทรดดิ้ง จํากัด อําเภอเมือง จงัหวัดเชียงใหม

อุปกรณท่ีใชในการทดลอง
1.    กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ (Stereo) บริษัท Olympus
2.    กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (Compound  microscope) รุน BH-2, บริษัท

Olympus
3.    ตาชั่ง  ขนาด 1,000 กรัม
4.    เครื่องชั่งละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง รุน SN B041000710, บริษัท Ohaus
5.    ตูอบลมรอน (Hot-air oven) บริษัท Memmert

 6.    หมอนึ่งความดัน (Autoclave) รุน 25X, บริษัท All American
7.    ตูถายเชื้อ บริษัท S.K. Trading
8.    ตูเพาะเมล็ด (Seed germinator)
9.   ไมโครปเปต (micropipette)
10.  Haemacytometer
11. Counter
12. ตะเกียงแอลกอฮอล
13. เข็มเขี่ยเชื้อ (needle)
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14. หวงถายเชื้อ (loop)
15. ที่วางหลอดทดลอง (rack)
16. สไลดและแผนแกวปดสไลด (slide and cover slip)
17. Cork borer
18. กระดาษกรอง Whatman No.1
19. กระดาษเพาะเมล็ด
20. กระดาษฟาง
21. คีมคีบ (forcep)
22. บีกเกอร (beaker)
23. ขวดรูปชมพู (flask)
24. กระบอกตวง (cylinder) ขนาด 10, 50 และ 100 มิลลิลิตร
25. ปเปต (pipette)
26. จานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Petri dish)
27. หลอดทดลอง (test tube)
28. แทงแกวคน (stirrer)
29. กระบะพลาสติก  ขนาด  20 × 20 × 10  เซนติเมตร
30. แกวพลาสติก  ขนาด  10  ออนซ
31. กลองพลาสติก  ขนาด  40 × 80 × 50  เซนติเมตร
32. ถุงพลาสติก  ขนาด  3 × 5  นิ้ว

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง
1. Ethanol 70 และ 95%
2. โซเดียมไฮโปคลอไรต 1% (sodium hypochlorite; NaClO3) ชื่อทางการคาคลอรอกซ

(Clorox 10%)
3. ผงวุน ตราเฮลิคอปเตอร
4. Glucose-D
5. Lactic acid
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วิธีการทดลอง

1.  การตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105
นําเมล็ดพันธุขาวมาตรวจหาเชื้อราที่ติดมากับเมล็ด โดยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น (Blotter 

method) และวิธีเพาะบนอาหารวุน (Agar method) ตามมาตรฐานสากลของ International Seed 
Testing Association (ISTA, 1999) เพื่อตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุ
ขาว

       1.1  การเพาะเมล็ดบนกระดาษชื้น (Blotter method)
สุมเมล็ดพันธุขาวไปเพาะบนกระดาษชื้น โดยใชกระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาดเสน

ผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร จํานวน 1 แผน วางบนกระดาษฟางที่ตัดเปนวงกลมขนาดเสนผาศูนย
กลางเทากัน จํานวน 3 แผน นําไปจุมในน้ํากล่ันใหชุม แลววางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) 
จากนั้นวางเมล็ดพันธุขาวลงในจานอาหารที่เตรียมไว จํานวน 20 เมล็ดตอ 1 จานอาหาร วางเมล็ดทั้ง
หมดจํานวน 400 เมล็ด โดยแบงออกเปน 4 ซํ้า (replication)  แตละซ้ําทําการเพาะเมล็ดพันธุขาว
จํานวน 100 เมล็ด  นําเมล็ดขาวที่เพาะบนกระดาษชื้นนี้ไปบมเพาะ (incubate) ไวที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 10 วัน เมื่อครบกําหนดนําเมล็ดขาวมาตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราที่เจริญบนเมล็ด
ภายใตกลอง stereo microscope และ compound microscope  และทําการจําแนกชนิดของเชื้อราที่
ตรวจพบบนเมล็ดโดยการศึกษาดูลักษณะโครงสรางตางๆ เชน ลักษณะ และรูปรางของ conidia ที่
สรางบน conidiophore  และลักษณะของ fruiting body ของเชื้อราบางชนิด รวมทั้งบันทึกผล
เปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดพันธุขาว

       1.2  การเพาะเมล็ดบนอาหารวุน (Agar method)
สุมเมล็ดพันธุขาวไปเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA (Potato Dextrose Agar) นําเมล็ดขาวมา

ฆาเชื้อที่ผิวโดยแชเมล็ดใน 1% sodium hypochlorite นาน 3 นาที แลวลางดวยน้ํากล่ันที่นึ่งฆาเชื้อ 3 
ครั้ง ซับเมล็ดใหแหงบนกระดาษกรอง จากนั้นใชคีมคีบ (forcep) ลนไฟฆาเชื้อคีบเมล็ดวางบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ โดยวาง 20 เมล็ดตอ 1 จานอาหาร วางเมล็ดทั้งหมดจํานวน 400 เมล็ด โดยแบงออก
เปน 4 ซํ้า  (replication) แตละซ้ําทําการเพาะเมล็ดพันธุขาวจํานวน 100 เมล็ด  นําจานอาหารเลี้ยง
เชื้อไปบมไวที่อุณหภูมิหอง ภายใตแสง fluorescent สลับมืดชวงละ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 7 วัน เมื่อ
ครบกําหนดแลวนํามาตรวจและจําแนกชนิดของเชื้อราจากลักษณะของโคโลนีที่เจริญออกมาจาก
เมล็ด หรือลักษณะของเสนใยและสปอรของเชื้อราภายใตกลอง compound microscope
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2.  การแยกเชื้อบริสุทธ์ิ (Pure isolation) จากเมล็ดพันธุขาว
ทําการแยกเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุขาวที่พบวามีเปอรเซ็นตการเขาทําลายของเชื้อราดัง

กลาวมากที่สุดใหเปนเชื้อบริสุทธิ์ โดยตรวจดูชนิดและลักษณะของเชื้อราบนเมล็ดขาวภายใตกลอง 
stereo microscope และทําการแยกเชื้อบริสุทธิ์ โดยใชเข็มเขี่ยที่ลนไฟฆาเชื้อแลวเขี่ยสปอรหรือเสน
ใยของเชื้อราที่เจริญบนเมล็ดนําไปเลี้ยงบนอาหาร PDA จากนั้นนําไปบมเพาะไวที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 7 วัน เมื่อครบกําหนด สังเกตลักษณะรูปรางของสปอรและโคโลนีของเชื้อรา เมื่อไดเชื้อ
บริสุทธิ์แลวทําการเก็บเชื้อราดังกลาวไวในอาหาร PDA slant เพื่อใชเปน stock culture ในการ
ทดสอบอื่นๆ ตอไป

3. การศึกษาความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อรา Fusarium moniliforme และ Bipolaris
oryzae   ตอความงอก ความแข็งแรง และอัตราการเจริญเติบโตของตนกลา

ทําการศึกษาความสามารถในการทําใหเกิดโรคของตนกลาขาวของเชื้อรา Fusarium 
moniliforme  และ Bipolaris oryzae โดยการปลูกเชื้อราลงบนเมล็ดแลวนําไปเพาะโดยวิธีตอไปนี้

3.1 การเพาะบนกระดาษชื้น  (Blotter method)
       ทดสอบโดยทําการสุมเมล็ดพันธุขาวโดยแบงเมล็ดออกเปน 3 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 400 

เมล็ด ดังนี้
กรรมวิธีที่ 1   เมล็ดไมปลูกเชื้อและแชในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อ  (ชุดควบคุม)
กรรมวิธีที่ 2   เมล็ดที่ปลูกดวยเชื้อรา F.  moniliforme
กรรมวิธีที่ 3   เมล็ดที่ปลูกดวยเชื้อรา B. oryzae

นําเมล็ดขาวไปทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคโดยปลูกเชื้อราบนเมล็ดขาวโดย
แชในสปอรแขวนลอย (spore suspension) หรือเสนใยแขวนลอย (mycelium suspension) ของเชื้อ
รา F. moniliforme และ B. oryzae ตามลําดับ ที่ความเขมขนในชวงประมาณ 1 x 10 6 - 1 x 10 7

spore / ml หรือ mycelium / ml ซ่ึงพบวาเชื้อรา B. oryzae ไมมีการสรางสปอรบนอาหาร PDA ดัง
นั้นจึงใชเสนใยแขวนลอยที่ผานการปนใหแตกหักเปนทอนๆ และถือวาเสนใย 1 ทอน เทียบเทากับ 
1 สปอร  (เรืองฤทธิ์, 2543)

การเตรียมสปอรแขวนลอยหรือเสนใยแขวนลอยของเชื้อรา F. moniliforme และ B. oryzae
ทําโดยใชวิธีการเดียวกันโดยการนําเชื้อราที่เจริญจนเต็มจานอาหาร ซ่ึงมีอายุ 7 วันแลว เทน้ํากลั่น 
10 มิลลิลิตรลงไปในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นใชแผน slide ที่ลนไฟฆาเชื้อขูดสปอรหรือเสนใย
ที่เจริญบนอาหารมากรองดวยผาขาวบางพับ 2 ช้ัน ที่รองรับดวยบีกเกอร นําสวนที่กรองไดไปนับ

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



27

จํานวนสปอรหรือเสนใยดวย Haemacytometer โดยปรับความเขมขนของสปอรหรือเสนใยใหอยู
ในชวงประมาณ 1 x 10 6 -  1 x 10 7 mycelium / ml   นําเมล็ดขาวที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวแลวแชใน 
spore suspension หรือ mycelium suspension ที่เตรียมไว  โดยแชเมล็ดไวนานประมาณ 2 ชั่วโมง 
จากนั้นจึงนําเมล็ดมาซับดวยกระดาษกรองที่สะอาดแลวผ่ึงใหแหงนาน 12 ชั่วโมง แลวจึงนําไป
เพาะบนกระดาษชื้น  ตามวิธีการทดลองที่ 1.1 เมื่อครบกําหนด 10 วันแลว  ตรวจสอบความสามารถ
ในการกอใหเกิดโรคของเชื้อรา F. moniliforme และ B. oryzae บันทึกลักษณะอาการผิดปกติบน
เมล็ดและผลตอเปอรเซ็นตความงอกของเมลด็

3.2 การเพาะบนดิน  (Soil test)
นําเมล็ดพันธุขาวที่ผานการปลูกเชื้อทั้งสองชนิดเรียบรอยแลว สุมเมล็ดขาวทําการทดสอบ

ความสามารถในการทําใหเกิดโรค โดยการปลูกลงในดินแบงเมล็ดออกเปน 3 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 
400 เมล็ด ตามวิธีการทดลองที่ 3.1 แตนําเมล็ดขาวไปเพาะในกระบะเพาะพลาสติกที่บรรจุดวยดินที่
ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว โดยเพาะเมล็ดในกระบะ กระบะละ 100 เมล็ด ในแตละกรรมวิธีจะทํา 4 ซํ้า 
เมื่อเพาะเสร็จแลวรดน้ําใหชุม เมื่อทําการปลูกครบ 7, 14, 21 และ 28 วัน ทําการวัดเปอรเซ็นตความ
งอก ความผิดปกติของตนกลา ความสูงของลําตน ความยาวของราก น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง
พรอมทั้งบันทึกลักษณะอาการผิดปกติตางๆ ที่เกิดขึ้นกับตนกลาขาวเปรียบเทียบผลการทดลองกับ
ชุดควบคุม

4. การทดสอบคาความเขมขนต่ําสุดในการยับยั้งได (Minimal inhibitory concentrations ;   
MICs) ของน้ํามันหอมระเหยจากพืชตอเชื้อรา Fusarium moniliforme และ Bipolaris oryzae

ทําการทดสอบคาความเขมขนต่ําสุดในการยับยั้งได (MICs) ของน้ํามันหอมระเหยจากพืช  
จํานวน 7 ชนิด  ไดแก กานพลู  ขิง  ตะไครหอม  โหระพา  เปปเปอรมิ้นต  โปยกั๊ก  และอบเชย  ตอ
เชื้อรา  F. moniliforme  และ  B. oryzae  โดยเตรียมความเขมขนของน้ํามันหอมระเหย  9 อัตรา
ความเขมขน คือ 16, 31, 63, 125, 250, 500, 1,000, 2,000 และ 4,000 ppm โดยใช micropipette ดูด
น้ํามันหอมระเหยแตละชนิดปริมาตร 1.6, 3.1, 6.3, 12.5, 25, 50, 100, 200 และ 400 ไมโครลิตร 
ผสมในอาหาร PDA ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวและยังอุนอยู  
ซ่ึงดัดแปลงตามวิธีการของ Voda et al. (2003) จากนั้นนําหลอดทดลองวางเอียงไวรอใหแข็งตัว 
แลวยายชิ้นวุนของเชื้อราแตละชนิดที่ไดเตรียม inoculum ไวแลวจากวิธีการทดลองที่ 5.1.2 วางลง
ตรงกลางในหลอดทดลอง   แตละกรรมวิธีทํา 5 ซํ้า   สังเกตผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อราในแต

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



28

ละความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยแตละชนิด โดยบันทึกความเขมขนต่ําสุดในการยับยั้งได
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม

5. การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจากพืช (Essential oil) ในการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อรา Fusarium moniliforme และ Bipolaris oryzae

5.1  การทดสอบบนอาหาร PDA ผสมน้ํามันหอมระเหยจากพืช
ทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญการเจริญของเชื้อรา F. moniliforme

และ B.  oryzae โดยใชน้ํามันหอมระเหยจากพืช จํานวน 7 ชนิด ไดแก

ชนิดของพืช ชื่อวิทยาศาสตร
1. กานพลู Syzygium  aromaticum
2. ขิง Zingiber officinale
3. ตะไครหอม Cymbopogon  citratus
4. โหระพา Ocimum basilicum
5. เปปเปอรมิ้นต Mentha piperita
6. โปยกั๊ก Illicium  verum

 7. อบเชย Cinnamomum cassia

              5.1.1  การเตรียมอาหาร PDA ผสมน้ํามันหอมระเหย
          เตรียมอาหารผสมน้ํามันหอมระเหยจากพืชทั้ง 7 ชนิด ในอัตราสวนความเขมขน 10 

อัตรา คือ 500, 1,000, 1,500, 2,000, 2,500, 3,000, 3,500, 4,000, 4,500 และ 5,000 ppm โดยนําน้ํา
มันหอมระเหยแตละชนิดมาผสมกับอาหาร PDA  โดยใช micropipette  ดูดน้ํามันหอมระเหยแตละ
ชนิดปริมาตร 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 และ 500 ไมโครลิตร ผสมในอาหาร
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซ่ึงผานการนําไปนึ่งฆาเชื้อแลว  จึงนํามาเทลงในจานอาหาร จานละ 20 
มิลลิลิตร โดยแตละกรรมวิธีทํา 5 ซํ้า เพื่อใชในการปลูกเชื้อรา F. moniliforme และ B.  oryzae ที่
ตองการทดสอบการเจริญเติบโตบนอาหาร
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              5.1.2  การเตรียม  inoculum  และการปลูกเชื้อราบนอาหาร PDA ผสมน้ํามันหอมระเหย 
จากพืช

          ทําการเตรียม  inoculum  ของเชื้อรา F. moniliforme และ B.  oryzae ซ่ึงเปนเชื้อรา
สาเหตุที่ทําใหเกิดโรคเมล็ดพันธุในขาว โดยนําเชื้อราที่เจริญใน  PDA  slant  ถายเล้ียงบนอาหาร  
PDA  ใหเชื้อราเจริญสรางเสนใยจนเกือบเต็มจานอาหาร  เมื่อเชื้อราทั้งสองชนิดดังกลาวมีอายุ 7 วัน
แลวจึงใช  cork  borer  ขนาดเสนผาศูนยกลาง  0.5  เซนติเมตร  ตัดตรงบริเวณรอบๆ ขอบโคโลนี
ของเชื้อรา  นําชิ้นวุนของเชื้อราไปวางคว่ําลงตรงกลางจานอาหาร PDA  ที่ผสมน้ํามันหอมระเหยแต
ละชนิด  เปรียบเทียบกับชุดควบคุม

              5.1.3  การบันทึกผลและการประเมินผลการทดสอบ
       วัดการเจริญเติบโตของเสนใยเชื้อรา F. moniliforme  และ B.  oryzae  ที่เจริญบน

อาหาร  PDA  ผสมน้ํามันหอมระเหยแตละชนิด โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีทั้งใน
แนวตั้งและแนวนอนทุกวันจนกระทั่งเชื้อราเจริญจนเต็มจานอาหาร แลวนํามาหาคาเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราตามวิธีการของ  ผองเพ็ญและคณะ (2542) และรณภพ (2545) โดย
คํานวณจากสูตรดังนี้

          เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญเติบโต    =       [(X  -  Y) / X]  ×  100

โดย  X  =  คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคโลนีเชื้อราบนอาหาร  PDA  ที่ไมผสมน้ํามันหอมระเหย
         Y  =  คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคโลนีเชื้อราบนอาหาร  PDA  ที่ผสมน้ํามันหอมระเหย
พรอมทั้งบันทึกเกี่ยวกับลักษณะของสี รูปราง และความผิดปกติของเสนใยเชื้อราที่เจริญบนอาหาร  
PDA  ผสมกับน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดที่ระดับความเขมขนแตกตางกันเปรียบเทียบกับชุดควบ
คุม

การวางแผนการทดลอง
วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลในสุมสมบูรณ  (Factorial in CRD)  มี  7 × 10  

กรรมวิธี  (ชนิดของน้ํามันหอมระเหย × ความเขมขน)  กรรมวิธีละ  5  ซํ้า  ซ่ึงประกอบดวย  2  
ปจจัย  คือ  ปจจัยที่ 1 ชนิดของน้ํามันหอมระเหย  (7 ชนิด)  และปจจัยที่ 2 ระดับความเขมขน  (10 
ระดับ)
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     5.2  ผลของน้ํามันหอมระเหยจากพืชตอการเขาทําลายเมล็ด  ความงอกของเมล็ด  และการเกิด
โรคในระยะตนกลาของขาวโดยเชื้อรา Fusarium  moniliforme  และ  Bipolaris  oryzae
เตรียมน้ํามันหอมระเหยจากพืชแตละชนิดโดยใชอัตราความเขมขนเหมือนการทดลองที่ 

5.1.1 ซ่ึงใชแอลกอฮอล 95% เปนตัวทําละลาย โดยใชอัตราของแอลกอฮอลตอน้ํา เปน 1:9 มิลลิลิตร 
ตอเมล็ด 100 เมล็ด และชุดควบคุมใชน้ํากลั่นและแอลกอฮอลเทานั้น จากนั้นนําเมล็ดขาวที่ผานการ
ปลูกดวยเชื้อรา F. moniliforme และ B.  oryzae แลวตามวิธีการทดลอง 3.1 นําเมล็ดแชในน้ํามัน
หอมระเหยที่เตรียมไวดังกลาวเปนเวลา 2 ชั่วโมง นําเมล็ดมาผึ่งใหแหงนาน 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
แบงเมล็ดออกเปน 3 สวนในปริมาณที่เทากัน ซ่ึงในแตละสวนของกรรมวิธีจะทํา 4 ซํ้าๆ ละ 100 
เมล็ด ไดแก เมล็ดสวนแรกนําไปเพาะบนกระดาษชื้น สวนที่สองนําไปเพาะบนดินที่ฆาเชื้อแลว 
และสวนที่สามนําไปทดสอบดวยวิธี Between paper  ตามมาตรฐานสากลของ ISTA (1999)  ดังวิธี
การตอไปนี้  คือ

              5.2.1  การเพาะบนกระดาษชื้น
                  นําเมล็ดพันธุขาวสวนแรกมาวางเพาะบนกระดาษชื้นในจานอาหาร     โดยทําการทด

สอบ 4 ซํ้าๆ ละ 100 เมล็ด  เมื่อครบระยะเวลา 10 วัน ทําการวัดผลโดยตรวจจากเปอรเซ็นตความ
งอก และความผิดปกติของเมล็ดขาวเพื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม

           5.2.2   การเพาะบนดิน
          นําเมล็ดพันธุขาวสวนที่สองมาเพาะลงในแกวพลาสติก    ขนาด 10 ออนซ  ที่บรรจุ

ดินที่นึ่งฆาเชื้อแลวในปริมาณ 3/4 ของความสูงของแกวพลาสติก  โดยทําการเพาะ 25 เมล็ดตอแกว
พลาสติก  ซ่ึงแตละกรรมวิธีจะทําทั้งหมด 4 ซํ้าๆ ละ 100 เมล็ด   จากนั้นรดน้ําใหชุม  เมื่อตนกลา
ขาวอายุได  28  วัน  ทําการวัดผลเปอรเซ็นตความงอก  ความผิดปกติ  และการเจริญเติบโตของตน
กลาขาว  โดยนําตนกลาขาวมาชั่งน้ําหนักสดและน้ําหนักแหง  ซ่ึงสามารถทําไดโดยเก็บตนกลาขาว
กรรมวิธีละ 4 ซํ้าๆ ละ 100 ตน  นํามาชั่งน้ําหนักสดโดยนําตนกลาขาวมาลางทําความสะอาดแลวนํา
ไปผึ่งไวประมาณ 30 นาที  จึงนํามาชั่งน้ําหนัก  สวนการชั่งน้ําหนักแหงนั้นนําตนกลาขาวที่ผานการ
ช่ังน้ําหนักสดมาอบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส  นาน 48 ชั่วโมง จึงบันทึกผลของ
น้ําหนักแหงที่ได  และนําขอมลูที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติ
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        5.2.3   การเพาะในระหวางกระดาษ
   นําเมล็ดพันธุขาวสวนที่สามมาวางในระหวางกระดาษ  โดยใชกระดาษเพาะเมล็ด

จํานวน 3 แผน ที่มีขนาดเทากันมาประกบกัน จุมน้ําใหเปยกชุม พับตรงปลายกระดาษเพาะขึ้นมา
ประมาณ 1 นิ้ว แลวดึงกระดาษเพาะแผนแรกลงมา วางเมล็ดขาวลงบนกระดาษเพาะแผนที่สองโดย
ใหมีระยะหางเทากัน จํานวน 100 เมล็ด จากนั้นดึงกระดาษเพาะแผนแรกปดทับบนเมล็ดแลวมวน
กระดาษเพาะและรัดดวยยางรัด นําไปเพาะไวในตูเพาะเมล็ด (seed germinator) เมื่อครบกําหนด 7 
และ 14 วัน ทําการบนัทึกผลของเปอรเซ็นตความงอกของเมล็ด ความผิดปกติของตนกลา และ
จํานวนของเมล็ดที่ถูกเชื้อราเขาทําลายเปรียบเทียบกับชุดควบคุม

6. ความสามารถในการเก็บรักษาเมล็ดพันธุขาวของน้ํามันหอมระเหยจากพืชในการควบคุมเชื้อราท่ี
ติดมากับเมล็ดพันธุขาว

เตรียมน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดและความเขมขนที่ใหผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
รา F. moniliforme และ B.  oryzae ไดดีที่สุด จากผลการทดลองที่ 5 แลวนําไปทดสอบประสิทธิ
ภาพในการควบคุมและกําจัดเชื้อราที่ติดมากับเมล็ด ซ่ึงไดแก เมล็ดพันธุขาวที่แชในน้ํามันหอม
ระเหยจากกานพลู 500 ppm   อบเชย 500 ppm ทําการสุมเมล็ดพันธุขาวน้ําหนัก 4,800 กรัม ในแต
ละกรรมวิธี  สามารถแบงออกไดเปน 4 กรรมวิธี  ดังนี้  คือ

กรรมวิธีที่  1    ชุดควบคุม  (เมล็ดที่ไมแชในน้ําและแอลกอฮอล  และน้ํามันหอมระเหย)
กรรมวิธีที่  2    เมล็ดแชในน้ําและแอลกอฮอล
กรรมวิธีที่  3    เมล็ดแชในน้ํามันหอมระเหยจากกานพลู          ความเขมขน     500  ppm
กรรมวิธีที่  4    เมล็ดแชในน้ํามันหอมระเหยจากอบเชย            ความเขมขน    500  ppm

โดยแตละกรรมวิธีนําเมล็ดพันธุขาวมาแชในน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดที่สามารถเตรียมไดจากวิธี
การทดลองที่  5.2  นานประมาณ 2 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดแลวนําเมล็ดขาวผ่ึงใหแหงสนิทในที่รม 
จากนั้นจึงนําไปบรรจุในถุงพลาสติก ถุงละ 200 กรัม โดยแตละกรรมวิธีทํา 4 ซํ้า พรอมทั้งมัดปาก
ถุงใหแนน เขียนปายระบุกรรมวิธีและวันเดือนปที่ทําการทดลองติดไวที่ขางถุงใหชัดเจน นําไปเก็บ
ไวในกลองพลาสติกที่มีฝาปดมิดชิด โดยเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 6 เดือน  โดยทุกๆ  1 
เดือน  สุมเมล็ดพันธุขาวในแตละกรรมวิธี  จํานวน  6,400  เมล็ด  แบงออกเปน  2  สวน โดยสวน
แรกนํามาตรวจสอบเปอรเซ็นตความงอก  และการเขาทําลายของเชื้อราดวยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น  
และเมล็ดสวนที่สองนํามาตรวจสอบเปอรเซ็นตความงอก  ความผิดปกติของตนกลา  ความแข็งแรง
ของตนกลา  และการเจริญเติบโตของตนกลาดวยวิธีเพาะบนดิน  ดังรายละเอียดดังนี้  คือ
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6.1 การเพาะบนกระดาษชื้น
นําเมล็ดพันธุขาวมาเพาะบนกระดาษชื้นบนจานอาหาร  จานละ 20 เมล็ด  โดยทําการ

ทดสอบในแตละกรรมวิธี 4 ซํ้าๆ ละ 100 เมล็ด  เมื่อครบเวลา 10 วันแลวนํามาตรวจสอบตามวิธีการ
ดังกลาวขางตน

6.2 การเพาะบนดิน
    นําเมล็ดพันธุขาวมาเพาะในดิน  โดยนําดินรวนที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวบรรจุลงในกระบะ

พลาสติกขนาด  20 × 20 × 10 เซนติเมตร  โดยบรรจุดินประมาณ  2/3  ของความสูงของกระบะ
พลาสติก  เพาะในกระบะพลาสติกใบละ 100 เมล็ด  ทําการทดสอบกรรมวิธีละ 4 ซํ้าๆ ละ 100 
เมล็ด  ดูแลรดน้ําอยางสม่ําเสมอ  เมื่อตนกลาขาวอายุ  7,  14,  21  และ  28  วัน  ทําการวัดและบันทึก
ความงอก  ความยาวลําตน  ความยาวราก  น้ําหนักสด  และน้ําหนักแหง  สําหรับน้ําหนักสดและน้ํา
หนักแหงทําไดโดยเก็บตนกลาขาวกรรมวิธีละ 4 ซํ้าๆ ละ 20 ตน  นํามาชั่งน้ําหนักสดโดยนําตนกลา
ขาวมาลางทําความสะอาดแลวนําไปผึ่งไวประมาณ 30 นาที  จึงนํามาชั่งน้ําหนัก  สวนการชั่งน้ํา
หนักแหงนั้นนําตนกลาขาวที่ผานการชั่งน้ําหนักสดมาอบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 75 องศา
เซลเซียส  นาน 48 ช่ัวโมง จึงบันทึกผลของน้ําหนักแหงที่ได

การวางแผนการทดลอง
วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลในสุมสมบูรณ  (Factorial in CRD)  มี  8 × 6  กรรม

วิธี  (ชนิดของน้ํามันหอมระเหย × ระยะเวลา)  กรรมวิธีละ 4  ซํ้า  ซ่ึงประกอบดวย  2  ปจจัย  คือ  
ปจจัยที่ 1 ชนิดของน้ํามันหอมระเหย  (8 ชนิด)  และปจจัยที่ 2  ระยะเวลา  (6 เดือน)
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