
บทท่ี 3
อุปกรณและวิธีการ

1.  การตรวจหาเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105
นําเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105 มาตรวจหาปริมาณของเชื้อรา Fusarium moniliforme และเชื้อราอื่นๆ

ที่ติดมากับเมล็ดพันธุโดยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น (Blotter method) ตามมาตรฐานสากลของ International
Seed Testing Association (ISTA, 1999)

สุมเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 มาจํานวนหนึ่ง นําไปเพาะบนกระดาษชื้น โดยใชกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 1 จํานวน 1 แผน วางบนกระดาษฟางขนาดเทากันจํานวน 3 แผน นําไปจุมน้ํากลั่นใหชุม 
แลววางบนจานเลี้ยงเชื้อ (Petri-dish) (ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร) นําเมล็ดขาววางในจานเลี้ยง
เชื้อที่เตรียมไว จํานวน 20 เมล็ด/ 1 จานเลี้ยงเชื้อ จํานวน 4 ซํ้าๆ ละ 100 เมล็ด นําเมล็ดที่เพาะนี้ไปบมเชื้อที่
อุณหภูมิหอง (30±2°C) เปนเวลานาน 7 วัน จากนั้นนํามาตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราที่เจริญบน
เมล็ดภายใตกลอง Stereo microscope ทําการจําแนกชนิดของเชื้อราแตละชนิดภายใตกลอง Compound 
microscope

2.  การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อรา Fusarium moniliforme
ทําการศึกษาความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อรา  F. moniliforme โดยการปลูกเชื้อบน

เมล็ด (seed inoculation) ดวยสารแขวนลอย สปอร  (spore suspension)  ของเชื้อรา  F. moniliforme ที่แยก
ไดจากเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 โดยเลี้ยงเชื้อ  F. moniliforme บริสุทธิ์ บนอาหาร PDA อายุ 7 วัน เท
น้ํากลั่น 10 มิลลิลิตรลงไปในจานอาหาร แลวใชแผนสไลดที่ลนไฟฆาเชื้อขูดสปอรที่เจริญบนอาหารมา 
กรองดวยผาขาวบางพับ 2 ชั้น ที่รองรับดวยบีกเกอร แลวนําไปนับจํานวนเสนใยดวย haemacytometer โดย
ปรับความเขมขนของสปอรใหอยูในชวงประมาณ 1 x 106 – 1 x 107 spores/ml. เมื่อไดความเขมขนตาม
ตองการแลว นําเมล็ดขาวมาแชใน 0.1% sodium hyperchlorite  นาน 2-3 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ัง 
นําเมล็ดที่ไดไปแชในสปอรแขวนลอยที่เตรียมไวโดยแชเมล็ดไวนานประมาณ 1 ชั่วโมง จากนั้นนําเมล็ดมา
ซับดวยกระดาษกรองที่สะอาดแลวผ่ึงใหแหงนาน 12 ช่ัวโมง แบงเมล็ดออกเปนสองสวน สวนแรกนําเมล็ด
ไปเพาะบนกระดาษชื้นและสวนที่สองนําไปเพาะในดินฆาเชื้อ โดยเพาะเมล็ดชนิดละ 400 เมล็ด  ซ่ึงแบง
เปน 4 ซํ้า ๆ 100 เมล็ด ตรวจผลเปอรเซ็นตความงอก การติดเชื้อของเมล็ดและตนกลาผิดปกติจากการเพาะ
บนกระดาษชื้น เปอรเซ็นตความงอกในแปลงและตนกลาผิดปกติจากการเพาะในดินอบฆาเชื้อ
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3.   การทดสอบเบื้องตนในการเปนปฏิปกษของเชื้อราตาง ๆ ตอเชื้อรา Fusarium moniliforme

3.1   การแยกหาเชื้อราปฏิปกษจากเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105
นําเมล็ดขาวมาทําการแยกเชื้อราที่เจริญอยูบนเมล็ด โดยวางเมล็ดบนกระดาษชื้น  จํานวน 20 เมล็ด/ 

1 จานเลี้ยงเชื้อ จํานวน 4 ซํ้าๆ ละ 100 เมล็ด นําเมล็ดที่เพาะนี้ไปบมเชื้อที่อุณหภูมิหอง (30±2°C) เปนเวลา
นาน 7 วัน จากนั้นนํามาตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราที่เจริญบนเมล็ดภายใตกลอง Stereo microscope 
ทําการจําแนกชนิดของเชื้อราแตละชนิดภายใตกลอง Compound microscope จากนั้นจึงนําเชื้อราที่แยกได
แตละชนิดมาเก็บบนอาหาร PDA slant

3.2   การศึกษาการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Fusarium moniliforme บนอาหาร PDA โดยวิธี dual 
culture

นําเชื้อรา F. moniliforme และเชื้อราจาก stock culture มาเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณบนอาหาร PDA  จาก
นั้นจึงใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร เจาะบริเวณขอบนอก  โคโลนีของเชื้อรา            
F. moniliforme แลวนําไปวางลงในจานอาหาร PDA ใหหางจากขอบของจานอาหาร 2 เซนติเมตร จากนั้นจึง
วางเชื้อราทดสอบลงไปอีกดานหนึ่งของจานอาหาร ใหหางจากขอบของจานอาหาร 2 เซนติเมตร โดยทํา
กรรมวิธีละ 5  ซํ้า จากนั้นจึงนําจานอาหารทั้งหมดไปบมเชื้อที่อุณหภูมิหอง   บันทึกการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุ โดยวัดขนาดความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุดานที่เจริญไปทางเชื้อราทดสอบ และวัดขนาด
ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุจากชุดควบคุม (ภาพ 3) นําขอมูลที่ไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งรัศมีการเจริญ  (Percent  inhibition  rate  growth  หรือ  PIRG)  ของเชื้อสาเหตุจากสูตร
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โดย R1 คือ รัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุในจานชุดควบคุม
R2 คือ รัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุดานที่เจริญไปทางเชื้อราทดสอบÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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ชุดควบคุม เชื้อราสาเหตุ      เชื้อราทดสอบ

ชุดควบคุม เชื้อราสาเหตุ      เชื้อราทดสอบ

P    = เชื้อราสาเหตุ
A    = เชื้อราทดสอบ
R1 = รัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุในจานชุดควบคุม
R2 = รัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุดานที่เจริญไปทางเชื้อราทดสอบ

ภาพ 3   การวางเชื้อราทดสอบและรัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุเปรียบเทียบกับชุดควบคุมโดย
              วิธี  dual culture

 P  P   A

 P

R1

  P
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โดยประมาณคาการยับยั้งดังนี้  (เกษม, 2532)
> 75% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงมาก

(very high antagonists activity)
61 – 75% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูง

(high antagonists activity)
51 – 60% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง

(moderate antagonists activity)
< 50% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งต่ํา

(low antagonists activity)

3.3  การศึกษาผลของเชื้อราปฏิปกษตอการเขาทําลายเมล็ด ความงอกเมล็ด และเปอรเซ็นตการเกิด โรค
ถอดฝกดาบโดยการเพาะบนกระดาษชื้นและในดินอบฆาเชื้อ

นําเชื้อราที่คัดเลือกไดจากการทดลองที่ 3.2 มาเลี้ยงเพิ่มปริมาณบนอาหาร PDA   จากนั้นนํามาทํา 
spore suspension วัดความเขมขนโดยใช haemacytometer ใหไดความเขมขน  106-107 สปอรตอมิลลิลิตร 
จากนั้นนํา spore suspension ของเชื้อรา F. moniliforme ปริมาตร 10  มิลลิลิตร ผสมกับ spore suspension 
ของเชื้อราปฏิปกษแตละชนิดปริมาตรเทากัน นําเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิที่ฆาเชื้อที่ผิวโดยแช 0.1% 
sodium hyperchlorite นาน 5 นาที ผ่ึงเมล็ดใหแหง แลวนําเมล็ดไปแชใน spore suspension ของเชื้อรา        
F. moniliforme ที่ผสมกับเชื้อราปฏิปกษแตละชนิดนาน 2 ช่ัวโมง ผ่ึงเมล็ดใหแหง จากนั้นแบงเมล็ดออกเปน 
2 สวน นําเมล็ดพันธุที่เตรียมไวแตละสวนไปเพาะบนกระดาษชื้นและเพาะในดินฆาเชื้อ กรรมวิธีละ 400
เมล็ด  ตรวจหาปริมาณของเชื้อรา F. moniliforme บนเมล็ดที่เพาะบนกระดาษชื้น  ความงอกของเมล็ดใน
จานทดลอง  และความงอกในแปลง ตนกลาผิดปกติ  ความยาวลําตน ความยาวราก น้ําหนักสดและน้ําหนัก
แหง จากการเพาะเมล็ดในดินอบฆาเชื้อ 28 วัน

กรรมวิธีในการทดลองที่ 3.3
กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (ไมปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 2 ชุดควบคุม (ปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 3 ปลูกเชื้อ + เชื้อราที่ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 1
กรรมวิธีที่ 4 ปลูกเชื้อ + เชื้อราที่ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 2
กรรมวิธีที่ 5 ปลูกเชื้อ + เชื้อราที่ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 3
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4.  การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยตอการเจริญของเชื้อรา Fusarium moniliforme และผล
ตอความงอกของเมล็ดและการเจริญของตนกลา

4.1 ศึกษาผลตอการยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อรา Fusarium moniliforme บนอาหาร PDA
ผสมน้ํามันหอมระเหย
นําน้ํามันหอมระเหย 2 ชนิดคือ กานพลู (clove) และอบเชย (cinnamon) มาผสมกับอาหาร PDA 

โดยใช micropipette ดูดน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดปริมาตร 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครลิตร ผสมใน
อาหาร PDA ปริมาตร 100มิลลิลิตร ไดความเขมขน 100, 200, 300, 400 และ 500 ppm สวนน้ํามันหอม
ระเหย  อีก 3 ชนิดคือ เจอรราเนียม (geranium)  ลาเวนเดอร (lavender) มารจอแรม (marjoram) ใช
micropipette ดูดน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดปริมาตร 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 และ 500
ไมโครลิตร ผสมในอาหาร PDA ปริมาตร 100  มิลลิลิตร ไดความเขมขน 500, 1,000, 1,500, 2,000, 2,500, 
3,000, 3,500, 4,000, 4,500 และ 5,000 ppm เทสวนผสมลงในจานอาหาร จานละ 20 มิลลิลิตร โดยทํากรรม
วิธีละ 5 ซํ้า แลวยายชิ้นวุนของเชื้อรา F. moniliforme ลงตรงกลางจานอาหาร บันทึกผลขนาดโคโลนีของเชื้อ
ราอายุ 10 วันของทุกซ้ํา นําผลที่ไดไปคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อราโดยใชสูตร

การยับยั้ง (%) = เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม – เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดทดลอง  x 100
เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม

จากนั้นนําคาเปอรเซ็นตการยับยั้งของแตละซ้ํา นําไปวิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติ 
โดยวิธี  Completely Random Design

4.2 การศึกษาผลของน้ํามันหอมระเหยจากพืชตอการงอก การเจริญเติบโต การเกิดโรคในระยะตน
กลา

นําน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดไปทํา suspension โดยใชความเขมขนจากการทดลองที่ 4.1นํา 
suspension  ของน้ํามันหอมระเหยปริมาตร 40  มลิลิลิตร  ผสมกับ  spore suspension ของเชื้อรา F. 
moniliforme ปริมาตรเทากัน  นําเมล็ดขาวไปแชใน suspension  นาน 2  ช่ัวโมง แลวผ่ึงเมล็ดใหแหง  แบง
เมล็ดออกเปน 2  สวนเทาๆ กัน สวนที่ 1 นําไปเพาะบนกระดาษชื้น กรรมวิธีละ 400 เมล็ด  จากนั้นทําการ
ตรวจหาปริมาณของเชื้อรา  F. moniliforme บนเมล็ดที่เพาะบนกระดาษชื้น  ความงอกของเมล็ดในจาน
ทดลอง และในสวนที่ 2 ทําการตรวจหาความงอกโผลพนดิน ตนกลาปกติ  ความยาวลําตน ความยาวราก น้ํา
หนักสด และน้ําหนักแหงจากการเพาะเมล็ดในดินอบฆาเชื้อ 28 วัน
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กรรมวิธีในการทดลองที่ 4.2
กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (ไมปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 2 ชุดควบคุม (ปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 3 ปลูกเชื้อ + น้ํามันหอมระเหยที่ความเขมขนต่ําสุด

       โดยใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 1
กรรมวิธีที่ 4 ปลูกเชื้อ + น้ํามันหอมระเหยที่ความเขมขนต่ําสุด
              โดยใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 2
กรรมวิธีที่ 5 ปลูกเชื้อ + น้ํามันหอมระเหยที่ความเขมขนต่ําสุด

              โดยใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 3

5.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายไคโตซานตอการเจริญของเชื้อรา Fusarium 
moniliforme และผลตอความงอกของเมล็ดและการเจริญของตนกลา

5.1 การศึกษาผลตอการยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคถอดฝกดาบ บน
อาหาร  PDA ผสมสารละลายไคโตซาน
นําไคโตซานจากบริษัท กรีนพลานา จํากัด ความเขมขน 3 % ใช pipette ดูดสารละลายไค

โตซานปริมาตร 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5, 20.0, 22.5 และ 25.0 มิลลิลิตร ผสมในอาหาร 
PDA ปริมาตร 147.5, 145.0, 142.5, 140.0, 137.5, 135.0, 132.5, 130.0, 127.5 และ 125.0  มิลลิลิตร
ตามลําดับ ซ่ึงจะไดไคโตซานที่ความเขมขน 500, 1,000, 1,500, 2,000, 2,500, 3,000, 3,500, 4,000, 
4,500 และ 5,000 ppm เทสวนผสมลงในจานอาหาร จานละ 20 มิลลิลิตร โดยทํากรรมวิธีละ 5 ซํ้า
แลวยายชิ้นวุนของเชื้อรา F. moniliforme วางลงตรงกลางจานอาหารโดยทํากรรมวิธีละ 5 ซํ้า บันทึก
ผลขนาดโคโลนีของเชื้อราอายุ 10 วันของทุกซ้ํา นําผลที่ไดไปคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราโดยใชสูตร

การยับยั้ง (%) = เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม – เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดทดลอง  x 100
เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม

จากนั้นนําคาเปอรเซ็นตการยับยั้งของแตละซ้ํา นําไปวิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตาง
ทางสถิติ โดยวิธี  Completely Random Design
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5.2 การศึกษาผลตอการงอก การเจริญเติบโต การเกิดโรคในระยะตนกลา
นําสารละลายไคโตซานไปทํา suspension โดยใชความเขมขนจากการทดลองที่ 5.1 นํา 

suspension  ของไคโตชานปริมาตร 40  มิลลิลิตร  ผสมกับ  spore suspension ของเชื้อรา F. 
moniliforme ปริมาตรเทากัน  นําเมล็ดขาวไปแชใน suspension  นาน 2  ช่ัวโมง แลวผ่ึงเมล็ดใหแหง  
แบงเมล็ดออกเปน 2  สวนเทาๆ กัน สวนแรกนําไปเพาะบนกระดาษชื้น กรรมวิธีละ 400 เมล็ด  จาก
นั้นทําการตรวจหาปริมาณของเชื้อรา  F. moniliforme บนเมล็ดที่เพาะบนกระดาษชื้น  ความงอก
ของเมล็ดในจานทดลอง และในสวนที่ 2 ทําการตรวจหาความงอกในแปลง ตนกลาผิดปกติ  ความ
ยาวลําตน ความยาวราก น้ําหนักสด และน้ําหนักแหงจากการเพาะเมล็ดในดินอบฆาเชื้อ 28 วัน

กรรมวิธีในการทดลองที่ 5.2
กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (ไมปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 2 ชุดควบคุม (ปลูกเชื้อ)
กรรมวิธีที่ 3 ปลูกเชื้อ + ไคโตซานที่ความเขมขนต่ําสุด

       โดยใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด ลําดับที่ 1

6.  การตรวจสอบความมีชีวิตของเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 โดยวิธีทางชีวเคมี
นําเมล็ดขาวมาแชในน้ํามันหอมระเหยจากพืช 3 ชนิด และไคโตซานโดยใชความเขมขนจากการ

ทดลองที่ 4.1 และ 5.1 ตามลําดับ เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นผ่ึงเมล็ดไว 1 คืน จึงนํามาทดสอบโดยวิธี 
biochemical test  for seed viability แบงเมล็ดเปน 2 ชุด ชุดแรกตรวจบันทึกผลโดยการแกะเปลือกออก จาก
นั้นนําเมล็ดมาแชในน้ํากลั่นฆาเชื้อเปนเวลา 18 ช่ัวโมง นําไปแชในสารละลาย 2,3,5-triphenyl tetrazolium 
cloride ที่ pH 6.5-7.5 เขมขน 0.1 % เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 45 °C  จากนั้นนํามาแชในน้ํากล่ันแลวทํา
การตรวจปนทึกผล สวนที่ 2 เก็บเมล็ดไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 เดือน แลวตรวจบันทึกผลเชนเดียวกัน 
นําผลของทั้ง 2 ชุดมาเปรียบเทียบกัน วิธีการตรวจบันทึกผล ดูการติดสียอม 2/3 สวนของ embryo โดยเมื่อ
เมล็ดมีชีวิตจะติดสียอมเปนสีแดงบริเวณของ embryo

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


	ชุดควบคุม    เชื้อราสาเหตุ      เชื้อราทดสอบ
	ภาพ 3   การวางเชื้อราทดสอบและรัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุเป
	วิธี  dual culture
	กรรมวิธีในการทดลองที่ 3.3


	4.  การทดสอบประสิทธิภาพของน้ำมันหอมระเหยต่อการเจริญของเชื้อร
	กรรมวิธีในการทดลองที่ 4.2

	5.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายไคโตซานต่อการเจริญของเชื้อ
	กรรมวิธีในการทดลองที่ 5.2


	6.  การตรวจสอบความมีชีวิตของเมล็ดพันธุ์ข้าวขาวดอกมะลิ 105 โด

