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อุปกรณวิธีการ 
 

1. การแยกเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราสาเหตุโรคของพืชตระกูลกะหลํ่า 

การแยกเชื้อ Xanthomonas campestris pv. campestris สาเหตุโรคเนาดํา  
เก็บตัวอยางพืชท่ีแสดงอาการของโรคเนาดํา สังเกตจากบริเวณขอบใบจะปรากฏแผลสี

เหลืองลุกลามเขามาในเนื้อใบเปนรูปตัววี (v-shape) และเสนใบในบริเวณนี้จะเปล่ียนเปนสีน้ําตาล
หรือสีดํา นํามาลางน้ําไหล ผ่ึงใหแหง ฆาเช้ือท่ีผิวใบดวยแอลกอฮอร 70 เปอรเซ็นต จากน้ันตัดช้ิน
พืชตรงบริเวณรอยตอระหวางเนื้อเยื่อปกติและบริเวณท่ีเปนโรคเปนช้ินส่ีเหล่ียมขนาดประมาณ 3×3 
ตารางเซนติเมตร วางในหยดน้ํากล่ันฆาเช้ือบนสไลด ใชเข็มเข่ียขยี้ช้ินพืชใหละเอียด ท้ิงไวประมาณ 
5 นาที แยกเช้ือดวยการ streak เช้ือบนอาหาร Nutrient Agar (NA) บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง แยกเช้ือสาเหตุใหบริสุทธ์ิโดยเลือกโคโลนีเดี่ยวท่ีมีสีเหลืองลักษณะกลมนูน ขอบเรียบ 
เยิ้ม ผิวเปนมัน มา streak plate บนอาหาร NA อีกคร้ัง 

การแยกเชื้อ Alternaria brassicicola สาเหตุโรคใบจุดออลเทอนาเรีย  
เก็บตัวอยางพืชท่ีแสดงอาการของโรคลักษณะเปนจุดแผลเนื้อเยื่อตายสีน้ําตาลซอนกันเปน

วง มีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบแผล มาแยกเช้ือดวยวิธีแยกสปอรเดี่ยว (single spore isolation) โดย
นําใบบริเวณท่ีเปนแผลของโรคมาตรวจภายใตกลอง stereoscopic microscope ใช loop ท่ีลนไฟฆา
เช้ือแลวเข่ียกลุมสปอรบริเวณแผลลงบน slide ตรวจดูบริเวณท่ีโคนิเดีย (conidia) มีการกระจายตัว
มากท่ีสุดภายใตกลองจุลทรรศน ท่ีกําลังขยาย 100 เทาจากนั้นใช capillary ท่ีทําใหบริเวณปลายเปน
ปมขนาดเล็ก (knob) แตะเช้ือสาเหตุมา 1 โคนิเดีย ยายมาเล้ียงบนอาหาร PDA จํานวน 4 จุด บมเช้ือท่ี
อุณหภูมิหอง จากนั้นเพิ่มปริมาณเช้ือเพื่อใหทดสอบตอไป 
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 การแยกเชื้อ Fusarium oxysporum สาเหตุโรคเห่ียวฟวซาเรียม 
เก็บตัวอยางพืชท่ีเปนโรคเหี่ยวฟวซาเรียม โดยอาการจะแสดงจากใบสวนลางเปล่ียนเปนสี

เหลืองและกานใบเหี่ยวลูลงดิน มาลางน้ําไหล ฆาเช้ือท่ีผิวดวยแอลกอฮอร 70 เปอรเซ็นต จากนั้นบม
เช้ือในกลอง moist chamber เม่ือพบการเจริญของเสนใยเช้ือสาเหตุ ใชเข็มเข่ียฆาเช้ือ ยายเสนใยมา
เล้ียงบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง และแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิดวยวิธี 
Hyphal tip ตัดบริเวณปลายเสนใยของเช้ือ F. oxysporum ซ่ึงสรางเม็ดสี (pigment) บริเวณใตจาน
อาหารเปนสีมวง มาเล้ียงบนอาหาร PDA ใหม 

การแยกเชื้อ Pythium aphanidermatum สาเหตุโรคเนาคอดิน 
เก็บตนกลาพืชท่ีแสดงอาการของโรค โดยบริเวณโคนตนจะพบแผลฉ่ําน้ํา สีซีด พืชท่ีถูกเขา

ทําลายอาจลมหรือไมลมก็ได นํามาลางน้ําไหล ฆาเช้ือท่ีผิวดวยแอลกอฮอร 70 เปอรเซ็นต จากนั้น
บมเช้ือในกลอง moist chamber เม่ือพบการเจริญของเสนใยเช้ือสาเหตุ เปนสีขาวฟู บริเวณแผล ใช
เข็มเข่ียลนไฟฆาเช้ือ ยายเสนใยมาเล้ียงบนอาหาร PDA บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง และแยกเชื้อให
บริสุทธ์ิโดยใช cork borer เจาะบริเวณขอบโคโลนี (colony) ใชเข็มเข่ียยายช้ินเช้ือ (culture disc) ไป
เล้ียงบนอาหาร PDA ใหม 
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2. การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค (Pathogenicity) 
เตรียมตนกลาคะนา อายุ 1 เดือน ในกระถางเพาะกลา เพื่อทดสอบความสามารถในการเกิด

โรคดังนี้ 

เชื้อ Xanthomonas campestris pv. campestris สาเหตุโรคเนาดํา 

เล้ียงเช้ือบนอาหาร NA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เตรียมสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรีย (bacterial 
suspension) ในน้ํากล่ันฆาเช้ือ ฉีดพนสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรียใหท่ัวบนใบคะนา คลุม
ถุงพลาสติก เพื่อรักษาความช้ืน บมเช้ือเปนเวลา 1 ถึง 2 สัปดาห เม่ือพบอาการใหเอาถุงพลาสติก
ออก ตรวจบันทึกอาการของโรค 

เชื้อ Alternaria brassicicola สาเหตุโรคใบจุดออลเทอนาเรีย 
หลังจากเล้ียงเช้ือบนอาหาร PDA เปนเวลา 7 วัน เตรียมสารแขวนลอยสปอร (spore 

suspension) ท่ีระดับความเขมขน 105 สปอรตอมิลลิลิตร โดยเติมน้ํากล่ันฆาเช้ือในจานอาหาร 10 
มิลลิลิตร ใชเข็มเข่ียฆาเช้ือขูดบริเวณผิวหนาอาหาร กรองดวยผาขาวบางเพ่ือแยกเสนใยท่ีติดมาออก 
จากน้ันนําสารแขวนลอยสปอรมานับจํานวนสปอรดวย Haemacytometer ปลูกเช้ือโดยวิธีฉีดพน 
สารแขวนลอยสปอรลงบนใบกลาคะนา คลุมดวยถุงพลาสติก เพื่อรักษาความชื้น เปนเวลา 2 วัน 
หลังจากนั้นเอาถุงพลาสติกออก ตรวจบันทึกอาการของโรค 

เชื้อ Fusarium oxysporum สาเหตุโรคเห่ียวฟวซาเรียม และเชื้อ Pythium aphanidermatum 
สาเหตุโรคเนาคอดิน 

หลังจากเล้ียงเชื้อบนอาหาร PDA เปนเวลา 5 วัน ยายเช้ือมาเล้ียงบนเมล็ดขาวฟางท่ีนึ่งฆา
เช้ือแลวปริมาตร 200 กรัม เปนเวลา 7 วัน จึงนําเช้ือท่ีเจริญบนเมล็ดขาวฟางมาคลุกดินในอัตรา 20 
กรัมตอดินนึ่งฆาเช้ือ 1000 กรัม ยายกลาคะนาลงปลูก คลุมดวยถุงพลาสติก เพื่อรักษาความช้ืน เปน
เวลา 7 วัน หลังจากนั้นเอาถุงพลาสติกออก ตรวจบันทึกอาการเกิดโรค 
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3. การเตรียมสารสกัดสมุนไพร 
สารสกัดจากพืชสมุนไพรท่ีทําการทดลอง ไดแก สารสกัดกานพลู ขม้ิน ชา และพริก สาร

สกัดกานพลูผลิตจากบริษัท ศรีสําอางค จํากัด สารสกัดขม้ินและพริกสกัดจากองคการเภสัชกรรม 
และชา เปนใบชาแหงท่ีบดแบบหยาบ ไดจากโครงการวิจัยของสํานักงานกองทุนสนับสนุนงานวิจัย 
(สกว) โดยมีการเตรียมสารสกัดดังนี้  

สารสกัดกานพลู อยูในรูปของเหลว สามารถละลายไดดีในน้ํา การเตรียมสารสกัดท่ีความ
เขมขน 3 เปอรเซ็นต ใหดูดสารสกัดปริมาตร 3 มิลลิลิตร ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 97 มิลลิลิตร 
เขยาใหน้ํามันกานพลูแตกตัวเขากับน้ํา  

สารสกัดพริก เนื้อสารมีสีแดงเขมลักษณะหนึด การเตรียมสารสกัดท่ีความเขมขน 3 
เปอรเซ็นต ใหช่ังสารน้ําหนัก 3 กรัม ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร คนใหละลายจนเขา
กัน  

สารสกัดขม้ิน เนื้อสารมีสีเหลืองลักษณะหนึด ไมสามารถละลายในน้ําได การเตรียมสาร
สกัดท่ีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ใหช่ังสารน้ําหนัก 3 กรัม ละลายในเอทานอล 95 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร คนใหละลายจนเขากัน พักไวท่ีอุณหภูมิหอง เพื่อใหเอทานอลระเหยออกไป 
จากน้ันคอยๆ เติมน้ํากล่ันปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร แลวกรองเอาน้ํามันออกดวยกระดาษ
กรอง เบอร 1 (Whatman no.1)  

ชา อยูในรูปของใบชาแหงบดแบบหยาบ เตรียมสารสกัดดวยการชั่งใบชาน้ําหนัก 50 กรัม 
แชในน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นค้ันเอาน้ําดวยผาขาวบาง จะไดน้ํา
ค้ันจากใบชาแหงบด การเตรียมสารสกัดท่ีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ใหดูดสารสกัดปริมาตร 3 
มิลลิลิตร ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 97 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

เก็บรักษาสารสกัดท่ีเตรียมไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนํามาใชใหนึ่งฆาเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที และควรเขยาทุกคร้ัง
กอนนํามาใช 
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4.  การทดสอบผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชตระกูล
กะหลํ่าในสภาพหองปฏิบัติการ 

การทดลองแบงเช้ือออกเปน 2 กลุม คือ กลุมเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช และกลุมเช้ือรา
สาเหตุโรคพืช ทดสอบดวยวิธี soaking method โดยเร่ิมตนท่ีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต และลดความ
เขมขนลงทุกๆ 2 เทา (two-fold dilution) คือ 3 1.5 0.75 0.38 0.19 เปอรเซ็นต เปนตน จนกระท่ังพบ
ชวงความเขมขนของสารสกัดแตละชนิดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือได และคํานวนหา
เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ  

จากนั้นนําชวงความเขมขนดังกลาวมาหาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) คือ
คาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือได ทดสอบดวยวิธี soaking method โดยลด
ความเขมขนภายในชวงความเขมขนท่ีคัดเลือกลงทุกๆ 4 เทา (four-fold dilution) และคํานวณหา
เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันแทนสารสกัด ทดสอบกรรมวิธีละ 
4 ซํ้า จนกระท่ังไดคาความเขมขนตํ่าสุดของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือไดเทากับหรือ
มากกวา 90 เปอรเซ็นต ดัดแปลงตามวิธีการของ Moreira et al. (2005) และ Bajpai et al. (2006)  

 

กลุมท่ี 1 เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
ทดสอบดวยวิธีการนับโคโลนี (Colony Counting Method) โดยแชสารแขวนลอยเซลล

แบคทีเรีย ท่ีความเขมขน 103 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในสารสกัดจากพืชสมุนไพร
ท้ัง 4 ชนิด ท่ีระดับความเขมขนตางๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เปนเวลา 10 นาที แลว spread plate บน
อาหาร NA บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง ในท่ีมืด เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ทดสอบกรรมวิธีละ 4 ซํ้า จากนั้น
ตรวจนับจํานวน colony ของเช้ือแบคทีเรียเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสาร
สกัด คํานวณหาเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ และคัดเลือกชวงความเขมขนท่ีสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือได จากนั้นหาคา MIC ดวยการแชสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรียในสารสกัดดวยวิธีการ
ดังกลาวขางตน  

เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ  = 
จํานวนโคโลนีชุดควบคุม - จํานวนโคโลนีชุดทดสอบ 

x   100 
จํานวนโคโลนีชุดควบคุม 
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กลุมท่ี 2 เชื้อราสาเหตุโรคพชื 
การทดลองแบงออกเปน 3 ข้ันตอน ดังนี ้

ขั้นตอนท่ี 1 การคัดเลือกสารสกัดจากพืชสมุนไพรและการหาคา MIC 
นําช้ินเช้ือ (culture disc) ของเช้ือ Alternaria brassicicola, Fusarium oxysporum และ 

Pythium aphanidermatum ท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA เปนเวลา 7 วัน 5 วัน และ 3 วัน ตามลําดับ นํา 
culture disc ขนาด 3 มิลลิเมตร ของเช้ือแตละชนิด แชในสารสกัดจากพืชสมุนไพรกานพลู ขม้ิน ชา 
และพริก เปนเวลา 10 นาที จึงยายมาเล้ียงบนอาหาร PDA บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง ในท่ีมืด ทดสอบ
กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ตรวจวัดขนาดเสนผาศูนยกลางการเจริญของเช้ือ A. brassicicola ทุก 3 5 7 10 และ 
15 วัน เชื้อ F. oxysporum ทุก 2 3 4 และ 5 วัน และเช้ือ P. aphanidermatum ท่ี 1 2 และ 3 วัน 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสารสกัด คํานวณหาเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ 
คัดเลือกชวงความเขมขนของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแตละชนิด และนําชวงความ
เขมขนดังกลาวมาหาคา MIC ดวยการแช culture disc ของเช้ือราในสารสกัดดวยวิธีการดังกลาว
ขางตน 

เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ  = 
ขนาดโคโลนีชุดควบคุม – ขนาดโคโลนีชุดทดสอบ 

x   100 
ขนาดโคโลนีชุดควบคุม 

 

ขั้นตอนท่ี 2 การทดสอบเล้ียงเชื้อสาเหตุบนอาหารผสมสารสกัดจากพืชสมุนไพร (Poisonous Agar)  
 เม่ือไดคา MIC ของสารสกัดแตละชนิดในขั้นตอนท่ี 1 เพื่อศึกษาผลของสารสกัดตอการ

เจริญของเช้ือสาเหตุรวมถึงความผิดปกติท่ีอาจเกิดข้ึนกับเสนใยหรือสปอร จึงนําสารสกัดท่ีคัดเลือก
ไดท่ีความเขมขนตํ่ากวาคา MIC ผสมในอาหาร PDA วาง culture disc ของเช้ือบริเวณกลางจาน
อาหาร บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง ในท่ีมืด ตรวจวัดขนาดเสนผาศูนยกลางการเจริญของเช้ือเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสารสกัด คํานวณหาเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ บันทึกภาพและ
ลักษณะการเจริญของเสนใยและสปอรภายใตกลองจุลทรรศน  
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ขั้นตอนท่ี 3 การทดสอบผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรตอความงอกของสปอรเชื้อราสาเหตุ         
ทดสอบดวยวิธีแชสารแขวนลอยสปอรของเช้ือสาเหตุในสารสกัดจากพืชสมุนไพรระดับ

ความเขมขนท่ีคา MIC เปนเวลา 10 นาที จากนั้นหยดบนอาหาร WA ในชุด slide culture ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง ตรวจวัดความงอกของสปอร และลักษณะการงอกของสปอร
ภายใตกลองจุลทรรศน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสารสกัด คํานวณหา
เปอรเซ็นตยับยั้งความงอกของสปอร  

 

5.  การทดสอบความเปนพิษ (phytotoxic) ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรบนตนกลาพืชตระกูล
กะหลํ่า 

 เม่ือคัดเลือกสารสกัดจากพืชสมุนไพรและไดคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือสาเหตุไดเทากับหรือมากกวา 90 เปอรเซ็นต (MIC) แลว นําสารสกัดแตละชนิดท่ีความ
เขมขนสูงสุดตามคา MIC มาทดสอบความเปนพิษกับพืช โดยแบงเปนกรรมวิธีการพนสําหรับเช้ือท่ี
อยูในอากาศ และราดบริเวณโคนตนกลาสําหรับเช้ือท่ีอาศัยอยูในดิน ใชพืชตระกูลกะหลํ่าท่ีมีอายุ 1 
เดือน สังเกตอาการไหมท่ีปรากฏบนใบและตนพืช หากไมปรากฏอาการใดๆ บนตนกลา จัดวาสาร
สกัดชนิดนั้นไมแสดงความเปนพิษตอพืช สามารถนําไปใชทดสอบในสภาพโรงเรือนได 

 
6.  การทดสอบผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรความเขมขนสูงสุดท่ีมีตอความงอกของเมล็ด 
 หลังจากทดสอบความเปนพิษของสารสกัดแตละชนิดตอตนพืชแลว นําสารสกัดท่ีไมแสดง
ความเปนพิษท่ีความเขมขนสูงสุดตามคา MIC มาทดสอบผลท่ีมีตอความงอกของเมล็ด โดยแชเมล็ด
คะนาท่ีผานการฆาเช้ือท่ีผิวดวย Clorox 1% เปนเวลา 3 นาที ลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือจํานวน 3 
คร้ัง จากนั้นแชในสารสกัดแตละชนิดความเขมขนสูงสุดตามคา MIC เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ผ่ึงเมล็ดให
แหงโดยวางบนกระดาษกรองฆาเช้ือ จากน้ันเพาะบนกระดาษช้ืน (blotter method) ทํากรรมวิธีละ 
100 เมล็ด ตรวจดูเปอรเซ็นตความงอกและลักษณะการงอกเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ัน
ฆาเช้ือ 
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7. การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรในการควบคุมการเกิดโรคบนตนกลาคะนา 
 หลังจากท่ีไดคาความเขมขนตํ่าสุดของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือไดเทากับ
หรือมากกวา 90 เปอรเซ็นต (MIC) แลว นําสารสกัดความเขมขนท่ีคาดังกลาวมาทดสอบเพ่ือดูผล
ของสารสกัดตอการควบคุมการเกิดโรคบนตนกลาคะนา โดยนําเมล็ดท่ีผานการฆาเช้ือท่ีผิวดวย 
Clorox 1% เปนเวลา 3 นาที ลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือจํานวน 3 คร้ัง จากนั้นแชในสารแขวนลอย
ของเช้ือสาเหตุแตละชนิดท่ีผสมกับสารสกัดความเขมขนท่ีคา MIC เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เพาะเมล็ด
คะนาบนดินท่ีผานการฆาเช้ือ รดน้ําตามปกติ ตรวจนับจํานวนตนกลาท่ีแสดงอาการของโรคเนาดํา 
โรคใบจุดออลเทอนาเรีย โรคเหี่ยวฟวซาเรียม และโรคเนาคอดิน เม่ือตนกลาอายุ 7 ถึง 14 วัน 
 
8. การเปรียบเทียบสารเคมีควบคุมโรคพืชและสารสกัดจากพืชสมุนไพรในการควบคุมเชื้อราและ

เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชตระกูลกะหลํ่าในสภาพหองปฏิบัติการ 

 8.1 การทดสอบเล้ียงเชื้อสาเหตุบนอาหารผสมสารเคมีควบคุมโรคพืช    
 สารเคมีควบคุมโรคพืชท่ีใชในการทดลองมี 4 ชนิด ไดแก copper oxychloride (Cupravit), 
iprodione (Rovral), carbendazim (Carbenzin 50) และ metalaxyl+mancozeb (Ridomil Gold) 
ทดสอบกับเช้ือ X. campestris pv. campestris, A. brassicicola, F. oxysporum และ P. 
aphanidermatum ตามลําดับ ใชความเขมขนตามอัตราแนะนํา 

ช่ือสามัญ   ช่ือการคา  สารออกฤทธ์ิ 
1. copper oxychloride  Cupravit  dicopper chloride trihydroxide  

84% WP  
2. iprodione   Rovral   3-(3,5-dichlorophenyl)-N-isopropyl- 

2,4-dioxo-imidazolidine-1-
carboxamide 75% WG 

3. carbendazim  Carbenzin 50  mythyl benzimidazole-2-ylcarbamate  
50% WP 

4. metalaxyl+mancozeb Ridomil Gold  methyl N-(2-methoxyacetyl)-N- 
(2,6-xylyl)-DL-alaninate  8%  
manganese ethylenebis 
(dithiocarbrmate) polymeric complex 
with zinc salt  64%  total  72% WP 
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อัตราแนะนําและวิธีการคํานวณสารเคมีควบคุมโรคพืชแตละชนิดแสดงในภาคผนวก นํา 
stock solution ของสารเคมีควบคุมโรคพืชแตละชนิดผสมในอาหาร PDA และ NA ท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว 
เขยาใหเขากันแลวจึงเทในจานอาหารเล้ียงเช้ือ ทํากรรมวิธีละ 4 ซํ้า 

นําสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรียของเช้ือ X. campestris pv. campestris เขมขน 103 เซลลตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มา spread plate บนจานอาหาร NA ผสมสารคอปเปอร ออกซิคลอ
ไรด (copper oxychloride) ตรวจนับจํานวนโคโลนีของเช้ือ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ัน
ฆาเช้ือแทนสารเคมีควบคุมโรคพืช และคํานวนเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ 

หลังจากเล้ียงเช้ือ A. brassicicola, F. oxysporum และ P. aphanidermatum บนอาหาร PDA 
เปนเวลา 7 5 และ 3 วัน นํา culture disc ขนาด 3 มิลลิเมตร ของเช้ือแตละชนิด ยายเล้ียงบนอาหาร 
PDA ผสมสารไอโพรไดโอน (iprodione) คารเบนดาซิม (carbendazim) และเมทาแลกซิลผสมแมน
โคเซ็บ (metalaxyl+mancozeb) ตามลําดับ ตรวจวัดขนาดเสนผาศูนยกลางการเจริญของเช้ือ 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสารเคมีควบคุมโรคพืช และคํานวนหาเปอรเซ็นต
ยับยั้งการเจริญ 
 

8.2 การทดสอบเล้ียงเชื้อสาเหตุบนอาหารผสมสารสกัดจากพืชสมุนไพร   
สารสกัดจากพืชสมุนไพรท่ีคัดเลือกไดจากกรรมวิธีท่ี 3 จะถูกนํามาผสมกับอาหาร PDA 

และ NA ท่ีเตรียมแบบลดนํ้า (ภาคผนวก) เพื่อใหไดความเขมขนท่ีคา MIC ของสารสกัดแตละชนิด 
เขยาใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเช้ือ แลวจึงเทในจานอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นนําเช้ือแบคทีเรียและเช้ือ
รามาเล้ียงบนจานอาหารผสมสารสกัดตามวิธีการขางตน 
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9.  การทดสอบศักยภาพของสารสกัดจากพืชสมุนไพรในการควบคุมโรคพืชตระกูลกะหลํ่า
เปรียบเทียบสารเคมีควบคุมโรคพืชในสภาพโรงเรือน  

 จากผลการทดสอบในสภาพหองปฏิบัติการ นําสารสกัดจากพืชสมุนไพรท่ีคัดเลือกวามี
ศักยภาพยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคพืชตระกูลกะหลํ่าแตละชนิด ความเขมขนท่ีคา MIC มา
ทดสอบศักยภาพในการควบคุมโรคในระดับแปลงปลูก เปรียบเทียบกับสารเคมีควบคุมโรคพืช โดย
เตรียมตนกลาพืชตระกูลกะหลํ่าอายุ 3 สัปดาห ปลูกเช้ือดวยวิธีการดังนี้ 
 ปลูกเช้ือ X. campestris pv. campestris และ A. brassicicola โดยการพนสารแขวนลอยของ
เช้ือลงบนใบพืช คลุมแปลงเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหความช้ืน จากนั้นจึงพนสารสกัดและสารเคมี
ควบคุมโรคพืช สังเกตอาการของโรคทุกวัน พนสารซํ้าในวันท่ี 3 หลังจากพนคร้ังแรก และพนอีก
เม่ือพบวาอาการของโรคเร่ิมลุกลาม 
 ปลูกเช้ือ F. oxysporum และ P. aphanidermatum โดยเล้ียงเช้ือบนเมล็ดขาวฟางนึ่งฆาเช้ือ
เปนเวลา 5 วัน จากนั้นนําเมล็ดขาวฟางท่ีมีเช้ือเจริญ โรยบริเวณรองตรงกลางระหวางตนกลาใน
แปลง กลบดินและรดน้ําใหชุม บมเช้ือเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จึงราดสารสกัดและสารเคมีควบคุมโรค
พืช ในปริมาตรท่ีเทากัน สังเกตอาการของโรคทุกวัน ราดสารซํ้าในวันท่ี 3 หลังจากราดคร้ังแรก 
และราดอีกเม่ือพบวาอาการของโรคเร่ิมลุกลาม 

ตรวจบันทึกอาการของโรค วัดดัชนีการเกิดโรค เปอรเซ็นตดัชนีการเขาทําลาย และจํานวน
ตนท่ีเปนโรค เม่ือทดสอบดวยสารสกัดเปรียบเทียบกับสารเคมีควบคุมโรคพืช วางแผนการทดลอง
แบบ Randomize Complete Block Design (RCBD) 

ดัชนีการเกิดโรคแบงเปน 5 ระดับ ไดแก (เกษม, 2532) 
0  =  ไมเกิดโรค    1   =   พื้นท่ีใบถูกเขาทําลาย  1-25 เปอรเซ็นต 
2       =  พื้นท่ีใบถูกเขาทําลาย 26-50 เปอรเซ็นต     3   =   พื้นท่ีใบถูกเขาทําลาย 51-75 เปอรเซ็นต 
4       =  พื้นท่ีใบถูกเขาทําลาย 76-100 เปอรเซ็นต 
 

% ดัชนีการเขาทําลาย  = 
ผลรวมการเปนโรคแตละระดับ 

× 
100 

จํานวนตนพืชท่ีสุม ระดับสูงสุดของการเปนโรค 


