
บทที่ 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 

อุปกรณ์และสำรเคม ี
1. กล้องจุลทรรศน์แบบ light microscope 
2. ตู้เข่ียเช้ือ (lamina flow) 
3. ตู้เย็น (refrigerator) 
4. หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) 
5. ตู้อบลมร้อน (hot air oven) 
6. เครื่องระเหยสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) 
7. อุปกรณ์ตรวจนับสปอร์ (haemacytometer) 
8. เครื่องช่ังแบบดิจิตอล ทศนิยม 2 และ 3 ต าแหน่ง (digital balance) 
9. ไมโครปิเปต (micro pipette) และไมโครทิป 
10. แผ่นสไลด์แก้วและกระจกปิดสไลด์ 
11. อุปกรณ์เครื่องแก้ว เช่น flask, Petri dish, test tube, cylinder  
12. อุปกรณ์แยกเช้ือ (เข็มเข่ีย, มีดผ่าตัด, cork borer, ตะเกียงแอลกอฮอล์, ไฟแช็ค) 
13. วัสดุงานบ้านงานครัว กล่องพลาสติก/ ตะกร้าพลาสติก/ถุงพลาสติกร้อน 
14. อาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูป (potato dextrose agar, PDA) 
15. เอทิลแอลกอฮอล์ 95 และ 70 เปอร์เซ็นต์ 
16. ผงสมุนไพรอบเชย และโป๊ยกั๊ก 
17. กัมอะราบิก 
18. ผลมะม่วง 
19. สารเคมีเบนโนมิล 

 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
1. กำรแยกเชื้อบริสุทธิ์และกำรศึกษำเชื้อรำ 

น ำผลมะม่วงอกร่องสุกท่ีแสดงอำกำรเป็นโรคแอนแทรคโนสจำกบ้ำนเสม็ดงำม ต ำบล
หนองบัว อ ำเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี มำท ำกำรแยกเช้ือในห้องปฏิบัติกำร ด้วยเทคนิควิธี tissue 
transplanting โดยกำรตัดช้ินส่วนของผิวบริเวณขอบแผลให้ติดบริเวณท่ีไม่เป็นโรคขนำดประมำณ 
0.5 X 0.5 เซนติเมตร ฆ่ำเช้ือด้วย sodium hypochlorite ควำมเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ เวลำ 5 นำที 
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ล้ำงด้วยน้ ำกล่ันนึ่งฆ่ำเช้ือ ซับให้แห้งด้วยกระดำษซับฆ่ำเช้ือ น ำไปวำงบนอำหำร WA (water agar) 
บ่มท่ีอุณหภูมหิ้อง (25+2 องศำเซลเซียส) เป็นเวลำประมำณ 3 วัน ตัดปลำยเส้นใยท่ีเจริญออกมำจำก
ช้ินส่วนของพืช วำงลงบนอำหำร PDA บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 7 วัน กำรศึกษำลักษณะทำง
สัณฐำนวิทยำของเช้ือรำโดยศึกษำลักษณะกำรเจริญของเช้ือรำบนอำหำร PDA และเขี่ยเส้นใยและ
สปอร์เช้ือรำวำงลงบนกระจกสไลด์ส่องภำยใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ light microscope เพื่อศึกษำ
โครงสร้ำงเช้ือรำภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ เมื่อได้เช้ือรำบริสุทธิ์ใช้เข็มเขี่ยตัดปลำยเส้นใยเก็บลงอำหำร 
PDA ในหลอดทดลอง (PDA slant) เก็บรักษำในตู้เย็นเพื่อใช้ในกำรศึกษำขั้นตอนต่อไป 

 
2. กำรสกัดสำรสกัดหยำบจำกพืช 

กำรสกัดสำรสกัดหยำบจำกพืชโดยวิธีมำเซอเรช่ัน (maceration)  โดยน ำผงอบแห้งของพืช
แตละชนิดท่ีบดละเอียดแล้วมำตัวอยำงละ 200 กรัม ใสในขวดแก้วสีชำปำกกวำง เติมเอทิลแอลกอฮอล
95 เปอรเซ็นต ปริมำตร 800 มิลลิลิตร (ใชอัตรำสวนพืชต่อตัวท ำละลำย 1 : 4 โดยปริมำณตอ 
ปริมำตร) ท ำกำรหมักเปนเวลำ 7 วัน โดยคนสำรทุกวัน ๆ ละ 1 ครั้ง จำกนั้นกรองเศษพืชออกด้วย        
ผ้ำขำวบำง แลวน ำสวนแอลกอฮอล์ท่ีไดไประเหยตัวท ำละลำยออกด้วยเครื่องกล่ันระเหยสุญญำกำศ 
(rotary vacuum evaporator) จนกระท่ังไดสำรสกัดหยำบ (crude extracted) ซึ่งมีลักษณะ
ของเหลวหนืดข้น ช่ังน้ ำหนักสำรสกัดหยำบท่ีได้ เก็บสำรสกัดจำกพืชไว้ในขวดสีชำในตู้เย็นอุณหภูมิ   
4 องศำเซลเซียส เพื่อรอใช้ในกำรศึกษำข้ันตอนต่อไป  

 
3. กำรศึกษำผลกำรยับยั้งกำรเจริญของเส้นใย 

กำรทดสอบผลของสำรสกัดจำกอบเชย โป๊ยกั๊ก และกัมอะรำบิกกับเส้นใยของเช้ือรำ                    
C. gloeosporioides สำเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วงอกร่องดวยวิธี poisoned food 
technique (Dhingra and Sinclair, 1995) โดยใช้ cork borer ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 5 มิลลิเมตร 
ท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือแล้ว เจำะบริเวณปลำยเส้นใยเช้ือรำท่ีเล้ียงอยู่บนอำหำร PDA ท่ีอำยุ 7 วัน น ำมำวำง
บนจุดศูนย์กลำงของจำนอำหำรทดลอง โดยวำงคว่ ำให้ด้ำนท่ีมีเส้นใยของเช้ือรำสัมผัสกับอำหำร PDA 
ท่ีผสมสำรทดสอบได้แก่ อบเชย โป๊ยกั๊ก กัมอะรำบิก และอำหำร PDA ท่ีผสมสำรเคมีป้องกันก ำจัด 
เช้ือรำเบนโนมิล โดยมีชุดควบคุม คือ อำหำร PDA ท่ีไม่ผสมสำรใด ๆ บ่มจำนอำหำรทดลอง           
ท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมีกำรควบคุมแสงฟลูออเรสเซนต์ และมืดสลับกัน 12 ช่ัวโมง เป็นเวลำ 7 วัน         
วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design) แต่ละทรีตเม้นต์มี 10 ซ้ ำ           
โดยมีทรีตเม้นต์ท่ีใช้ศึกษำดังนี้ 
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ทรีตเม้นต์ท่ี 1 ชุดควบคุม (PDA เปล่ำท่ีไม่ผสมสำรใด ๆ) 
ทรีตเม้นต์ท่ี 2 PDA + สำรสกัดจำกอบเชย 0.5% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 3 PDA + สำรสกัดจำกอบเชย 1.0% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 4 PDA + สำรสกัดจำกโป๊ยกั๊ก 0.5% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 5 PDA + สำรสกัดจำกโป๊ยกั๊ก 1.0% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 6 PDA + สำรสกัดจำกอบเชย 0.5% +กัมอะรำบิก 10% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 7 PDA + สำรสกัดจำกอบเชย 1.0% +กัมอะรำบิก 10% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 8 PDA + สำรสกัดจำกโป๊ยกั๊ก 0.5% +กัมอะรำบิก 10% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 9 PDA + สำรสกัดจำกโป๊ยกั๊ก 1.0% +กัมอะรำบิก 10% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 10 PDA + กัมอะรำบิก 10% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 11 PDA + เบนโนมิล 0.05% 

 
วัดขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงโคโลนีของเช้ือรำทุกวันหน่วยเป็นเซนติเมตร เมื่อโคโลนีเช้ือรำใน 

ชุดควบคุมเจริญเต็มจำนอำหำรทดลอง น ำค่ำเฉล่ียของเส้นผ่ำศูนย์กลำงของโคโลนีเช้ือรำมำ
ค ำนวณหำเปอร์เซ็นต์ยับย้ังกำรเจริญของเช้ือรำจำกสูตร ดังนี้ 

เปอร์เซ็นต์ยับย้ังกำรเจริญของเส้นใย = [( A – B ) / A] X 100   
A = ค่ำเฉล่ียของเส้นผ่ำศูนย์กลำงของโคโลนีเช้ือรำบนจำนอำหำรเล้ียงเช้ือในชุดควบคุม 

  B = ค่ำเฉล่ียของเส้นผ่ำศูนย์กลำงของโคโลนีเช้ือรำบนจำนอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีทดสอบ 
 

4. กำรศึกษำผลกำรยับยั้งกำรงอกของสปอร์ 
กำรทดสอบผลของสำรสกัดหยำบจำกอบเชย โป๊ยกั๊ก และกัมอะรำบิกต่อกำรยับยั้งกำร

งอกของสปอร์เช้ือรำ C. gloeosporioides สำเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วงอกร่องดวยวิธี cavity 
slide technique  เตรียมสำรแขวนลอยสปอร์ (spore suspension) โดยตัดปลำยเส้นใยมำเล้ียงบน
อำหำร PDA บ่มไว้ ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 10 วัน เมื่อเช้ือรำเจริญเติบโตเต็มจำนอำหำรเล้ียงเช้ือ และ
มีกำรสร้ำงสปอร์ ท ำกำรล้ำงเอำสปอร์ท่ีผิวหน้ำอำหำรออกด้วยน้ ำกล่ันท่ีผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเช้ือแล้ว  โดย
กำรใช้แท่งแก้วขูดบริเวณผิวหน้ำโคโลนีเบำ ๆ กรองด้วยผ้ำขำวบำงท่ีผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเช้ือแล้ว จำกนั้น
น ำเอำสำรละลำยสปอร์ท่ีได้มำนับจ ำนวนสปอร์บน Haemacytometer แล้วตรวจนับจ ำนวนภำยใต้
กล้องจุลทรรศน์ ปรับควำมเข้มข้นของสำรละลำยสปอร์ด้วยน้ ำกล่ันท่ีผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเช้ือให้ได้ควำม
เข้มข้น 1x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ท ำกำรทดสอบผลของสำรสกัดหยำบจำกอบเชย โป๊ยกั๊ก และกัมอะ
รำบิกกับสำรแขวนลอยสปอร์ของเช้ือรำ C. gloeosporioides บนสไลด์หลุม วำงแผนกำรทดลอง
แบบ CRD แต่ละทรีตเม้นต์มี 5 ซ้ ำ โดยมีทรีตเม้นต์ท่ีใช้ศึกษำดังนี้ 
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ทรีตเม้นต์ท่ี 1 ชุดควบคุม (PDA เปล่ำท่ีไม่ผสมสำรใด ๆ) 
ทรีตเม้นต์ท่ี 2 PDA + สำรสกัดจำกอบเชย 0.5% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 3 PDA + สำรสกัดจำกอบเชย 1.0% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 4 PDA + สำรสกัดจำกโป๊ยกั๊ก 0.5% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 5 PDA + สำรสกัดจำกโป๊ยกั๊ก 1.0% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 6 PDA + สำรสกัดจำกอบเชย 0.5% +กัมอะรำบิก 10% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 7 PDA + สำรสกัดจำกอบเชย 1.0% +กัมอะรำบิก 10% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 8 PDA + สำรสกัดจำกโป๊ยกั๊ก 0.5% +กัมอะรำบิก 10% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 9 PDA + สำรสกัดจำกโป๊ยกั๊ก 1.0% +กัมอะรำบิก 10% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 10 PDA + กัมอะรำบิก 10% 
ทรีตเม้นต์ท่ี 11 PDA + เบนโนมิล 0.05% 
 
บ่มท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องท่ีมีควำมช้ืนสัมพัทธ์ 90 - 100 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลำ 16 ช่ัวโมง                

จึงน ำมำตรวจลักษณะกำรงอกของสปอร์เช้ือรำ และนับเปอร์เซ็นต์กำรงอกของสปอร์ภำยใต้กล้อง
จุลทรรศน์ บันทึกผลกำรทดลองโดยนับจ ำนวนสปอร์ท่ีงอกต่อกำรสุ่มนับจ ำนวน 100 สปอร์ โดยนับว่ำ
สปอร์งอกเมื่อควำมยำวของ germ tube ยำวเท่ำกับหรือมำกกว่ำควำมยำวของสปอร์ เปรียบเทียบ
จ ำนวนสปอร์ ท่ีงอกบนชุดทดสอบกับสปอร์ ท่ีงอกบนชุดควบคุมท่ีเป็นน้ ำกล่ันไม่ผสมสำรใด ๆ  
ค ำนวณหำเปอร์เซ็นต์ยับย้ังกำรงอกสปอร์เปรียบเทียบกับชุดควบคุมของเช้ือรำจำกสูตร ดังนี้ 

เปอร์เซ็นต์กำรยับยั้งกำรงอกของสปอร์ = [( A – B ) / A] X 100 
เมือ่ A คือ จ ำนวนสปอร์เช้ือรำท่ีงอกเมื่อไม่ได้ผสมสำรทดสอบ (ชุดควบคุม) 

                  B คือ จ ำนวนสปอร์เช้ือรำท่ีงอกเมื่อได้ผสมสำรทดสอบ 
 

กำรวิเครำะห์ข้อมูล 
  น ำข้อมูลเปอร์เซ็นต์ยับย้ังกำรเจริญของเส้นใยและกำรงอกของสปอร์ท่ีได้มำวิเครำะห์โดยใช้
วิธีวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบค่ำเฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new multiple 
range test (DMRT) ท่ีระดับควำมเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

 
 
 
 

 


