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บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
อุปกรณ์และสำรเคมี 

1. กล้องจุลทรรศน์แบบ light microscope 
2. ตู้เขี่ยเชื้อ (lamina flow) 
3. ตู้เย็น (refrigerator) 
4. หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) 
5. ตู้อบลมร้อน (hot air oven) 
6. เครื่องระเหยสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) 
7. อุปกรณ์ตรวจนับสปอร์ (haemacytometer) 
8. เครื่องชั่งแบบดิจิตอล 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. อุปกรณ์แยกเชื้อ (เข็มเขี่ย, มีดผ่าตัด, cork borer, ตะเกียงแอลกอฮอล์, ไฟแช็ค) 
13. วัสดุงานบ้านงานครัว กล่องพลาสติก/ ตะกร้าพลาสติก/ถุงพลาสติกร้อน 
14. อาหารเลี้ยงเชื้อส าเร็จรูป (potato dextrose agar, PDA) 
15. เอทิลแอลกอฮอล์ 95 และ 70 เปอร์เซ็นต์ 
16. ผงสมุนไพรอบเชย และน้ ามันหอมระเหยจากอบเชย 
17. ผลมะม่วง 
18. สารเคมีคาร์เบนดาซิม 

 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

1. กำรแยกเชื้อรำบริสุทธิ์ 
น าผลมะม่วงอกร่องที่แสดงอาการเป็นโรคแอนแทรคโนสจากบ้านเสม็ดงาม ต าบลหนองบัว 

จังหวัดจันทบุรี มาท าการแยกเชื้อในห้องปฏิบัติการ ด้วยเทคนิควิธี  tissue transplanting โดยการตัด
ชิ้นส่วนของผิวบริเวณขอบแผลให้ติดบริเวณที่ไม่เป็นโรคขนาดประมาณ  0.5 X 0.5 เซนติเมตร ฆ่าเชื้อ
ด้วยไฮเตอร์ความเข้มเข้น 10 เปอร์เซ็นต์นาน 5 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ซับให้แห้งด้วยกระดาษซับ
ฆ่าเชื้อ น าไปวางบนอาหาร WA (water agar) บ่มที่อุณหภูมิห้อง (28+2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา
ประมาณ 3 วัน ตัดปลายเส้นใยที่เจริญออกมาจากชิ้นส่วนของพืช วางลงบนอาหาร  PDA (potato 
dextrose agar) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราโดย
ศึกษาลักษณะการเจริญของเชื้อราบนอาหาร PDA จากนั้นเขี่ยเส้นใยและสปอร์เชื้อราวางลงบน
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กระจกสไลด์ส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบคอมพาวด์ (compound microscope) เพ่ือศึกษาโครงสร้างเชื้อ
ราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เมื่อได้เชื้อราบริสุทธิ์ใช้เข็มเข่ียตัดปลายเส้นใยเก็บลงอาหาร PDA ในหลอดทดลอง 
(PDA slant) เก็บรักษาในตู้เย็น เพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป 

 
2. กำรเตรียมสำรสกัดหยำบจำกอบเชย และน้ ำมันหอมระเหยจำกอบเชย 

2.1 กำรเตรียมสำรสกัดหยำบจำกอบเชย  
การสกัดสารสกัดหยาบจากพืชด้วยวิธีมาเซอเรชั่น (maceration)  โดยน าผงอบเชยแห้ง 

ที่บดละเอียดแล้วปริมาณ 200 กรัม ใสในขวดแก้วสีชาปากกวาง เติมเอทิลแอลกอฮอล เปอรเซ็นต
ปริมาตร 800 มิลลิลิตร (ใชอัตราสวนพืชต่อตัวท าละลาย 1 : 4 โดยปริมาณตอปริมาตร) ท าการหมัก          
เปน เวลา 7 วัน โดยคนสารทุกวัน ๆ ละ 1 ครั้ง จากนั้นกรองเศษพืชออกด้วยผ้าขาวบาง และกรองอีกครั้ง
ด้วยกระดาษ whatman no.1 แลวน าสวนแอลกอฮอล์ที่ไดไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องกลั่น
ระเหยสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) จนกระทั่งไดสารสกัดหยาบ (crude extract) ซึ่งมี
ลักษณะเป็นของเหลวหนืดข้น ชั่งน้ าหนักสารสกัดหยาบที่ได้ เก็บสารสกัดจากพืชไว้ในขวดสีชาในตู้เย็น
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
2.2 กำรเตรียมน้ ำมันหอมระเหยจำกอบเชย  

  ซื้อน้ ามันหอมระเหยจากอบเชยส าเร็จรูปที่มีจ าหน่ายเป็นการค้า (commercial grade) 
จากบริษัทเคมีภัณฑ์คอร์ปอเรชั่น จ ากัด มีวิธีการสกัดด้วยไอน้ า (distillation) จากส่วนใบของอบเชยเทศ 
ที่มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Cinnamomum zeylamicum  
 
  3. กำรทดสอบผลกำรควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนใบมะม่วงอกร่อง 

การทดสอบผลของสารสกัดหยาบจากอบเชย น้ ามันหอมระเหยจากอบเชยเดี่ยว ๆ และ           
ใช้ร่วมกับกัมอะราบิก ในการควบคุมเชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสบนใบมะม่วง
อกร่อง ด้วยวิธี detached leaf ในสภาพห้องปฏิบัติการ โดยมีขั้นตอนในการศึกษา ดังนี้ 

3.1 กำรเตรียมใบมะม่วง 
เตรียมใบมะม่วงอกร่อง (ใบที่ 4-5 จากยอด) ที่ไม่แสดงอาการเป็นโรค และไม่มีร่องรอย

การท าลายของแมลง จากสวนมะม่วงของเกษตรกร บ้านเสม็ดงาม ต าบลหนองบัว อ าเภอเมือง จังหวัด
จันทบุรี น ามาล้างท าความสะอาดด้วยน้ าสะอาด และล้างด้วยน้ าผสมน้ ายาล้างจานเล็กน้อยเพ่ือล้าง              
สิ่งสกปรกออก ผึ่งใบมะม่วงให้แห้ง จากนั้นเช็ดด้วยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์เพ่ือฆ่าเชื้อผิว ผึ่งให้แห้ง 
เสียบกระเปาะน ้าโดยใช้ส าลีจุ่มน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อพันรอบปลายก้านใบ ใส่ในถุงพลาสติกใช้ยางวงรัด              
เพ่ือเก็บรักษาความชื้น ให้ใบมะม่วงมีความสดใหม่ได้หลายวันตลอดการทดลอง 
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      3.2 กำรเตรียมเชื้อรำสำเหตุโรค 

ท าการเตรียมเชื้อราโดย C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วงที่
แยกได้จากการทดลองในขั้นตอนที่ 1 โดยเลี้ยงเชื้อราบนอาหาร PDA เป็นเวลา 5 วัน  

 
 3.3 กำรทดสอบบนใบมะม่วง 

การทดสอบผลการควบคุมโรคบนใบมะม่วงอกร่องที่เตรียมไว้ในขั้นตอนที่ 3.1 โดย                
ใช้ปลายเข็มเข่ียที่ลนไฟฆ่าเชื้อแล้วท าแผล 1 รอยต่อแผล โดยท าแผลจ านวน 3 ต าแหน่งต่อ 1 ใบ จากนั้น
ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตรที่ฆ่าเชื้อแล้ว เจาะบริเวณขอบของโคโลนีเชื้อรา                
C. gloeosporioides อายุ 5 วัน บนอาหาร PDA ที่เตรียมไว้ในขั้นตอนที่ 3.2 แล้วท าการปลูกเชื้อด้วยเส้น
ใยเชื้อรา โดยใช้เข็มเข่ียที่ลนไฟฆ่าเชื้อแล้วย้ายชิ้นวุ้น โดยวางด้านที่มีเส้นใยเชื้อราคว ่าลงบนรอยแผลบนใบ
มะม่วงที่ได้เตรียมไว้ บ่มใบมะม่วงที่ได้รับการปลูกเชื้อไว้ในกล่องพลาสติกที่ควบคุมความชื้น (moist 
chamber) โดยน าส าลีจุ่มน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อวางในกล่อง บ่มใบมะม่วงไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 24 ชั่วโมง 
แล้วจึงน าชิ้นวุ้นออก จากนั้นจุ่มใบมะม่วงในสารสกัดหยาบจากอบเชย น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย และ
สารเคมีคาร์เบนดาซิมในอัตราแนะน า ตามทรีตเม้นต์ที่ 2-8 นาน 5 นาที โดยชุดควบคุม คือการจุ่ม           
ใบมะม่วงที่ได้รับการท าแผลปลูกเชื้อนาน 24 ชั่วโมงในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อนาน 5 นาที วางแผนการทดลอง
แบบ CRD ประกอบด้วย 8 ทรีตเมนต์ 6 ซ้ า  ดังนี้ 

ทรีตเม้นต์ที่ 1 ชุดควบคุม (น้ ากลั่น) 
ทรีตเม้นต์ที่ 2 สารสกัดหยาบจากอบเชย 0.50 เปอร์เซ็นต ์
ทรีตเม้นต์ที่ 3 สารสกัดหยาบจากอบเชย 1.00 เปอร์เซ็นต ์
ทรีตเม้นต์ที่ 4 สารสกัดหยาบจากอบเชย 1.50 เปอร์เซ็นต ์
ทรีตเม้นต์ที่ 5 น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย 0.50 เปอร์เซ็นต ์
ทรีตเม้นต์ที่ 6 น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย 1.00 เปอร์เซ็นต ์
ทรีตเม้นต์ที่ 7 น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย 1.50 เปอร์เซ็นต ์
ทรีตเม้นต์ที่ 8 สารเคมีคาร์เบนดาซิม 0.05 เปอร์เซ็นต ์ 

 
หลังจากใบมะม่วงแห้ง บ่มต่อในกล่องพลาสติกที่ควบคุมความชื้นที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 วัน 

ตรวจสอบอาการของโรค วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางแผลที่เกิดขึ้น และน ามาค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ดังสมการ 

ค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง = A-B)/A x 100 
 A =ค่าเฉลี่ยขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแผลบนใบในชุดควบคุม  
  B = ค่าเฉลี่ยขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแผลบนใบในชุดทดสอบ 
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4. กำรทดสอบผลกำรควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วงอกร่อง 
การทดสอบผลของสารสกัดหยาบจากอบเชย น้ ามันหอมระเหยจากอบเชยเดี่ยว ๆ และการ

ใช้ร่วมกับกัมอะราบิก ในการควบคุมเชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสบนผล
มะม่วงอกร่องหลังการเก็บเก่ียวในสภาพห้องปฏิบัติการ โดยมีขั้นตอนในการศึกษา ดังนี้ 

4.1 กำรเตรียมผลมะม่วง 
น าผลมะม่วงอกร่องจากสวนของเกษตรกรบ้านเสม็ดงาม ต าบลหนองบัว อ าเภอเมือง 

จังหวัดจันทบุรี ที่ไม่แสดงอาการเป็นโรค และไม่มีร่องรอยการท าลายของแมลง มาล้างท าความสะอาด
ด้วยน้ าไหล และล้างด้วยน้ าผสมน้ ายาล้างจานเล็กน้อย เพ่ือล้างสิ่งสกปรกออก และลดแรงตึงผิว เมื่อล้าง
ท าความสะอาดที่ผลมะม่วงเรียบร้อยแล้วผึ่งผลให้แห้ง จากนั้นฆ่าเชื้อผิวมะม่วงด้วยแอลกอฮอล์ 70 
เปอร์เซ็นต์ แล้วทาขั้วผลด้วยสารเคมีป้องกันก าจัดเชื้อราคาร์เบนดาซิมในอัตราแนะน า (ความเข้มข้น 
500 ppm) เ พ่ือควบคุมโรคขั้วผลเน่าที่ เกิดจากเชื้อรา Lasiodiplodia theobromae จากนั้น                    
น าผลมะม่วงมาเรียงในตะกร้าพลาสติกที่ท าการรองพ้ืนด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ โดยเอาขั้วผลมะม่วง            
ไว้ด้านล่างให้ก้นมะม่วงชี้ด้านบน จนผลมะม่วงแห้ง 

 
4.2 กำรเตรียมเชื้อรำสำเหตุโรค 

ท าการเตรียมเชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วงอกร่อง 
ที่แยกได้จากการทดลองในขั้นตอนที่ 1 โดยเลี้ยงเชื้อราบนอาหาร  PDA เป็นเวลา 5 วัน เช่นเดียวกับ
ขั้นตอนทดสอบบนใบ 

 
4.3 กำรทดสอบบนผลมะม่วง 

ท าการทดสอบผลของสารสกัดหยาบจากอบเชย น้ ามันหอมระเหยอบเชย  และ              
กัมอะราบิก ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วงอกร่อง โดยน าผลมะม่วงอกร่องที่ได้จาก
ขั้นตอนที่ 4.1 มาท าแผลโดยใช้ปลายเข็มเขี่ยที่ลนไฟฆ่าเชื้อแล้วท าแผล 1 รอยต่อแผล โดยท าแผลจ านวน 
2 ต าแหน่งต่อ 1 ผล ท าการปลูกเชื้อด้วยเส้นใยเชื้อรา โดยใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 
เซนติเมตรที่ฆ่าเชื้อแล้วเจาะบริเวณขอบของโคโลนีเชื้อรา C. gloeosporioides ที่เตรียมไว้แล้วใช้เข็มเขี่ย
ที่ลนไฟฆ่าเชื้อแล้วย้ายชิ้นวุ้น โดยวางด้านที่มีเส้นใยเชื้อราคว ่าลงบนรอยแผลบนผลมะม่วง จากนั้นวาง           
ผลมะม่วงที่ได้รับการปลูกเชื้อไว้ในตะกร้าพลาสติกที่รองด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ คลุมด้วยถุงพลาสติก
พร้อมกับใช้น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อฉีดพ่นภายในถุงพลาสติกเพ่ือควบคุมความชื้นให้เพียงพอ บ่มผลมะม่วง          
ที่อุณหภูมิห้องนาน 24 ชั่วโมง แล้วจึงน าชิ้นวุ้นออก จากนั้นจุ่มผลมะม่วงในสารสกัดหยาบจากอบเชย 
น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย และกัมอะราบิก ตามทรีตเม้นต์ที่ 2-10 นาน 5 นาที โดยชุดควบคุม คือการ
จุ่มผลมะม่วงที่ได้รับการท าแผลปลูกเชื้อนาน 24 ชั่วโมงในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อนาน 5 นาที วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD ประกอบด้วย 10 ทรีตเมนต ์9 ซ้ า ดังนี้ 
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ทรีตเม้นต์ที่ 1 ชุดควบคุม (น้ ากลั่น) 
ทรีตเม้นต์ที่ 2 สารสกัดหยาบจากอบเชย 1.00 เปอร์เซ็นต์ 
ทรีตเม้นต์ที่ 3 สารสกัดหยาบจากอบเชย 1.50 เปอร์เซ็นต์ 
ทรีตเม้นต์ที่ 4 น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย 0.25 เปอร์เซ็นต์ 
ทรีตเม้นต์ที่ 5 น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย 0.50 เปอร์เซ็นต์ 
ทรีตเม้นต์ที่ 6 สารสกัดหยาบจากอบเชย 1.00 เปอร์เซ็นต+์กัมอะราบิก 10 เปอร์เซ็นต์ 
ทรีตเม้นต์ที่ 7 สารสกัดหยาบจากอบเชย 1.50 เปอร์เซ็นต+์กัมอะราบิก 10 เปอร์เซ็นต์ 
ทรีตเม้นต์ที่ 8 น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย 0.25 เปอร์เซ็นต+์กัมอะราบิก 10 เปอร์เซ็นต ์
ทรีตเม้นต์ที่ 9 น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย 0.50 เปอร์เซ็นต+์กัมอะราบิก 10 เปอร์เซ็นต ์
ทรีตเม้นต์ที่ 10 กัมอะราบิก 10 เปอร์เซ็นต์ 

 
 หลังจากผลมะม่วงแห้ง วางผลมะม่วงในตะกร้าพลาสติกที่รองด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์

น าแคลเซี่ยมคาร์ไบด์ (CaC2) ห่อกระดาษแล้วบรรจุไว้ในตะกร้าเพ่ือช่วยเร่งการสุกของผลมะม่วง เมื่อผล
มะม่วงสุก วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางแผลที่เกิดขึ้น และค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเปรียบเทียบกับ             
ชุดควบคุม ดังสมการ 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง = (A-B)/A x 100 
เมื่อ A = ค่าเฉลี่ยขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแผลบนผลในชุดควบคุม  
      B = ค่าเฉลี่ยขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแผลบนผลในชุดทดสอบ 
                                       

กำรวิเครำะห์ข้อมูล 
  น าข้อมูลเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการเจริญของเส้นใยและการงอกของสปอร์ที่ได้มาวิเคราะห์โดยใช้วิธี
วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s new multiple range 
test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 และ 99 เปอร์เซ็นต์ 
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