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วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุและอุปกรณ
        1. วัสดุและอุปกรณท่ีใชในหองปฏิบัติการ

กระดาษลอกลายและกระดาษ A4
กลองจุลทรรศนชนิด compound
กลองถายรูป
ขวดใสอาหาร
เครือ่งแกวและอุปกรณที่จํ าเปนอื่นๆ
เครื่องเขยา (magnetic shaker)
เครื่องชั่งไฟฟาอยางละเอียด
จานเลี้ยงเชื้อ (petri dish)
ดินสอดํ าขนาด 2B
ตะเกียงแกส (bunsen burner)
ตูปลอดเชื้อ (lamina air flow)
ตูบมเลี้ยงเชื้อ (incubator)
บีกเกอร
ปากคีบ (forceps)
ปเปตต (pipette)
แผนสไลด
ฟลมถายรูป
ไมโครปเปตต (micro pipette)
ลูป (loop)
หมอนึ่งความดัน (autoclave)
หลอดทดลอง (test tube)
อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath)
computer diskette
paper disc เพื่อทดสอบสารเคมี



        2.วัสดุและอุปกรณท่ีใชในแปลงทดลอง
กระถางปลูกตนไมขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 นิ้ว
กระบอกฉีด
กรรไกรตัดแตงกิ่ง
กลองถายรูป
ตนพันธุพืชอาศัยชนิดตาง ๆ
ตนพันธุหนาวัวสายพันธุตาง ๆ
ถุงพลาสติกทนรอน
ปายพลาสติก
ปุย Osmocote® สูตร 14-14-14
ฟลมถายรูป

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง
สารเคมีปองกันกํ าจัดแบคทีเรียจํ านวน 4 ชนิด ไดแก Funguran® Kasuran®  Kupravit®  และ

Oxy-Strep®

วุนผง
Arabinose
Cellobiose
Dextrose
Esculin
Glucose
Glycerol
Melibiose
Nutrient broth (Difco)
Starch (soluble-potato)
Trehalose
Beef extract (Difco)
D-methionine
Powder skim milk
Proteose peptone  (Difco)



Urea 
Yeast extract
CaCO3, USP light powder
Ferric ammonium citrate
FeCl3.6H2O
KH2PO4

K2HPO4

MgSO4.7H2O
NaH2PO4

NH4Cl
NH4H2PO4

NaCl
Bromcresol purple
Bromthymol blue
Cephalexin
Cresol red
Cycloheximide
Malachite green
Methyl green
Methyl violet 2B
Pyridoxin
Triphenyl-tetrazolium chloride
Trimethoprine
Ethanol



วิธีการวิจัย

1. การสํ ารวจศึกษาโรคใบไหมของหนาวัวและการเก็บตัวอยางในพื้นท่ีปลูกตาง ๆ ของภาคใต
    1.1 การเก็บตัวอยางโรค
        ทํ าการเก็บตัวอยางหนาวัวที่แสดงอาการโรคและคาดวาเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย ในแปลงปลูกของ
เกษตรกรทีพ่บการระบาดของโรค โดยเก็บตัวอยางในพื้นที่แปลงปลูก 11 แปลงใน 6 จังหวัดของภาค
ใต น ําชิน้สวนพืชบรรจุในถุงพลาสติกและเก็บในตูเย็น รวมทั้งบันทึกขอมูลสถานที่ สายพันธุหนาวัว 
สวนของพชืที่เกิดโรค ลักษณะอาการโรค และระดับการระบาดในสวน โดยออกเก็บตัวอยางโรคใน
พื้นที่ดังตอไปนี้คือ

• สวนมังกรทอง อํ าเภอสะเดา จังหวัดสงขลา
• สวนหนาวัวคุณศักดิ์ โสภณ อํ าเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา
• สวนหนาวัวคุณกฤษกรณ อํ าเภอคลองหอยโขง จังหวัดสงขลา
• สวนหนาวัวคุณวารินทร อํ าเภอพนม จังหวัดสุราษฎรธานี
• สวนหนาวัวคุณโกวทิย อํ าเภอถลาง จังหวัดภูเก็ต
• สวนหนาวัวคุณบุญชาติ อํ าเภอกะทู จังหวัดภูเก็ต
• สวนหนาวัวหมูบานจุฬาภรณ 5 อํ าเภอเมือง จังหวัดนราธิวาส
• ศนูยพนัธุพืชเพาะเลี้ยงจังหวัดตรัง อํ าเภอเมือง จังหวัดตรัง
• สวนหนาวัวคุณสุดา อํ าเภอปะทิว จังหวัดชุมพร
• สวนหนาวัวคุณวิรัตน อํ าเภอเมือง จังหวัดชุมพร
• สวนหนาวัวคุณวิวัฒน อํ าเภอสว ีจังหวัดชุมพร

    1.2 การวินิจฉัยเบื้องตน
        ทํ าการบันทึกขอมูลเพิ่มเติมกอนนํ าตัวอยางพืชไปทํ าการแยกเชื้อ โดยการวาดรูป ถายภาพและ
ตรวจกลุมของแบคทีเรีย (bacterial ooze) ภายใตกลองจุลทรรศนชนิด compound  จากนั้นจึงนํ าไปแยก
เชื้อบริสุทธิ์

    1.3 การแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิ
        ทกุขัน้ตอนในการปฏิบัติ กระทํ าโดยวิธีการที่ปราศจากเชื้อ (aseptic technique) โดยหลังจากการ
ศกึษาในขอ 1.2 แลวหากพบตัวอยางที่มี bacterial ooze ท ําความสะอาดตัวอยางโดยลางผานนํ้ าไหล 



ตดัตวัอยางเปนชิ้นเล็ก ๆ ขนาดประมาณ 5 x 5 ตารางมิลลิเมตร จากนั้นแชในสารละลาย chlorox 10%
เปนเวลา 10 นาที ลางดวยนํ้ ากลั่นอีก 2 คร้ัง นํ าไปบดขยี้ใหละเอียดในหลอดทดลองที่มีนํ้ ากลั่นนึ่งฆา
เชือ้แลว โดยเขยาเพื่อใหเชื้อออกจากเนื้อเยื่อพืช ใช loop แตะนํ้ าคั้นมา 1 loop ท ําการแยกเชื้อโดยวิธี
สตรีค (streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เทไวในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ สํ าหรับอาหารที่ใชคือ nutrient agar 
(NA) บมเลี้ยงเชื้อในตูบมเชื้อ ที่อุณหภูมิหอง (28-30 ºC) เปนเวลา 3-4 วัน จากนั้นเลือกโคโลนีเดี่ยว ๆ 
ลักษณะสีเหลืองเปนมัน ผิวหนาโคงนูน ขอบเรียบ ขนาดประมาณ 1-2 มม. ซ่ึงคาดวาเปนแบคทีเรีย
สาเหตุโรค เก็บในหลอดที่มีอาหาร potato semi-synthetic agar (PSA slant) เพือ่ทํ าการศึกษาตอไป
ตามวิธีการของ Schaad และคณะ (2001)

2. การทดสอบความสามารถในการทํ าใหเกิดโรคกับหนาวัวตามหลัก Koch’s postulation
    2.1 การเตรียมโรงเรือน และการเตรียมแปลงทดลอง
        การเตรียมโรงเรือน เตรียมตามวิธีการของ อดิศร กระแสชัย (2539) การเตรียมแปลงปลูกใชระยะ
ปลูกระหวางแถว 30 เซนติเมตร และระหวางตน 30 เซนติเมตร โดยการปลูกสับฟนปลาระหวางแถว 
(ภาพที่ 1) ปุยที่ใชคือ Osmocote® สูตร 14-14-14 สวนการใหนํ้ า การกํ าจัดวัชพืชและอื่น ๆ ใชวิธีการ
เดยีวกับ อดิศร กระแสชัย (2539)

    2.2 การเตรียมพืช
        เตรยีมตนหนาวัวสายพันธุ Tropical อาย ุ 1 ป 6 เดือน ซ่ึงไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ปลูกใน 
กระถางพลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 นิ้ว ใชถานและกะลาปาลมนํ้ ามันเผาเปนวัสดุปลูก แตละ
ตนคลมุดวยถุงพลาสติกซึ่งพนนํ้ าไวภายในกอนการปลูกเชื้อเปนเวลา 24 ชม. การเลือกใชหนาวัวสาย
พันธุ Tropical ทดสอบความสามารถในการเกิดโรคเนื่องจาก จากการสํ ารวจพบวาเปนสายพันธุที่ออน
แอตอการเกิดโรคชนิดนี้



       30 ซม.
X---------------X---------------X---------------X---------------

    30 ซม.
                --X---------------X---------------X---------------X---------------X

     ภาพที่ 1  ระบบการปลูกหนาวัวและพืชอาศัย
     หมายเหตุ แตละแถวประกอบดวยหนาวัวหรือพืชอาศัยทั้งหมด 11 ตน

    2.3 การปลูกเชื้อ
        ท ําการยายเชื้อที่เก็บไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ PSA slant มาเพิ่มปริมาณเชื้อ 2 คร้ัง ในอาหาร NA slant
แลวยายไปเลี้ยงตอในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PSA เก็บไวในตูบมเชื้อ ที่อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 24 ชม. 
จากนัน้น ําเชื้อที่ไดมาทํ าใหเปนสารแขวนลอยแบคทีเรียดวยนํ้ ากลั่น (bacterial suspension) ปรับใหมี
ความเขมขนของเชื้อประมาณ 108 หนวยโคโลนีตอนํ้ า 1 มิลลิลิตร (cfu/มล.) ที่ 0.5 McFarland ทํ าการ
ปลูกเชือ้โดยการฉีดพนสารแขวนลอยแบคทีเรีย บนใบหนาวัวที่ใชทดสอบทุกใบ สวนชุดควบคุมฉีด
พนดวยนํ้ ากลั่น คลุมตนอีกครั้งดวยถุงพลาสติกเพื่อเพิ่มความชื้นเปนเวลา 24 ชม. จึงนํ าถุงออก หลัง
จากปลกูเชือ้แลวทํ าการใหนํ้ าตามปกติ และเมื่อพืชแสดงอาการโรคแลวจึงนํ ากลับไปศึกษาตามวิธีการ
ที ่1.3 เพื่อแยกเชื้อสาเหตุของโรคอีกครั้ง

3. จํ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี
         เชื้อที่ไดจากการทดสอบความสามารถในการทํ าใหเกิดโรคกับหนาวัว นํ ามาศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี ทํ าการทดสอบทุกกระบวนการ โดยศึกษาตั้งแตระดับสกุล 
(genus) และชนิด (species) ของเชือ้ ทุกขั้นตอนปฏิบัติตามวิธีการรวมทั้งเทียบเคียงรายงานจากผลการ
ทดลองของ Schaad และคณะ (2001)

    3.1 การศึกษาระดับสกุล (genus)
        เตรียมนํ้ าเชื้อที่เปนสารแขวนลอย จากเชื้ออายุ 24 ชม. ที่เจริญในอาหาร PSA slant โดยใชเชื้อ 2 
loop ในนํ้ า 3 มิลลิลิตร ปรับใหมีความเขมขนประมาณ 108 (cfu/มล.) ที่ 0.5 McFarland เขยาใหเขากัน 



แลวใช loop แตะมา 1 loop ท ําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงมรีายละเอียดใน ภาคผนวกที่ 1 ตาม
ขัน้ตอนและวิธีการดังนี้

3.1.1 ปฏิกิริยาแกรม (gram reaction)
        อาหารที่ใชทดสอบ : NA (slant)
        วิธีการ : streak จากนัน้บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 18-24 ชม. เมื่อครบกํ าหนด
เวลา หยด 3% KOH บนสไลด 1 หยด แลวเขี่ยเชื้อมาแตะบนหยด KOH จากนัน้คนใหเขากันยก loop 
ขึน้มาตรง ๆ หากเชื้อเหนียวติด loop ขึน้มาอานผลวาเปนบวก แสดงวาแบคทีเรียเปน gram negative 
หากไมเหนียวติด loop ขึ้นมาอานผลเปนลบ แสดงวาแบคทีเรียเปน gram positive

3.1.2 การเจริญแบบตองการและไมตองการออกซิเจน (grows anaerobically, aerobically)
        อาหารที่ใชทดสอบ : H-L medium จ ํานวน 2 หลอด
        วิธีการ : ใช needle stab ลงไปตรง ๆ ในหลอดอาหาร ประมาณครึ่งหลอดของ
อาหารทั้ง 2 หลอด เทปดทับดวย paraffin oil ใหมีความสูงประมาณ 1 เซนติเมตร 1 หลอด สวนอีก 1 
หลอดไมเท paraffin oil ปดทบั น ําไปบมทันทีที่อุณหภูมิหอง สังเกตการเปลี่ยนและไมเปลี่ยนสีของ
อาหารทั้ง 2 หลอด ในวันที่ 1 3 5 และ 7 หลังจากการทดสอบ หากอาหารในหลอดที่ปดทับดวย 
paraffin oil เปลีย่นเปนสีเหลือง แสดงวาเชื้อไมตองการออกซิเจน หากหลอดที่ไมมี paraffin oil
เปลีย่นส ีแสดงวาเชื้อตองการออกซิเจน หากเปลี่ยนทั้ง 2 หลอดแสดงวาเจริญไดในสภาพที่มีและไมมี
ออกซิเจน

3.1.3 โคโลนีสีเหลืองบนอาหาร YDC (yellow colonies on YDC)
        อาหารที่ใชทดสอบ : YDC (plate)
        วิธีการ : streak จากนัน้บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผลโดยการดูสี
ของโคโลน ีพรอมทั้งลักษณะตาง ๆ ซ่ึงไดแก รูปราง ขนาด ความโคงนูนของผิวหนา ขอบและความ
ขุนใสของโคโลนี

3.1.4 โคโลนีมีลักษณะ mucoid บนอาหาร YDC ท่ีอุณหภูมิ  30 ºC (colonies mucoid on YDC at
 30ºC)

        อาหารที่ใชทดสอบ : YDC (plate)



        วิธีการ : streak จากนัน้บมเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผลโดย
การ ดูลักษณะผิวหนาของโคโลนี การโคงนูน เมือกและเปนมัน

3.1.5 การสรางสารเรืองแสงในอาหาร KB (fluorescent pigment on KB)
        อาหารที่ใชทดสอบ : KB (King et al.’s medium B agar plate)
        วิธีการ : streak จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิ 28 ºC เปนเวลา 2 วัน ตรวจผลโดยการนํ า
จานเลี้ยงเชื้อไปสองใตหลอดไฟ ซ่ึงมีคล่ืนแสงยาว 360-366 nm (black light) โดยสังเกตการสรางสาร
เรืองแสงสีเขียว (fluorescin) บนอาหารที่ใชในการทดสอบ

3.1.6 การแพรของสารไมเรืองแสงในอาหาร KB (diffusible non-fluorescent pigment on KB)
        อาหารที่ใชทดสอบ : KB (King et al.’s medium B agar plate)
        วิธีการ : streak จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิ 28 ºC เปนเวลา 2 วัน ตรวจผลโดยการนํ า
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ ไปสองใตแสงไฟธรรมดา สังเกตการสรางสารสีนํ้ าตาลออนบนอาหารที่ใชในการ
ทดสอบ

3.1.7 การสรางเอนไซม urease (urease production)
        อาหารที่ใชทดสอบ : YS broth (control) และ YS broth + urea (tube)
        วิธีการ : stab ทัง้ 2 หลอด บมเลี้ยงบนเครื่องเขยาเปนเวลา 2-3 วัน ตรวจผลโดยการ
ดูการเปลี่ยนสีของอาหาร หากเชื้อสามารถสรางเอนไซม urease ได อาหารจะเปลี่ยนเปนสีมวงแดง

3.1.8 การสรางเอนไซม oxidase (oxidase production)
        อาหารที่ใชทดสอบ : NGA (plate)
        วิธีการ : streak จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิ 28 ºC ตรวจผลภายใน 24 ชม. โดยใชไมจิ้ม
ฟนตักเชื้อปริมาณเล็กนอย แตะบนกระดาษกรอง จากนั้นหยดสาร 1% (w/v) tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride solution สังเกตการเปลี่ยนเปนสีมวงของเชื้อ โดยหากเชื้อเปลี่ยน
เปนสีมวงภายใน 10-60 วินาที อานผลเปนบวก ถาเปลี่ยนหลัง 60 วินาที อานผลเปนลบ

3.1.9 การเจริญท่ีอุณหภูมิ 40 ºC (grows at 40 ºC)
        อาหารที่ใชทดสอบ : NBY (broth) จ ํานวน 2 หลอดตอเชื้อ



        วิธีการ : เล้ียงเชื้อใน NBY เหลว เปนเวลา 18-24 ชม. บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง 
จากนั้นดูดเชื้อที่เจริญในอาหาร NBY เหลวนั้นจํ านวน 20 µl ใสใน NBY หลอดใหมและบมเลี้ยงใน
อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 40 ºC พรอมกบัเขยาเพื่อใหเชื้อในหลอดไดรับความรอนอยางสมํ่ าเสมอทั่ว
หลอด ตรวจดูความขุนของอาหารหลังจากเลี้ยงไวที่ 15 และ 24 ชม.

3.1.10 การมี flagella มากกวา 4 เสน (more than four peritrichous flagella)
        อาหารที่ใชทดสอบ : semi-solid NA (slant)
        วิธีการ : stab เชือ้บนผิวหนาของอาหาร บมเลี้ยงไว 16-18 ชม. ตรวจผลโดยการนํ า
มายอมดวยวิธี wet mount staining โดยหยดนํ้ า 1 หยดเล็ก ๆ บนสไลด คอย ๆ เขี่ยเชื้อมาแตะที่ขอบผิว
นํ ้าเบา ๆ โดยไมกวนหรือ smear แลวปดดวยกระจกปดสไลด จากนั้นหยดสียอม flagella ที่ขอบ
กระจกปดสไลดทิ้งไว 5 นาที ตรวจและนับ flagella ภายใตกลองจุลทรรศนชนิด compound

3.1.11 การเจริญบนอาหาร D1M (growth on D1M agar)
        อาหารที่ใชทดสอบ : D1M agar (plate)
        วิธีการ : streak จากนัน้บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผลโดยการดูวา
มเีชือ้เจริญบนอาหารหรือไม รูปราง ลักษณะและสีเปนอยางไร

3.1.12 การสรางสปอร (spore formation)
        อาหารที่ใชทดสอบ : NA (slant)
        วิธีการ : streak จากนัน้บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1-5 วัน ตรวจผลในวันที่ 1 
และ 5 การยอมสปอรโดยหยดนํ้ าบนสไลด ใช loop แตะแบคทเีรียจํ านวนเล็กนอย คนใหเขากัน ปลอย
ทิง้ใหแหง จากนั้นหยดดวย 5.0% (w/v) aq. malachite green ใหทวม ปลอยทิ้ง 10 นาที ลางออกดวย
นํ ้าไหล ปลอยใหแหง จากนั้น counter stain ดวย 5.0% (w/v) aq. safranin O เปนเวลา 15 วินาที ลาง
โดยผานนํ้ าซับใหแหง ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนแบบ compound ที่ 40x เซลลของแบคทีเรียติดสี
แดง สวนสปอรติดสีเขียว

3.1.13 ลักษณะโคโลนีคลายเสนใย (aerial mycelium)
        อาหารที่ใชทดสอบ : NA (plate)
        วิธีการ : streak จากนัน้บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผลโดยการดู
ลักษณะของโคโลน ีวามีลักษณะคลายเสนใยของเชื้อราหรือไมอยางไร



    3.2 การศึกษาระดับชนิด  (species)
        เตรียมนํ้ าเชื้อที่เปนสารแขวนลอย จากเชื้ออายุ 24 ชม. ที่เจริญในอาหาร PSA slant โดยใชเชื้อ 2 
loop ในนํ้ า 3 มิลลิลิตร ปรับใหมีความเขมขนประมาณ 108 (cfu/มล.) ที่ 0.5 McFarland เขยาใหเขากัน 
แลวใช loop แตะมา 1 loop ท ําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลาย ซ่ึงมีรายละเอียดในภาค
ผนวกที่ 1 ตามขั้นตอนและวิธีการดังนี้

3.2.1 โคโลนีสีเหลืองบนอาหาร YDC (yellow colonies on YDC)
        อาหารที่ใชทดสอบ : YDC (plate)
        วิธีการ : streak จากนัน้บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผลโดยการดูสี
ของโคโลน ีพรอมทั้งลักษณะตาง ๆ ซ่ึงไดแก รูปราง ขนาด ความโคงนูนของผิวหนา ขอบและความ
ขุนใสของโคโลนี

3.2.2 การเจริญของเชื้อท่ีอุณหภูมิ 35 ºC (growth at 35ºC)
        อาหารที่ใชทดสอบ : YS broth + peptone (tube)
        วิธีการ : stab เชือ้ในหลอดอาหาร จากนั้นบมไวในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 35 ºC 
พรอมกับเขยาเพื่อใหเชื้อไดรับออกซิเจนและเชื้อในหลอดไดรับความรอนสมํ่ าเสมอทั่วหลอดอยู
ตลอดเวลาเปนเวลา 10-12 วนั ตรวจผลโดยการสังเกตอาหาร หากพบวาอาหารขุน อานผลเปนบวก

3.2.3 การเจริญของเชื้อบนอาหาร SX (growth on SX)
        อาหารที่ใชทดสอบ : SX (plate)
        วิธีการ : streak จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิ 35 ºC ในตูบมเชื้อเปนเวลา 3-4 วนั ตรวจผล
โดยการสังเกตดูวาเชื้อสามารถเจริญบนอาหารชนิดนี้ไดหรือไม รูปรางและลักษณะอยางไร หากเชื้อ
สามารถเจริญไดอานผลเปนบวก

3.2.4 การทดสอบความสามารถในการยอยแปง (starch hydrolysis)
        อาหารที่ใชทดสอบ : starch agar (plate)
        วิธีการ : streak จากนัน้บมไวที่อุณหภูมิหอง ตรวจผลเมื่อครบ 48 ชม. โดยหยดสาร
ละลายไอโอดีนใหทั่วจาน ไอโอดีนจะทํ าปฏิกิริยากับแปงในอาหาร ทํ าใหบริเวณที่มีแปงอยูกลายเปน
สีนํ ้าเงินอมมวง ถาเชื้อสามารถยอยแปงไดจะเกิดบริเวณใสรอบ ๆ โคโลนี แสดงผลการทดสอบเปน
บวก



3.2.5 การทดสอบความสามารถในการยอย esculin (esculin hydrolysis)
        อาหารที่ใชทดสอบ : esculin (tube) และ ET medium (plate)
        วิธีการ : stab เชื้อในอาหาร esculin (tube) จากนัน้บมไวที่อุณหภูมิ 35 ºC เปนเวลา 
3-4 วนั ตรวจผลโดยการสังเกตสีของอาหาร หากอาหารเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลเขมถึงดํ า ยนืยันผลอีกครั้ง
โดยหยดเชื้อที่เจริญในอาหาร esculin บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ET medium บมไวที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 
3-4 วัน อาหารรอบ ๆ โคโลนีจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลเขมถึงดํ าเชนกัน

3.2.6 การทดสอบความสามารถในการยอยโปรตีน (protein digestion)
        อาหารที่ใชทดสอบ : powder skim milk (plate)
        วิธีการ : spot เชื้อบนอาหาร powder skim milk บมเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 30 ºC เปน
เวลา 3-4 วนั ตรวจผลโดยการดูความสามารถในการยอยโปรตีนของเชื้อบนอาหาร หากเกิดลักษณะวง
กลมใส (clear zone) รอบ ๆ โคโลนี แสดงวาเชื้อสามารถยอยโปรตีนได อานผลเปนบวก

3.2.7 การสรางกรดหรือดางใน litmus milk (litmus milk)
        อาหารที่ใชทดสอบ : litmus milk (plate)
        วิธีการ :streak เชือ้บนอาหารที่ใชในการทดสอบ จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิหอง ตรวจ
ผลหลังจากการปลูกเชื้อ 3 10 30 และ 40 วัน โดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีอาหาร

3.2.8 การทดสอบกิจกรรม ice nucleation (ice nucleation activity)
        อาหารที่ใชทดสอบ :  -
        วิธีการ : น ําเชื้อแตละสายพันธุที่จะนํ ามาทดสอบกิจกรรม ice nucleation เตรียม 
suspension น ํานํ้ าเกลือใสถังโฟมทีเ่ตรียมไว คอย ๆ เติมนํ้ าแข็งบดลงไป ปลอยทิ้งไวจนอุณหภูมิลดลง
ถึง -5 ถึง -9 ºC น ําแผนกระดาษอลูมิเนียม พับเปนกระทงขนาด 5x7 ซม. นํ าไปลอยในนํ้ าเกลือ ทิ้งไว
สักครู เพื่อใหความเย็นจากนํ้ าเกลือถายเทมาที่กระทง หลังจากนั้นนํ าเชื้อที่ตองการทดสอบปริมาตร 50 
µl หยดลงบนกระทงดังกลาว และใชนํ้ ากลั่นบริสุทธิ์เปนตัวเปรียบเทียบ (control) สังเกตการแข็งตัว
ของเชื้อ หากเชื้อมีกิจกรรม ice nucleation กจ็ะแข็งตัวภายใน 5 นาที

3.2.9 การทดสอบการสรางกรดจาก arabinose (acid from arabinose)
        อาหารที่ใชทดสอบ : medium C ทีม่ีสวนผสมของ arabinose (agar slant)



        วิธีการ : streak เชือ้บนอาหาร จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิหอง ตรวจผลโดยการสังเกต
การเปลี่ยนแปลงสีของอาหารหลังจากการปลูกเชื้อ 2 4 6 21 และ 28 วัน หากมีสภาพเปนกรด อาหาร
จะเปลี่ยนเปนสีเหลือง

3.2.10 การทดสอบการใช glycerol เปนแหลงคารบอน (utilization of glycerol)
        อาหารที่ใชทดสอบ : medium C ทีม่ีสวนผสมของ glycerol (agar slant)
        วิธีการ : streak เชื้อบนอาหาร จากนัน้บมไวที่อุณหภูมิหอง ตรวจผลโดยการสังเกต
การเปลี่ยนแปลงสีของอาหารหลังจากการปลูกเชื้อ 2 4 6 21 และ 28 วัน ดูการเจริญของเชื้อบนอาหาร

3.2.11 การทดสอบการใช melibiose เปนแหลงคารบอน (utilization of melibiose)
        อาหารที่ใชทดสอบ : medium C ทีม่ีสวนผสมของ melibiose (agar slant)
        วิธีการ : streak เชื้อบนอาหาร จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิหอง ตรวจผลโดยการสังเกต
การเปลี่ยนแปลงสีของอาหารหลังจากการปลูกเชื้อ 2 4 6 21 และ 28 วัน ดูการเจริญของเชื้อบนอาหาร

4. ศึกษาระดับความรุนแรงของการเกิดโรคในหนาวัวสายพันธุตาง ๆ
    4.1 การเตรียมโรงเรือน และการเตรียมแปลงทดลอง
        การเตรียมโรงเรือน เตรียมตามวิธีการของ อดิศร กระแสชัย (2539) การเตรียมแปลงปลูกใชระยะ
ปลูกระหวางแถว 30 เซนติเมตร และระหวางตน 30 เซนติเมตร โดยการปลูกสับฟนปลาระหวางแถว 
(ภาพที่ 1) ปุยที่ใชคือ Osmocote® สูตร 14-14-14 สวนการใหนํ้ า การกํ าจัดวัชพืชและอื่น ๆ ใชวิธีการ
เดยีวกับ อดิศร กระแสชัย (2539)

    4.2 การเตรียมพืช
        เตรียมตนหนาวัว 7 สายพันธุ ๆ ละ 10 ตน อายุ 1 ป 6 เดือน ซ่ึงไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ไดแก 
สายพันธุ Acropolis Alexis Calipso Casino Midori Sweet heart pink และ Tropical ปลูกในกระถาง
พลาสตกิขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 นิ้ว ใชถานและกะลาปาลมนํ้ ามันเผาเปนวัสดุปลูก แตละตนคลุม
ดวยถุงพลาสติกซึ่งพนนํ้ าไวภายในกอนการปลูกเชื้อเปนเวลา 24 ชม. วางแผนการทดลองแบบสุม
ตลอด (Completely Randomized Design : CRD) 10 ซ้ํ า สวนชุดควบคุมจํ านวน 7 สายพันธุ ๆ ละ 1 
ตน



    4.3  การปลูกเชื้อ
        นํ าเชื้อสาเหตุโรค isolate ทีก่อใหเกิดโรครุนแรงจากการทดสอบในขอ 2 มาศึกษาระดับความรุน
แรงของการเกิดโรคในหนาวัวสายพันธุตาง ๆ โดยทํ าการยายเชื้อที่เก็บไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ PSA slant
มาเพิ่มปริมาณเชื้อ 2 คร้ังในอาหาร NA slant แลวยายไปเลี้ยงตอในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PSA เก็บไวใน
ตูบมเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 24 ชม. จากนั้นนํ าเชื้อที่ไดมาทํ าใหเปนสารแขวนลอย
แบคทเีรียดวยนํ้ ากลั่น ปรับใหมีความเขมขนของเชื้อประมาณ 108 หนวยโคโลนีตอนํ้ า 1 มล. (cfu/มล.) 
ที่ 0.5 McFarland ท ําการปลูกเชื้อโดยการฉีดพนสารแขวนลอยแบคทีเรียบนใบหนาวัวที่ใชทดสอบ
จ ํานวน 10 ตน ชุดควบคุมฉีดพนดวยนํ้ ากลั่น คลุมใบอีกครั้งดวยถุงพลาสติกเพื่อเพิ่มความชื้นเปนเวลา 
24 ชม. จงึนํ าถุงออก หลังจากปลูกเชื้อแลวทํ าการใหนํ้ าตามปกติ บันทึกลักษณะแผลและระยะเวลาเมื่อ
พืชเร่ิมแสดงอาการ

    4.4 การบันทึกขอมูล
        ท ําการวดัขนาดของแผลบนใบหลังจากการปลูกเชื้อ 30 วัน โดยวัด 5 ใบนับจากยอด แลวนํ ามา
บนัทกึขนาดและการขยายตัวของแผล โดยการนํ ากระดาษลอกลายมาทาบบนใบที่แสดงอาการและทํ า
การวาดรูปแผลบนใบ หลังจากนั้นนํ ากระดาษลอกลายที่บันทึกพื้นที่ใบและขนาดของแผลมาลอกใส
กระดาษถายเอกสาร A4 โดยใชดินสอที่มีความเขม 2B ขึน้ไป นํ ากระดาษที่ลอกอาการและพื้นที่ใบไป
เขาเครื่อง scanner เพื่อเก็บบันทึกขอมูล วดัพืน้ทีใ่บและสวนที่แสดงอาการโรคดวยโปรแกรม DT-
SCAN และหารอยละของพื้นที่ใบที่เกิดโรคในแตละใบ รวมทั้งวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (Reynolds 
and Cunfer, 1997)

5. การทดสอบความสามารถในการทํ าใหเกิดโรคกับพืชชนิดอ่ืนท่ีนอกเหนือจากหนาวัว
    5.1 การเตรียมโรงเรือน และการเตรียมแปลงทดลอง
        การเตรียมโรงเรือน เตรียมตามวิธีการของ อดิศร กระแสชัย (2539) การเตรียมแปลงปลูกใชระยะ
ปลูกระหวางแถว 30 เซนติเมตร และระหวางตน 30 เซนติเมตร โดยการปลูกสับฟนปลาระหวางแถว 
(ภาพที่ 1) ปุยที่ใชคือ Osmocote® สูตร 14-14-14 สวนการใหนํ้ า การกํ าจัดวัชพืชและอื่น ๆ ใชวิธีการ
เดยีวกับ อดิศร กระแสชัย (2539)

    5.2 การเตรียมพืช
        เตรียมตนพันธุพืชที่อยูในวงศ Araceae ที่มีอายุ 2 เดอืน จํ านวน 6 สกุลคือ

1) สกุล Aglaonema หรือเขยีวหม่ืนปไดแก เขียวหมื่นป เศรษฐีพูนทรัพย เงินเต็มบาน คฑา



ทอง เศรษฐีเมืองราชและทองศรีเทพ
2) สกุล Caladium หรือบอนสีไดแก ทับทิมสยาม ร.9 มหามงกุฎ พริกกะเกลือ บอนใบ

ยาว และแดงจอมทัพ
3) สกุล Dieffenbachia หรือสาวนอยประแปงไดแก ทรอปคสโนว ดฟิเฟนสโนวดร็อป สาว

นอยนวลจันทร โสนก สาวนอยประแปง1 (พื้นเมือง) และไจแอนทดัมเคน
4) สกุล Philodendronไดแก ซานาดู ฟโลทอง พลูเขียว พลูสนิม และมรกตแดง
5) สกุล Scindapsus หรือพลูดาง ไดแก พลูฉลุ ราชินีสีทอง และราชินีหินออน
6) สกุล Syngonium หรือเงินไหลมาไดแก เงินไหลมา ออมเงิน ออมทอง ออมทรัพย ออม

เพชร และออมนาก
        ทํ าการทดสอบชนิดละ 10 ตน คลุมใบพืชที่ใชในการทดสอบดวยถุงพลาสติกซึ่งพนนํ้ าไวภายใน
เปนเวลา 24 ชม. วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design : CRD) สวน
ชุดควบคุมจํ านวน 32 ชนิด ๆ ละ 1 ตน

    5.3 การปลูกเชื้อ
        นํ าเชื้อสาเหตุโรค isolate ที่กอใหเกิดโรครุนแรงจากการทดสอบในขอ 2 มาทดสอบความ
สามารถในการทํ าใหเกิดโรคกับพืชจํ านวน 32 ชนิด โดยทํ าการยายเชื้อที่เก็บไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
PSA slant มาเพิ่มปริมาณเชื้อ 2 คร้ัง ในอาหาร NA slant แลวยายไปเลี้ยงตอในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
PSA เก็บไวในตูบมเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 24 ชม. จากนั้นนํ าเชื้อมาทํ าใหเปนสาร
แขวนลอยดวยนํ้ ากลั่น ปรับมีความเขมขนของเชื้อประมาณ 108 (cfu/มล.) ที่ 0.5 McFarland ปลูกเชื้อ
โดยการฉดีพนสารแขวนลอยแบคทีเรียบนใบพืชที่ใชทดสอบจํ านวน 10 ตน ชุดควบคุมฉีดพนดวยนํ้ า
กล่ัน คลุมใบอีกครั้งดวยถุงพลาสติกเพื่อเพิ่มความชื้นเปนเวลา 24 ชม. จึงนํ าถุงออก หลังจากปลูกเชื้อ
แลวท ําการใหนํ้ าตามปกติ บันทึกลักษณะแผลและระยะเวลาเมื่อพืชเร่ิมแสดงอาการ

    5.4 การบันทึกขอมูล
        ท ําการบนัทึกระยะเวลาของการเกิดโรค ขนาดและการขยายตัวของแผลหลังจากการปลูกเชื้อ 30 
วนั ยกเวนสกุล Caladium และ Syngonium ทีท่ ําการบันทึกขนาดและการขยายตัวของแผลหลังจากการ
ปลูกเชื้อ 20 วนั ทัง้นีเ้นื่องจากลักษณะทางสัณฐานของใบที่เล็กและออนบาง ทํ าการบันทึกขอมูลเชน
เดียวกับขอ 4.4 โดยการนํ ากระดาษลอกลายมาทาบบนใบที่แสดงอาการโรคและวาดรูปแผลบนใบ 
หลังจากนัน้นํ ากระดาษลอกลายที่บันทึกพื้นที่ใบและขนาดของแผลมาลอกใสกระดาษถายเอกสาร A4 
โดยใชดินสอที่มีความเขม 2B ขึน้ไป นํ ากระดาษที่ลอกอาการและพื้นที่ใบไปเขาเครื่อง scanner เพื่อ



เกบ็บนัทึกขอมูล วัดพื้นที่ใบและสวนที่แสดงอาการโรคดวยโปรแกรม DT-SCAN และหารอยละของ
พืน้ทีใ่บที่เกิดโรคทั้งตนรวมทั้งวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (Reynolds and Cunfer, 1997)

    5.5 การตรวจหาเชื้อจากใบที่ปลูกเชื้อแตไมแสดงอาการโรค
        จากการที่ Norman และ Alvarez (1994) ไดกลาววาเชื้ออาจอาศัยอยางแอบแฝง (latent infection)
อยูบนพืชอาศัยไดโดยไมแสดงอาการโรค หากพืชที่ทํ าการปลูกเชื้อไมแสดงอาการโรคหลังจากปลูก
เชือ้ 30 วนั จงึไดทํ าการตรวจหาเชื้อที่อาจแอบแฝงอยูโดยการนํ าตัวอยางจากชิ้นสวนพืชบริเวณใบและ
กานใบมาท ําการแยกเชื้อ โดยทํ าความสะอาดตัวอยางดวยการลางผานนํ้ าไหล ตัดตัวอยางเปนชิ้นเล็ก 
ๆ ขนาดประมาณ 5 X 5 ตารางมิลลิเมตร ช่ังตัวอยาง 0.3 กรัม แชใน chlorox 10% เปนเวลา 10 นาที 
ลางในนํ ้ากลั่นอีก 2 คร้ัง นํ าตัวอยางแชในนํ้ ากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลวปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นแชทิ้งไว
เปนเวลา 1 ชม. หยดนํ้ ากลั่นที่แชช้ินสวนพืชปริมาตร 20 µl บนอาหาร YDC เกลีย่ดวยแทงแกวรูปตัว 
L บมเลี้ยงเชื้อในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 28 ºC เปนเวลา 3-4 วัน นับจํ านวนโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

6. การศึกษาประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกํ าจัดแบคทีเรียในการควบคุมโรค
    6.1 ศึกษาประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกํ าจัดแบคทีเรียในการควบคุมโรคภายในหองปฏิบัติการ
          ทดลอง

6.1.1 การเตรียมเชื้อ
        นํ าเชื้อสาเหตุโรคที่เก็บไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ PSA slant มาเพิ่มปริมาณเชื้อ 2 คร้ัง ในอาหาร NA 
slant แลวยายไปเลี้ยงตอในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PSA เกบ็ไวในตูบมเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 
24 ชม. จากนั้นนํ าเชื้อที่ไดมาทํ าใหเปนสารแขวนลอยดวยนํ้ ากลั่น ปรับใหมีความเขมขนของเชื้อ
ประมาณ 108 หนวยโคโลนีตอนํ้ า 1 มิลลิลิตร (cfu/มล.) ที่ 0.5 MaFarland
    สารเคมีท่ีใชไดแก

1. Funguran® อัตราสารแนะนํ าในฉลาก 15-20 กรัม/นํ้ า 20 ลิตร (ช่ือสามัญ คอปเปอร ไฮดรอก
ไซด มีสารออกฤทธิ์ : copper hydroxide 77%) ในการทดลองนี้ใช 20 กรัม/นํ้ า 20 ลิตร

2. Kasuran® อัตราสารแนะนํ าในฉลาก 20-30 กรัม/นํ้ า 20 ลิตร (ช่ือสามัญ คาซูกาไมซินไฮโดร
คลอไรด + คอปเปอรออกซีคลอไรด มีสารออกฤทธิ์ : kasugamycin 2% + copper chloride 75.6%) ใน
การทดลองนี้ใช 30 กรัม/นํ้ า 20 ลิตร

3. Kupravit® อัตราสารแนะนํ าในฉลาก 30-80 กรัม/นํ้ า 20 ลิตร (ช่ือสามัญ คอปเปอร ออกซี



คลอไรด มีสารออกฤทธิ์ : dicopper chloride trihydroxide 84%) ในการทดลองนี้ใช 80 กรัม/นํ้ า 20 
ลิตร

4. Oxy-Strep® อัตราสารแนะนํ าในฉลาก 6-12 กรัม/นํ้ า 20 ลิตร (ช่ือสามัญ สเตร็พโตมัยซิน ซัล
เฟต + ออกซีเตตระไซคลิน ไฮโดรคลอไรด มีสารออกฤทธิ์ : streptomycin sulphate 18% + 
oxytetracycline HCL 1.5%) ในการทดลองนี้ใช 12 กรัม/นํ้ า 20 ลิตร

6.1.2 การเตรียมสารเคมี
        ทํ าการทดลองโดยใชสารเคมีจํ านวน 4 ชนิด ละลายสารในนํ้ ากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลวที่อัตราความเขม
ขนสารตาง ๆ วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design : CRD) ทํ าการ
ทดสอบ 21 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 5 ซ้ํ า ดังนี้

• กรรมวิธีที่ 1  Funguran® อัตราความเขมขนสาร 0.50 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 2 Funguran® อัตราความเขมขนสาร 0.75 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 3 Funguran® อัตราความเขมขนสาร 1.00 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 4 Funguran® อัตราความเขมขนสาร 1.25 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 5 Funguran® อัตราความเขมขนสาร 1.50 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 6  Kasuran® อัตราความเขมขนสาร 0.50 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 7 Kasuran® อัตราความเขมขนสาร 0.75 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 8 Kasuran® อัตราความเขมขนสาร 1.00 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 9 Kasuran® อัตราความเขมขนสาร 1.25 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 10 Kasuran® อัตราความเขมขนสาร 1.50 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 11  Kupravit® อัตราความเขมขนสาร 0.50 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 12 Kupravit®  อัตราความเขมขนสาร 0.75 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 13 Kupravit®  อัตราความเขมขนสาร 1.00 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 14 Kupravit®  อัตราความเขมขนสาร 1.25 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 15 Kupravit®  อัตราความเขมขนสาร 1.50 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 16  Kupravit® อัตราความเขมขนสาร 0.50 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 17 Oxy-Strep® อัตราความเขมขนสาร 0.75 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 18 Oxy-Strep® อัตราความเขมขนสาร 1.00 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก



• กรรมวิธีที่ 19 Oxy-Strep® อัตราความเขมขนสาร 1.25 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 20 Oxy-Strep®  อัตราความเขมขนสาร 1.50 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 21 นํ้ ากลั่น

6.1.3 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกํ าจัดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
         ในหองปฏิบัติการ

        ทํ าการทดสอบดวยวิธี zonal inhibition โดยเทอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ปริมาตร 20 มล. ลงในจาน
อาหารเลีย้งเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ปลอยทิ้งไวใหอาหารแหงเปนเวลา 2 วัน เมื่ออาหารแหงดีแลว
ทํ าการ swob เชือ้บนอาหารที่เตรียมไวใหเต็มพื้นผิวจาน จากนั้นนํ า paper disc ทีผ่านการนึ่งฆาเชื้อ
แลววางทาบใหสนิทกับผิวอาหารทันที หยดสารเคมีปริมาตร 20 µl ลงบน paper disc สวนชุดควบคุม
หยดดวยนํ ้ากลั่น ทํ าการทดสอบโดยใชปริมาณสารและวิธีการเดียวกันกับสารเคมีทั้ง 4 ชนิด

6.1.4 การบันทึกขอมูล
        วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของจุดวงกลมใส (clear zone) ในแนวราบ 2 แนวตั้งฉากกัน ที่เกิดขึ้น
บนแตละชุดการทดลองหลังจากการทดสอบ 24 ชม.

6.1.5 การวิเคราะหผลการทดลอง
        นํ าขอมูลขนาดเสนผานศูนยกลางที่ไดไปวิเคราะหผลทางสถิติ

    6.2 ศึกษาประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกํ าจัดแบคทีเรียในการควบคุมโรคในเรือนทดลอง
 6.2.1 การเตรียมพืช

        เตรยีมตนหนาวัวสายพันธุ Alexis ทีม่อีาย ุ1 ป 6 เดือน ซ่ึงไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยปฏิบัติ
เชนเดียวกันกับการปลูกพืชในขอ 4.1 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized 
Design : CRD)

6.2.2 การเตรียมเชื้อ
        ทํ าการทดลองโดยใชเชื้อ isolate ทีก่อใหเกิดโรครุนแรงจากการทดสอบในขอ 2 โดยทํ าการยาย
เชือ้ที่เก็บไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ PSA slant มาเพิ่มปริมาณเชื้อ 2 คร้ังในอาหาร NA slant แลวยายไป
เล้ียงตอในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PSA เกบ็ไวในตูบมเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 24 ชม. จากนั้น



น ําเชือ้ทีไ่ดมาทํ าใหเปนสารแขวนลอยดวยนํ้ ากลั่น ปรับใหมีความเขมขนของเชื้อประมาณ 108 (cfu/
มล.) ที่ 0.5 McFarland

6.2.3 การเตรียมสารเคมี
        ทํ าการทดลองโดยใชสารเคมีที่ทดสอบในขอ 6.1 ทั้ง 4 ชนิดคือ Funguran® Kasuran® Kupravit®

และ Oxy-Strep® โดยละลายสารในนํ้ ากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลวที่อัตราความเขมขนสาร 0.75 1.00 และ 1.25
เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized 
Design : CRD) ทํ าการทดสอบ 13 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 5 ซ้ํ า ดังนี้

• กรรมวิธีที่ 1 Funguran® อัตราความเขมขนสาร 0.75 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 2 Funguran® อัตราความเขมขนสาร 1.00 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 3 Funguran® อัตราความเขมขนสาร 1.25 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 4 Kasuran® อัตราความเขมขนสาร 0.75 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 5 Kasuran® อัตราความเขมขนสาร 1.00 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 6 Kasuran® อัตราความเขมขนสาร 1.25 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 7 Kupravit®  ตราความเขมขนสาร 0.75 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 8 Kupravit® อัตราความเขมขนสาร 1.00 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 9 Kupravit® อัตราความเขมขนสาร 1.25 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 10 Oxy-Strep® อัตราความเขมขนสาร 0.75 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 11 Oxy-Strep® อัตราความเขมขนสาร 1.00 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 12 Oxy-Strep® อัตราความเขมขนสาร 1.25 เทาของอัตราสารแนะนํ าในฉลาก
• กรรมวิธีที่ 13 ฉีดพนโดยนํ้ ากลั่น

6.2.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกํ าจัดแบคทีเรียในการควบคุมโรค
   6.2.4.1 การกํ าจัดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค

        ทํ าการปลูกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคกอนการฉีดพนสารเคมี เพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพของสาร
เคมใีนกรณทีีม่เีชื้อเขาทํ าลายแลว โดยฉีดพนสารแขวนลอยแบคทีเรียบนใบหนาวัวที่ใชทดสอบทุกตน 
คลุมดวยถุงพลาสติกเปนเวลา 24 ชม. จากนั้นจึงทํ าการฉีดพนสารเคมีแตละชนิดที่ความเขมขนตาง ๆ 
ของสารแตละชนิด สวนชุดควบคุมฉีดพนดวยนํ้ ากลั่น ทํ าการทดสอบกรรมวิธีละ 5 ตน (5 ซ้ํ า) จากนั้น



ฉีดพนทุก ๆ 7 วนั เปนเวลา 3 สัปดาห ทํ าการใหนํ้ าตามปกติ บันทึกลักษณะรอยแผลและระยะเวลา
เมื่อพืชเร่ิมแสดงอาการ

6.2.4.2 การปองกันและกํ าจัดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค
        ทํ าการฉีดพนสารเคมีกอนการปลูกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเปนเวลา 2  สัปดาห สัปดาหละครั้ง 
เพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพของสารเคมีในการปองกันโรคกอนการเขาทํ าลายของเชื้อ โดยการฉีดพน
สารเคมทีี่ความเขมขนตาง ๆ ของสารแตละชนิดบนใบหนาวัวที่ใชทดสอบทุกตน สวนชุดควบคุมฉีด
พนดวยนํ ้ากลั่น ในสัปดาหที่ 3  กอนการฉีดพนสารเคมี 48 ชม. คลุมตนหนาวัวดวยถุงพลาสติกกอน
เปนเวลา 24 ชม. จากนั้นจึงทํ าการฉีดพนสารแขวนลอยแบคทีเรียบนใบหนาวัวที่ใชในการทดสอบ 
แลวจึงฉีดพนสารเคมีคร้ังที่ 3 หลังจากการปลูกเชื้อแลว 24 ชม. ทํ าการทดสอบกรรมวิธีละ 5 ตน (5 
ซ้ํ า) จากนั้นฉีดพนสารเคมีอีก 2 คร้ัง เปนเวลา 2 สัปดาห สัปดาหละครั้ง ทํ าการใหนํ้ าตามปกติ บันทึก
ลักษณะรอยแผลและระยะเวลาเมื่อพืชเร่ิมแสดงอาการ

6.2.5 การบันทึกขอมูล
        ท ําการบนัทึกระยะเวลาของการเกิดโรค ขนาดและการขยายตัวของแผลหลังจากการปลูกเชื้อ 21 
วนั บนัทึกผลโดยนํ ากระดาษลอกลายมาทาบบนใบที่แสดงอาการและทํ าการวาดรูปแผลบนใบ หลัง
จากนัน้น ํากระดาษลอกลายที่บันทึกพื้นที่ใบและขนาดของแผลมาลอกใสกระดาษถายเอกสาร A4 โดย
ใชดินสอที่มีความเขม 2B ขึน้ไป นํ ากระดาษที่ลอกอาการและพื้นที่ใบไปเขาเครื่อง scanner เพื่อเก็บ
บนัทกึขอมูล วัดพื้นที่ใบและสวนที่แสดงอาการโรคดวยโปรแกรม DT-SCAN และหารอยละของพื้น
ทีใ่บทีเ่กิดโรคในแตละใบ รวมทั้งวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (Reynolds and Cunfer, 1997)
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