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คำปรารภ  

 การใชเมล็ดพันธุดีมีคุณภาพซึ่งจะชวยลดตนทุนของเกษตรกรไทยโดยตรง เนื่องจากการใชเมล็ดพันธุดี

จะลดปริมาณการใชเมล็ดพันธุตอไรลง ผลผลิตตอไรเพิ่มขึ้น ลักษณะของเมล็ดพันธุคุณภาพดี ตองมีความ

บริสุทธิ์ตรงตามสายพันธุ  ไมมีพันธุอื่นปน รูปราง ขนาดและสีของเมล็ดสม่ำเสมอตรงตามพันธุ มีความงอก 

และความแข็งแรงสูง และที่สำคัญคือตองไมมีโรคติดมากับเมล็ดพันธุ แตถั่วเหลืองเปนพืชที่ออนแอตอการเขา

ทำลายของเชื้อสาเหตุโรคพืชหลายชนิด เชน เชื้อรา แบคทีเรีย ไวรัส และไสเดือนฝอย โรคถั่วเหลืองสามารถ

พบไดทุกระยะการเจริญเติบโต นอกจากนี้โรคหลายชนิดเปนโรคที ่ถายทอดผานทางเมล็ดพันธุ ทั ้งนี ้มีเชื้อ

มากกวา 200 ชนิดที่มีผลกระทบตอการผลิตถ่ัวเหลือง และมีประมาณ 35 ชนิดที่เปนเชื้อสำคัญทางเศรษฐกิจที่

ทำใหถั่วเหลืองมีผลผลิตลดลง โดยทั่วไปการปลูกถั่วเหลือง จะพบเชื้อและแมลงศัตรูจำนวนมาก ไมวาจะปลูก

พื ้นที่ไหนก็ตาม และทุกสวนของตนถั่วเหลืองมีความไวตอการเขาทำลายของจำนวนศัตรูพืชซึ ่งจะมีผลตอ

ปริมาณและคุณภาพผลผลิตถั่วเหลืองทั้งสิ้น โดยการสูญเสียขึ้นอยูกับปจจัยหลักไดแก เชื้อโรคหรือสภาวะที่

เก่ียวของ ระยะการพัฒนาการเจริญของถั่วเหลืองและสุขภาพพืชในขณะเชื้อเขาทำลาย ความรนุแรงของโรคตอ

ตนถั่วเหลืองแตละตน และจำนวนตนถั่วเหลืองที่ถูกเชื้อเขาทำลาย ในหลายโรคจะมีชวงที่เชื้อแฝงตัวระหวาง

การเขาทำลายและอาการที่ปรากฎ แตอยางไรก็ตามแมวามีการศึกษาวิธีปองกันโรคที่สำคัญของถั่วเหลืองใน

แปลงผลิตแตสำหรับการปองกันโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุยังไมมีการศึกษากันอยางมากนัก สวนใหญจะใช

สารเคมีในการควบคุมอยางเดียว แตก็ยังเกิดการสูญเสียของผลผลิตและคุณภาพของเมล็ดพันธุถั่วเหลืองมาโดย

ตลอด ทั้งนี้เราไมสามารถใชวิธีการใดวิธีหนึ่งมาควบคุมหรือกำจัดเพราะโรคสามารถเกิดไดในทุกขั้นตอนการ

ผลิต ดังนั้นหากมีการใชหลักการจัดการโรคพืชแบบผสมผสานรวมถึงกลยุทธตางๆ ในแงของการปองกัน การ

บุกรุกกอนที่จะเกิดการเขาทำลาย และการรักษา หรือกำจัดโรคท่ีเริ่มปรากฎใหเห็น เพ่ือควบคุมไมใหมีการแพร

ระบาดจนเกิดความเสียหายได จึงเปนแนวทางที่นาจะมีประสิทธิภาพสูงสุดในการจัดการโรคในเมล็ดพันธุ 

ระหวางเก็บรักษาเพ่ือใหมีประสิทธิภาพในการจัดการโรคสูงสุดโครงการวิจัยการจัดการโรคที่สำคัญของการผลิต

เมล็ดพันธุถั่วเหลืองไดดำเนินการทดลองชวงป 2562-2564 มีวัตถุประสงคเพื่อหาแนวทางในการจัดการโรคที่

สำคัญไดแก เชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงและเชื้อรา Phomopsis sp สาเหตุโรคเมล็ด

เนาโฟมอปซิส ซึ่งในโครงการไดมีวิธีทางเคมีโดยการใชสารเคมีที่เหมาะสม วิธีทางกายภาพโดยการใชแสงยูวี 

และวิธีทางชีวภาพโดยการใชสารสกัดพืช สารกระตุนการตานทานโรคและการประยุกตใชจุลินทรียปฎิปกษที่

คัดเลือกได โดยนักวิจัยหวังเปนอยางยิ่งที่จะประยุกตใชวิธีการเหลานี้ในการจัดการโรคที่สำคัญของถั่วเหลือง

เพ่ือใหมีประสิทธิภาพสูงสุด ลดความสูญเสียของเมล็ดพันธุที่เกิดจากโรคใหเหลอืนอยที่สุด และปลอดภัยตอผูใช 

 

ศุภลักษ สัตยสมิทสถิต 
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ผูวิจัย 

 

หัวหนาโครงการ   นางสาวศุภลักษ สัตยสมิทสถิต สังกัด ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืช

พิษณุโลก 

 

หัวหนาการทดลองที่ 1 ศึกษาสารออกฤทธิ์ในสารสกัดพืชที่มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora 

kikuchii และสกัดสารกึ่งบริสุทธิ์เพื่อควบคุมคุณภาพในการพัฒนาผลิตภัณฑ          

หัวหนาการทดลอง  นางสาวณัฐพร ฉันทศักดา  กองวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทางการเกษตร 

ผูรวมงาน  นางสาวศิรพิร สอนทาโก       กองวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทางการเกษตร 

   นางสาวพจนีย หนอฝน  กองวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทางการเกษตร 

   นางสาวสุมนา จำปา  ศนูยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม 

   นางสาวศุภลกัษ สัตยสมิทสถิต ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณโุลก 

 

การทดลองที่ 2 การทดสอบสูตรผลิตภัณฑจากพืชที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรค

เมล็ดสีมวง       

หัวหนาการทดลอง  นางสาวสุมนา  จำปา   ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม 

ผูรวมงาน    นางสาวณัฐพร ฉันทศักดา  กองวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทางการเกษตร 

   นางสาวศิรากานต   ขยันการ สำนักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 1 

               นางสาววราลักษณ บุญมาชัย ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม 

               นายชนันทวัฒน ศุภสุทธิรางกูล ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม 

               นางสาวนิภาภรณ  พรรณรา     ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม 

 

การทดลองที่ 3  การศึกษาการใชแสงยูวีตอการกำจัดเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุและผลตอคุณภาพของ

เมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

หัวหนาการทดลอง  นางสาวศุภลักษ สัตยสมิทสถิต ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก 

ผูรวมงาน   นายพรศิลปกัณธ วีระวันชัย ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก 

 

การทดลองที่ 4 การทดสอบประสิทธิภาพสารปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลือง  

หัวหนาการทดลอง นางสาววราลักษณ บุญมาชัย ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม 

ผูรวมงาน  นางสาวศิรากานต ขยันการ สำนักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 1 

   นางสาวนิภาภรณ  พรรณรา     ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม 

   นางสาวสุมนา จำปา  ศนูยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม 
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การทดลองที่ 5 ประสิทธิภาพของเชื้อแอคติโนมัยซีสในการควบคุมโรคที่สำคัญทางเศรษฐกิจในแปลงผลิต

เมล็ดพันธุ 

หัวหนาการทดลอง นางสาวศุภลักษ สัตยสมิทสถิต ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก 

ผูรวมงาน        นางสาวสุมนา จำปา  ศูนยวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม                      

 

 

การทดลองที่ 6 ประสิทธิภาพของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิเตอรตอการแสดงออกของยีนที่สามารถกระตุน

ความตานทานโรคในถั่วเหลือง    

หัวหนาการทดลอง นางสาวศุภลักษ สัตยสมิทสถิต ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก

ผูรวมงาน  นางสาวพรนิภา ถาโน  ศูนยวิจัยเกษตรหลวงเชียงใหม 

 

การทดลองที่ 7 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ Phomopsis sp. (Diaporthe) และประสิทธิภาพ

ของสารกำจัดเชื้อราในการควบคุมโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสในถั่วเหลือง    

   

หัวหนาการทดลอง นางสาวอภาพร โพธิยอด  กองวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืช 

ผูรวมงาน  นางสาวศุภลักษ สัตยสมิทสถิต ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณโุลก 

   นางสาวพรนิภา ถาโน  ศนูยวิจัยเกษตรหลวงเชียงใหม 
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คำอธิบายสัญลักษณและคำยอ 

 

 

CRD = Completely Randomized Design 

RCBD = Randomized Completely Block Design  

EC = Emulsifiable Concentrate 

PDA = Potato dextrose agar 

HPTLC = High Performance Thin Layer Chromatography 

SD = standard deviation 

RSD = relative standard deviation 

LOD = limit of detection LOD  

LOQ = limit of quantitation 

GC-MS = Gas chromatography–mass spectrometry  

BP = Between paper 

AA = Accelerated aging  
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บทนำ 

 ถั่วเหลืองเปนพืชที่มีความสำคัญและมีบทบาทตอเศรษฐกิจโลกตั้งแตการผลิต การตลาด การแปรรูป 

และใชประโยชนในรูปแบบตางๆ มีการนำถั่วเหลืองมาใชประโยชนมากมาย เชน เมล็ดใชสกัดน้ำมัน แปรรูปใน

อุตสาหกรรมอาหาร ใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวและอุตสาหกรรมตอเนื่องอีกหลายชนิด ในการปลูกถั่วเหลือง

จำเปนตองใชเมล็ดพันธุดีมีคุณภาพซึ่งจะชวยลดตนทุนของเกษตรกรไทยโดยตรง เน่ืองจากการใชเมล็ดพันธุดีจะ

ลดปริมาณการใชเมล็ดพันธุตอไรลง ผลผลิตตอไรเพิ่มขึ้น ลักษณะของเมล็ดพันธุคุณภาพดี ตองมีความบริสุทธิ์

ตรงตามสายพันธุ  ไมมีพันธุอื่นปน รูปราง ขนาดและสีของเมล็ดสม่ำเสมอตรงตามพันธุ มีความงอก และความ

แข็งแรงสูง และที่สำคัญคือตองไมมีโรคติดมากับเมล็ดพันธุ แตถั่วเหลืองเปนพืชท่ีออนแอตอการเขาทำลายของ

เชื้อสาเหตุโรคพืชหลายชนิด ซึ่งมีหลายชนิดเปนโรคที่ถายทอดผานทางเมล็ดพันธุ เชน โรคราน้ำคาง โรคใบจุด

นูน โรคแอนแทรคโนส โรคเมล็ดสีมวง โรคเมล็ดโฟมอบซสิ โรคใบจุดวง และโรคไวรัสใบดาง โดยโรคดังกลาวมี

ความสำคัญทางเศรษฐกิจที่ทำใหถั่วเหลืองมีผลผลิตลดลง เมล็ดพันธุไมมีคุณภาพ โดยเฉพาะโรคที่ติดมากับ

เมล็ดพันธุในชวงฤดูฝนจะพบโรคเมล็ดสีมวง และโรคเมล็ดเนาโฟมอบซิสเปนจำนวนมาก ซ่ึงตองมีการคัดทิ้งใน

กระบวนการปรับปรุงสภาพเมล็ดพันธุสงผลทำใหสูญเสียผลผลิตและสิ้นเปลืองแรงงาน นอกจากนี้เมล็ดพันธุ

บางสวนก็มีเชื้อแฝงซึ่งไมแสดงอาการของโรค เม่ือนำไปปลูกหากสภาพแวดลอมเหมาะสมตอการพัฒนาของเชื้อ

จึงทำใหเกิดการแพรระบาดของโรคได โรคเมล็ดโฟมอบซิส เกิดจากเชื้อรา Phomopsis longicolla Hobbs 

จะระบาดในสภาวะที่มีอากาศบริเวณแหลงปลูกมีความรอนและความชื้นสูง และการเก็บเกี่ยวชาเกินไป เมล็ด

ถั่วเหลืองที่ติดเชื้อนี้จะมีลักษณะเมล็ดที่ยาวเรียว มีขนาดเล็กกวาเมล็ดปกติ มีรอยแตกหรือรอยแยกลึกลงไป 

และอาจจะพบเสนใยสีขาวปกคลุมเมล็ด นอกจากนี้ทำใหเมล็ดถั่วเหลืองเนา อัตราการงอกและคุณภาพเมล็ด

ลดลง (Agarwal and Sinclair, 1996) สำหรับการเจริญเติบโตของเชื ้อ มีรายงานวา Phomopsis spp. 

สามารถเจริญไดบนอาหาร PDA และในชิ้นสวนของตนถั่วเหลืองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่มีความชื้นเหมาะสม แต 

Phomopsis ไมสามารถสรางสปอรบนลำตนถั ่วเหลืองที่แกหรือสวนที่ตายแลวจากสภาพแปลงหรือตนถั่ว

เหลืองในระยะสุดทายของการเพาะปลูกแตสามารถเจริญขามฤดูและสรางสปอรไดในฤดูปลูกตอไป นอกจากนี้

ยังพบวาเชื้อรานี้สามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารธรรมชาติและอาหารสังเคราะหที่ชวงอุณหภูมิ 15-32 องศา

เซลเซียส แตอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุด คือ 28 องศาเซลเซียส และในสภาพที่ไดรับแสงสลับมืด 12 ชั่วโมง หาก

มีการผสมกรด ferulic, coniferal, vanillin และ guaiccol ลงในอาหารพรอมกับเลี้ยงเชื้อในสภาพไรแสง จะ

สามารถกระตุ นการสรางสปอรได การเขาทำลายเมล็ดถั่วเหลืองโดยเชื ้อ Phomopsis longicolla มีผลตอ

คุณภาพและผลผลิตของถั่วเหลือง โดยมีรายงานวาเมล็ดถั่วเหลืองที่ถูก Phomopsis หรือเชื้อ Fusarium เขา

ทำลายทำใหไดน้ำมันคุณภาพต่ำ ใหปริมาณกรดไขมันอิสระสูงกวาและยังทำใหเมล็ดถั่วเหลืองที่ไดมีสีซีดจาง

กวาปกติ นอกจากนี้โปรตีนในถั ่วเหลืองที ่ถูกทำลายโดยเชื้อ Phomopsis longicolla และ Cercospora 

kikuchii จะมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางฟงกชันของโปรตีน ซึ่งในถั่วเหลืองจะมีโปรตีนอยูหลายชนิด รวมท้ัง 

globulins ที่มีโปรตีนหลักสะสมอยู 2 ชนิด คือ glycinins และ conglycinins โครงสรางและคุณสมบัติของ

โปรตีนแตละกลุมมีความแตกตางกันและมีสวนเกี่ยวของกับปริมาณของไนโตรเจน และกำมะถัน และมีสวน
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เก่ียวของกับคุณสมบัติของเมล็ดถั่วเหลืองในดานที่ใชทำอาหาร รวมทั้งความสามารถในการละลาย ชวงอุณหภูมิ

ที่เหมาะสมในการตกตะกอน และคุณภาพแปง ในการสวนของผลกระทบตอเมล็ดพันธุในดานคุณภาพและ

ความงอกของตนกลา มีรายงานวาในการผลิตเมล็ดพันธุถั ่วเหลือง การเขาทำลายแฝงของเชื้อนับวาเปนสิ่ง

สำคัญมากเนื่องจากมีผลตอการงอกของเมล็ดที่ลดลงอยางมีนัยสำคัญ เชื้อราสามารถทำใหเกิด proteolysis ใน

เปลือกหุมเมล็ดและ cotyledons จึงเปนสาเหตุใหเกิดเมล็ดเนา  

 การจัดการโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุมีวัตถุประสงคเพื่อปองกันไมใหเชื้อโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุนั้นมี

การเจริญและการเขาทำลายตนกลาพืชจนทำใหเกิดโรคกับพืชในแปลงปลูก โดยกลไกของวิธีการจัดการโรคที่ใช

จะมีผลตอการทำลายหรือฆาเชื้อโรคที่แตกตางกันออกไป วิธีจัดการโรคบางกรรมวิธีเปนการลดจำนวนเชื้อโรคที่

มีอยูในเมล็ดพันธุ บริเวณเนื้อเยื่อหรือบนผิวเมล็ดพันธุ บางกรรมวิธีของการจัดการโรคจะกำจัดเชื้อขณะท่ีเมล็ด

งอกหรือขณะที่เชื้อโรคเจริญข้ึนมา กรรมวิธีในการจัดการโรคนั้นจะมีท้ังการใชวิธีทางกฎหมายหรือการประยุกต

เอาวิธีการทางชีววิทยา กายภาพ และเคมีมาใชในการฆาเชื้อโรคหรือปองกันเมล็ดพันธุจากการเขาทำลายของ

โรค ประสิทธิภาพของวิธีการเหลานี้จะขึ้นอยูกับเครื่องมือที่ใช การจัดการกับเมล็ดพันธุ เปนการประยุกตใช

มาตรการตางๆ เพื่อลดการปนเปอนของศัตรูพืชบนเมล็ดพันธุ โดยปกติจะหมายถึวการใชสารกำจัดเชื้อรา มา

คลุกกับเมล็ดเพ่ือฆาเชื้อชนิดที่เปน seed-borne หรือ soil-borne นอกจากนี้ยังหมายถึงวิธีทางกายภาพตางๆ 

เชน การนำเมล็ดตากแดด การแชเมล็ดในสารละลาย เปนตน การจัดการกับเมล็ดพันธุสามารถจัดกลุมตาม

วัตถุประสงคการใชงาน เชน การกำจัดเชื้อ หมายถึงการฆาเชื้อที่ติดมากับเมล็ด โดยการกำจัดสปอรของเชื้อรา

ที่อยูภายในเมล็ด เชน สปอรที่พักตัวในเปลือกหุมเมล็ดหรือเนื้อเยื่อเมล็ด การควบคุมที่มีประสิทธิภาพจะใช

สารเคมีกำจัดเชื้อราชนิดซึมผานเมล็ด เพื่อฆาเชื้อราที่อยูภายใน การทำลายเชื้อที่ผิวเมล็ดหมายถึงการทำลาย

เชื้อที่ติดบนผิวเมล็ด หรือมีการปนเปอนบนพื้นผิวของเมล็ด สำหรับการควบคุมที่มีประสิทธิภาพสามารถใช

วิธีการเคมีบริเวณผิวในรูปแบบฝุน สารละลาย หรือของเหลว การปองกันเมล็ดพันธุ มีวัตถุประสงคในการ

คุมครองเมล็ดพันธุ เพื่อปองกันเมล็ดและตนกลาจากเชื้อในดินที่อาจเขาทำลายเมล็ดพันธุกอนที่เมล็ดพันธุจะ

งอก แตอยางไรก็ตามเราไมสามารถใชวิธีการใดวิธีหนึ่งมาควบคุมหรือกำจัดเพราะโรคสามารถเกิดไดในทุก

ขั้นตอนการผลิต ดังนั้นหากมีการใชหลักการจัดการโรคพืชแบบผสมผสานรวมถึงกลยุทธตางๆ ในแงของการ

ปองกัน การบุกรุกกอนที่จะเกิดการเขาทำลาย และการรักษา หรือกำจัดโรคที่เริ่มปรากฎใหเห็น เพื่อควบคุม

ไมใหมีการแพรระบาดจนเกิดความเสียหายได จึงเปนแนวทางที่นาจะมีประสิทธิภาพสูงสุดในการจัดการโรคใน

เมล็ดพันธุ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษากรรมวิธีตางๆ เพื่อนำมาใชในแตละขั้นตอนของการผลิตเมล็ดพันธุไมวาจะ

เปนการจัดการเมล็ดพันธุใหปราศจากเชื้อ การสงเสริมการเจริญและชักนำใหถั่วเหลืองตานทานโรค ตลอดจน

การจัดการโรคหลังการเก็บเก่ียวและในระหวางการเก็บรักษาเมล็ดพันธุถั่วเหลือง เพ่ือปองกัน ลดและกำจัดเชื้อ

ทั้งในแปลงปลูกและระหวางเก็บรักษาเพื่อใหมีประสิทธิภาพในการจัดการโรคสูงสุด 

 วัตถุประสงคของโครงการ 

 1) เพ่ือวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการควบคุมโรคในแปลงผลิตเมล็ดพันธุและโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุ

อยางเหมาะสมสำหรับการยกระดับคุณภาพเมล็ดพันธุและเพิ่มผลผลิตโดยลดความเสียหายจากโรคพืช 
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ที่มาของปญหา 

- โรคที่เกิดในแปลงผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลืองทำใหเกิดความสูญเสยีของผลผลิตและทำใหคณุภาพเมลด็พันธุลดลง 

- ตองใชสารเคมีในการกำจดัทำใหเพิ่มตนทุนในการผลิต 

ระบบการจัดการโรคท่ีสำคัญในการผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

- ลดตนทุนการผลิต 

- ผลผลิตเพ่ิมขึ้น 

- เมล็ดพันธุมีคณุภาพสูง 

- เกษตรกรมรีายไดเพ่ิมขึ้น 

การจัดการเมล็ดพันธุใหปราศจากเช้ือ การสงเสริมการเจริญและชักนำใหถั่วเหลือง

ตานทานโรค 

การลดปริมาณเชื้อในแปลงปลูก 

การทดลองที่ 1 ศึกษาสารออกฤทธ์ิในสารสกดัพืชที่มี

ศักยภาพในการยับยั้งเช้ือรา Cercospora kikuchii และ

สกัดสารกึ่งบรสิุทธ์ิเพื่อควบคุมคณุภาพในการพัฒนา

ผลิตภัณฑ 

การทดลองที่ 3 การศึกษาการใชแสงยูวีตอการกำจดัเชื้อ

ราที่ติดมากับเมล็ดพันธุ และผลตอคุณภาพของเมล็ดพันธุ

ถ่ัวเหลือง 

การทดลองที่ 2 การทดสอบสูตรผลิตภณัฑจากพืชท่ีมี

ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตโุรคเมล็ด

สีมวง 

การทดลองที่ 6 ประสิทธิภาพของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิ

เตอรตอการแสดงออกของยีนที่สามารถกระตุนความ

ตานทานในถั่วเหลือง 

การทดลองที่ 4 การทดสอบประสิทธิภาพสารปองกันกำจัด

โรคเมลด็สีมวงในถ่ัวเหลือง 

การทดลองที่ 5 ประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมัยซสีในการ

ควบคุมโรคที่สำคญัทางเศรษฐกิจในแปลงผลิตเมล็ดพันธุ 
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บทคัดยอ 

 การผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลืองมักประสบปญหาดานโรคพืช ซึ่งโรคที่สำคัญของการผลิตเมล็ดพันธุ ไดแก 

โรคเมล็ดสีมวงซึ่งเกิดจากเชื้อรา Cercospora kikuchii และโรคเมล็ดเนาโฟมอบซิสจากเชื้อ Phomopsis sp 

ทำใหตองมีการคัดเมล็ดท้ิงในกระบวนการปรับปรุงสภาพเมล็ดพันธุสงผลตอความสูญเสียผลผลิตอยางนอย 20 

เปอรเซ็นตรวมทั้งสิ้นเปลืองแรงงานและเพิ่มตนทุนในการผลิตเมล็ดพันธุ การศึกษานี้จึงศึกษาการจัดการโรค

ดวยวิธีการหลัก 3 วิธีการ ไดแก วิธีการใชสารกำจัดเชื้อรา วิธีทางกายภาพและวิธีทางชีวภาพ ซึ่งจากการศึกษา

ประสิทธิภาพของสารกำจัดเชื้อราพบวาการพน Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 

10 ซีซีตอน้ำ 20 ลิตร มีการเกิดโรคเมล็ดสีมวงต่ำที่สุด คือ 4.75% นอกจากนี้สารปองกันกำจัดเชื้อราที่มี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Phomopsis sp. ไดดีที่สุด ไดแก Carbendazim, Thiophanate-

methyl, Difenoconazole และ Mancozeb สามารถยับยั้งเชื้อไดสูงสุดถึง 100% ในระดับหองปฎิบัติการ 

การศึกษาวิธีการกำจัดเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุถั ่วเหลืองทางกายภาพโดยการใชแสงยูวีซีที่มีประสิทธิภาพ

สามารถยับยั้งเชื้อรา Aspergillus flavus และ Aspergillus niger ไดดีเมื่อไดรับแสงยูวีซีเปนเวลา 10 นาทีขึ้น

ไป ในขณะที่แสงยูวีซีไมสามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดพันธุ Cercospora kikuchii, Phomopsis sp. และ 

Cladosporium sp. แตอยางไรก็ตามแสงยูวีซีไมมีผลทำใหคุณภาพเมล็ดพันธุลดลง การศึกษาการกำจัดเชื้อรา

โดยวิธีทางชีวภาพ ไดแก การใชสารสกัดจากพืช พบวาสารออกฤทธ์ิในสารสกัดพืชที่มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อ

รา Cercospora kikuchii พบวา สารสกัดหยาบกานพลู และขา สามารถยับยั้งได 100 เปอรเซ็นต เมื่อสกัดให

บริสุทธิ์ขึ้น นำไปทดสอบดวยวิธี Contact bioautography พบวาน้ำมันขา และน้ำมันกานพลูมีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii บนแผน TLC ที่ตำแหนง RF 0.17-0.42 ซึ่งตำแหนงดังกลาวเปนสารกลุม 

terpenoids กานพลูจึงเปนพืชที่เหมาะสมที่สุดในการยับย้ังเชื้อรา Cercospora kikuchii โดยมี eugenol เปน

สารออกฤทธิ์ วิธีการสกัดน้ำมันกานพลูที่ดีที่สุด คือ การกลั ่นดวยน้ำ (hydro-distillation) และผลิตภัณฑ

สำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู พบวาสูตร B น้ำมันกานพลู 40% w/w EC ที่อัตรา 2-2.5 g/kg PDA สามารถ

ยับยั ้งการเจริญเจริญเติบโตของเชื ้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ PDA ไดถึง 93.72% 

การศึกษาการคงสภาพของผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู พบวาคงสภาพไดดีที่สภาวะกรดออน กลาง 

และเบสออน สำหรับการแยกสารออกฤทธิ ์ (eugenol) ในน้ำมันกานพลูพบวาการแยกดวยตัวทำละลาย 

hexane และ 10% EtOAc/hexane ที่อัตราการไหล 35 mL/min ทำใหได eugenol มีความบริสุทธิ์มากกวา 

99% เมื่อพัฒนาสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูเปนสูตรผลิตภัณฑชนิดน้ำมันเขมขนเปนของเหลวที่ผสมเปนเนื้อ

เดียวกัน (EC: Emulsifiable Concentrate) ที่ระดับความเขมขน 40% w/w เพื่อใชในการฉีดพน พบวาอัตรา 

50 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร เปนอัตราที่เหมาะสมที่สุดในการฉีดพนเพื่อยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดสีมวงในแปลง

ผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและไมมีผลตอเปอรเซ็นตความงอกและความแข็งแรงของเมล็ดพันธุ สำหรับการใช

จุลินทรียปฎิปกษในการควบคุมเชื้อรา พบวาไดเชื้อที่แยกที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งทั้ง C. kikuchii และ 

Phomopsis sp. ไดแก PSL 49 เมื ่อนำไปจำแนกสายพันธุโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมีและการใชคารโบไฮเดรตดวยชุดทดสอบสำเร็จรูป API 50 CHB พบวาเปนเชื้อ Bacillus 

subtilis และนำไปประยุกตใชในแปลงผลิตเมล็ดพันธุพบวากรรมวิธีพนเชื้อจุลินทรียปฏิปกษในระยะตนกลา 
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V1 พบการติดเชื ้อ C. kikuchii นอยสุด สวนการใชสารชีวภาพเพื ่อกระตุ นการตานทานโรค โดยศึกษา

ประสิทธิภาพของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิเตอรตอการแสดงออกของ PR ยีนที่สามารถกระตุนความตานทานโรค

ในถั่วเหลือง ไดแก สารเมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซิเตทโดยฉีดพนถั่วเหลืองในระยะเริ่มออกดอกในเรือน

ทดลอง พบวาเมทิลจัสโมเนตที่ความเขมขน 90 มก./ลิตร สามารถเพิ่มระดับการแสดงออกของยีน PR4 สูงสุด

โดยมีการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้น 3.14 เทา ในขณะที่เอทิลอะซิเตท ความเขมขน 6,000 มก./ลิตร สามารถ

เพ่ิมระดับการแสดงออกของยีน PR10 สูงสุดโดยมากกวาชุดควบคุมถึง 7.38 เทา แตไมมีการแสดงออกของยีน 

PR4 การพนสารดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 90 มก./ลิตร สามารถลดปรมิาณเชื้อ Cercospora kikuchii 

สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลืองไดสูงถึง 80 เปอรเซ็นต ดังนั้นการพนสารดวยเมทิลจัสโมเนตที่ระดับความ

เขมขน 90 มก./ลิตร จึงมีความเหมาะสมที่จะนำไปประยุกตใชในแปลงผลิตเมล็ดพันธุตอไป 

คำสำคัญ โรคเมล็ดสีมวง โรคเมล็ดเนาโฟมอปซิส เมล็ดพันธุ ถั่วเหลือง การจัดการโรค น้ำมันกานพลู เมทิลจัส

โมเนต จุลินทรียปฎิปกษ สารกำจัดเชื้อรา แสงยูวีซี 

 

Abstract 

 Soybean seed production often had problems with plant diseases. The major diseases 

in seed production were purple seed disease caused by Cercospora kikuchii and Phomopsis 

seed decay caused Phomopsis sp.. At least 20 percent of the yield was lost, labor wasted and 

the cost of seed production was increased. By conducting research and development of 

economically important disease management technologies in the production of soybean seeds 

with three main methods, namely, the use of fungicides. physical methods and biological 

methods. The study of the efficiency of purple seed stain disease fungicide in greenhouse 

condition was found that Propiconazole + Difenoconazole 15% + 15% EC was sprayed at 10 

cc per 20 liters of water had the lowest percentage of purple seed disease was 4.75 percent. 

In addition, the most effective fungicides to inhibit the growth of Phomopsis sp., namely 

Carbendazim, Thiophanate-methyl, Difenoconazole and Mancozeb, were able to inhibit up to 

100% of the pathogen at laboratory test. A study on physical elimination of fungi on soybean 

seed using UVC light was conducted. It was found that UVC light was effective in inhibiting 

Aspergillus flavus and Aspergillus niger when exposed to UVC light for 10 min or more, whereas 

UVC was not able to control Cercospora kikuchii, Phomopsis sp. and Cladosporium sp. 

However, UVC had no different affect to seed quality. The study of biological method for 

elimination of fungi was the use of plant extracts, antagonistic microorganisms and biological 

agents in stimulating disease resistance. Crude extraction from Eugenia caryophyllus and 

Alpinia galangal showed a high effect on inhibition of growth to 100%. Both plant extracts 
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were tested by Contact bioautography method and found that the chemical being on RF 0.17-

0.42 showed antifungal activity and were terpenoid group. The extract of Eugenia caryophyllus 

which consisted of eugenol as active compound was chosen to formulate to be finished 

product. The hydro-distillation method was the most effective for extraction. Three finished 

products of clove oil in the form of emulsifiable concentrate (EC) were formulated. Formula B 

(rate 2-2.5 g/kg) could inhibit the growth of Cercospora kikuchii about 93.72%. The stability test 

of the formulas was also studied at 54°C for 14 days, the result indicated that the products 

still be stable. Eugenol being an active compound was isolated from the clove oil with hexane 

and 10% ethyl acetate/hexane as mobile phase, flow rate 35 mL/min. The purity is more than 

99%. A crude extract of clove was used to develop a product suitable for use in soybean seed 

production. To make an emulsifiable concentration, spraying with clove oil EC 40% w/w at the 

rate of 50 ml per 10 liters of water, had a disease control rate and did not affect the 

germination percentage and seed vigor. Isolates, PSL 49, suppressed the growth of C. kikuchii 

and Phomopsis sp.. The identification of isolate PSL49 by morphology biochemical test and 

carbohydrate utilization by API 50 CHB it was Bacillus subtilis. This species is tested efficacy in 

the green house. It was found that spraying method at seedling stage V1 was suitable to 

applied to control the Cercospora kikuchii. The effectiveness of bioactive elicitors in the 

expression of PR-genes that can stimulate disease resistance in soybeans such as methyl 

jasmonate and ethyl acetate for spraying soybean in the R1 stage of growth in green house 

condition. It was found that the concentration of 90 ppm methyl jasmonate was able to 

increase the expression of the PR4 gene by up to 3.14 times, while ethyl acetate concentration 

of 6,000 ppm can increase the level of gene expression PR10 by up to 7.38 times, but does 

not promote expression of PR4. Additionally, foliar methyl jasmonate at the concentration of 

90 ppm could be reduced infected of Cercospora kikuchii cause purple seed stain about 80%. 

Therefore, methyl jasmonate at the concentration of 90 ppm could be appropriate to apply 

for soybean seed production in the field further. 

Key word: Purple seed stain, Phomopsis seed decay, Seed, Soybean, Disease management, 

Clove oil, Methyl jasmonate, Antagonistic microorganism, Fungicide, UVC 
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ระเบียบวิธีการวิจัย 

การทดลองที่ 1 ศึกษาสารออกฤทธิ์ในสารสกัดพืชที่มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii 

และสกัดสารกึ่งบริสุทธิ์เพื่อควบคุมคุณภาพในการพัฒนาผลิตภัณฑ 

Study on the efficacy of plant extracts on Cercospora kikuchii and isolation of 

fungicidal substance for controlling the quality of the formulated product  

วิธีดำเนินการทดลอง 

อุปกรณ  

1. เครื่องชั่งทศนิยมสี่ตําแหนง รุน AC211S (Sartorius) 

2. ปมสุญญากาศ (vacuum pump) 

3. เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใตสุญญากาศ (Rotary evaporator) รุน R-124 (BUCHI) 

4. เครื่อง Flash Chromatograph รุน reveleris prep (BUCHI) 

5. เครื่องอัลตราโซนิค รุน Elmasonic S (Elma) 

6. เครื่อง High Performance Thin Layer Chromatogrphy (HPTLC) (CAMAG) 

7. เครื่อง Gas Chromatograph-Mass spectrometer (GC-MS) รุน 6890N Mass Spectrometry รุน 

5973 (Agilent Technologies) 

8. เครื่องแกว ไดแก กรวยแยก, กรวยกรองบูชเนอร ขวดกําหนดปริมาตร, กรวยกรองแกว, บีกเกอร 

หลอดทดลอง, ปเปต, ขวดกนกลม, ชุดกรองน้ำมันหอมระเหย (Clevenger Apparatus)  

9. สารเคมี ไดแก chloroform, ethyl acetate, ethanol, hexane, petroleum ether, methanol, 

eugenol, acetyl eugenol, sodium sulfate anhydrous, carbendazim, p-anisaldehyde, 

sulfuric acid เปนตน 

วิธีการ 

ขั้นตอนท่ี 1 การสกัดหยาบจากพืชและสวนตางๆของพืชในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii  

1.1  ศึกษาสารสกัดหยาบจากพืชและสวนตางๆของพืชที่เหมาะสมในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii 

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 

แบบและวิธีการทดลอง 

   ในข้ันตอนการทดสอบการยับย้ังเชื้อรา Cercospora kikuchii วางแผนการทดลองแบบ Completely 

Randomized Design (CRD) จำนวน 4 ซ้ำ 23 กรรมวิธี ประกอบดวย อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมดวยสารสกัด

หยาบจากพืช 20 ชนิด ความเขมขน 6.25 mg/mL, carbendazim (positive control), เอทานอล (blank)  

และอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ไมเติมสารเคมีปองกันกำจัดเชื้อรา (negative control) ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 กระชายขาว กรรมวิธีที่ 13 ใบแมงลักปา 

กรรมวิธีท่ี 2 กระเทียม กรรมวิธีที่ 14 ใบสะเดา 
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กรรมวิธีท่ี 3 กานพล ู กรรมวิธีที่ 15 เปลือกมังคดุ 

กรรมวิธีท่ี 4 ขมิ้นชั้น กรรมวิธีที่ 16 ไพล 

กรรมวิธีท่ี 5 ขา กรรมวิธีที่ 17 วานน้ำ 

กรรมวิธีท่ี 6 ขิง กรรมวิธีที่ 18 หางไหล 

กรรมวิธีท่ี 7 ชะเอมเทศ กรรมวิธีที่ 19 อบเชยเทศ 

กรรมวิธีท่ี 8 ชะเอมไทย กรรมวิธีที่ 20 อบเชยไทย 

กรรมวิธีท่ี 9 ชาพล ู กรรมวิธีที่ 21 คารเบนดาซิม (positive control) 

กรรมวิธีท่ี 10 ตะไครหอม กรรมวิธีที่ 22 น้ำกลั่น+ เอทานอล (blank) 

กรรมวิธีท่ี 11 ใบนอยหนา กรรมวิธีที่ 23 น้ำกลั่น (negative control) 

กรรมวิธีท่ี 12 ใบบัวตอง   

1. เตรียมสารสกัดหยาบจากตัวอยางพืช 20 ชนิด ไดแก กระชายขาว กระเทียม กานพลู ขมิ้นชัน ขา ขิง 

ชะเอมเทศ ชะเอมไทย ชาพลู ตะไครหอม ใบนอยหนา ใบบัวตอง ใบแมงลักปา ใบสะเดา เปลือกมังคุด ไพล 

วานน้ำ หางไหล อบเชยไทย อบเชยเทศ อบแหงที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส บดและชั่งน้ำหนักตัวอยาง สกัด

ตัวอยางพืชดวยตัวทำละลายเอทานอล ในอัตรา 20% w/v จำนวน 3 ครั้ง ดวยเครื่องอัลตราโซนิค แลวกรอง

ละเอียดดวยกระดาษกรองเบอร 1 จากนั้นนำสารละลายที่ไดไปลดปริมาตรดวยเครื่องกลั่นระเหยแบหมุน

ภายใตสุญญากาศ (rotary evaporator) 

2.  ทดสอบสารสกัดหยาบจากพืช 20 ชนิดในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

PDA 

2.1 เตรียมเชื้อ โดยสุมตัวอยางเมล็ดพันธุถั่วเหลืองมาตรวจหาเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุดวยวิธี Blotter 

method เปนเวลา 7 วัน เมื่อครบกำหนดนำเมล็ดพันธุถั่วเหลืองมาตรวจหาเชื้อรา Cercospora kikuchii ที่

ติดมากับเมล็ดพันธุภายใตกลอง Steromicroscope ทำการแยกใหบริสุทธิ์ เลี้ยงบนอาหาร PDA และเก็บเปน 

stock culture เพ่ือใชในการทดลอง  

2.2 นำสารสกัดหยาบของพืชทั้ง 20 ชนิด ในอัตรา 6.25 mg/mL ทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตนในการ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยเมื่อเชื้อราอายุได 7 วัน 

ตัดเจาะชิ้นวุนโดยใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร นำมาวางบนจุดก่ึงกลางจานอาหารที่

เติมสารสกัดพืชปองกันกำจัดเชื้อราตามกรรมวิธี บันทึกขนาดเสนผาศูนยกลางของเชื้อ และคำนวณเปอรเซ็นต

การยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อทุก 4 วัน จนกวาเชื้อราใน

อาหาร PDA ของชุดควบคุมใกลเต็มจานอาหารเลี ้ยงเชื ้อ จึงหยุดวัดการเจริญ นำผลที ่ไดมาคำนวณหา

เปอรเซ็นตการยับยั้ง 

2.3 เลือกสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์มากที่สุด 3 ชนิด คือ การพลู ขา และชาพลู ไปสกัดตอดวย วิธี Column 

chromatography ชะดวยตัวทำละลายชนิดตางๆ ไดแก hexane, chloroform, methanol ตามลำดับ แลว

เก็บสารที่ไดจากการชะ (fraction) ทดสอบการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 
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ในอัตรา 2.50 mg/mL ตามวิธีการขอ 2.2 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design 

(CRD) จำนวน 4 ซ้ำ 14 กรรมวิธี ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 ขา (hexane) กรรมวิธีที่ 8 กานพลู (methanol) 

กรรมวิธีท่ี 2 ขา (chloroform) กรรมวิธีที่ 9 ชาพลู (hexane) 

กรรมวิธีท่ี 3 ขา (methanol1) กรรมวิธีที่ 10 ชาพลู (chloroform1) 

กรรมวิธีท่ี 4 ขา (methanol2) กรรมวิธีที่ 11 ชาพลู (chloroform2) 

กรรมวิธีท่ี 5 กานพลู (hexane) กรรมวิธีที่ 12 ชาพลู (methanol) 

กรรมวิธีท่ี 6 กานพลู (chloroform1) กรรมวิธีที่ 13 คารเบนดาซิม (positive control) 

กรรมวิธีท่ี 7 กานพลู (chloroform2) กรรมวิธีที่ 14 น้ำกลั่น (negative control) 

 

 2.4 นำสารสกัดสวนที ่สามารถย ับยั ้งเชื ้อรา Cercospora kikuchii ได แก  ข า (hexane), กานพลู 

(hexane), กานพลู (chloroform1), กานพลู (chloroform2) มาแยกสารโดยเทคนิคทีแอลซี โดยใชแผน TLC 

silica gel 60 F254 แยกสารดวยวัฏภาคของเหลว (mobile phase) hexane : ethyl acetate (9:1,v/v) เปน

เวลา 5 นาที จำนวน 2 แผน นำแผนดังกลาว ไปทดสอบบนเชื้อรา Cercospora kikuchii ดวยวิธี Contact 

bioautography (Dewanjee et al., 2014) เพ่ือหาตำแหนง (RF) ของสารออกฤทธิ์ (active substance) และ

อีกแผนหนึ่งสเปรยน้ำยาทดสอบ p-anisaldehyde/sulfuric acid 

 

1.2  ศึกษาชนิดของกลุมสารออกฤทธิ์โดยวิธีการทดสอบทางพฤกษเคมีดวยน้ำยาทดสอบ 

  นำสารสกัดสวนที่สามารถยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii ไดแก ขา (hexane), กานพลู (hexane), 

กานพลู(chloroform1), กานพลู (chloroform2) จาก 2.3 มาทดสอบกลุมสารตางๆ โดยวิธีทางพฤกษเคมี  

นพมาศและคณะ (2554) 

 - ทดสอบสารกลุมอัลคาลอยด (alkaloids) ดวยน้ำยาทดสอบ Dragendorff’s reagent, Mayer’s 

reagent 

 - ทดสอบสารกลุมฟลาโวนอยด (flavonoids) ดวยน้ำยาทดสอบ Shinoda’s reagent, Ferric chloride, 

Lead acetate  

 - ทดสอบสารกลุมฟนอลและแทนนิน (Phenol and Tannin) ดวยน้ำยาทดสอบ Ferric chloride, Lead 

acetate, Gelatin 

 - ทดสอบสารกลุมซาโปนิน (Saponin) ดวยน้ำยาทดสอบ Foam test 

 - ทดสอบสารกลุมเทอรปนอยด และเสตียรอยด ดวยน้ำยาทดสอบ เชน Salkowski’s test, Lieberman 

Burchard 

 - ทดสอบสารกลุมคารโบไฮเดรต ดวยน้ำยาทดสอบ เชน Benedict’s reagent, Fehling’s reagent, 

Barfoed’s reagent 
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ขั้นตอนท่ี 2 ศึกษาวิธีการสกัดสารสกัดหยาบพัฒนาเปนผลิตภัณฑ และทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเพื่อ

กำหนดอัตราการใช  

2.1 ศึกษาวิธีการสกัดน้ำมันกานพลู 

 ศึกษาวิธีการสกัดน้ำมันกานพลู จำนวน 5 กรรมวิธี ดังนี้ 

            1. การแช (maceration) อัตรา 10% (w/v) ใน hexane เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวระเหยตัวทำละลาย

ออกดวยเครื่องกลั่นระเหยแบบหมนุภายใตสุญญากาศ (rotary evaporator) 

            2. การแช (maceration) อัตรา 10% (w/v) ในเอทานอล เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวระเหยตัวทำ

ละลายออกดวยเครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใตสุญญากาศ (rotary evaporator) 

 3. การสั่นสะเทือนดวยคลื ่น ultrasonic อัตรา 10% (w/v) ใน hexane เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลว

ระเหยตัวทำละลายออกดวยเคร่ืองกลั่นระเหยแบบหมุนภายใตสุญญากาศ (rotary evaporator) 

 4. การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic อัตรา 10% (w/v) ในเอทานอลเปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวระเหย

ตัวทำละลายออกดวยเครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใตสุญญากาศ (rotary evaporator) 

 5. การกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) อัตรา 10% (w/v) เปนเวลา 4 ชั่วโมง 

 บันทึกน้ำหนักสารสกัดหยาบ และวิเคราะหปริมาณ Eugenol ในสารสกัดหยาบ ดวย GC-MS (Athar 

et al, 2013) 

2.2  ศึกษาประสิทธิภาพผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา 

Cercospora kikuchii บนอาหารเล้ียงเชื้อ PDA เพื่อกำหนดอัตราการใช 

แบบและวิธีการทดลอง 

 ในข้ันตอนการทดสอบการยับย้ังเชื้อรา Cercospora kikuchii วางแผนการทดลองแบบ Completely 

Randomized Design (CRD) จำนวน 4 ซ้ำ 18 กรรมวิธี ประกอบดวย อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่มีการผสมสูตร

ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูชนิด A, B และ C ชนิดละ 5 ความเขมขน, สวนผสมสูตรที่ไมมีน้ำมัน

กานพลู (blank), carbendazim (positive control) และอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ไมเติมสารเคมีปองกันกำจัดเชื้อ

รา (negative control) ดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A ความเขมขนเขมขน 0.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 2 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A ความเขมขนเขมขน 1.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 3 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A ความเขมขนเขมขน 1.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 4 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A ความเขมขนเขมขน 2.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 5 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A ความเขมขนเขมขน 2.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 6 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร B ความเขมขนเขมขน 5.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 7 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร B ความเขมขนเขมขน 1.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 8 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร B ความเขมขนเขมขน 1.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 9 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร B ความเขมขนเขมขน 2.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 10 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร B ความเขมขนเขมขน 2.50 mg/mL 



19 

 

กรรมวิธีที่ 11 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร C ความเขมขนเขมขน 5.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 12 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร C ความเขมขนเขมขน 1.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 13 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร C ความเขมขนเขมขน 1.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 14 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร C ความเขมขนเขมขน 2.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 15 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร C ความเขมขนเขมขน 2.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 16 สวนผสมสูตรที่ไมมีน้ำมันกานพลู (blank) 

กรรมวิธีที่ 17 carbendazim (positive control) 

กรรมวิธีที่ 18 น้ำกลั่น (negative control) 

1. ผสมปรุงแตงเปนผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู และศึกษาการคงสภาพของผลิตภัณฑ 

 1.1 เตรียมผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู สูตร Emulsifiable Concentrate (EC) จำนวน 3 สูตร 

ดังนี้ 

- ผลิตภัณฑสำเร็จรูปสูตรที่ 1 (A) ความเขมขน 20% ของนำ้มันกานพล ูใน TWEEN 20 และ 

SPAN80 

- ผลิตภัณฑสำเร็จรูปสูตรที่ 2 (B) ความเขมขน 40% ของน้ำมันกานพลู ใน TWEEN 20 และ 

SPAN80 

- ผลิตภัณฑสำเร็จรูปสูตรที่ 3 (C) ความเขมขน 60% ของน้ำมันกานพลู ใน TWEEN 20 และ 

SPAN80 

 1.2 ศึกษาการคงสภาพของสูตรผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู  

- ศึกษาการคงสภาพของน้ำมันกานพลูเม่ือละลายในตัวทำละลายที่มีสภาพกรด-ดาง 

- ศึกษาการคงตัวของ pH ของสูตรผลิตภัณฑอุณหภูมิตางๆ  

- ศึกษาการคงตัวของสารออกฤทธ์ิ Eugenol ในสูตรผลิตภัณฑ 

2. เตรียมเชื้อ โดยสุมตัวอยางเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองมาตรวจหาเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดพันธุดวยวิธี Blotter method เปน

เวลา 7 วัน เมื่อครบกำหนดนำเมล็ดพันธุถั่วเหลืองมาตรวจหาเชื้อรา Cercospora kikuchii ที่ติดมากับเมล็ดพันธุภายใต

กลอง Steromicroscope ทำการแยกใหบริสุทธิ์ เลี้ยงบนอาหาร PDA และเก็บเปน stock culture เพ่ือใชในการทดลอง

3. นำผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A, B และ C ทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตนในการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยเมื่อเชื้อราอายุได 7 วัน ตัดเจาะชิ้น

วุนโดยใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร นำมาวางบนจุดก่ึงกลางจานอาหารที่เติมสารสกัด

พืชปองกันกำจัดเชื้อราตามกรรมวิธี บันทึกขนาดเสนผาศูนยกลางของเชื้อ และคำนวณเปอรเซน็ตการยับยั้งเชื้อ

รา Cercospora kikuchii โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อทุก 4 วัน จนกวาเชื้อราในอาหาร PDA 

ของชุดควบคุมใกลเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงหยุดวัดการเจริญ นำผลที่ไดมาคำนวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 
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ขั้นตอนท่ี 3 ศึกษาวิธีสกัดและวิธีวิเคราะหสารก่ึงบริสุทธิ์เพื่อใชเปนมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพ  

3.1 ศึกษาวิธีแยกสาร eugenol จากน้ำมันกานพลูดวยเครื่อง Flash Chromatograph  

1. เตรียมน้ำมันกานพลูโดยวิธีการกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) อัตรา 10% (w/v) เปนเวลา 4 

ชั่วโมง 

2.  ศึกษาระบบตัวทำละลาย ไดแก ตัวทำละลาย (mobile phase) และอัตราสวนตัวทำละลาย ที่

เหมาะสม โดยเปรียบเทียบระบบตัวทำละลาย 6 ระบบ ดังตารางท่ี 1 โดยปรบัสภาวะของเครื่อง Flash 

Chromatograph ดังตารางที่ 2 

ตารางที่ 1 ระบบตัวทำละลายในการแยกสาร eugenol จากน้ำมันกานพลูดวยเครื่อง Flash Chromatograph 

Solvent System Solvent A Solvent B 

System I Petroleum ether 10% v/v Ethyl acetate in petroleum ether  

System II (BUCHI) Petroleum ether 20% v/v Ethyl acetate in petroleum ether  

System III Petroleum ether 40% v/v Ethyl acetate in petroleum ether 

System IV Hexane 10% v/v Ethyl acetate in hexane 

System V Hexane 20% v/v Ethyl acetate in hexane 

System VI Hexane 40% v/v Ethyl acetate in hexane 

ตารางที่ 2 สภาวะของเคร่ือง Flash Chromatograph ในการแยกสาร eugenol จากน้ำมันกานพลู 

Flash Mode Conditions  

Sample  1% w/v clove oil 

Sample volume 10 mL 

Column ECO Flex silica 12 g 

Flow rate  25 (mL/min) 

Detector ELSD and UV @ 210, 254, 282 nm 

Cartridge equilibrium 4 min 

Injection type liquid 

Gradient solvent Step Time (min) % solvent B 

 1 0.0 2 

 2 4.0 20 

 3 2.0 20 

 4 1.0 60 

 5 2.0 60 

 6 1.0 100 

 7 2.0 100 
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 8 5.0 100 

3.  ศึกษาอัตราการไหลของระบบตัวทำละลาย (flow rate) ที่ 15, 25 และ 35 mL/min ดวยระบบตัวทำ

ละลาย System IV และจดบันทึกระยะเวลาการสกัด (run time) 

4. เก็บ fraction ที่ไดจากการแยกไปพิสูจนความบริสุทธิ์ดวยเครื่อง GC-MS และเครื่อง NMR (BRUKER 

ADVANCE NANOBAY 400 MHz NMR Spectrometer MADE IN Switzerland) โดยสงวิเคราะห NMR กับ

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

3.2 ศึกษาวิธีวิเคราะหปริมาณสารออกฤทธิ์ (eugenol) ดวยเทคนิค High Performance Thin Layer 

Chromatography (HPTLC) 

1. ทวนสอบวิธีวิเคราะห eugenol ในผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู ดวยเทคนิค HPTLC (Inam et 

al., 2014)  

 วิธี HPTLC ยี่หอ CAMAG ซึ่งประกอบดวย Linomat5, ACD2, TLC scanner 4 และ TLC Visualizer 

ทดสอบบนแผน TLC ชนิด HPTLC plate silica gel 60F254 ขนาด 20x10 cm (Merck) ที ่ความยาวคลื่น 

282 nm โดยใช toluene : ethyl acetate : acetic acid (9:1:0.12, v/v/v) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  

1.1 การหาความสัมพันธเชิงเสนและชวงการวิเคราะห (Linearity and range) 

 การหาความสัมพันธเชิงเสนและชวงการวิเคราะหทำโดยวิเคราะหดวยการ spike สารละลายมาตรฐาน 

eugenol ลงใน sample blank จำนวน 6 ความเขมขน ไดแก 200, 300, 400, 500, 600 ,800 ng/spot พน

ลงบนสารละลายลงบนแผน TLC ชนิด HPTLC plate silica gel 60F254 ขนาด 20x10 cm แลวนำไปวัดคา

การดดูกลืนแสงของสารในแตละความเขมขนดวย TLC scanner 4 เพ่ือนำมาหาความสัมพันธเชิงเสน โดยสราง

กราฟมาตรฐาน (Calibration curve) ของสารละลายมาตรฐาน eugenol ใน sample blank คำนวณหาคา

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation coefficient, r)  

1.2 การทดสอบแมนยำ (Precision) 

การทดสอบความแมนยำ Repeatability 

ทดสอบความแมนยำ Precision แบบ Repeatability ซึ ่งเปนการทดสอบจากหองปฏิบัติการ

เดียวกัน ผูทดสอบคนเดียวกัน เครื่องมือชุดเดียวกัน ในเวลาเดียวกัน 

ชั่งผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูที่เขยาเขากันแลว 3 ระดับความเขมขน ครอบคลุมชวง

ความเขมขนที่ใชงาน อยางละ 10 ซ้ำ ใสขวดปริมาตร 25 mL ปรับปริมาตรดวย methanol แลวกรองดวย 

syringe filter ขนาด 0.45 ไมครอน นำไปวิเคราะหดวยเครื ่อง HPTLC ที ่ทำการกำหนดสภาวะดังขอ 1. 

วิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิ์ eugenol โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน คำนวณหาคาเฉลี่ย (mean) สวน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) ความคลาดเคลื่อนสัมพันธ (relative standard deviation, 

RSD) และประเมินดวย HORRAT (ตองมีคาไมเกิน 1.3 ตามเกณฑพิจารณาของ AOAC, 2016)  

คำนวณ % RSD ตามสูตร     %RSD = 
SD

X̅
×100  

ประเมิน precision โดยใช HORRAT   HORRAT= 
RSD experimental

Predicted Horwitz RSD
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คำนวณ Predicted Horwitz RSD = 0.66 x 2C-0.15 (AOAC, 2016) 

  เมื่อคา C = Concentration ratio 

เกณฑยอมรบัคา Precision 

  AOAC ยอมรับ 0.3-1.3 (AOAC, 2016) 

ตรวจสอบความแมนยำ Within laboratory reproducibility 

ตรวจสอบ Precision แบบ Within laboratory reproducibility ซ ึ ่ ง เป นการทดสอบจาก

หองปฏิบัติการเดียวกัน ผูทดสอบคนเดียวกัน เครื่องมือชุดเดยีวกัน ในเวลาตางวันกัน 

ชั่งผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูที่เขยาเขากันแลว 3 ระดับความเขมขน ครอบคลุมชวง

ความเขมขนที่ใชงาน อยางละ 10 ซ้ำ ใสขวดปริมาตร 25 mL ปรับปริมาตรดวย methanol แลวกรองดวย 

syringe filter ขนาด 0.45 ไมครอน นำไปวิเคราะหดวยเครื ่อง HPTLC ที ่ทำการกำหนดสภาวะดังขอ 1. 

วิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิ์ eugenol โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน คำนวณหาคาเฉลี่ย (mean) สวน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) ความคลาดเคลื่อนสัมพันธ (relative standard deviation, 

RSD) และประเมินดวย HORRAT (ตองมีคาไมเกิน 1.3 ตามเกณฑพิจารณาของ AOAC, 2016)  

คำนวณ % RSD ตามสูตร     %RSD = 
SD

X̅
×100  

ประเมิน precision โดยใช HORRAT   HORRAT= 
RSD experimental

Predicted Horwitz RSD
 

คำนวณ Predicted Horwitz RSD = 2C-0.15 (AOAC, 2016) 

  เมื่อคา C = Concentration ratio 

เกณฑยอมรบัคา Precision 

  AOAC ยอมรับ 0.3-1.3 (AOAC, 2016) 

1.3 การทดสอบความถูกตอง (Accuracy) 

1.3.1 เตรียม Stock standard โดย spike สารละลายมาตรฐาน eugenol ใน sample blank ให

มีความเขมขน 1 mg/mL ปริมาตร 200 mL  

1.3.2 เตรียม Stock sample โดยเตรียมสารละลายตัวอยาง eugenol 1.4 mg/mL ปริมาตร 100 

mL 

1.3.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานใน sample blank เพ่ือสรางฟราฟมาตรฐาน โดยเตรยีม 6 

ระดับความเขมขน ครอบคลุมชวงใชงาน นำไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPTLC 

1.3.4 เตร ียมสารละลายเพื ่อหาคา Origin โดยปเปต สารละลาย stock sample ข อ 1.3.2 

ปริมาตร 2 mL ใสใน volumetric flask 10 mL จำนวน 10 ซ้ำ ปรับปริมาตรดวย methanol นำไปวิเคราะห

ดวยเครื่อง HPTLC โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานขอ 1.3.3 เพ่ือหาความเขมขนที่แนนอน 

1.3.5 เตรียมสารละลายเพื่อหาคา Spike โดยปเปต สารละลาย stock sample ขอ 1.3.2 ปริมาตร 

2 mL ใสใน volumetric flask 10 mL จำนวน 3 ชุด ชุดละ 10 ซ้ำ แลวปเปต สารละลาย stock standard 
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ขอ 1.3.1 ปริมาตร 1, 3, 5 mL แตละชุด ตามลำดับ ปรับปริมาตรดวย methanol นำไปวิเคราะหดวยเครื่อง 

HPTLC โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานขอ 1.3.3 

 ประเมินคา Accuracy จากคา %recovery 

     % Recovery = [ (B-A)/C ] x100 

   A = ปริมาณสารที่วิเคราะหไดในตัวอยาง 

   B = ปริมาณสารที่วิเคราะหไดในตัวอยางที่มีการเติมสารมาตรฐาน 

   C = ปริมาณสารมาตรฐานที่เติมลงในตัวอยาง 

ตามเกณฑ AOAC การยอมรบัคา accuracy คือ %recovery อยูในชวง 98-102% 

1.4 การหาคา limit of detection (LOD) และ limit of quantitation (LOQ) 

 นำตัวอยางที่มีความเขมขนระดับต่ำมาวิเคราะห ทำทั้งหมด 10 ซ้ำ หาคา SD โดย 

     LOD = 3.14SD 

     LOQ = 10 SD 

2. ควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูโดยตรวจสอบความเขมขนที่แนนอนของ

ผลิตภัณฑ 

นำผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู ที่ไดจากการวิจัย ขั้นตอนที่ 2 (2563) มาเตรียมตัวอยางและ

วิเคราะหหาความเขมขนที่แนนอนดวยสภาวะการทำงานของเครื่อง HPTLC  

การบันทกึขอมูลดังนี้ 

1. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii 

การยับยั้ง (%) = เสนผาศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม – เสนผาศูนยกลางโคโลนีชุดทดลอง x 100 

     เสนผาศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม 

2. ขอมูลชนิดของกลุมสารออกฤทธิ์ทางพฤกษเคมี 

3. ปริมาณ eugenol  

เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลา  เริ่มตน  ตุลาคม 2561 สิ้นสุด ธันวาคม 2564 

สถานที่ทดลอง กลุมงานวิจัยวัตถุมีพิษการเกษตรจากสารธรรมชาติ  กองวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทาง

การเกษตร 
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ผลการทดลองและอภิปราย 

ขั้นตอนท่ี 1 การสกัดหยาบจากพชืและสวนตางๆของพืชในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii 

1.1 ศึกษาสารสกัดหยาบจากพืชและสวนตางๆของพืชที่เหมาะสมในการยับยั้งเช้ือรา Cercospora 

kikuchii บนอาหารเล้ียงเชื้อ PDA 

 การสกัดพืช 20 ชนิด ไดแก กระชายขาว กระเทียม กานพลู ขมิ้นชัน ขา ขิง ชะเอมเทศ ชะเอมไทย 

ชาพลู ตะไครหอม ใบนอยหนา ใบบัวตอง ใบแมงลักปา ใบสะเดา เปลือกมังคุด ไพล วานน้ำ หางไหล อบเชย

เทศ อบเชยไทย ดวยเอทานอล ไดสารสกัดหยาบ 0.96-25.45% w/w (ตารางที่ 1) 

 

ตารางที่ 1 แสดงลักษณะทางกายภาพของสารสกัดหยาบตัวอยางพืช 20 ชนิด และปริมาณสารสกัดหยาบตอกรัม 

ลำดับที่ ตัวอยางพืช ลักษณะทางกายภาพของสารสกัดหยาบ % (w/w) 

1 กระชายขาว สารสีสมเหลืองหนืด 8.05 

2 กระเทียม สารสีน้ำตาลออนในน้ำมัน 0.96 

3 กานพลู สารสีน้ำตาลเขมเหลว 24.38 

4 ขมิ้นชัน สารสีสมในน้ำมัน 25.45 

5 ขา สารสีเหลือง เหลว 3.94 

6 ขิง สารสีน้ำตาลเขมหนืด 10.06 

7 ชะเอมเทศ สารสีน้ำตาลแดงหนืด 19.31 

8 ชะเอมไทย สารสีน้ำตาลเหลืองหนืด 8.01 

9 ชาพล ู สารสีเขียวแกหนืด 4.26 

10 ตะไครหอม สารสีน้ำตาลอมเขียวหนืด 5.11 

11 ใบนอยหนา สารสีเขียวเขมหนืด 10.79 

12 ใบบัวตอง สารสีเขียวเขมหนืด 6.82 

13 ใบแมงลักปา สารสีเขียวแกหนืด 5.87 

14 ใบสะเดา สารสีเขียวดำเขมเหนียว 4.46 

15 เปลือกมังคุด สารสีน้ำตาลเขมหนืด 21.59 

16 ไพล สารสีน้ำตาลอมเหลืองหนืด 5.86 

17 วานน้ำ สารสีน้ำตาลแดงเหลว 4.53 

18 หางไหล สารสีน้ำตาลแดงแข็งแหง 11.17 

19 อบเชยเทศ สารสีน้ำตาลแดงแข็งแหง 17.30 

20 อบเชยไทย สารสีน้ำตาลเขม แข็งรวน 2.10 
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 จากการเตรียมเชื้อรา Cercospora kikuchii จากการสุมตัวอยางเมล็ดพันธุถั่วเหลืองมาตรวจหาเชื้อรา

ที ่ต ิดมากับเมล็ดพันธุ ด วยวิธี Blotter method แลวทำการแยกเชื ้อ  Cercospora kikuchii  พบลักษณะ

โคโลนีคอนขางกลม เสนใยมีการเจริญขึ้นหนาแนนฝงลงไปบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และพบรอยบุมหรือรอยยุบตัว

ของอาหารเลี้ยงเชื้อบรเิวณขอบโคโลนีและไมพบการสรางสปอร สรางรงควัตถุสีมวงจนถึงสีแดงรอบๆโคโลนีบน

อาหาร PDA  (ภาพที่ 1) เมื่อนำสารสกัดหยาบพืช 20 ชนิด ไปทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตนในการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA พบวา เปอรเซ็นตการยับยั้งในชวง 

14.5 – 100% ดังตารางท่ี 2 โดยสวนใหญสารสกัดจากพืชที่มีน้ำมันสามารถยับยั้งเชื้อราไดดี ไดแก กานพลู 

และขาสามารถยับยั้งไดมากที่สุด 100% ไมแตกตางจากคารเบนดาซิมซึ่งเปนสารเคมีที่ใชควบคุมเชื้อรา รอง

ลองมาคือ วานน้ำ ชาพลู ใบแมงลักปา และขิง ที่สามารถยับยั้งไดมากกวา 70% น้ำมันหอมระเหยจากพืช

เหลานี้เปนสารที่พืชสารางขึ้นมาเพ่ือฆาเชื้อราที่กอโรค และแบคทเีรีย มักพบสารกลุม terpenes (terpenoids) 

เปนองคประกอบ (Noriega, 2020) ดังนั้น ขา กานพลู และชาพลู จึงถูกเลือกมาสกัดตอใหบริสุทธิ์ขึ้นดวยวิธี 

Column chromatography ไดสารสกัด 12 สวน จากพืช 3 ชนิด ดังตารางที่ 3 เมื ่อทดสอบประสิทธิภาพ

เบื ้องตนของสารสกัด 12 สวน ในอัตรา 2500 ppm ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora 

kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA พบวาสารสกัดที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii 

100% ไดแก ขา (hexane), กานพลู (hexane), กานพลู (chloroform1), กานพลู (chloroform2) ดังตารางที่ 

4 

ตารางที่ 2 แสดงเปอรเซ็นตการย้ับย้ังเชื้อรา Cercosporl kikuchii ของสารสกัดสมนุไพร 20 ชนิด 

กรรมวิธี เปอรเซ็นตการยับยั้ง 

1 กระชายขาว 36.00± 3.26 g 

2 กระเทียม 22.73± 0.32 ij 

3 กานพลู 100.00±  1.89 a 

4 ขมิ้นชั้น 52.57 ±  3.31 e 

5 ขา 100.00 ±  3.44 a 

6 ขิง 74.41 ±  3.55 c 

7 ชะเอมเทศ 59.42 ± 0.00 d 

8 ชะเอมไทย 27.07 ± 2.47 hi 

9 ชาพล ู 79.52 ± 1.78 bc 

10 ตะไครหอม 14.52± 1.24 k 

11 ใบนอยหนา 44.85± 0.65 f 

12 ใบบัวตอง 48.08± 2.67 ef 

13 ใบแมงลักปา 77.13± 0.56 bc 
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14 ใบสะเดา 53.09± 2.27 e 

15 เปลือกมังคุด 45.14± 2.59 f 

16 ไพล 32.83± 0.92 gh 

17 วานน้ำ 82.00± 4.11 b 

18 หางไหล 31.27± 0.00 gh 

19 อบเชยเทศ 32.51± 2.04 gh 

20 อบเชยไทย 16.62± 0.00 jk 

21 คารเบนดาซิม 100.00 ± 0.37 a 

22 น้ำกลั่น+ เอทานอล 6.99± 0.00 l 

23 น้ำกลั่น 0.00± 2.81 l 

 F-test ** 

 C.V. (%) 8.86 

หมายเหตุ : ตัวเลขที่ตามหลังดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมแตกตางกันทางสถิติ ใช DMRT ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% 

 

 

 
ภาพท่ี 1   A) โรคเมล็ดสีมวงในเมล็ดพันธุถั่วเหลือง  B) เมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่ไมเปนโรค C) โคโลนีของเชื้อรา  

Cercospora kikuchii  บนอาหาร PDA เชื้อราสรางเสนใยฟู สีขาว D) เม่ืออายุมากขึ้นดูดานใตเห็นเปนสีชมพู

ถึงสีมวง 
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ตารางที่ 3 แสดงลักษณะทางกายภาพของสารสกัดที่มีความบริสทุธิ์ขึ้น และปริมาณสารตอกรัม  

ตัวอยางพืช ลักษณะทางกายภาพของสารสกัด % (w/w) 

ขา   

สวนที่ 1 (hexane) น้ำมันสีเหลืองออน 1.81 

สวนที่ 2 (chloroform) น้ำมันสีเหลือง 1.01 

สวนที่ 3 (methanol1) น้ำมันสีน้ำตาล 1.54 

สวนที่ 4 (methanol2) น้ำมันสีเหลืองออน 0.66 

กานพล ู   

สวนที่ 1 (hexane) น้ำมันสีเหลืองออน 11.52 

สวนที่ 2 (chloroform1) น้ำมันสีน้ำตาล 5.96 

สวนที่ 3 (chloroform2) สารสีเหลืองออน 0.44 

สวนที่ 4 (methanol) สารหนืดสีน้ำตาลเขม 1.72 

ชาพลู   

สวนที่ 1 (hexane) สารหนืดสีเขียวเขม 1.59 

สวนที่ 2 (chloroform1) สารหนืดสีเขียวเขม 2.01 

สวนที่ 3 (chloroform2) สารหนืดสีเขียวเขม 2.77 

สวนที่ 4 (methanol) สารหนืดสีเขียวเขม 1.21 

 

ตารางที่ 4 แสดงเปอรเซ็นตการย้ับย้ังเชื้อรา Cercospora kikuchii ของสารสกัดสมุนไพร 3 ชนิด จำนวน 12 สวน 

กรรมวิธี เปอรเซ็นตการยับย้ัง 

1 ขา (hexane) 100.00 ± 0.00 a 

2 ขา (chloroform) 36.64 ± 1.06 b 

3 ขา (methanol1) -1.71 ±1.68 g 

4 ขา (methanol2) -7.04 ± 2.14 h 

5 กานพล ู(hexane) 100.00 ± 0.00 a 

6 กานพลู (chloroform1) 100.00 ± 0.00 a 

7 กานพลู (chloroform2) 100.00 ± 0.00 a 

8 กานพลู (methanol) 2.22± 0.84 f 

9 ชาพลู (hexane) 20.24 ± 1.43 c 

10 ชาพลู (chloroform1) 7.79 ± 0.64 e 

11 ชาพลู (chloroform2) 15.25± 0.50 d 

12 ชาพลู (methanol) 9.70 ± 0.95 e 
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13 คารเบนดาซิม 100.00 ± 0.00 a 

14 น้ำกลั่น 0.00 ± 0.00 fg 

 F-test ** 

 C.V. (%) 4.6 

หมายเหตุ : ตัวเลขที่ตามหลังดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมแตกตางกันทางสถิติ ใช DMRT ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% 

นำสารสกัดสวนที ่มีประสิทธิภาพในการยับยั ้งเชื ้อรา Cercosporl kikuchii ไดแก ขา (hexane), 

กานพลู (hexane), กานพลู (chloroform1), กานพลู (chloroform2), มาแยกสารกึ่งบริสุทธิ์โดยเทคนิคทีแอล

ซี โดยใชแผน TLC silica gel 60 F254 ไดสารก่ึงบริสุทธิ์แตละชนิดฉาบอยูบนแผนทีแอลซี ดังแสดงในภาพที่ 2 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 เปรียบเทียบ TLC fingerprint ของสารสกัด A. ขา (hexane) B. 

กานพลู (hexane), C. กานพลู (chloroform1), D. กานพลู (chloroform2)  

ด  ว ย ว ั ฏภ าคขอ ง เ หล ว  ( mobile phase)  hexane : ethyl acetate 

(9:1,v/v) ภายใตแสง white light หลังจากทำปฏิกิริยากับน้ำยาทดสอบ p-

anisaldehyde/sulfuric acid 

เม ื ่ อนำแผ น  TLC ด ั งกล  า ว ไปทดสอบบนเช ื ้ อรา  Cercospora kikuchii ด  ว ยว ิ ธ ี  Contact 

bioautography (Dewanjee et al., 2014) พบวาสารสกัดจากขา (hexane) พบตำแหนงสารที ่ออกฤทธิ์

ยับยั ้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercosporl kikuchii ที่ตำแหนง RF 0.17-0.42 กานพลู (hexane) พบที่

ตำแหนง RF 0.25-0.42 กานพลู (chloroform1) พบที่ตำแหนง RF 0.25-0.42 และกานพลู (chloroform2) 

พบที่ตำแหนง RF 0.33-0.42 ดังภาพที่ 3 ซึ่งพบวาตำแหนงที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราจากสารสกัดท้ัง 4 

ชนิด เปนสารกลุม terpenoids ซึ่งยืนยันโดยการสเปรยดวยน้ำยาทดสอบ p-anisaldehyde/sulfuric acid  
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ขา (hexane),  

RF 0.17-0.42 
กานพลู (hexane),  

RF 0.25-0.42 

กานพลู 

(chloroform1),  

RF 0.25-0.42 

กานพลู 

(chloroform2),  

RF 0.33-0.42 

ภาพท่ี 3 ตำแหนงสารสกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii 

 

1.2 ศึกษาชนิดของกลุมสารออกฤทธิ์โดยวิธีการทดสอบทางพฤกษเคมีดวยน้ำยาทดสอบ  

สารสกัดสวนที ่สามารถยับยั ้งเชื ้อรา Cercospora kikuchii จากขา (hexane), กานพลู (hexane), 

กานพลู (chloroform1) และกานพลู (chloroform2) เมื ่อถูกทดสอบดวยวิธีการทางพฤกษเคมีดวยน้ำยา

ทดสอบ พบวาสารก่ึงบริสุทธิ์ท่ีออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii คือ สารกลุม terpenoids ดัง

ตารางที่ 5 

ตารางที่ 5 ผลการทดสอบกลุมสารทางพฤกษเคมีในสารสกัดหยาบขาและกานพลูดวยน้ำยาทดสอบชนิดตางๆ 

กลุมสารพฤกษเคมี 

สารสกัด 

ขา 

(hexane) 

กานพลู 

(hexane) 

กานพลู 

(chloroform1) 

กานพลู 

(chloroform2) 

Alkaloids - - - - 

Flavonoids - - - - 

Phenol/ tannin - - - - 

Saponin - - - - 

Terpenoids/steroids + + + + 

Carbohydrate - - - - 

หมายเหตุ + หมายถึง ใหผล positive, - หมายถึง ใหผล negative 

ผลการทดสอบสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii  ดวยวิธี Contact bioautography 

บนแผน TLC พบวาตำแหนงที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราเปนสารกลุม terpenoids ซึ่งใหผลการทดลอง

ตรงกับการทดสอบกลุมสารทางพฤกษเคมีดวยน้ำยาทดสอบชนิดตางๆ (นพมาศและคณะ, 2554) ท่ีพบสารกลุม 
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terpenoids ในสารสกัดดังกลาว และเมื่อพิจารณา % yield ของสารสกัดหยาบของกานพลู มีคาเทากับ 24.4 

%w/w ซึ่งมากกวา สารสกัดหยาบของขา ที่มีคาเทากับ 3.9 %w/w ดังตารางที่ 1  ผูวิจัยจึงเลือกกานพลูเปน

พืชท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 

ขั้นตอนที่ 2 ศึกษาวิธีการสกัดสารสกัดหยาบพัฒนาเปนสูตรผลิตภัณฑ และทดสอบประสิทธิภาพสูตร

ผลิตภัณฑเพื่อกำหนดอัตราการใช 

2.1 ศึกษาวิธีการสกัดน้ำมันกานพลู 

 การสกัดดอกกานพลูดวยวิธี ultrasonic และ maceration โดยใชเฮกเซน และเอทานอลเปนตัวทำ

ละลาย จะไดสารสกัดหยาบสีน้ำตาลขนเหนียว ในขณะที่การสกัดดวยวิธีกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) จะ

ไดน้ำมันสีเหลืองออน ดังภาพที่ 4 

  

      
A B C D E E 

 

ภาพที ่ 4 สารสกัดหยาบกานพลูที ่ได จากการสกัดดวยว ิธ ี A) การแชในเฮกเซน B) การแชในเอทานอล  

C) การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic ในเฮกเซน D) การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic ในเอทานอล E) การ

กลั่นดวยน้ำ 

  %yield ที่ไดจากการคำนวณดวยสารสกัดหยาบตอตัวอยางบดแหง พบวาวิธีการสั่นสะเทือนดวยคลื่น 

ultrasonic ในเอทานอลไดสารสกัดหยาบมากที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 6 แตไมอาจสรุปไดวาวิธีการสั่นสะเทือน

ดวยคลื่น ultrasonic ในเอทานอลเปนวิธีท่ีดีที่สุด จำเปนตองพิจารณาปริมาณ eugenol ซึ่งเปนสารออกฤทธิ์ จึง

ไดทำการวิเคราะหปริมาณ eugenol ในสารสกัดหยาบดวยเทคนิค Gas chromatography–mass spectrometry 

(GC-MS) (Athar et al, 2013) พบวาน้ำมันกานพูลที่ไดจากวิธีการกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) มีปริมาณ 

eugenol มากที่สุด คือ 849.39 g/ kg (น้ำมันกานพลู) ดังตารางที่ 7 และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณ eugenol ใน

ตัวอยางกานพลูแหงที่ไดจากแตละวิธีพบวา ไมแตกตางกัน ดังตารางที่ 7 นอกจากนี้เม่ือพิจารณาจากกระบวนการ

ผลิตและตนทุนการผลิตแลว วิธีการกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) เปนวิธีที่ไมใชตัวทำละลายจึงมีตนทุนการ

ผลิตต่ำ นอกจากนี้ยังเปนวิธีที่รวดเร็ว และไมเปนพิษตอสิ่งแวดลอม ผูวิจัยจึงเลือกวิธีการกลั่นดวยน้ำ (hydro-

distillation) ในการสกัดน้ำมนักานพลูเพ่ือพัฒนาเปนสูตรผลิตภัณฑสำเร็จรูปในขั้นตอนตอไป  
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ตารางที่ 6 %yield (กรัม/กรัม) ท่ีไดจากการคำนวณดวยสารสกัดหยาบตอตัวอยางบดแหงของแตละวิธีสกัด  

วิธีการสกัด 
คาเฉล่ีย %yield 

(w/w) 

กรรมวิธีท่ี 1 การแช (maceration) อัตรา 10% (w/v) ในเฮกเซน 14.07 

กรรมวิธีท่ี 2 การแช (maceration) อัตรา 10% (w/v) ในเอทานอล 17.24 

กรรมวิธีท่ี 3 การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic อัตรา 10% (w/v) ในเฮกเซน 15.84 

กรรมวิธีท่ี 4 การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic อัตรา 10% (w/v) ในเอทานอล 24.01 

กรรมวิธีท่ี 5 การกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) อัตรา 10% (w/v) 10.98 

 

ตารางที่ 7 ปริมาณ eugenol เฉลี่ยในสารสกัดหยาบ (g/kg) และในกานพลูแหง (mg/g) 

วิธีการสกัด 

ปริมาณ eugenol เฉลี่ยใน 

ในสารสกัด

หยาบ 

ในกานพลู

แหง 

(g/kg) (mg/g) 

กรรมวิธีท่ี 1 การแช (maceration) อัตรา 10% (w/v) ในเฮกเซน 703.89 b 101.72 a 

กรรมวิธีท่ี 2 การแช (maceration) อัตรา 10% (w/v) ในเอทานอล 605.78 c 108.60 a 

กรรมวิธีที่ 3 การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic อัตรา 10% (w/v) 

ในเฮกเซน 

616.58 c 96.25 a 

กรรมวิธีที่ 4 การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic อัตรา 10% (w/v) 

ในเอทานอล 

466.43 d 111.53 a 

กรรมวิธีท่ี 5 การกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) อัตรา 10% (w/v) 849.39 a 93.03 a 

หมายเหตุ : ตัวเลขที่ตามหลังดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมแตกตางกันทางสถิติ ใช DMRT ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% 

2.2 ศึกษาประสิทธิภาพผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา 

Cercospora kikuchii บนอาหารเล้ียงเชื้อ PDA เพื่อกำหนดอัตราการใช 

การผสมปรุงแตงเปนผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู ไดสูตรชนิดน้ำมันเขมขน (Emulsifiable 

Concentrate, EC) จำนวน 3 สูตร ไดแก สูตร A น้ำมันกานพลู 20% w/w EC, สูตร B น้ำมันกานพลู 40% 

w/w EC และสูตร C น้ำมันกานพลู 60% w/w EC ลักษณะทางกายภาพของสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลู ดัง

ตารางที่ 8 โดยผลิตภัณฑทั้ง 3 สามารถละลายน้ำไดดี และมีคา pH อยูในชวงกรดออน ซึ่งเปนชวงที่น้ำมัน

กานพลูคงสภาพมาก 
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ตารางที่ 8 ลักษณะทางกายภาพของสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลู 

สูตรผลิตภัณฑ สีของผลิตภัณฑ การละลายน้ำ (1:10) pH (1%) 

A สีเหลืองใส ละลายน้ำไดดี ใหสีขาวขุน 5.5 

B สีเหลืองใส ละลายน้ำไดดี ใหสีขาวขุน 5.1 

C สีเหลืองใส ละลายน้ำไดดี ใหสีขาวขุน 5.4 

 

ศึกษาการคงสภาพของผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู  

 การคงสภาพของน้ำมันกานพลูเมื่อละลายในตัวทำละลายที่มีสภาพกรด-ดาง ไดแก 1.0M HCl, 

0.1M HCl, 0.01M HCl, 0.001M HCl, H2O, 0.001M NaOH, 0.01M NaOH, 0.1M NaOH และ 1.0M NaOH 

เรียงจากซายไปขวาตามลำดับ สังเกตการเปลี่ยนแปลงในระยะเวลา 0, 1, 3, 7 และ 14 วันโดยชั่งน้ำมันกานพลู 

1 g  ละลายดวยตัวสารละลายกรด-ดาง 4 mL พบวาในสภาวะกรดออน และดางออน น้ำมันกานพลูคงสภาพ

มากกวาในสภาวะกรดแก และดางแก ซึ่งสังเกตจากสีและการเกิดตะกอน ดังภาพท่ี 5 

 
 

ภาพท่ี 5 น้ำมันกานพลู ในตัวทำละลายกรด-ดางที่เวลาตางๆ 

 การคงตัวของ pH ของสูตรผลิตภัณฑ EC (A, B และ C) ที่อุณหภูมิตางๆ คือ 0 องศาเซลเซียส, 

อุณหภูมิหอง (RT), 54 องศาเซลเซียส และ 70 องศาเซลเซียส โดยวิเคราะหทุก 2 วัน จนครบ 14 วัน จากการ

วัดคา pH ของทั้ง 3 สูตร พบวามีแนวโนมเพ่ิมขึ้นจากวันแรกถึงวันท่ี 4 และคงที่ ถึงวันท่ี 14 และทุกอุณหภูมิมี

คา pH ไมแตกตางกัน โดยคา pH มีคาในชวง 5.38-6.91 ซึ่งเปนขวงที่น้ำมันกานพลูคงสภาพดี ดังภาพที่ 6 
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ภาพท่ี 6 คา pH ของผลิตภัณฑ A, B และ C ที่ 0-14 วัน ภายใตอุณหภูมิ 0, RT, 54 และ 70 องศาเซลเซียส 

  

 การคงตัวของสารออกฤทธิ์สูตรผลิตภัณฑโดยหาปริมาณสารออกฤทธิ์ Eugenol กอนอบ และหลังอบ

ที่อุณหภูมิ 54 °C ดวยวิธี GC-MS พบวาปริมาณสารออกฤทธิ์ Eugenol กอนอบ และหลังอบที่อุณหภูมิ 54 °C มี

คาลดลงเล็กนอย ดังตารางที่ 9 

 

ตารางที่ 9 ปริมาณ Eugenol (% w/w) ในผลิตภัณฑ กอนอบ และหลังอบที่อุณหภูมิ 54 °C  

สูตรผลิตภัณฑ ปรมิาณ Eugenol กอนอบ 54 °C (% 

w/w) 

ปรมิาณ Eugenol หลังอบ 54 °C (% 

w/w) 

A 17.7 17.5 

B 35.1 34.5 

C 52.1 50.4 

 การคงตัวของสารออกฤทธิ์ Eugenol ในสูตรผลิตภัณฑ EC (A, B และ C) ที่อุณหภูมิตางๆ คือ 0 องศา

เซลเซียส, อุณหภูมิหอง (RT), 54 องศาเซลเซียส และ 70 องศาเซลเซียส โดยวิเคราะหทุก 2 วัน จนครบ 14 วัน 

จากการวิเคราะหพบวา ปริมาณ Eugenol เปลี่ยนแปลงเล็กนอย จากการศึกษาประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ

สำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

PDA ผลการทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื ้อรา 

Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ดังแสดงในตารางที่ 10 โดยเปรยีบเทียบผลิตภัณฑ จำนวน 3 สูตร 

A, B และ C ที่ความเขมขน 5 อัตรา 0.50, 1.00, 1.50, 2.00 และ 2.50 mg/mL ผลพบวา สูตร B ที่ความเขมขน 

2.00 และ 2.50 mg/mL สามารถยับยั ้งการเจร ิญเติบโตของเช ื ้อรา Cercospora kikuchii ได ถ ึง 93.72% 

เชนเดียวกับสูตร C ที่ความเขมขน 1.00, 1.50, 2.00 และ 2.50 mg/mL ซึ่งมีปริมาณ eugenol อยูในชวง 0.537 

– 1.344 mg/mL (ดังตารางท่ี 10) หมายความวา ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูท่ีมี eugenol ในชวงความ

เขมขนนี้สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii ไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เมื่อคำนวณ

เปนอัตราการใชเทากับ 2.0-2.5 g สูตร B/kg PDA และ 1.0-2.5 g สูตร C/kg PDA ซึ่งไมแตกตางจากคารเบนดา

ซิม ที่ความเขมขน 2.0 g/kg PDA จึงเปนชวงความเขมขนพื้นฐานที่จะนำไปเลือกทดสอบกับเชื้อรา Cercospora 

kikuchii บนเมล็ดถั่วเหลือง และในกระถางปลูกเมล็ดถั่วเหลืองในการทดลองที่ 2 การทดสอบสูตรผลิตภัณฑจาก
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พืชที่มีฤทธิ์ยับยั ้งเชื ้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวง โดยศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุ พืช

เชียงใหม 

 

ตารางที่ 10 ประสิทธิภาพเบื้องตนของสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลูตอการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii บน

อาหารเลี้ยงชื้อ PDA และปริมาณ eugenol ในผลิตภัณฑ 

กรรมวิธี 
eugenol 

(mg/mL) 
เปอรเซ็นตการยับยั้ง 

สูตร A 0.50 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (0.3 g/600 mL PDA) 0.095 6.07 ± 1.94 h 

สูตร A 1.00 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (0.6 g/600 mL PDA) 0.188 24.18 ± 1.08 f 

สูตร A 1.50 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (0.9g/600 mL PDA) 0.282 44.01 ± 5.22 d 

สูตร A 2.00 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (1.2 g/600 mL PDA) 0.377 55.35 ± 2.50 c 

สูตร A 2.50 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (1.5 g/600 mL PDA) 0.470 82.55 ± 1.01 b 

สูตร B 0.50 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (0.3 g/600 mL PDA) 0.192 16.45 ± 1.32 g 

สูตร B 1.00 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (0.6 g/600 mL PDA) 0.378 42.25 ± 1.96 d 

สูตร B 1.50 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (0.9g/600 mL PDA) 0.564 85.35 ± 1.37 b 

สูตร B 2.00 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (1.2 g/600 mL PDA) 0.750 93.60 ± 0.08 a 

สูตร B 2.50 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (1.5 g/600 mL PDA) 0.933 93.72 ± 0.09 a 

สูตร C 0.50 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (0.3 g/600 mL PDA) 0.267 33.99 ± 1.56 e 

สูตร C 1.00 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (0.6 g/600 mL PDA) 0.537 93.72 ± 0.09 a 

สูตร C 1.50 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (0.9 g/600 mL PDA) 0.802 93.72 ± 0.09 a 

สูตร C 2.00 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (1.2 g/600 mL PDA) 1.071 93.72 ± 0.09 a 

สูตร C 2.50 mg/mL ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (1.5 g/600 mL PDA) 1.344 93.72 ± 0.09 a 

Control - 2.83 ± 0.27 hi 

คารเบนดาซมิ 2.0g/kg - 93.72 ± 0.09 a 

น้ำกลั่น - 0.00 ± 0.00 i 

F-test  ** 

C.V. (%)  5.71 

หมายเหตุ : ตัวเลขที่ตามหลังดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมแตกตางกันทางสถิติ ใช DMRT ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% 
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ขั้นตอนท่ี 3 ศึกษาวิธีสกัดและวิธีวิเคราะหสารก่ึงบริสุทธิ์เพื่อใชเปนมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพ  

3.1 ศึกษาวิธีแยกสาร eugenol จากน้ำมันกานพลูดวยเครื่อง Flash Chromatograph 

 ผลการศึกษาระบบตัวทำละลายที่เหมาะสมในการแยกสาร eugenol จากน้ำมันกานพลูดวยเครื่อง Flash 

Chromatograph ดวยตัวทำละลาย 6 ระบบ พบวา เวลาที ่ eugenol ถูกแยกออกแตละระบบตัวทำละลาย

แตกตางกัน ดังตารางที่ 11  

ตารางที่ 11 เวลาที่ eugenol ถูกแยกและเคลื่อนที่ผาน detector  

Solvent system Solvent A Solvent B Time 

System I Petroleum ether 10% v/v Ethyl acetate in petroleum 

ether  

7.687 – 8.353 

System II 

(BUCHI) 

Petroleum ether 20% v/v Ethyl acetate in petroleum 

ether  

5.611 – 6.310 

System III Petroleum ether 40% v/v Ethyl acetate in petroleum 

ether 

4.164 – 4.879 

System IV Hexane 10% v/v Ethyl acetate in hexane 7.409 - 8.008 

System V Hexane 20% v/v Ethyl acetate in hexane 5.745 – 6.261 

System VI Hexane 40% v/v Ethyl acetate in hexane 4.447 - 5.063 

 เมื ่อเปรียบเทียบตัวทำละลาย 2 ชนิด คือ petroleum ether และ hexane พบวา eugenol ถูกแยก

ออกมาที่เวลาไมแตกตางกัน (ตารางที่ 11) แตระบบตัวทำละลายของ hexane สามารถแยก eugenol ออกจาก

สารใกลเคียงไดดี เมื่อพิจารณาปริมาณสัดสวน ethyl acetate ที่เพิ่มข้ึน สงผลใหสัญญาณของ eugenol ออกเร็ว

ขึ้น เนื่องจากโครงสรางของ eugenol ประกอบดวย hydroxyl group (-OH) จึงมีสภาพขั้วเปน polar มากกวา 

petroleum ether (P’0.1) และ hexane (P’0.1) (Snyder, 1978) eugenol จึงแยกออกมาไดเร็วกับระบบตัวทำ

ละลายท่ีมีความเปน polar สูงขึ้นจากสัดสวนของ ethyl acetate (P’4.4) แตการแยกเร็วเกินไปก็ทำใหไมสามารถ

แยกจากสารตัวอื่นไดดีนัก จากตารางที่ 11 system IV – system VI เวลาตางกันไมมาก นอกจากนี้เมื่อพิจารณา

คา absorbance ของ UV (AU) พบวา ระบบที่ VI ใหคาสูงสุดคือ 2.40 (AU)  รองลงมาคือ ระบบที่ V 1.90 (AU) 

และระบบที่ IV 1.50 (AU) ตามลำดับ ดังรูปที่ 12 แต ระบบที่ VI ไมสามารถแยก peak ขางๆออกได ดังนั้น 

system IV (Hex, 10%EtOAc/Hex) จึงเหมาะสมที่สุด และผลการศึกษาอัตราการไหลของระบบตัวทำละลาย โดย

นำ system IV มาศึกษาอัตราการไหล 15, 25 และ 35 mL/min พบวา อัตราการไหล 35 mL/min สารออกเร็ว

ที่สุด ดังตารางที่ 12 และสามารถแยก eugenol ออกจากพีคขางเคียงไดดีที่สุด 
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ตารางที่ 12 เวลาที่ eugenol ถูกแยกและเคลื่อนที่ผาน detector ที่อัตราการไหลตางกัน 

Solvent system Flow rate (mL/min) Time 

System IV 15 9.488 – 10.371 

System IV 25 7.725 – 8.956 

System IV 35 5.380 – 6.861 

 สำหรับผลการพิสูจนความบริสุทธิ์ของ eugenol ของสารที่ไดจากการแยกแตละ fraction ดวยเครื่อง 

GC-MS พบวา ระบบตัวทำละลายทั้ง 6 ระบบ สามารถแยก eugenol ไดมากถึง 99% และระบบที่สามารถแยก 

eugenol ได 100% ไดแก system IV (Hex, 10% EtOAC/Hex) (ตารางที่ 13) นอกจากนี้การวิเคราะหโครงสราง

ทางเคมีของสารที่ไดจากการแยกดวยเทคนิค NMR จะชวยยืนยันตัวตนสารไดอีกทางหนึ่ง โดย 1H NMR สเปกตรัม

ของ eugenol (ใน CDCl3) ของสารที่ไดจากการแยก มีสเปกตรัมตรงกับสารมาตรฐาน eugenol ดังแสดงในภาพที่ 

7 

ตาราง 13 เปอรเซน็ตความบริสุทธของ Eugenol ท่ีไดจากการแยกจากน้ำมันกานพลูดวยระบบตัวทำละลาย 6 

ระบบ 

Solvent system Fraction % Eugenol 

System I F5 99.98 

 F6 99.95 

System II  F4 99.52 

System III  F5 92.42 

System IV F3 100.00 

 F4 99.98 

 F5 96.26 

System V F7 99.87 

 F8 99.95 

 F9 98.83 

 F10 85.13 

System VI F4 99.49 

 F5 99.89 

 F6 99.90 

 F7 79.29 

 F8 24.53 
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ภาพท่ี 7 1H NMR สเปกตรัมของ eugenol (ใน CDCl3) A) สารที่ไดจากการแยก และ B) สารมาตรฐาน 

 

 

 

Molecular formula = C10H12O2 

Molecular weight = 164.20 

Molecular formula = C10H12O2 

Molecular weight = 164.20 
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3.2 ศึกษาวิธ ีวิเคราะหปริมาณสารออกฤทธิ์ eugenol ดวยเทคนิค High Performance Thin Layer 

Chromatography (HPTLC) 

ผลการทวนสอบวิธีวิเคราะห eugenol ในผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู ดวยเทคนิค HPTLC 

ของ Inam et al., 2014 ตรวจวัดดวยเครื ่อง HPTLC ยี่หอ CAMAG ประกอบดวย Linomat5, ACD2, TLC 

scanner 4 และ TLC Visualizer โดยใชแผน TLC ชนดิ HPTLC plate silica gel 60F254 ขนาด 20x10 cm 

(Merck) ที ่ความยาวคลื ่น 282 nm ใช toluene : ethyl acetate : acetic acid (9:1:0.12, v/v/v) เปนวัฏ

ภาคเคลื่อนที่ ปริมาตร 1 µL/spot วิธีวิเคราะหนี้ใหผลการทดสอบดังนี้ 

1. ความสัมพันธเชิงเสนและชวงการวิเคราะห (Linearity and range) 

 วิธีวิเคราะหนี้ใหผลการทดสอบปริมาณ eugenol ที่มีชวงการวัด (range) ในชวงความเขมขน 

200-800 ng/spot ใหคาความเปนเสนตรง (Linearity) ที่ correlation coefficient (r) เทากับ 0.9992 ซึ่ง

เกณฑการยอมรับคา correlation coefficient (r) ≥ 0.995 

2. ความแมนยำ (Precision) 

 การตรวจสอบความแมนยำ (Precision) สำหรับ Repeatability ที่ระดับความเขมขน 280, 500 

และ 750 ng/spot พบวา eugenol ไดคาเฉลี ่ย 36.73, 36.87, 37.03 %W/W ตามลำดับ ส วนเบี ่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) เทากับ 0.65, 0.41, 0.51 ตามลำดับ ความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 1.78, 1.11, 

1.39 ตามลำด ับ และประเมินดวย HORRAT ไดค าเป น 1.16, 0.72, 0.91 ตามลำด ับ สำหรับ Within 

laboratory reproducibility ระดับความเขมขน 280, 500 และ 750 ng/spot พบวา eugenol ไดคาเฉลี่ย 

36.80, 36.53, 37.00 %W/W ตามลำดับ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) เทากับ 0.66, 0.64, 0.51 ตามลำดับ 

ความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 1.80, 1.75, 1.37 ตามลำดับ และประเมินดวย HORRAT ไดคา

เปน 0.77, 0.75, 0.59 ตามลำดับ ดังตารางที่ 14 โดย HORRAT ตองมีคาไมเกิน 1.3 ตามเกณฑพิจารณาของ 

AOAC วิธีวิเคราะห eugenol ใหผลการทดสอบ Precision อยูในเกณฑที่ยอมรบัได 

ตารางที่ 14 ตรวจสอบ Precision ที่ 3 ระดับความเขมขน 

concentration 

Repeatability Within laboratory reproducibility 

280 

ng/spot 

500 

ng/spot 

750 

ng/spot 

280 

ng/spot 

500 

ng/spot 

750 

ng/spot 

mean (%W/W) 36.73 36.87 37.03 36.80 36.53 37.00 

SD 0.65 0.41 0.51 0.66 0.64 0.51 

%RSD 1.78 1.11 1.39 1.80 1.75 1.37 

HORRAT 1.16 0.72 0.91 0.77 0.75 0.59 
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3. ความถูกตอง (Accuracy) 

 ตรวจสอบความถูกตอง (Accuracy) โดยหาคา %recovery พบวา ความเขมขนสารมาตรฐานที่

เติมลงในสารละลายตัวอยางมี 3 ระดับความเขมขน ไดแก 100, 300 และ 500 ng/spot ระดับละ 10 ซ้ำ คา 

%recovery เทากับ 99.65, 101.49, 101.49 ตามลำดับ (ตารางท่ี 15)  ซึ่งอยูในเกณฑการยอมรับที่ 98-102% 

ตามเกณฑพิจารณาสำหรับสารที ่มีปริมาณมากกวา 10% ของ AOAC ดังนั ้นวิธีวิเคราะหนี ้สามารถนำไป

วิเคราะห เปอรเซ็นตสารออกฤทธิ์ไดอยางถูกตอง 

ตารางที่ 15 ตรวจสอบ % recovery ของ eugenol 

No. 

Eugenol (ng/spot) 

Conc. Added (100 ng/spot) Conc. Added (300 ng/spot) Conc. Added (500 ng/spot) 

Mean 

Origin 
Spike 

Recove

ry (%) 

Mean 

Origin 
Spike 

Recovery 

(%) 

Mean 

Origin 
Spike 

Recovery 

(%) 

1 282.77 382.66 99.77 282.77 589.04 101.50 282.77 798.70 101.42 

2 282.77 382.81 99.92 282.77 587.17 100.88 282.77 800.90 101.85 

3 282.77 383.49 100.60 282.77 590.66 102.04 282.77 790.68 99.84 

4 282.77 382.52 99.63 282.77 590.07 101.85 282.77 798.19 101.32 

5 282.77 383.10 100.21 282.77 590.95 102.14 282.77 800.40 101.75 

6 282.77 380.97 98.08 282.77 588.96 101.48 282.77 801.43 101.96 

7 282.77 382.47 99.58 282.77 584.54 100.01 282.77 800.23 101.72 

8 282.77 381.55 98.66 282.77 588.42 101.30 282.77 801.36 101.94 

9 282.77 384.70 101.81 282.77 590.14 101.87 282.77 798.30 101.34 

10 282.77 381.16 98.28 282.77 589.87 101.78 282.77 800.58 101.79 

Mea

n   382.54 99.65   588.98 101.49   799.08 101.49 

SD   1.1200 1.1187   1.9255 0.6382   3.1885 0.6268 

%RS

D   0.2928 1.1226   0.3269 0.6288   0.3990 0.6176 
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3. คา limit of detection (LOD) และ limit of quantitation (LOQ) 

  การศึกษาหาคาความเขมขนต่ำสุดของสารที่สามารถตรวจพบได (limit of detection ; LOD) พบวา 

สามารถตรวจวัดไดที ่ความเขมขน 60 ng/spot และการศึกษาหาคาความเขมขนต่ำสุดของสารที่สามารถ

ตรวจหาปริมาณไดโดยมีความแมน และความเที ่ยงอยูในเกณฑที่ยอมรับได limit of quantitation (LOQ) 

พบวา สามารถตรวจวัดไดที่ความเขมขน 200 ng/spot ผลการวิเคราะหความเขมขนที่แนนอนของ eugenol 

ในสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลู (B) ดวยวิธี HPTLC จำนวน 10 ซ้ำ พบวา ปริมาณ eugenol เฉลี ่ยเทากับ 

36.90 %W/W สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) เทากับ 0.4 ความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 1.1 

 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

การศึกษาสารออกฤทธิ ์ในสารสกัดพืชที ่มีศักยภาพในการยับยั ้งเชื ้อรา Cercospora kikuchii บน

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA จากตัวอยางพืช 20 ชนิด พบวา สารสกัดจากกานพลู (น้ำมันกานพลู) ใหผลดีที่สุด ซึ่งเม่ือ

ทดสอบกลุมสารทางพฤกษเคมีพบวามีสารกลุม terpenoids (eugenol ในน้ำมันกานพลู) โดยวิธีการสกัด

น้ำมันกานพลูที่ดีที่สดุ คือ การกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) และวิจัยผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู 

จำนวน 3 สูตร A (น้ำมันกานพลู 20% W/W EC), B (น้ำมันกานพลู 40% W/W EC) และ C (น้ำมันกานพลู 

60% W/W EC) พบวา สูตร B ที่ความเขมขน 2.00 และ 2.50 mg/mL สามารถยับยั้งการเจริญเจริญเติบโต

ของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ไดถึง 93.72% เชนเดียวกับสูตร C ที่ความเขมขน 

1.00, 1.50, 2.00 และ 2.50 mg/mL และไมแตกตางจากคารเบนดาซิม ที่ความเขมขน 2.0 g/kg เมื่อคำนวณ

เปนอัตราการใชเทากับ 2-2.5 g สูตร B/kg PDA และ 1-2.5 g สูตร C/kg PDA นอกจากนี้การแยกสารออก

ฤทธิ์ในน้ำมันกานพลู (eugenol) โดยเครื่อง Flash chromatograph ดวยตัวทำละลาย hexane และ 10% 

EtOAc/hexane ที่อัตราไหล 35 mL/min ทำใหได eugenol มีความบรสิุทธิ์มากกวา 99% และการทวนสอบ

วิธีวิเคราะหปริมาณ eugenol ในผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู  ดวยเทคนิค HPTLC มีความเหมาะสม 

สามารถใชเปนวิธีวิเคราะหท่ีใหผลถูกตอง และแมนยำ ยอมรับไดตามเกณฑการยอมรับสากล และผลวิเคราะห

ปริมาณ eugenol ในสูตรผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู (B) ไดเทากับ 36.87% W/W แตอยางไรก็ตาม 

กานพลูซึ่งเปนวัตถุดิบหลักในผลิตภัณฑ มีราคาสูง เนื่องจากเปนพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา และนำเขา

จากตางประเทศ จึงเปนเรื่องที่นาสนใจที่จะสงเสริมการปลูกกานพลูในประเทศไทยใหมากขึ้น นอกจากนี้ 

การศกึษาพืชชนิดอ่ืนท่ีมีศักยภาพในการควบคมุโรคศัตรูพืช และมีราคาถูก หาไดงาย ก็เปนงานวิจัยในอนาคตที่

นาสนใจเชนเดียวกัน 
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การทดลองที่ 2 การทดสอบสูตรผลิตภัณฑจากพืชที่มีฤทธิ์ยับยั้งเช้ือรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรค

เมล็ดสีมวง 

Tests of Clove Product Formulations that Inhibits Cercospora kikuchii, Causing Purple 

Seed Disease 

 

วิธีดำเนินการทดลอง 

อุปกรณ 

 1. เมล็ดพันธุถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 

 2. อุปกรณในหองปฏิบัติการสุขอนามัยพืช เชน จานเพาะเชื้อ กระบอกตวง กลองจุลทรรศน  

 3. อาหารเลี้ยงเชื้อ  

 4. อุปกรณสำหรับเพาะความงอกในหองปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ 

วิธีการ 

ขั้นตอนท่ี 1 การทดสอบสูตรผลิตภัณฑจากพืชที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ด

สีมวงในเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

วางแผนการทดลองแบบ  Completely Randomized  Design  (CRD ) จำนวน 4 ซ้ำ 6 กรรมวิธี 

ประกอบดวย  

กรรมวิธีท่ี 1 สูตรผลิตภัณฑจากสารสกัดหยาบกานพลู ความเขมขนที่ 1 

กรรมวิธีท่ี 2 สูตรผลิตภัณฑจากสารสกัดหยาบกานพลู ความเขมขนที่ 2  

กรรมวิธีท่ี 3 สูตรผลิตภัณฑจากสารสกัดหยาบกานพลู ความเขมขนที่ 3  

กรรมวิธีท่ี 4 สูตรผลิตภัณฑจากสารสกัดหยาบกานพลู ความเขมขนที่ 4  

กรรมวิธีท่ี 5 สารคารเบนดาซิม อัตรา 2 กรัม/กิโลกรัม (positive control) 

กรรมวิธีท่ี 6 น้ำกลั่น (negative control) 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1. เตรียมสารสกัดหยาบกานพลูท่ีมีฤทธิ์สูงท่ีสุดในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii ในการ

ทดลองที่ 1 ข้ันตอนที่ 1  

2. หาความเขมขนที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบกานพลูในการยับย้ังเชื้อรา Cercospora kikuchii 

บนเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง 

3. หาความเขมขนที่เหมาะสมของสูตรผลิตภัณฑจากสารสกัดหยาบกานพลูที่ไดจากการทดลองที่1 

ขั้นตอนที่ 2 จำนวน 4 ความเขมขน เปรียบเทียบกับสารยับยั้งเชื้อราคารเบนดาซิม และน้ำกลั่น มาคลุกเมล็ด

พันธุถั่วเหลืองที่เปนโรคเมล็ดสีมวงตามกรรมวิธี โดยเขยาใหเมล็ดถั่วเหลืองคลุกเคลากับสารสกัดจนทั่ว แลวเท

เมล็ดออกมาผึ่งใหแหงสนิทในที่รม เก็บใสกลองพลาสติกทิ้งไว 24 ชั่วโมง สุมตัวอยางเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่ได
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จากแตละกรรมวิธีมาตรวจเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐาน และตรวจหาเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุดวยวิธี 

Blotter method เปนเวลา 7 วัน กรรมวิธีละ 4 ซ้ำ ซ้ำละ 100 เมล็ด  

การบันทึกขอมูล 

1. บันทึกเปอรเซ็นตการการพบเชื้อ Cercospora kikuchii โดยวิธี Blotter method 

  2. บันทึกเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐาน 

 

ขั้นตอนท่ี 2 การทดสอบสูตรผลิตภัณฑจากพืชที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ด

สีมวงในโรงเรือนทดลอง 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 

 วางแผนการทดลองแบบ  Completely Randomized  Design  (CRD ) จำนวน 4 ซ้ำ 6 กรรมวิธี 

ประกอบดวย  

1. น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 20 ml/น้ำ 10 l. 

2. น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 50 ml/นำ้ 10 l. 

3. น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 100 ml/น้ำ 10 l. 

  4. น้ำมันกานพล ู40% w/w EC อัตรา 200 ml/นำ้ 10 l. 

5. สารคารเบนดาซิม อัตรา 2 กรัม/ กิโลกรัม (positive control) 

6. น้ำกลั่น (negative control) 

 1. ปลูกถั่วเหลืองในกระถางในโรงเรือนทดลอง กรรมวิธีละ 10 กระถาง หยอดกระถางละ 3 เมล็ด 

หลังจากปลูก 7 วัน พนสารเคมีปองกันกำจัดแมลงวันหนอนเจาะลำตน ถอนแยกตนถั่วเหลืองใหเหลือกระถาง

ละ 2 ตน หลังจากงอกประมาณ 1 สัปดาห ใสปุยเคมีสูตร 12-24-12 อัตรา 25 กิโลกรัมตอไร ทำการพนสาร

สกัดและสารเคมีตามกรรมวิธี และดูแลรกัษาแปลงตามคำแนะนำของกรมวิชาการเกษตรจนถึงระยะเก็บเก่ียว 

  2. เตรียมสปอรแขวนลอยจากเชื้อรา Cercospora kikuchii ใหมีความหนาแนนของสปอร 105 สปอร

ตอมิลลิลิตร ทำการปลูกเชื้อบนตนถ่ัวเหลือง ในระยะ  R1 (ระยะดอกเริ่มบาน) 

  3. เตรียมสารละลายของสารเคมีปองกันกำจัดโรคพืชและสูตรผลิตภัณฑจากกานพลูตามกรรมวิธี พน

ลงบนตนถั่วเหลือง โดยเริ่มพนตามกรรมวิธีในระยะ R2 (ระยะออกดอกเต็มที่), R3 (ระยะเริ่มติดฝก), R4 (ระยะ

ติดฝกเต็มที่), R5 (ระยะเริ่มติดเมล็ด) และ R6 (ระยะเมล็ดพัฒนาเต็มที่) รวมจำนวน 5 ครั้ง  

 การบันทึกขอมูล 

  1. บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดโรคเมล็ดสีมวงบนเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

  2. บันทึกเปอรเซ็นตการการพบเชื้อ Cercospora kikuchii โดยวิธี Blotter method 

  3. บันทึกน้ำหนัก 100 เมล็ด 

เวลาและสถานที่ดำเนินการทดลอง 

 ระยะเวลาดำเนินการ เริ่มตน ตุลาคม 2562 สิ้นสุด กันยายน 2564 

 สถานท่ีดำเนินการ ศูนยวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม จ. เชียงใหม 
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ผลการทดลองและอภิปราย 

 จากการแยกเชื้อราสาเหตุโรคจากเมล็ดถั่วเหลืองท่ีแสดงอาการเมล็ดสีมวง พบวามีลักษณะทางสัณฐาน

ว ิทยาของเช ื ้อรามีการสร างกานช ูโคน ิเด ียเปนกลุ มส ีดำเข ม โคนิ เด ียต ิดอยู ท ี ่ปลายกานชูโคน ิเดีย 

(conidiophore) มีกานชูโคนิเดียเกิดบนสวนที่เรียกวา stroma กานเดี่ยวๆ ไมแตกกิ่งกาน สีน้ำตาลเหลืองที่

สวนฐาน สีจะคอยจางลงจนสีออนใส มีการสรางรงควัตถุสีมวงจนถึงแดงบนอาหาร PDA เกิดจากเชื้อราสราง

สารพิษ cercosporin ในสายพันธุที่มีความรุนแรงในการกอโรค (ณัฐพงษ และคณะ, 2553)  

 จากการเตรียมสารสกัดหยาบจากกานพลูดวยวิธีการกลั่นดวยน้ำ (hydro distillation) พบวาสารสกัด

หยาบน้ำมันกานพลูมีลักษณะใส สีเหลืองออน ไดเปอรเซ็นตผลผลิต (%yield) เทากับ 10.25% w/w และ

ศึกษาความเขมขนของสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูที่เหมาะสมในการยับยั้งเชื้อรา C. kikuchii ในเมล็ดพันธุถั่ว

เหลือง โดยนำสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูมาคลุกเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่เปนโรคเมล็ดสีมวง พบวาสารสกัด

หยาบน้ำมันกานพลูที่อัตรา 4.0 และ 5.0 กรัมตอกิโลกรัมเมล็ด มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคนอยที่สุดเทากับ 8.00 

เปอรเซ็นตแตกตางจากอัตราอื่น ๆ อยางมีนัยสำคัญทางสถิติและมีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐาน เทากับ 25 

และ 29 เปอรเซ็นตตามลำดับ ซึ่งเมื่อเทียบกับชุดที่คลุกดวยน้ำกลั่น สารยับยั้งเชื้อราคารเบนดาซิม และเอทา

นอล 50 เปอรเซ็นตมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคมากที่สุด (99.5, 99.5 และ 98.0 เปอรเซ็นตตามลำดับ) และมี

เปอรเซ็นตความงอกมาตรฐาน เทากับ 96, 96 และ 98 เปอรเซ็นตตามลำดับ (ตารางที่ 1) สอดคลองกับ

การศกึษาของ Carmello และ Carlos (2018) พบวาการคลุกเมล็ดพันธุดวยสารสกัดจากกานพลูและอบเชย มี

ผลทำใหการงอกของเมล็ดพันธุผักกาดหอมลดลง และอัญฑิกา (2552) พบวาการเคลือบเมล็ดพันธุถั่วเหลือง

ดวยสารยูจีนอลที่มีระดับความเขมขนมากกวา 1 เปอรเซ็นตจะมีผลทำใหความงอกของเมล็ดพันธุถั่วเหลือง

ลดลง แตก็ทำใหลดการปนเปอนของเชื้อราได สารคารเบนดาซิมเปนสารปองกันกำจัดเชื้อราที่ใชในการฉีดพน

เพ่ือยับย้ังการเกิดโรคเมล็ดสีมวงในระยะเริ่มติดฝกและระยะเริ่มติดเมล็ด ตามคำแนะนำของกรมวิชาการเกษตร 

จึงไมเหมาะสมที่จะนำมาคลุกเมล็ดเพ่ือยับยั้งโรคเมล็ดสีมวง  

 1. อัตราของสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลูที่เหมาะสมในการยับยั้งเชื้อรา C. kikuchii สาเหตุโรคเมลด็สี

มวงในเมล็ดพันธุถั่วเหลือง จากการคลุกเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่เปนโรคเมล็ดสีมวงดวยน้ำมันกานพลู 40% w/w 

EC พบวา น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 53.57 กรัมตอกิโลกรัมเมล็ด มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคนอยที่สุด 

(4 เปอรเซน็ต) มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไมมีน้ำมันกานพลู 40% w/w EC 

สอดคลองกับการศึกษาของ ปยฉัตร และคณะ (2553) ที่พบวาน้ำมันหอมระเหยจากกานพลูมีประสิทธิภาพใน

การควบคุมเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุขาวโพดเลี้ยงสัตวไดอยางมีประสิทธิภาพเมื่อเปรียบเทียบกับแคปแทน 

สำหรับการคลุกเมล็ดดวยสูตร EC ไมมีน้ำมันกานพลูและสูตรสารยับย้ังเชื้อราคารเบนดาซิมมีเปอรเซ็นตการเกิด

โรคมากที่สุด (100 เปอรเซ็นต) เมื่อศึกษาเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานพบวา ทั้ง 8 กรรมวิธีมีความแตกตาง

กันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยกรรมวิธีที่คลุกเมล็ดพันธุดวยน้ำเปลามีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานสูงที่สุด 

เทากับ 98 เปอรเซ็นต ในขณะที่กรรมวิธีที่คลุกเมล็ดดวยน้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 53.57 กรัมตอ

กิโลกรัมเมล็ดมีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานเทากับ 94 เปอรเซ็นต น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 35.71 

กรัมตอกิโลกรัมเมล็ด มีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานนอยที่สุด เทากับ 87 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 2) 
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 2. ทดสอบสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลูที ่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา C. kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงใน

โรงเรือนทดลองภายหลังการพนสารเคมีปองกันกำจัดเชื้อราและน้ำมันกานพลู 40% w/w EC ตามกรรมวิธี 

เก็บเกี่ยวและปรับปรุงสภาพเมล็ดพันธุ นำเมล็ดถั่วเหลืองมาหาเปอรเซ็นตการเกิดโรค และคุณภาพเมล็ดพันธุ 

พบวา การฉีดพนดวยน้ำมันกานพลู 40% w/w EC ที่อัตรา 200 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตรมีความแตกตางกัน

อยางมีนัยสำคัญกับการฉีดพนดวยน้ำมันกานพลู 40% w/w EC ที่อัตรา 20 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตรและน้ำ

กลั่น แตไมมีความแตกตางกับการฉีดพนดวยสารคารเบนดาซิม โดยมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเมล็ดสีมวงนอย

ที่สุด เทากับ 4.25 เปอรเซ็นต รองลงมาคือฉีดพนดวยอัตรา 100 และ 50 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร ซึ ่งมี

เปอรเซ็นตการเกิดโรคเมล็ดสีมวง 5.38 และ 5.56 เปอรเซ็นตตามลำดับ (ตารางที่ 3) สอดคลองกับการศึกษา

ของ Kishore et al. (2007) ที ่พบวาการฉีดพนน้ำมันกานพลูทางใบสามารถลดการรุนแรงของโรคได เมื่อ

พิจารณาถึงเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานของเมล็ดพันธุพบวาตนถ่ัวเหลืองที่ไดรบัการฉีดพนดวยน้ำมันกานพลู 

40% w/w EC อัตรา 20, 50 และ 100 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร ฉีดพนดวยสารคารเบนดาซิมอัตรา 30 กรัมตอ

น้ำ 20 ลิตร และฉีดพนดวยน้ำเปลา ใหผลความงอกมาตรฐานอยูในชวง 94-97 เปอรเซ็นต มีเพียงการฉีดพน

ดวยน้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 200 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร ที่มีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานนอย

ที่สุด เทากับ 83 เปอรเซ็นตและทั้ง 6 กรรมวิธีเมล็ดพันธุมีความแข็งแรงโดยการเรงอายุไมแตกตางกัน อยู

ในชวง 70-79 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3) 

 

ตารางที่ 1 เปอรเซ็นตการพบเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและเปอรเซ็นตความงอก

มาตรฐานเมล็ดพันธุถั่วเหลืองท่ีคลุกดวยสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลอูัตราตางๆ 

สูตรผลิตภัณฑ การตรวจพบเชื้อรา 

(%) 

ความงอกมาตรฐาน 

(%) 

สารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูอัตรา 0.5 กรัม/1 กก.เมล็ด 9.5±1.0 bc 54 ± 3.56 b 

สารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูอัตรา 1.0 กรัม/1 กก.เมล็ด 10.5±0.5 bc 54 ± 3.77 b 

สารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูอัตรา 2.0 กรัม/1 กก.เมล็ด 11.0±1.0 b 50 ± 3.16 b 

สารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูอัตรา 3.0 กรัม/1 กก.เมล็ด 11.0±1.0 b 34 ± 3.74 c 

สารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูอัตรา 4.0 กรัม/1 กก.เมล็ด 8.0±0.0 c 25 ± 1.89 d 

สารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูอัตรา 5.0 กรัม/1 กก.เมล็ด 8.0±0.8 c 29 ± 3.59 cd 

น้ำกลั่น 99.5±0.5 a 96 ± 0.82 a 

คารเบนดาซมิ 99.5±0.5 a 96 ± 1.15 a 

 50% เอทานอล  98.0±0.8 a 98 ± 0.50 a 

F-test ** ** 

C.V. (%) 3.77 9.38 

คาเฉลี่ยในสดมภเดียวกันที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99%

จากการทดสอบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
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ตารางที่ 2 เปอรเซ็นตการพบเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและเปอรเซ็นตความงอก

มาตรฐานเมล็ดพันธุถั่วเหลืองท่ีคลุกดวยน้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตราตางๆ 

สูตรผลิตภัณฑ การตรวจพบเชื้อรา (%) ความงอกมาตรฐาน 

(%) 

น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 10.0 กรัม/1 กก.เมล็ด 27.00 ± 0.58 c 92 ± 0.96 bcd 

น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 14.28 กรัม/1 กก.เมลด็ 16.50 ± 0.50 d 93 ± 2.36 abcd 

น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 25.0 กรัม/1 กก.เมล็ด 8.50 ± 0.00 e 91 ± 2.38 cd 

น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 35.71 กรัม/1 กก.เมลด็ 7.00 ± 0.5 f 87 ± 2.08 d 

น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 53.57 กรัม/1 กก.เมลด็ 4.00 ± 0.58 g 94 ± 0.82 abc 

สูตร EC ไมมีน้ำมันกานพล ู 100.00 ± 0.0 a 93 ± 2.22 abcd 

คารเบนดาซิม  

อัตรา 2 กรัม/1 กก.เมลด็ 
98.50 ± 0.0 b 97 ± 1.29 ab 

น้ำกลั่น 100.00 ± 0.5 a 98 ± 0.82 a 

F-test ** ** 

C.V. (%) 1.86 3.76 

คาเฉลี่ยในสดมภเดียวกันที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99%จากการทดสอบ

คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 

 

ตารางที่ 3 เปอรเซ็นตการพบเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและเปอรเซ็นตความงอก

มาตรฐานเมล็ดพันธุถั่วเหลืองเมื่อพนดวยน้ำมันกานพลู 40%w/w EC ในอัตราตางๆ ในสภาพแปลง

ทดลอง 

อัตราการฉีดพน การเกิดโรค 1/ 

(%) 

ความงอก 1/  

(%) 

ความ

แข็งแรง 

(%) 

20 มล. ตอน้ำ 10 ลิตร  7.38±1.52 bc 94±0.4 a 79±1.4 

50 มล. ตอน้ำ 10 ลิตร 5.56±1.16 ab 96±0.6 a 77±0.2 

100 มล. ตอน้ำ 10 ลิตร 5.38±1.14 ab 96±0.4 a 75±1.6 

200 มล. ตอน้ำ 10 ลิตร 4.25± 0.90 a 83±1.7 b 70±0.5 

คารเบนดาซิม 30 กรัมตอน้ำ 20 ลิตร  6.44±1.38 ab 97±0.4 a 78±2.1 

น้ำ 9.63±2.02 c 96±0.6 a 77±1.5 

F-test ** ** ns 

C.V. (%) 23.0 3.9 13.9 
1/ คาเฉลี่ยในสดมภเดียวกันที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมมคีวามแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99%จากการทดสอบ

คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
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สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 การคลุกเมล็ดดวยสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดสีมวง แต

ไมเหมาะสมที่จะนำมาคลุกเมล็ด เนื่องจากน้ำมันกานพลูมีผลตอการงอกของเมล็ดพันธุ สอดคลองกับรายงาน

ของ Bainard et al. (2006) รายงานวาน้ำมันกานพลูมีผลในการยับยั้งการเจริญของตนกลาและเมมเบรนถูก

ทำลาย เม่ือนำมาทำเปนสูตรผลิตภัณฑชนิดน้ำมันเขมขนแบบของเหลวที่ผสมเปนเนื้อเดียวกัน (EC) 40% w/w 

EC อัตรา 50 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร ในการฉีดพนในแปลงผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลืองสามารถลดการเกิดโรค

เมล็ดสีมวงไดใกลเคียงกับการฉีดพนดวยสารคารเบนดาซิมและไมมีผลตอการงอกของเมล็ด จึงนาจะเปนอีก

แนวทางเลือกหนึ่งที่จะสามารถนำมาใชทดแทนสารเคมีปองกันกำจัดเชื้อราได 

 

การทดลองที่ 3 การศึกษาการใชแสงยูวีตอการกำจัดเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุ และผลตอคุณภาพของ

เมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

The Study of the Use of UV for Control of Seed-borne Fungi and Affecting Soybean Seed 

Quality 

 

วิธีดำเนินการทดลอง 

อุปกรณ  

1. เมล็ดพันธุถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 

2. อุปกรณในหองปฏิบัติการสุขอนามัยพืช เชน จานเพาะเชื้อ กระบอกตวง กลองจุลทรรศน ตูปลอดเชื้อ 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อ 

4. หลอด UV-C (Philips, 20W/C)  

5. อุปกรณสำหรับเพาะความงอกในหองปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ 

วิธีการ 

 วางแผนการทดลองแบบ CRD ประกอบดวย 8 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซ้ำ ดังน้ี  

 กรรมวิธีที่ 1 เมล็ดพันธุไดรับแสง UV-C เปนเวลา 1 นาที 

     กรรมวิธีที่ 2 เมล็ดพันธุไดรบัแสง UV-C เปนเวลา 5 นาที 

  กรรมวิธีที่ 3 เมล็ดพันธุไดรับแสง UV-C เปนเวลา 10 นาที 

  กรรมวิธีที่ 4 เมล็ดพันธุไดรับแสง UV-C เปนเวลา 20 นาที 

  กรรมวิธีที่ 5 เมล็ดพันธุไดรับแสง UV-C เปนเวลา 30 นาที 

  กรรมวิธีที่ 6 เมล็ดพันธุไดรับแสง UV-C เปนเวลา 45 นาที 

  กรรมวิธีที่ 7 เมล็ดพันธุไดรับแสง UV-C เปนเวลา 75 นาที 

  กรรมวิธีที่ 8 เมล็ดพันธุไมไดรบัแสง UV-C (ชุดควบคุม) 
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วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1. ติดตั้งหลอดไฟ UV-C ในตูกระจกกันแสง UV ทั้งดานบน และดานขาง 2 ดาน  

2. เตรียมเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่ไมเปนโรคปริมาณ 1 กิโลกรัม โดยการนำเมล็ดถั่วเหลืองฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวย 

10% Clorox นาน 10 นาที แลวลางออกดวยน้ำนึ่งฆาเชื้อ 3 ครั้ง นำเมล็ดมาแชในสารแขวนลอยสปอร

เชื ้อราแตละชนิดไดแก Cercospora kikuchii, Phomopsis sp., Fusarium sp., Aspergillus niger 

ความเขมขน 105 สปอรตอเชื้อตอมล. ในอัตราสวนปริมาตรเชื้อ 1 มล./10 เมล็ด นาน 2 ชั่วโมง ผึ่งเมล็ด

ใหแหงในที่ปลอดเชื้อ 

3. นำเมล็ดพันธุที่คลุกเชื้อและไมคลุกเชื้อไปรับแสง UV-C ตามกรรมวิธีตางๆ นำไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส  

4. สุมตัวอยางเมล็ดพันธุถั่วเหลือง มาตรวจเชื้อราดวยวิธีเพาะเมล็ดบนกระดาษชื้น (blotter method) สุ

มเมล็ดพันธุ นําไปเพาะบนกระดาษชื้นโดยใชกระดาษเพาะความงอก จํานวน 3 แผน นําไปจุมน้ำกลั่นที่

ปราศจากเชื้อใหชุม แลววางบนจานเลี้ยงเชื้อ (ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร) นําเมล็ดถ่ัวเขียววาง

ในจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว จํานวน 10 เมล็ด/ 1 จานเลี้ยงเชื้อ จํานวน 4 ซ้ำ ซ้ำละ 100 เมล็ด นําไปบ

มเชื้อที่อุณหภูมิ (28±2 องศาเซลเซียส) ภายใตแสง NUV 12 ชั่วโมง สลับกับความมืด 12 ชั่วโมง เปนเว

ลา 7 วัน จากนั ้นนํามาตรวจหาชนิดและปริมาณของเช ื ้อราที ่เจร ิญบนเมล็ดภายใตกลอง stereo 

microscope ทําการจําแนกชนิดเชื้อราแตละชนิดภายใตกลอง compound microscope  

5. ตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ ไดแก 

  - ความงอกมาตรฐาน (standard germination) ทำการเพาะเมล็ดถั่วเขียวโดยวิธีระหวาง

กระดาษ (Between paper, BP) จำนวน 100 เมล็ดตอซ้ำ ทั ้งหมด 4 ซ้ำ บมในหองเพาะความงอก

อุณหภูมิสลับที่ 20 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 16 ชั่วโมง สลับกับอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 8 ชั่วโมง 

ประเมินความงอกท่ีอายุ 7 วัน (ISTA, 2020) 

  - ความแข็งแรงของเมล็ดพันธุโดยวิธีการเรงอายุ (accelerated aging test; AA test) นำ

เมล็ดไปเรงอายุที่อุณหภูมิ 41±0.3 องศาเซลเซียส ในตูควบคุมอุณหภูมิแบบชื้นคงที่ เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

ความชื้นสัมพัทธรอยละ 98±2% จำนวน 100 เมล็ดตอซ้ำ เมื่อครบกำหนด นำเมล็ดไปเพาะความงอกตาม

วิธีการทดสอบความงอกมาตรฐาน 

การบันทึกขอมูล 

- คำนวณเปอรเซ็นตเมล็ดติดเช้ือโดยวิธี Blotter method 

- เปอรเซ็นตความงอกความงอกมาตรฐาน (standard germination)  

- เปอรเซ็นตความแข็งแรงโดยวิธีการเรงอายุ (accelerated aging test)   

เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลาดำเนินการ เริ่มตน ตุลาคม 2561 สิ้นสุด กันยายน 2563  

สถานท่ีดำเนินการ ศูนยวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก ตำบลวังทอง อำเภอวังทอง จังหวัดพิษณุโลก 
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ผลการทดลองและอภิปราย 

 การออกแบบและติดตั้งตูยูวีเพ่ือใชทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อราบนผิวเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและ

ผลตอคุณภาพเมล็ดพันธุ โดยการใชหลอดยูวีจำนวน 10 หลอด โดยติดต้ังผนังดานขางละ 3 หลอดและดานบน 

4 หลอด เพื่อใหแสงยูวีซีกระจายไดทั่วตู ซึ่งอยูในชวงของ Short-wave UV (UV-C) (200-280 nm) และจาก

การเตรียมเชื้อรา Cercospora kikuchii, Phomopsis sp., Fusarium sp., Aspergillus niger เริ่มตนสำหรับ

การคลุกเมล็ดโดยนำมาเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณในอาหารวุน PDA  ในจานเลี้ยงเชื้อซึ่งบมไวที่อุณหภูมิประมาณ 

25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนำเชื้อรามาลางดวย tween 80 ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ในน้ำ

กลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว ขูดผิวหนาใหสปอรและเสนใยแขวนลอยในน้ำ นำไปใสหลอดทดลอง กรองสปอรและเสน

ใยเชื้อราดวยผาขาวบาง จากนั้นนำไปเขยาดวยเครื่องเขยาเพื่อใหสปอรของเชื ้อราแขวนลอยในน้ำ นำสาร

แขวนลอยโคนิเดียที่ไดไปตรวจนับปรับระดับความเขมขนใหได 106 สปอร/มิลลิลิตร ดวย tween 80 ความ

เขมขน 0.1 เปอรเซ็นตที่นึ่งฆาเชื้อแลวนำไปคลุกเมล็ดพันธุถั่วเหลืองตอไป 

ผลของแสงยูวีซีตอการควบคุมโรคท่ีติดมากับเมล็ดพันธุถั่วเหลือง  

 นำเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่ไมเปนโรค จำนวน 1 กิโลกรัมใสในถาดอะลูมิเนียม เตรียมโดยการนำเมล็ดถ่ัว

เหลืองฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวย 10% Clorox นาน 10 นาที แลวลางออกดวยน้ำนึ่งฆาเชื้อ 3 ครั้ง นำเมล็ดมาแชใน

สารแขวนลอยสปอร  เช ื ้อราแต ละชน ิดได แก   Cercospora kikuchii, Phomopsis sp., Fusarium sp., 

Aspergillus niger ความเขมขน 105 สปอรตอเชื้อตอมล. ในอัตราสวนปริมาตรเชื้อ 1 มล./10 เมล็ด นาน 2 

ชั่วโมง ผึ่งเมล็ดใหแหงในที่ปลอดเชื้อจากนั้นใหไดรับแสง UV-C ตามกรรมวิธีตางๆ นำไปบมที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส สุมตัวอยางเมล็ดพันธุถั่วเหลือง มาตรวจเชื้อราโดยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น พบวาเมล็ดพันธุยังคง

มีเชื้อราเจริญอยูบนผิวเมล็ด (ภาพที่ 1) ทั้งนี้เนื่องจากเมล็ดพันธุมีปริมาณเชื้อจำนวนมากจากการนำสปอรเชื้อ

ราไปคลุกแตในความเปนจริงเมล็ดพันธุที ่เก็บเกี่ยวจากแปลงผลิตไมไดมีจำนวนเชื้อปริมาณมาก จึงทำการ

ทดสอบเมล็ดพันธุที่เก็บเกี่ยวจากแปลงที่ปลูกในชวงฤดูฝนมารับแสงในตูยูวีซีตามกรรมวิธีที่ศึกษาที่เวลาตางๆ 

พบวามีเชื้อราหลายชนิดที่เจริญบนผิวเมล็ดพันธุ โดยสามารถแบงเปน 2 กลุมไดแก เชื้อสาเหตุโรคเมล็ดพนัธุที่

สำคัญไดแก เชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวง และเชื้อรา Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ด

เนาโฟมอปซิส และกลุมเชื้อราทั่วไปและและเชื้อราในโรงเก็บ ไดแก Aspergillus flavus, Aspergillus niger 

และ Cladosporium sp. ซึ ่ งแสงย ูว ีซ ีม ีประส ิทธ ิภาพสามารถย ับย ั ้ งเช ื ้อรา Aspergillus flavus และ 

Aspergillus niger ไดดีเมื่อไดรับแสงยูวีซีเปนเวลา 10 นาทีขึ้นไป ในขณะที่แสงยูวีซีไมสามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุ

โรคเมล็ดพันธุ Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. และเชื ้อราทั ่วไปที ่พบในแปลง ไดแก เชื ้อรา 

Cladosporium sp. ซึ่งพบเปนจำนวนมากที่สุดถึง 88 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 1) ซึ่งเชื้อรา Cladosporium sp. 

เปนราที ่พบแพรกระจายอยู ท ั ่วไป พบในพืชทุกชนิด รา และเศษซากพืช ซึ ่งราชนิดนี ้มีล ักษณะเปนรา 

secondary invaders หรอืเปนสาเหตุโรคท่ีแยกไดจากใบพืชและแยกไดมากที่สุดในอากาศ เน่ืองจากราชนิดนี้

มีสปอรขนาดเล็ก เกิดอยูบนกานชูสปอรที่แตกกิ่งกาน จึงทำใหรามีปริมาณมากและสามารถแพรกระจายไปได

ในระยะที่ไกลมาก มีบางชนิดที่เปนสาเหตุโรคพืชทำใหเกิดโรคใบจุด ใบไหม (Schubert K and Braun U, 

2005) หรือบางชนิดเปนปรสิตเจริญอยูบนราชนิดอื่นและมีอีกหลายชนิดที่เปน endophyte เปนราที่อาศัยอยู
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ในเนื้อเยื่อของพืชและสามารถเจริญเติบโตไดดีโดยไมทำใหใหเกิดโรคหรือการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาที่

ผิดปกติแกพืชชนิดนั้นๆ การท่ีแสงยูวีซีไมสามารถกำจัดเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดพันธุเหลานี้ไดเนื่องจากเชื้อจะเขาไป

ภายในเปลือกหุมเมล็ดและเขาทำลายเอมบริโอซึ่งแสงยูวีซีอาจจะแทรกซึมเขาไปไมถึงจึงทำใหไมสามารถกำจัด

เชื้อเหลานี้ สอดคลองกับรายงานการวิจัยกลาววาระดับที่ทำลายเชื้อโรคขึ้นอยูกับความหนาแนนของแสงยูวีที่

ไดรับ ระยะหางระหวางแหลงกำเนิดแสงและตัวอยางที่ไดรับแสง ความลึกในการแทรกซึมของแสงยูวีซีซึ่งเปน

คุณสมบัติที่สำคัญมาก และขอจำกัดของแสงยูวีในการแทรกซึมผานวัตถุ (ยกเวนนํ้าและของเหลวบางชนิด) 

เพราะผิวชั้นนอกของวัตถุจะดูดซับรังสีเอาไวและอันตรายจากรังสีตางๆ แตอยางไรก็ตามในการทดลองครั้งนี้

พบวาแสงยูวีซีสามารถลดปริมาณเชื้อ Aspergillus flavus, Aspergillus niger ไดสูงสุดถึง 80 เปอรเซ็นต ซึ่ง

เปนเชื้อราที่เขาทำลายเมล็ดขณะเก็บรักษาอยูได ซึ่งจะทำใหเมล็ดพันธุเกิดความเสียหาย ลดความงอกของ

เมล็ด เพราะเชื้อเขาทำลายคัพภะ และเกิดจากเมล็ดมีอัตราการหายใจเพิ่มสูงขึ้น นอกจากนี้เชื้อราในโรงเก็บ 

Aspergillus flavus บางสายพันธุสามารถสรางสารพิษ aflatoxin ซึ่งเปนอันตราย ดังนั้นการใชแสงยูวีซีจึง

สามารถลดปริมาณเหลานี้ได ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยรายงานวาแสง UV-C ที่ระดับ 35 และ 54 mJ cm-2 

สามารถควบคุมเชื้อในโรงเก็บที่สรางสารพิษ เชน Aspergillus flavus และ Aspergillus fumigatus (Green 

et al., 2004) นอกจากนี้มีรายงานการนำแสงยูวีซีมาประยุกตใชในผลิตผลทางการเกษตรหลังการเก็บเกี่ยว

จำนวนมาก เชน การใชรังสี UV-C ควบคุมโรคราแปงท่ีเกิดจากเชื้อ Podosphaera aphanis ในสตอเบอรี่โดย

นำเชื้อใหไดรับรังสี UV-C ในปริมาณ 20.6 µW cm-2 เปนเวลา 60 วินาที และตามดวยสภาวะไรแสง 4 ชั่วโมง 

พบวาสามารถยับยั้งเชื้อไดรอยเปอรเซ็นต (Janisiewicz et al., 2016) และมีการใชรังสี UV-C ในการควบคุม

เชื้อ Monilinia fruticola ในลูกแพร ที่ระดับ 5 kJ m-2 โดยมีผลยับยั้งการงอกของสปอรรวมทั้งยังสงเสริม

ก ิจกรรมของเอนไซม   phenylalanine ammonia lyase, β-1 ,3-glucanase, superoxide dismutase, 

catalase และ glutathione reductase ซ ึ ่ ง เอนไซม  เหล าน ี ้ ม ีผลต อการสะสมของสาร flavonoids, 

phytoalexins และสารประกอบฟโนลิกซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได (Li et al., 2010)  

ผลของแสงยูวีซีตอคุณภาพเมล็ดพันธุถั่วเหลือง  

 จากการทดสอบประสิทธิภาพตูใหแสงยูวีซีตอคุณภาพเมล็ดพันธุถั่วเหลือง ไดแก ความงอกมาตรฐาน

และความแข็งแรงดวยวิธีการเรงอายุเมื่อไดรับแสงที่เวลาตางๆ กันพบวาแสงยูวีซีไมมีผลใหคุณภาพเมล็ดพันธุ

ลดลง โดยมีความงอกและความแข็งแรงไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยเมล็ดพันธุที่ไดรับแสงยูวีซีที่

เวลาตางๆ มีความงอกมาตรฐาน 65-77 เปอรเซ็นต สวนเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่ไมไดรับแสงยูวีมีความงอก 71 

เปอรเซ็นต มีคาความแข็งแรงอยูระหวาง 50-61 เปอรเซ็นต ขณะที่เมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่ไมไดรับแสงยูวีมีความ

แข็งแรงเทากับ 60 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 2) แสดงใหเห็นวาเมล็ดพันธุที ่ไดรับแสงยูวีซีมีความงอกและความ

แข็งแรงใกลเคียงกับเมล็ดพันธุที่ไมไดรับแสงยูวีซี อยางไรก็ตามเมล็ดที่ไดรับการแสงยูวีซีมีความงอกมีแนวโนม

สูงขึ้น ผลการทดลองนี้สอดคลองกับรายงานท่ีศึกษาในเมล็ดพันธุพืชอื่นหลายชนิด เชน ถั่วเหลือง ขาวสาลี และ

ทานตะวัน  (Pournavab et al., 2019) ซึ่งเมล็ดเหลานี้เมื่อผานการไดรับแสงยูวีซีมีความงอกไมแตกตางกัน

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับเมล็ดที่ไมไดรับแสงยูวีซี ซึ่งความออนไหวของเนื้อเยื่อพืชตอการไดรับแสงยูวีซี

แตกตางกันอยางมีนัยสำคัญตามสรีรวิทยาของพืช องคประกอบ และความหนาของชั้นเนื้อเยื่อพืช ซึ่งแสงยูวซีี
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สามารถกระตุนระบบตานทานอนุมูลอิสระดวยเอนไซมและไมใชเอนไซมเพื่อตอบสนองความเครียดในพืชที่

แตกตางกันเมื่อไดรับแสงยูวิซีในระดับตางๆกัน นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชแสงยูวีซีในเมล็ดพันธุ ถั ่วลิสง 

พบวาสามารถกระตุนความงอก ความแข็งแรงของตนกลา ผลผลิต เมื่อไดรับแสงยูวีซีนานกวา 60 นาทีเมื่อ

เทียบกับเมล็ดพันธุชุดควบคุมที่ไมไดรับแสงยูวีซี (Neelamegam and Sutha, 2015) 

 

ตารางที่ 1 ผลของระยะเวลาการไดรับแสงยูวีซีของเมล็ดพันธุถั่วเหลืองตอการยับย้ังเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุ 

ระยะเวลาที่

ไดรับแสง 

(นาท)ี 

เปอรเซ็นตเชื้อที่พบ 

Aspergillus 

flavus 

Aspergillus 

niger 

Cladosporium 

sp. 

Cercospora 

kikuchii 

Phomopsis 

sp. 

0  10 6 83 38 1 

1 7 6 86 38 2 

5 6 3 87 42 1 

10 2 3 78 39 1 

20 3 3 78 40 3 

30 3 3 87 40 2 

45 3 3 80 40 2 

75 3 2 88 43 1 

 

ตารางที่ 2 ผลของระยะเวลาการไดรับแสงยูวีซีตอคุณภาพเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

ระยะเวลาที่ไดรับแสง 

(นาท)ี 

คุณภาพเมล็ดพันธุ 

ความงอกมาตรฐาน (%) ความแข็งแรงโดยวิธีเรงอายุ 

(%)1/ 

0 71 62 

1 73 60 

5 72 55 

10 72 56 

20 69 57 

30 65 61 

45 70 63 

75 77 54 

Mean 71 57 

F-test ns ns 

CV (%) 1.97 2.88 
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ภาพท่ี 1 ผลของแสงยูวีซีตอการควบคุมเชื้อราบนผิวเมล็ดพันธุ 
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สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพใหแสงยูวีซีกับเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองที่เก็บมาจากแปลงปลูกในชวงฤดูฝนตอ

การใชควบคุมโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุและผลตอคุณภาพเมล็ดพันธุ พบวาแสงยูวีซีมีประสิทธิภาพสามารถ

ยับยั ้งเชื้อรา Aspergillus flavus และ Aspergillus niger ไดดีเมื่อไดรับแสงยูวีซีเปนเวลา 10 นาทีขึ ้นไป 

ในขณะที่แสงยูวีซีไมสามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดพันธุ Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. แต

อยางไรก็ตามแสงยูวีซีไมมีผลใหคุณภาพเมล็ดพันธุลดลง โดยมีความงอกและความแข็งแรงไมแตกตางกันอยางมี

นัยสำคัญทางสถิติ โดยเมล็ดพันธุที่ไดรับแสงยูวีซีที่เวลาตางๆ มีความงอกมาตรฐาน 65-77 เปอรเซ็นต สวน

เมล็ดพันธุ ถั ่วเหลืองที ่ไมไดรับแสงยูวีม ีความงอก 71 เปอรเซ็นต มีคาความแข็งแรงอยู ระหวาง 50-61 

เปอรเซ็นต นอกจากนีเ้มล็ดที่ไดรับการแสงยูวีซีที่นานข้ึนพบวาความงอกมีแนวโนมสูงข้ึนตามระยะเวลาที่ไดรับ

แสง ดังนั้นแสงยูวีซีมีความเหมาะสมที่จะนำไปประยุกตใชในดานการกำจัดเชื้อที่ติดมากับเมล็ดพันธุรวมทั้งยัง

สามารถสงเสริมความงอกของเมล็ดพันธุอีกดวย 

 

การทดลองที่ 4 การทดสอบประสิทธิภาพสารปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลือง 

The Efficiency of Fungicides for Controlling Soybean Purple Seed Stain 

 

อุปกรณ 

 1. เมล็ดพันธุถั่วเหลือง พันธุเชียงใหม 60 

 2. กระถางดินเผา 

 3. ดินปลูก 

 4. สารปองกันกำจัดแมลง ไดแก ไตรอะโซฟอส 

 5. สารปองกันกำจัดโรคพืช ไดแก Captan, Thiophanate –methyl, Carbendazim, 

Azoxystrobin, Propiconazole, Propiconazole+Difenoconazole  

 6. ปุยเคมี เกรด 12-24-12 

วิธีการ 

ขั้นตอนท่ี 1  ทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง สภาพเรอืนทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบ Randomized Completely Block Design (RCBD)  จำนวน 10 กรรมวิธี  3  ซ้ำ 

1. ไมคลุกเมล็ดและไมพนสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมลด็สีมวง 

2. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม 

3. พน Thiophanate –methyl 70% WP อัตรา 30 กรัม/น้ำ 20 ลิตร  

4. พน Carbendazim 50% WP อัตรา 10 กรัม/น้ำ 20 ลิตร  

5. พน Azoxystrobin 25% SC อัตรา 5 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร  

6. พน Propiconazole 25% EC อัตรา 40 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร  
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7. พน Propiconazole+Difenoconazole 15%+15% EC อัตรา 10 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร  

8. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพน 

Azoxystrobin 25% SC อัตรา 5 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร  

9. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพน 

Propiconazole 25% EC อัตรา 40 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร  

10. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพน 

Propiconazole+Difenoconazole 15%+15% EC อัตรา 10 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร  

 นำเมล็ดพันธุถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ที่แสดงอาการของโรคเมล็ดสีมวง ปลูกลงในกระถาง จำนวน 

10 กระถางตอกรรมวิธี หยอดเมล็ดกระถางละ 5 เมล็ด หลังจากปลูก 7-10 วัน พนสารเคมีไตรอะโซฟอส 

ปองกันกำจัดแมลงวันหนอนเจาะลำตน ถอนแยกตนถั่วเหลืองใหเหลือกระถางละ 2-3 ตน หลังจากงอก 20 วัน 

ใสปุยเคมี เกรด 12-24-12 อัตรา 25 กิโลกรัม/ไร และทำการพนสารเคมีตามกรรมวิธีที่ระยะออกดอกเต็มที่ 

(R2) และระยะเมล็ดพัฒนาเต็มที่ (R6) 

การบันทึกขอมูล 

1. วันปลูก วันงอก วันออกดอก 50% วันเก็บเก่ียว 

2. น้ำหนัก 100 เมล็ด 

3. เปอรเซ็นตการเกิดโรคเมล็ดสีมวง 

4. เปอรเซ็นตความงอก  

5. เปอรเซ็นตความแข็งแรง ดวยวิธีการเรงอายุ 

 

ขั้นตอนท่ี 2 ทดสอบสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดจากขั้นตอนที่ 1 จำนวน 3 

กรรมวิธี ทดสอบสภาพแปลงทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบ Randomized Completely Block Design (RCBD) จำนวน 5 กรรมวิธี 4 ซ้ำ 

1. ไมคลุกเมล็ดและไมพนสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง 

2. พน Carbendazim 50% WP อัตรา 10 กรัม/น้ำ 20 ลิตร  

3. พน Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร  

4. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพน 

Azoxystrobin 25% SC อัตรา 5 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร  

5. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพน 

Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร   

 ปลูกถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ระยะปลูก 50 x 20 เซนติเมตร หยอดเมล็ดหลุมละ 5 เมล็ด หลังปลูก

พนสารเคมีควบคุมวัชพืชกอนถั่วเหลืองงอกโดยใชอลาคลอร อัตรา 500 มิลลิลิตร/ไร เมื่อถั่วเหลืองอายุครบ 7 

วัน พนสารเคมีไตรอะโซฟอส ปองกันกำจัดแมลงวันหนอนเจาะลำตน ถอนแยกตนถ่ัวเหลืองใหเหลือหลุมละ 2-

3 ตน หลังจากงอก 20 วัน ใสปุยเคมี เกรด 12-24-12 อัตรา 25 กิโลกรัม/ไร โดยโรยขางแถวแลวกลบปุยพูน
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โคนตน ทำการพนสารเคมตีามกรรมวิธี ที่ระยะออกดอกเต็มที่ (R2 ) และระยะเมล็ดพัฒนาเต็มท่ี (R6) และดูแล

รักษาแปลงตามคำแนะนำของกรมวิชาการเกษตรจนถึงระยะเก็บเกี่ยว 

 

การบันทึกขอมูล 

1. วันปลูก วันงอก วันออกดอก50% วันเก็บเก่ียว 

2. น้ำหนัก 100 เมล็ด 

3. เปอรเซ็นตการเกิดโรคเมล็ดสีมวง 

4. เปอรเซ็นตความงอก  

5. เปอรเซ็นตความแข็งแรง ดวยวิธีการเรงอายุ  

เวลาและสถานที่   

ระยะเวลาดำเนินการ เริ่ม ตุลาคม 2561 – สิ้นสุด กันยายน 2563  

ดำเนินการที่ ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม จ.เชียงใหม 

 

ผลการทดลองและอภิปราย 

1. ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง สภาพเรือนทดลอง 

 จากการตรวจสอบโรคเมล็ดสีมวง โดยวิธี Blotter method พบวา การคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย 

Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล ็ดพันธุ   1 กิโลกรัม และพน Propiconazole + Difenoconazole  

15%+15% EC อัตรา 10 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร พบการเกิดโรคเมล็ดสีมวงต่ำที่สุด คอื 0.33% รองลงมาคือ การพน 

Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร และการคลุกเมล็ดกอนปลูก

ดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพน Azoxystrobin 25% SC อัตรา 5 ซีซี/น้ำ 

20 ลิตร พบการเกิดโรคเมล็ดสีมวง 0.67% และ 1% ตามลำดับ ทั้ง 3 กรรมวิธี ไมแตกตางกันทางสถิติ สามารถ

ใชในการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงได แตพบวามีความแตกตางทางสถิติกับการพน Carbendazim 50% WP 

อัตรา 10 กรัม/น้ำ 20 ลิตร และการไมคลุกเมล็ดและไมพนสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง (ชุดควบคุม) 

อยางมีนัยสำคัญ (ตารางท่ี 2) 

 ความงอก และความแข็งแรง 

 การตรวจสอบความงอกมาตรฐาน โดยวิธีการเพาะเมล็ดระหวางกระดาษ (Between paper) จำนวน 

100 เมล็ดตอซ้ำ ในหองเพาะความงอก อุณหภูมิ 20<->30 ํC องศาเซสเซียส ประเมินความงอกที่อายุ 8 วัน 

(ISTA, 2020) และการตรวจสอบความแข็งแรงของเมล็ดพันธุ โดยวิธีการเรงอายุ นำเมล็ดไปเรงอายุที่อุณหภูมิ 

41 ±2 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 72 ชั ่วโมง ความชื ้นสัมพัทธรอยละ 98+2% (Hamton and Tekrony, 

1995) จำนวน 100 เมล็ดตอซ้ำ เมื่อครบกำหนด นำเมล็ดไปเพาะความงอกตามวิธีทดสอบความงอกมาตรฐาน 

พบวา ทุกกรรมวิธี เปอรเซ็นตความงอก และเปอรเซ็นตความแข็งแรง ไมแตกตางกันทางสิถิติ (ตารางที่ 2) 
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สอดคลองกับวิเชียร (2537) กลาววาการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดที่แสดงอาการสีมวงเทียบกับเมล็ดปกติ พบวา 

เปอรเซ็นตความงอก โปรตีน น้ำมัน และองคประกอบกรดไขมันไมแตกตางกัน 

 น้ำหนัก 100 เมล็ด 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง ในสภาพเรอืนทดลอง พบวาทุก

กรรมวิธี น้ำหนัก 100 เมล็ด ไมแตกตางกัน สอดคลองกับมณฑา (2532) ไดศึกษาการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสี

มวงของถั่วเหลืองโดยการพนสารเคมี พบวาการปลูกถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ใหน้ำหนัก 100 เมล็ด ไม

แตกตางกันระหวางการพนสารและไมพนสารเคมีกำจัดเชื้อราทุกกรรมวิธี (ตารางท่ี 2) 

 

ตารางที่ 1 วันที่ปลูก งอก ออกดอกรอยละ50 และเก็บเกี่ยว ของถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ในสภาพเรือน

ทดลอง และแปลงทดลอง 

สถานที่ปลูก วันท่ีปลูก วันที่งอก วันท่ีออกดอกรอยละ 50 วันที่เก็บเกี่ยว 

เรือนทดลอง 28 ม.ค. 2562 31 ม.ค. 2562 17 ก.พ. 2562  7 พ.ค. 2562  

แปลงทดลอง 18 ก.ย. 2562 20 ก.ย. 2562  12 ต.ค. 2562  29 ธ.ค. 2562  

 

ตารางที่ 2 แสดงการเกิดโรคเมล็ดสีมวง ความงอก ความงอกหลังการเรงอายุ และน้ำหนัก 100 เมล็ด ในสภาพ

เรือนทดลอง ป 2562 ณ ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม      

กรรมวิธี 

การเกิด

โรคเมล็ดสี

มวง 

ความ

งอก 

(%) 

ความงอก

หลังเรงอายุ 

(%) 

น้ำหนัก 

100 เมล็ด 

(กรัม) 

1. ไมคลุกเมล็ดและไมพนสารเคมี 10.00 d 86 47 13.5 

2. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP  9.33 cd 86 47 13.5 

3. พน Thiophanate –methyl 70% WP 2.33 ab 86 47 14.8 

4. พน Carbendazim 50% WP  3.33 ab 85 47 13.8 

5. พน Azoxystrobin 25% SC  5.67 bc 81 47 13.8 

6. พน Propiconazole 25% EC  1.67 ab 86 48 13.8 

7. พน Propiconazole+Difenoconazole  

15%+15% EC  

0.67 a 86 46 14.7 

8. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP + 

พน Azoxystrobin 25% SC  

1.00 a 85 46 14.2 

9. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP + 

พน Propiconazole 25% EC  

3.67 ab 85 47 13.7 
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10. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP + 

พน Propiconazole+Difenoconazole  

15%+15% EC  

0.33 a 85 45 12.5 

F-test * ns ns ns 

CV. (%) 45.89 1.40 5.04 12.83 

หมายเหตุ * = แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ (p≤0.05), ns= ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (>0.05) 

 

2. ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงที่มีประสิทธิภาพสูงสุดจากข้ันตอน

ที่ 1 จำนวน 3 กรรมวิธี ทดสอบสภาพแปลงทดลอง 

 จากการคัดเลือกสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดจากขั้นตอนที่ 1 จำนวน 3 

กรรมวิธี ไดแก พน Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร,  การ

คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา  3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพน Azoxystrobin 25% 

SC อัตรา 5 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร, การคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ  1 

ก ิโลกร ัม และพ น Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อ ัตรา 10 ซ ีซี/น ้ำ 20 ล ิตร 

เปรียบเทียบกับ การพน Carbendazim 50% WP อัตรา 10 กรัม/น้ำ 20 ลิตร และไมคลุกเมล็ดและไมพน

สารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง (ชุดควบคุม) ทดสอบในสภาพแปลงทดลอง จากการตรวจสอบโรคเมล็ดสี

มวง โดยวิธี Blotter method พบวาการพน Propiconazole + Difenoconazole 15%+15% EC อัตรา 10 

ซีซี/น้ำ 20 ลิตร พบการเกิดโรคเมล็ดสีมวงต่ำที ่สุด คือ 4.75% รองลงมาคือ การคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย 

Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธ ุ  1 ก ิโลกรัม และพน Propiconazole + Difenoconazole  

15%+15% EC อัตรา 10 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร และการคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/

เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพน Azoxystrobin 25% SC อัตรา 5 ซีซี/น้ำ 20 ลิตรพบการเกิดโรคเมล็ดสีมวง 

5.5% และ 7.5% ตามลำดับ ทั้ง 3 กรรมวิธี ไมแตกตางกันทางสถิติ สามารถใชในการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสี

มวงได แตพบวามีความแตกตางทางสถิติกับการพน Carbendazim 50% WP อัตรา 10 กรัม/น้ำ 20 ลิตร และ

การไมคลุกเมล็ดและไมพนสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง (Control) อยางมีนัยสำคัญ (ตารางที ่ 3) 

เชนเดียวกับการปองกันกำจัดโรคเมล็ดดางในขาว ที่เกิดจากเชื้อสาเหตุ Cercospora oryzae แนะนำใหพน 

Propiconazole + Difenoconazole  หรือพน Azoxystrobin ในระยะที่ขาวกำลังจะใหรวง หรือใหรวงเปน

เมล็ดแลว (กรมสงเสริมการเกษตร 2557) 

ความงอก และความแข็งแรง 

 จากการตรวจสอบความงอกมาตรฐาน โดยวิธีการเพาะเมล็ดระหวางกระดาษ (Between paper) และ

การตรวจสอบความแข็งแรงของเมล็ดพันธุ โดยวิธีการเรงอายุ พบวาทุกกรรมวิธี เปอรเซ็นตความงอก และ

เปอรเซ็นตความแข็งแรง ไมแตกตางกันทางสิถิติ (ตารางที่ 3) เชนเดียวกับการทดสอบในสภาพเรือนทดลอง 
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น้ำหนัก 100 เมล็ด 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง ในสภาพแปลงทดลอง พบวา

ทุกกรรมวิธี น้ำหนัก 100 เมล็ด ไมแตกตางกัน สอดคลองกับมณฑา (2532) ไดศกึษาการปองกันกำจัดโรคเมล็ด

สีมวงของถั่วเหลืองโดยการพนสารเคมี พบวาการปลูกถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ใหน้ำหนัก 100 เมล็ด ไม

แตกตางกันระหวางการพนสารและไมพนสารเคมีกำจัดเชื้อราทุกกรรมวิธี (ตารางท่ี 3) 

 

ตารางที่ 3 แสดงการเกิดโรคเมล็ดสีมวง ความงอก ความงอกหลังการเรงอายุ และน้ำหนัก 100 เมล็ด ในสภาพ

แปลงทดลอง ป 2562 ณ ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม      

กรรมวิธี 

การเกิด

โรคเมล็ดสี

มวง 

ความ

งอก 

(%) 

ความงอก

หลังเรงอายุ 

(%) 

น้ำหนัก 

100 เมล็ด 

(กรัม) 

1. ไมคลุกเมล็ดและไมพนสารเคมี 26.25 c 95 95 18 

2. พน Carbendazim 50% WP  19.75 b 94 94 19.5 

3. พน Propiconazole+Difenoconazole  

15%+15% EC  

4.75 a 95 95 18.5 

4. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP + 

พน Azoxystrobin 25% SC  

7.5 a 94 92 17.5 

5. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP + 

พน Propiconazole+Difenoconazole  

15%+15% EC  

5.5 a 94 93 19 

F-test * ns ns ns 

CV. (%) 19.65 1.07 3.87 6.84 

หมายเหตุ * = แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ (p≤0.05), ns= ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (>0.05) 

 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 การคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ  1 กิโลกรัม และพน 

Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10  ซีซี/น้ำ 20 ลิตร ที ่ระยะ R2 และ R6 

สามารถใชในการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงไดดี ปลอดภัยตอมนุษย สิ่งแวดลอม และสามารถใชทดแทนการ

ใชสาร carbendazim ในการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงได แตอยางไรก็ตามแนะนำใหเลือกใชการพน 

Propiconazole + Difenoconazole 15%+15% EC ที่ระยะ R2 และ R6 เนื่องจากมีราคาตนทุนถูกที่สุด 
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การทดลองที่ 5 ประสิทธิภาพของเชื้อแอคติโนมัยซีสในการควบคุมโรคที่สำคัญทางเศรษฐกิจในแปลงผลิต

เมล็ดพันธุ 

Efficacy of Actinomyces in Controlling Importance Economic Disease for Seed Production 

Field   

 

อุปกรณ    

 1. เมล็ดพันธุถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 

 2. อุปกรณในหองปฏิบัติการ เชน จานเพาะเชื้อ กระบอกตวง  

 3. กลองจุลทรรศน 

 4. ตูปลอดเชื้อ 

 5. อาหารเลี้ยงเชื้อ 

วิธีการ 

1. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Cercospora kikuchii, 

และ Phomopsis sp. บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  

 ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษทั้งหมด 25 ไอโซเลท ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา

สาเหตุโรคในเมล็ดถ่ัวเหลือง ไดแก Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ดวย

วิธี dual culture โดยเลี้ยงเชื้อรา Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp บนอาหาร PDA เปนเวลา 7 

วัน จากนั้นใช cork borer เจาะชิ้นวุนที่มีเสนใยเชื้อราขนาดเสนผานศนูยกลาง 8 มิลลิเมตร นำไปวางที่จุด

ศูนยกลางของจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วัน กอน (เนื่องจากเชื้อราสาเหตุโรคมี

อัตราการเจริญชา) แลวทำการปลูกเชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่ใชทดสอบ โดยใชเข็มเขี่ยโคโลนีเชื้อที่เลี้ยงไวบน

อาหาร NA บมที่อุณหภมูิหอง นาน 24 - 48 ชั่วโมง มาขีดบนจานอาหารที่เลี้ยงเชื้อราไวแลว 4 ดาน สวนใน

กรรมวิธีควบคุมไมมีการปลูกเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ ทำการทดลอง 10 จานเลี้ยง เชื้อ/ไอโซเลท บมที่อุณหภูมิ 

28 องศาเซลเซียส inhibition zone ซึ่งเปนบริเวณใสๆ ในวุนในอาหารเลี้ยงเชื้อ คัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพ

ดีในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp.   

2. การจำแนกเชื้อท่ีคัดเลือกไดโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบทางชีวเคมี 

 การจำแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยนำเชื้อที่คัดเลือกไดมาศึกษารูปราง การจัดเรียงตัว และการ

ติดสีแกรม ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ทดสอบความสามารถในการใชคารโบไฮเดรตดวยชุดทดสอบ API 50 

CHB (bioMerieux, France) 

3. ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอการควบคุมโรคที่สำคัญของถ่ัวเหลืองในสภาพเรือนทดลอง 

 แบบและวิธีการทดลอง  

วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) จำนวน 5 กรรมวิธี 4 ซ้ำ 

ประกอบดวย  

 กรรมวิธีที่ 1 แชเมล็ดถั่วเหลืองกอนปลูกดวยแบคทีเรียปฏิปกษในอัตรา 10 มิลลิลิตร ตอ 1 เมล็ด 
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 กรรมวิธีที่ 2 ใสหรือเติมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษลงในดินกอนปลูกในอัตรา 10 มิลลิลิตร ตอ 1 กระถาง 

 กรรมวิธีที่ 3 โรยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษรอบโคนตนในระยะตนกลา V1 ในอัตรา 10 มิลลิลิตร ตอ 1 ตน 

 กรรมวิธีที่ 4 พนเชื้อแบคทีเรยีปฏิปกษในระยะตนกลา V1 ในอัตรา 10 มิลลิลิตร ตอ 1 ตน 

 กรรมวิธีที่ 5 พนดวยน้ำ (ชุดควบคุม) ในอัตรา 10 มิลลิลิตร ตอ 1 ตน 

 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

 1. เตรียมเชื้อแบคทีเรยีปฏิปกษโดยมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 7-10 วัน จากนั้นเตรียมสารละลายเซลลใหมีความเขมขนเทากับ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร  

 2. ปลูกถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 นิ้ว หยอดเมล็ดกระถางละ 

2 เมล็ด หลังจากหยอดเมล็ดและกลบหลุมดีแลว หลังจากงอกประมาณ 1 สัปดาห ใสปุยเคมีสูตร 12-24-12 

และปฏิบัติตามกรรมวิธีทดลองตางๆ ดูแลรักษาจนถึงระยะเก็บเก่ียว 

 การบันทึกขอมูล 

 - เปอรเซ็นตการยับย้ังเชื้อ Cercospora kikuchii, Fusarium sp., Phomopsis sp.   

 - องคประกอบผลผลิต ประกอบดวย ความสูง จำนวนกิ่งตอตน จำนวนขอตอตน จำนวนฝกตอตน 

ผลผลิตตอตน 

 

ผลการทดลองและอภิปราย 

การทดสอบประสิทธิภาพของเชื ้อจุลินทรียปฏิปกษในการยับยั ้งการเจริญของเชื ้อรา Cercospora 

kikuchii, Phomopsis sp. บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแอคติโนมัยซีสในการควบคุมโรคที่สำคัญทางเศรษฐกิจในแปลง

ผลิตเมล็ดพันธุ ไดเชื้อแอคติโนมัยสีทสายพันธุตางๆ จำนวน 3 สายพันธุไดแก streptomyces aminophillus, 

streptomyces alboniger และ streptomyces avellaneus และเชื ้อที่แยกได 19 ไอโซเลตตอการยับยั้ง

เชื้อ Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. พบวาแอคติโนมัยสีททั้ง 3 สายพันธุไมสามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ C. kikuchii และ Phomopsis sp. แตพบวาจุลินทรียปฏิปกษ 15 ไอโซเลต ใหผลยับย้ังการเจริญ

ไดดี โดยไอโซเลต PSL 49 ยับยั้งไดดทีี่สุด (ภาพที่ 1) นอกจากนีมี้เพียง 3 ไอโซเลทที่ไมสามารถยับยั้งการเจริญ

ของเชื้อ Cercospora kikuchii ไดแก ไอโซเลต PSL 18, PSL 24 และ PSL 119 สวนการทดสอบการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสในถั่วเหลือง พบวาจุลินทรียปฏิปกษ 16 ไอ

โซเลต ใหผลยับย้ังการเจริญของเชื้อ Phomopsis sp. ไดดี โดยมี 5 ไอโซเลต ท่ียับย้ังไดดีที่สุด ไดแก ไอโซเลต

PSL 49, PSL 70, PSL 79, PSL 175 และ PSL 423 (ภาพท่ี 2) จะเห็นไดวาเชื้อไอโซเลท PSL 49 สามารถย้ับ

ยั้งการเจริญของเชื้อทั้ง Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. ไดดีดังนั้นจึงคัดเลือกไอโซเลท PSL 49 

ในการทดลองขั้นตอนตอไป 
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ภาพที่ 1 ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฎิปกษที่แยกไดตอการควบคุมเชื้อ Cercospora kikuchii สาเหตุโรค

เมล็ดสีมวงในถั่วเหลือง 
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ภาพที่ 2 ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฎิปกษที่แยกไดตอการควบคุมเชื้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ด

เนาโฟมอปซิส 
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การจำแนกเช้ือที่คัดเลือกไดโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบชีวเคมี 

 การจำแนกชนิดของเชื้อที่คัดเลือกได PSL 49 พบวาโคโลนีที่เจริญบนอาหาร NA มีรูปรางไมแนนอน 

ขอบหยัก ผิวหนาโคโลนีแหง เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางทอนสั้น และสรางเอนโดสปอรภายในเซลล 

สามารถสราง catalase สรางเอ็นไซมยอยแปง ยอยเคซีน เมื่อเปรียบเทียบกับ The Bergey’s Manual of 

Systematic Bacteriology Vol.1 สามารถจัดอย ู  ในสกุล Bacillus และทดสอบความสามารถในการใช

คารโบไฮเดรตดวยชุดทดสอบ API 50 CHB และแปรผลการทดลองดวยโปรแกรมสําเร็จรูป APIWEB พบวาไอ

โซเลต PSL 49 จัดจําแนกเปน Bacillus subtilis โดยมีเปอรเซ็นตการจัดจําแนก (% ID) 99.9 เปอรเซ็นต  

ประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษตอการควบคุมโรคท่ีสำคัญของถั่วเหลืองในสภาพเรือนทดลอง 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฎิปกษที่คัดเลือกไดสายพันธุ PSL 49 ตอการควบคุม

โรคโดยกรรมวิธีตางๆ ไดแก แชเมล็ดถั่วเหลืองกอนปลูก ใสหรือเติมเชื้อลงในดินกอนปลูก โรยเชื้อรอบโคนตน

ในระยะตนกลา V1 พนเชื้อในระยะตนกลา V1 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่พนดวยน้ำเพียงอยางเดียว ผลการ

ทดสอบพบวา ทุกกรรมวิธีมีคาเฉลี่ยความสูงของตน จำนวนฝกตอตน น้ำหนัก 100 เมล็ด เมล็ดดีเมล็ดเสีย 

ความงอก และปริมาณเชื้อ C. kikuchii ที่ติดมากับเมล็ดพันธุใหคาเฉลี่ยไมมีความแตกตางกันทางสถิติ แต

กรรมวิธีพนเชื ้อแบคทีเรียปฏิปกษในระยะตนกลา V1 พบการติดเชื้อ C. kikuchii นอยสุด 41% ในขณะที่

กรรมวิธีแชเมล็ดกอนปลูกและชุดควบคุมพบการติดเชื้อ C. kikuchii สูงสุดเทากับ 60% และ 52% ตามลำดับ 

(ตารางที่ 1) แตอยางไรก็ตามเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ PSL 49 ซึ่งเปนเชื้อสกุล Bacillus เชื้อกลุมนี้เปน

กลุมที่ไดรับความนิยมในอันดับตนๆ เนื่องจากมีคุณสมบัติเดนหลายประการ เชน สามารถสรางเอนโดสปอรที่

ทนทานตอสารเคมี รังสี และความรอนไดดีกวาเซลลปกติ เปนแบคทีเรียที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติ มีความทน

ตออุณหภูมิ ชวงกวางตั้งแต -5 ถึง 75 องศาเซลเซียส สามารถเจริญไดใน pH 2-8 ทนความเคม็ของเกลือ NaCl 

ไดถึง 25 เปอรเซ็นต และสามารถเจริญไดในที่อุณหภูมิสูงถึง 55 องศาเซลเซียส นอกจากนี้แบคทีเรียสกุล B. 

subtilis ยังมีกลไกการเปนปฏิปกษที่สำคัญหลายรูปแบบ เชน สามารถสรางสารปฏิชีวนะและเอนไซมไดโดย

สามารถสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด เชน bacillomycin, iturin, mycosubtilin, bacilysin, fengymycin 

และ mycobacillin (Zhao et al., 2013; Thasana et al., 2010; Gong et al., 2014; Cao et al., 2012) 

สารเหลานี้สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชไดนอกจากนั้นยังสามารถสรางเอนไซมที่สำคัญไดแก 

glucanase ที่สามารถยอยสลาย glucans และ chitinase ที่สามารถยอยผนังเซลลของเชื้อราได แบคทีเรีย

สกุล Bacillus subtilis บางชนิดเมื่ออยูในสภาพที่ขาดธาตุเหล็ก จะสามารถสรางสาร siderophoreไดซึ่งสาร

ดังกลาวจะไปจับกับ ferric iron แลวเคลื่อนยายเขาสูตัวรับ (receptor) ที่บริเวณผนังเซลลของแบคทีเรียเพื่อ

นำไปใชประโยชนซึ่งจะรบกวนกระบวนการเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณของเชื้อสาเหตุโรคพืชที่อยูบริเวณ

เดียวกันทำใหการเกิดโรคของพืชลดลงนอกจากนี้ ยังพบวาแบคทีเรีย Bacillus sp. หลายชนิด เปน PGPR ที่

ชวยสงเสรมิการเจริญเติบโตของพืช เชน ขาวฟาง พริก มะเขือ เทศ และในพืชตระกูลกะหล่ำ เปนตน (กฤติเดช 

อนันตและคณะ, 2559; Domenech et al., 2006) ดังนั ้นเชื้อ PSL 49 จ ึงมีความเหมาะสมที ่จะนำไป

ประยุกตใชในการฉีดพนเพื่อควบคุมเชื้อราในแปลงผลิตเมล็ดพันธุถั ่วเหลือง แตอาจจะตองฉีดพนหลายครั้ง

เพ่ือใหมีประสิทธิภาพสูงสุด 
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ตารางที่ 1 ประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลต PSL49 ตอองคประกอบผลผลิต การเขาทำลาย

ของเชื้อรา Cercospora kikuchii และคุณภาพเมล็ดพันธุ 

กรรมวิธ ี ความสูง 

(ซม.) 

จำนวน

ฝกตอตน 

 

น้ำหนัก 

100 เมล็ด 

(กรัม) 

เมล็ดดี

ตอตน 

เมล็ดเสีย

ตอตน 

ความงอก 

(%) 

Cercospora 

kikuchii 

Infection (%) 

แชเมล็ด 77.13 65 18.01 94 20 95 59.75 

ใสเชื้อในดินกอน

ปลูก 

75.18 56 18.04 92 20 93 42.00 

โรยเช้ือรอบโคน

ตนในระยะตน

กลา V1 

74.74 68 17.84 104 24 94 46.50 

พนเช้ือในระยะ

ตนกลา V1 

78.94 64 18.92 95 38 91 41.00 

พนดวยน้ำ (ชุด

ควบคุม) 

72.82 57 19.70 97 35 90 51.50 

F-test ns ns ns ns ns ns ns 

CV (%) 11.93 26.25 11.68 32.07 59.93 4.34 33.36 

ns= ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (>0.05) 

  

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 - ผลการทดสอบจุลินทรียปฏิปกษ 18 ไอโซเลทตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Cercospora kikuchii 

สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลืองบนอาหาร PDA ดวยวิธีการ dual culture พบวาจุลินทรียปฎิปกษ 15 ไอโซ

เลท ใหผลยับย้ังการเจริญไดดี โดยไอโซเลท PSL 49 ใหผลยับยั้งไดดีท่ีสุด สวนผลการทดสอบจุลินทรียปฏิปกษ 

19 ไอโซเลทตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสในถั่วเหลืองบน

อาหาร PDA ดวยวิธีการ dual culture พบวาจุลินทรียปฏิปกษ 16 ไอโซเลท ใหผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

Phomopsis sp. ไดดี โดยมี 5 ไอโซเลท ที่ยับยั้งไดดีที่สุด ไดแก PSL 49, PSL 70, PSL 79, PSL 175 และ 

PSL 423 สามารถคัดเลือกเชื ้อจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลต PSL 49 ซึ่งยับยั้งเชื ้อรา Cercospora kikuchii 

สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลือง และเชื้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสไดดี 

 - เชื้อจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลต PSL 49 สามารถจำแนกสายพันธุโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ผลทดสอบชีวเคมีและการใชน้ำตาลดวยชุดทดสอบสำเร็จรูป API 50 CHB พบวาเปนเชื้อ Bacillus subtilis 

สามารถสรางเอนโดสปอรท่ีทนทานตอสารเคมี รังสี และความรอนไดดี 

 - กรรมวิธีพนเชื้อจุลินทรียปฏิปกษในระยะตนกลา V1 พบการติดเชื้อ C. kikuchii นอยสุดเทากับ 

41% เมื ่อเทียบกับชุดควบคุมที ่ม ีการติดเชื ้อ C. kikuchii เทากับ 51.5% จึงมีความเหมาะสมที่จะนำไป

ประยุกตใชในการฉีดพนเพื่อควบคุมเชื้อราในแปลงผลิตเมล็ดพันธุถั ่วเหลือง แตอาจจะตองฉีดพนหลายครั้ง

เพ่ือใหมปีระสิทธิภาพสูงสุด 
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การทดลองท่ี 6 ประสิทธิภาพของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิเตอรตอการแสดงออกของยีนที่สามารถกระตุน

ความตานทานโรคในถั่วเหลือง 

Efficiency of bioactive elicitor for induced resistance gene expression against disease in 

soybean 

อุปกรณ 

1. ถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60  

2. กระถางดินเผาขนาด 12 นิ้ว  

3. สารเคมีสำหรับการสกัดอารเอ็นเอ และเพ่ิมขยายขนาดดีเอ็นเอ  

4. เครื่อง ABI QuantStudioTM 6 (Applied Biosystems, Foster, city, CA, USA)  

วิธีการ  

 วางแผนการทดลองแบบ CRD จำนวน 10 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซ้ำ ประกอบดวย 

  กรรมวิธีท่ี 1 ฉีดพนดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 30 ppm  

  กรรมวิธีท่ี 2 ฉีดพนดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 60 ppm  

  กรรมวิธีท่ี 3 ฉีดพนดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 90 ppm 

   กรรมวิธีท่ี 4 ฉีดพนดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 120 ppm 

   กรรมวิธีท่ี 5 ฉีดพนดวยเอทิลอะซิเตท ความเขมขน 3,000 ppm 

   กรรมวิธีท่ี 6 ฉีดพนดวยเอทิลอะซิเตท ความเขมขน 6,000 ppm 

   กรรมวิธีท่ี 7 ฉีดพนดวยเอทิลอะซิเตท ความเขมขน 9,000 ppm 

   กรรมวิธีท่ี 8 ฉีดพนดวยเอทิลอะซิเตท ความเขมขน 12,000 ppm 

   กรรมวิธีท่ี 9 ฉีดพนดวยเอทิลอะซิเตท ความเขมขน 15,000 ppm 

   กรรมวิธีท่ี 10 น้ำเปลา (ชุดควบคมุ) 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 

 1. ปลูกถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 นิ้ว จำนวน 3 กระถางตอ

กรรมวิธีตอกรรมวิธีหยอดเมล็ดกระถางละ 2 เมล็ด พนสารเคมีปองกันกำจัดแมลงวันหนอนเจาะลำตน หลังจาก

งอกประมาณ 1 สัปดาห ใสปุยเคมีสูตร 12-24-12 อัตรา 25 กิโลกรัมตอไร เมื่อถั่วเหลืองเจริญในระยะ R1 พน

สารแตละกรรมวิธีทดลอง และดูแลรักษาแปลงตามคำแนะนำของกรมวิชาการเกษตรจนถึงระยะเก็บเก่ียว 

 2. การสกัดอารเอ็นเอดวยชุดสกัดสำเร็จรูป Nucleo Spin Kit ยี่หอ MACHEREY-NAGEL โดยนำใบถ่ัว

เหลืองหลังจากพนสาร 3 วัน มาบดในโกรงบด สกัด Total RNA โดยชุดสกัดสำเร็จรูปตามวิธีการ ของบริษัท นำ

อารเอ็นเอที่ไดไปตรวจสอบ 

3. การสังเคราะห cDNA นำอารเอ็นเอที่ไดมาสังเคราะห cDNA โดยใชชุดน้ำยา ReverTra Ace qPCR 

RT Master Mix with gDNA Remover ยี่หอ TOYOBO มีสวนผสมของปฏิกิริยาปริมาตรรวม 8 ไมโครลิตร ที่

มีองคประกอบไดแก อารเอ็นเอความเขมขน 0.5 pg-0.5 µg, 4X DN Master Mix 2 ไมโครลิตร, Nuclease-

free Water 5 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียลเปนเวลา 5 นาที เมื่อครบกำหนดแลว
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นำไปทำปฏิกิริยาตอไปโดยมีสวนผสมปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ที่มีองคประกอบของ Reacted solution ที่

ไดจากขางตน 8 ไมโครลิตร และ 5x RT Master Mix II 2 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปเขาเครื่อง Thermal cycles 

โดยตั้งโปรแกรมดังน้ี 37oC  เปนเวลา 15 นาที, 50oC เปนเวลา 5 นาที และ 98oC เปนเวลา 5 นาที 

 4. การวิเคราะหการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค Real-time PCR ศกึษาการแสดงออกของ PR gene 

โดยใช  Soy Actin gene เปนยีนอางอิงซ ึ ่งม ีลำดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรดังนี ้ PR2: Forward (5’-

GTCTCCTTCGGTGGTAGTG), Reverse (5’-ACCCTCCTCCTGCTTTCTC) PR4: Forward (5’-

GCTTGCGGGTGACAAATAC), Reverse (5’-ACACTCCCACGTCCAAATC) PR10: Forward (5’-

GCCCAGGAACCATCAAGAAG), Reverse (5’-CGCTGTAGCTGTATCCCAAG) Actin: Forward (5’-

GAGCTATGAATTGCCTGATGG), Reverse (5’-CGTTTCATGAATTCCAGTAGC) การเตรียมปฏิกิริยาพีซอีาร 

เตรียมปฏิกิริยาพีซีอารดวยชุดน้ำยา THUNDERBIRD® SYBR®qPCR Mix ยี่หอ TOYOBO ในปฎิกริยาปริมาตร

รวม 20 ไมโครลิตร ประกอบไปดวย cDNA ที ่ได จากขั ้นตอนขางตน 1 ไมโครลิตร, Forward-primer 1 

ไมโครลิตร, Reverse-primer 1 ไมโครลิตร, THUNDERBIRD® SYBR®qPCR Mix 4 ไมโครลิตร 50X Rox dye 

0.04 ไมโครลิตร และน้ำกลั่น 12.96 ไมโครลิตร นำปฏิกิริยาไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและวิคราะหการแสดงออก

ของยีนดวยเครื่อง Real-time PCR รุน ABI QuantStudioTM 6 (Applied Biosystems, Foster, city, CA, 

USA)  โดยกำหนดสภาวะ ดังนี ้ Pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที Denaturation 95 

องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที และ Extension 60 องศาเซลเซียส นาน 60 วินาที 40 รอบ ตามดวยวิเคราะห 

melting curve เพื่อยืนยันวา ผลิตภัณฑ (PCR product) ที่ไดจากการศึกษา ดวยวิธี real-time PCR เปนผลิต

ภัณฑที่ตองการซึ่งผลิตภัณฑที่ถูกตองมักจะแสดง peak เดียวที่อุณหภูมิสูง ในขณะที่ผลิตภัณฑที่เกิดจากการ

จับ แบบไมจำเพาะ (non-specific product) หรือ primer-dimer จะให peak ที่มีขนาดกวางที่อุณหภูมิต่ำ 

การทำปฏิกริยาแตละครั้งจะมี negative control และ ชุดน้ำยามาตรฐานที่เตรียมจาก RT-PCR product การ

วิเคราะหผลจะเปนการคำนวณแบบสัมพัทธ (Relative quantification) โดยหาอัตราสวนการแสดงออกของ

ยีน protein PR ตอการแสดงออกของยีนอางอิง housekeeping gene ไดแก Soy actin โดยทำการตรวจสอบ

ระดับการแสดงออกของยีนอางอิงกอนวามีความเหมาะสมหรือไม กอนนำไปคำนวณสูตร Comparative Ct 

(2-∆∆Ct)  (Livak and Schmittgen, 2001) 

การบันทึกขอมูล 

 - องคประกอบของผลผลิตไดแก ความสูง จำนวนขอ/ตน จำนวนกิ่ง/ตน จำนวนฝก/ตน และ

 จำนวนเมล็ด/ฝก น้ำหนัก 1,000 เมล็ด  

 - คำนวณเปอรเซ็นตเมล็ดติดเชื้อโดยวิธี Blotter method 

 - คุณภาพเมล็ดพันธุ ไดแก เปอรเซ็นตความงอก ความแข็งแรง 

 - การแสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับระบบการตานทานโรค  

เวลาและสถานที่  

 ระยะเวลา (เริ่มตน - สิ้นสุด) ตุลาคม 2561 - กันยายน 2563  

            สถานที่ดำเนินการ ศูนยวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณโุลก 
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ผลการทดลองและอภิปราย 

ผลของไบโออลิิซิเตอรตอการแสดงออกของยีน 

 จากการทดลองฉีดพนถั่วเหลืองดวยอิลิซิเตอรไดแก เมทิลจัสโมเนตที่ความเขมขน 30, 60, 90 และ 

120 ppm พบวาหลังฉีดพนเปนระยะเวลา 3 วัน มีการแสดงออกของยีน PR4 สูงสุดที่ความเขมขน 90 ppm 

โดยมีการแสดงออกเพิ่มขึ้น 3.1 เทา เมื่อเทียบกับ housekeeping gene (HKG) รองลงมาที่ความเขมขน 120 

ppm มีการแสดงออกของยีน PR4 เพิ่มขึ้น 2.4 เทา ขณะที่ยีน PR2 และ PR10 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเพียง

เล็กนอย (ภาพที่ 1) ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Agrawal และคณะ 2003 พบวาการฉีดพน JA และ ABA ที่

ความเขมขนต่ำกวา 0.1% (v/v) ในตนกลาขาวอายุ 2 สัปดาห สามารถเพิ ่มการแสดงออกของยีน OsPR4 

mRNA อยางยิ่ง ซึ่งสอดคลองกับรายงานวาจาสโมนิกชวยใหพืชทนตอโรคจากเชื้อราและทนตอความเครียดท่ีมี

จากหลายสาเหตุเนื่องจากกรดจาสโมนิกมีบทบาทเหนี่ยวนำใหพืชสังเคราะหเมแทบอไลตทุติยภูมิ ประเภท

สารอัลคาลอยด (Yan and Xie, 2015) ขณะที่การฉีดพนถั่วเหลืองดวยเอทิลอะซีเตทที่ความเขมขน 3,000, 

6,000, 9,000, 12,000 และ 15,000 ppm กลับพบวายีน PR10 มีการแสดงออกสูงสุด โดยเอทิลอะซีเตทที่

ความเขมขน 6,000 ppm มีการเพ่ิมการแสดงออกของยีนสูงสุดเทากับ 7.4 เทา รองลงมาท่ีความเขมขน 9,000 

ppm การแสดงออกของยีนสูงสดุเทากับ 6.6 เทา สวนยีน PR4 มีการเพ่ิมการแสดงออกเพิ่มขึ้น 0.6 เทาท่ีความ

เขมขนของเอทิลอะซีเตท 6,000 ppm แตอยางไรก็ตามไมพบการแสดงออกของยีน PR2 ทุกความเขมขนของ

เอทิลอะซีเตท (ภาพที่ 2) จากการทดลองจะเห็นไดวาการฉีดพนถั่วเหลืองดวยอิลิซิเตอรไดแก เมทิลจัสโมเนต

และเอทิลอะซีเตท สามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีนโปรตีน PR ที่เก่ียวของกับระบบความตานทานโรค ซึ่งเปน

กลุมที่มีบทบาทในการปองกันการรุกรานของเชื้อทั้งในระบบการตอบสนองแบบเฉียบพลันหรือแบบกระจาย 

เพื่อปองกันไมใหเชื้อกระจายเพิ่มขึ้น มีการคนพบวาการสังเคราะหโปรตีน PR ถูกควบคุมตั้งแตกระบวนการ

ถอดรหัสของยีน โปรตีน PR จะถูกสังเคราะหขึ ้นหลังจากไดรับเชื ้ออยางนอย 8 ชั่วโมง (Matsuoka and 

Ohashi, 1986) และโปรตีนนี้ถูกสังเคราะหขึ้นเฉพาะบริเวณที่ถูกกระตุน แตจะไมมีการสงโปรตีน PR ไปยัง

บริเวณอ่ืน เนื่องจากโปรตีน PR มีบทบาทสำคัญตอการจัดการโรค 
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ภาพท่ี 1 ผลของความเขมขนของเมทิลจัสโมเนตตอการแสดงออกของยีน PR2, PR4 และ PR10 ในถั่วเหลือง 

 
ภาพท่ี 2 ผลของความเขมขนของเอทิลอะซีเตทตอการแสดงออกของยีน  PR4 และ PR10 ในถ่ัวเหลือง 

 

 ผลของสารไบโอแอคทีฟอลิิซิเตอรตอการเจริญเติบโต และองคประกอบผลผลิต  

 จากการพนสารเมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซีเตทกับตนถั่วเหลืองตามกรรมวิธศึกษา พบวาทุกระดับ

ความเขมขนของสารใหผลของจำนวนขอตอตน จำนวนกิ่งตอตนและน้ำหนัก 100 เมล็ดไมมีความแตกตางกัน

ทางสถิต แตความสูง จำนวนฝกตอตน และจำนวนเมล็ดตอตน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่ง
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การพนสารเมทิลจัสโมเนต มีความสูงอยูระหวาง 65-81 เซนติเมตร จำนวนขอ 14-16 ขอตอตน จำนวนกิ่ง 2 

ก่ิงตอตน จำนวนฝก 49-80 ฝกตอตน จำนวนเมล็ดตอตน 79-136 เมล็ด ซึ่งการพนดวยเมทิลจัสโมเนตที่ระดับ

ความเขมขน 120 ppm มีผลทำใหตนถั่วเหลืองมีความสูง จำนวนฝกตอตน และจำนวนเมล็ดตอตนสูงสุด 

เทากับ 81 เซนติเมตร จำนวนฝก 80 ฝกตอตน จำนวนเมล็ดตอตน 136 เมล็ด (ตารางที่ 1) ในขณะที่การพน

ดวยเอทิลอะซีเตทมีความสูงอยูระหวาง 66-76 เซนติเมตร จำนวนขอ 14-16 ขอตอตน จำนวนกิ่ง 2-3 กิ่งตอ

ตน จำนวนฝก 57-93 ฝกตอตน จำนวนเมล็ดตอตนเทากับ 102-161 เมล็ด 

 

ตารางที่ 1 ผลของความเขมขนของเมทิลจัสโมเนตและเอทลิอะซิเตทตอการเจริญและองคประกอบผลผลิตของ

ถั่วเหลือง 

กรรมวิธี ความสูง

ตน 

(ซม.) 

จำนวน

ขอตอตน 

จำนวนกิ่ง

ตอตน 

จำนวนฝก

ตอตน 

จำนวน

เมล็ดตอ

ตน 

จำนวน

เมล็ด

เสียตอ

ตน 

น้ำหนัก 

100 

เมล็ด 

(กรัม) 

Methyl jasmonate 30 ppm 74.99ab 15a1/ 2a 70abc 109abc 24ab 17.90a 

Methyl jasmonate 60 ppm 65.44a 14a 2a 49a 79a 8a 16.66a 

Methyl jasmonate 90 ppm 75.28ab 15a 2a 62ab 91ab 22ab 18.17a 

Methyl jasmonate 120 

ppm 

81.52b 16a 2a 80bc 136bcd 25b 17.14a 

Ethyl acetate 3,000 ppm 72.61ab 16a 2a 69abc 122abcd 15ab 17.05a 

Ethyl acetate 6,000 ppm 76.91ab 15a 2a 57ab 102abc 12ab 17.31a 

Ethyl acetate 9,000 ppm 73.41ab 15a 2a 66ab 140cd 15ab 16.62a 

Ethyl acetate 12,000 ppm  66.56a 14a 3a 71abc 112abc 23ab 17.91a 

Ethyl acetate 15,000 ppm 69.57ab 15a 3a 93c 161d 14ab 16.81a 

Water (control) 71.84ab 15a 3a 57ab 95abc 13ab 17.67a 

Mean 72.81 15 2.3 67.4 114.7 17.1 17.32 

C.V. (%) 9.94 7.93 3.05 24.70 27.46 50.29 6.64 
1/ คาเฉลี่ยในสดมภเดียวกันที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมมคีวามแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99%จากการทดสอบ

คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 

 

ผลของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิเตอรตอคุณภาพเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

 การพนสารเมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซีเตทกับตนถั่วเหลืองทำใหคุณภาพดานความงอกและความ

แข็งแรงไมมีความแตกตางกันทางสถิต ซึ่งตนถั่วเหลืองหลังจากพนสารสารไบโอแอคทีฟอิลิซิเตอร หลังการเก็บ

เก่ียวเมล็ดถั่วเหลืองมีความงอกมาตรฐานเฉลี่ย 98 เปอรเซ็นต และ ความแข็งแรงเฉลี่ย 98 เปอรเซ็นต (ตาราง

ที่ 2) นอกจากนี้การพนสารดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 90 ppm สามารถลดปริมาณเชื้อ Cercospora 

kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลืองไดสูงถึง 80%  
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ตารางที่ 2 ผลของความเขมขนเมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซิเตทตอคุณภาพเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและปริมาณ

การเขาทำลายของเชื้อ C. kikuchii 

กรรมวิธ ี ความงอก

มาตรฐาน (%) 

ความแข็งแรงโดยวิธี

เรงอายุ (%) 

ปริมาณการเขาทำลายของเชื้อ 

C. kikuchii (%) 

เมทลิจัสโมเนต 30 มิลลิกรัมตอลติร 97a1/ 98a 68b 

เมทลิจัสโมเนต 60 มิลลิกรัมตอลติร 98a 98a 42ab 

เมทลิจัสโมเนต 90 มิลลิกรัมตอลติร 98a 98a 20a 

เมทลิจัสโมเนต 120 มิลลิกรัมตอลติร 97a 97a 39ab 

เอทิลอะซเิตท 3,000 มิลลิกรัมตอลิตร 96a 99a 60b 

เอทิลอะซเิตท 6,000 มิลลิกรัมตอลิตร 96a 98a 49ab 

เอทิลอะซเิตท 9,000 มิลลิกรัมตอลิตร 97a 97a 54b 

เอทิลอะซเิตท 12,000 มิลลิกรมัตอลิตร  99a 97a 47ab 

เอทิลอะซเิตท 15,000 มิลลิกรมัตอลิตร 98a 97a 58b 

น้ำ (ชุดควบคุม) 98a 98a 57b 

C.V. (%) 1.88 1.97 38.10 
1/ คาเฉลี่ยในสดมภเดียวกันที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมมคีวามแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99%จากการทดสอบ

คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 

 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 - จากการฉีดพนถั่วเหลืองดวยอิลิซิเตอร 2 ชนิดคอื เมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซีเตท พบวาการฉีดพน

เมทิลจัสโมเนตใหผลดีที่สุด โดยความเขมขนที่เหมาะสมคือ 90 ppm ทำใหถั่วเหลืองมีการแสดงออกของยีน 

PR4 สูงสุด โดยมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น 3.1 เทา สำหรับผลของเมทิลจัสโมเนตตอการเจริญเติบโต องคประกอบ

ผลผลิต และผลผลิตถั่วเหลืองพบวา ถ่ัวเหลืองมีจำนวนขอตอตน จำนวนก่ิงตอตนและน้ำหนัก 1000 เมล็ดไมมี

ความแตกตางกันทางสถิต แตความสูง จำนวนฝกตอตน และจำนวนเมล็ดตอตน มีความแตกตางกันอยางมี

นัยสำคัญทางสถิติ ยิ่งไปกวานั้นการพนสารดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 90 ppm เปนความเขมขนที่

เหมาะสมท่ีมีผลตอการลดปรมิาณเชื้อ Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลืองไดดีที่สุด 

 - การศึกษาดาน PR ยีนจะเปนแนวทางหนึ่งที่มีประโยชนตอระบบการปองกันโรคของพืช การใช

เทคนิคดานพันธุวิศวกรรมที่เกี่ยวของ รวมถึงการเพิ่มการแสงออกของยีนที่เกี่ยวของโปรตีน PR ดวยกลไกการ

ปองกันตางๆตอเชื้อสาเหตุโรคสามารถประยุกตใชไดกวางขวางตอการตานทานโรคตางๆ ดังนั้นพืชดัดแปร

พันธุกรรมที่มีความสามารถในการเพิ่มการแสดงออกหรือรวมกันของโปรตีน PR สามารถนำมาใชสำหรับการ

จัดการโรคที่มีประสิทธิภาพและประสบความสำเร็จได ในเบื้องตนของการควบคุมยีนของโปรตีน PR นั้นเปนที่

เขาใจกัน แตการศึกษากลไกที ่แนนอนของการควบคุมยีนและการรับยีนจะทำใหเกิดวิธีการใหมสำหรับ

เทคโนโลยีพันธุวิศวกรรมสำหรับพืชเพื่อปองกันโรคพืชไดในอนาคต 
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การทดลองที่  7 ความหลากหลายทางพ ันธ ุกรรมของเช ื ้อ Phomopsis sp. (Diaporthe) และ

ประสิทธิภาพของสารกำจัดเช้ือราในการควบคุมโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสในถั่วเหลือง 

Genetic Diversity of Phomopsis sp. (Diaporthe) and The Efficiency of Fungicides for 

Controlling Phomopsis Seed Decay 

 

อุปกรณ 

1. เมล็ดถ่ัวเหลือง พันธุเชียงใหม 60  

2. สารเคมีปองกันกำจัดโรค 

3. อุปกรณในหองปฏิบัติการ เชน จานเลี้ยงเชื้อ อาหารเลี้ยงเชื้อ 

4. กลองจุลทรรศน 

วิธีการ 

วางแผนการทดลองแบบ CRD จำนวน 10 ซ้ำ 13 กรรมวิธี ประกอบดวย  

  กรรมวิธีท่ี 1 Azoxystrobin 25%SC 

  กรรมวิธีท่ี 2 Captan 50%WP   

  กรรมวิธีท่ี 3 Carbendazim 50%WP     

  กรรมวิธีท่ี 4 Chlorothalonil 75% WP  

  กรรมวิธีท่ี 5 Difenoconazole 25% W/V EC   

   กรรมวิธีท่ี 6 Dimethomorph 50WP    

  กรรมวิธีท่ี 7 Fosetyl-aluminium 80%WP 

  กรรมวิธีท่ี 8 Kasugamycin hydrochloride hydrate 2% W/V SL  

  กรรมวิธีท่ี 9 Mancozeb 80%WP  

  กรรมวิธีท่ี 10 Mancozeb + valifenalate 60%+6% WG     

  กรรมวิธีท่ี 11 Propiconazole     

  กรรมวิธีท่ี 12 Thiophanate-methyl 70% WP  

  กรรมวิธีท่ี 13 น้ำกลั่น (ชุดควบคุม)   

 1. แยกเชื้อ Phomopsis sp จากเมล็ดถ่ัวเหลืองที่มีอาการเปนโรคใหไดเชื้อบรสิุทธ์ิ 

 2. เตรียมเชื ้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรคพืช โดยนําเชื้อเลี ้ยงบนอาหาร Potato Dextrose Agar 

(PDA) ที่ อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากนั ้นใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 

มิลลิเมตร ตัดวุนอาหารบริเวณสวนปลายเสนใยของเชื้อรา เพ่ือนําไปทดสอบ  

 3. ทดสอบหาความเขมขนของสารปองกันกําจัดโรคพืชที ่มีประสิทธิภาพในการย ับยั ้งเช ื ้อรา 

Phomopsis sp. โดยวิธี poison food technique โดยนําสารปองกันกําจัดโรคพืชที่ตองการทดสอบที่ความ

เขมขนตางๆ ตามอัตราความเขมขนกําหนดไว 3 อัตรา คือ ต่ำกวาอัตราแนะนํา 0.5 เทา อัตราแนะนําตาม
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ฉลาก และสูงกวาอัตราแนะนาํ 0.5 เทา เจือจางในน้ำน่ึงฆาเชื้อ ปรับใหไดความเขมขนตางๆ แลวนําไปผสมกับ

อาหาร PDA ที่หลอมเหลว ซึ่งมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส เขยาใหอาหารและสารเคมีผสมเขากัน

ทั ่วถึง แลวเทอาหารที ่มีสารปองกันกําจัดโรคพืชความเขมขนตางๆลง ในจานแกวเลี้ยงเชื ้อ เมื่อผิวหนา

อาหารแหงจึงวางชิ้นวุนที่มีเชื้อ Phomopsis sp. ที่เตรียมจากขางตน โดยวางตรงกลางจานเลี้ยงเชื้อ วางจาน

เลี้ยงเชื้อทดสอบน้ีไวในหองปฏิบัติการ ที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส  

การบันทึกขอมูล 

 1. บันทึกผลโดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเชื้อราเมื่อโคโลนีของเชื้อราในจานควบคุมท่ีไมมี

สารปองกันกําจัดโรคพืชเจริญเต็มจานและคำนวณเปอรเซ็นตการยับย้ังเชื้อรา 

 เปอรเซ็นตการยับยั้ง = 100-(r2 x 100)                                          

                                                   R2 

 R = คาเฉลี่ยของเสนผานศนูยกลางของชุดควบคุม, r = คาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลางของชุดทดสอบ 

 2. บันทึกภาพลักษณะเสนใยบนจานอาหาร 

 

ขั้นตอนท่ี 2 การทดสอบชวงเวลาที่เหมาะสมตอการฉีดพนสารปองกันกําจัดเช้ือ Phomopsis sp. 

วางแผนการทดลองแบบ RCBD ประกอบดวย 10 กรรมวิธี 4 ซ้ำ ดังนี้  

กรรมวิธีที่ 1 พนดวย Thiophanate-methyl ที่ระยะ R3 (ระยะเริ่มติดฝก) 

กรรมวิธีที่ 2 พนดวย Thiophanate-methyl ที่ระยะ R5 (ระยะเริ่มติดเมล็ด) 

กรรมวิธีที่ 3 พนดวย Thiophanate-methyl ที่ระยะ R3 (ระยะเริ่มติดฝก) และระยะ R5 (ระยะเริ่มติดเมล็ด) 

กรรมวิธีที่ 4 พนดวย Difenoconazole ท่ีระยะ R3 (ระยะเริ่มติดฝก) 

กรรมวิธีที่ 5 พนดวย Difenoconazole ท่ีระยะ R5  (ระยะเริ่มติดเมล็ด) 

กรรมวิธีที่ 6 พนดวย Difenoconazole ท่ีระยะ R3 (ระยะเริ่มติดฝก) และระยะ R5 (ระยะเริ่มติดเมล็ด) 

กรรมวิธีที่ 7 พนดวย Carbendazim ที่ระยะ R3 (ระยะเริ่มติดฝก) 

กรรมวิธีที่ 8 พนดวย Carbendazim ที่ระยะ R5 (ระยะเริ่มติดเมล็ด) 

กรรมวิธีที่ 9 พนดวย Carbendazim ที่ระยะ R3 (ระยะเริ่มติดฝก) และระยะ R5 (ระยะเริ่มติดเมล็ด) 

กรรมวิธีที่ 10 พนน้ำกลั่น (ชุดควบคุม)  

 ดำเนินการปลูกถั ่วเหลืองพันธุ เชียงใหม 60 ในฤดูฝน เดือน มิถุนายน – สิงหาคม 2564 ณ แปลง

ทดลองของ ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก โดยระยะปลูก 50 x 20 เซนติเมตร หยอดเมล็ดหลุม

ละ 5 เมล็ด หลังจากหยอดเมล็ดและกลบหลุมดีแลว พนสารเคมีคุมวัชพืชกอนถั่วเหลืองงอก โดยใชอลาคลอร 

อัตรา 500 มิลลิลิตรตอไร หลังจากปลูก 7 วัน พนสารเคมีปองกันกำจัดแมลงวันหนอนเจาะลำตน ถอนแยกตน

ถั่วเหลืองใหเหลือหลุมละ 2-3 ตน หลังจากงอกประมาณ 1 สัปดาห ใสปุยเคมีสูตร 12-24-12 อัตรา 25 

กิโลกรัมตอไร โดยโรยขางแถวแลวกลบปุย  

 เตรียมสารละลายสารปองกันกําจัดโรคพืชพนลงบนตนถั่วเหลืองตามกรรมวิธี ดูแลตามคำแนะนำของ

กรมวิชาการเกษตรจนถึงระยะสุกแกทางสรีระ เก็บเกี่ยวถั่วเหลืองมาตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ ไดแก 
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ตรวจสอบความงอกมาตรฐานโดยการเพาะความงอกดวยทราย จำนวน 100 เมล็ด/ซำ้ จำนวน 4 ซ้ำ ระยะเวลา 

8 วัน แลวประเมินความงอกมาตรฐาน (ISTA, 2020) ความแข็งแรงโดยวิธีการเรงอายุ (accelerated aging 

test) นำเมล็ดไปเรงอายุที่อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 72 ชั่วโมง ความชื้นสัมพัทธรอยละ 98±2 

เปนเวลา 96 ชั่วโมง จำนวน 100 เมล็ดตอซ้ำ เมื่อครบกำหนดนำเมล็ดไปเพาะความงอกตามวิธีการทดสอบ

ความงอกมาตรฐาน และตรวจเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุดวยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น (Blotter method) โดย

การสุมเมล็ดถั่วเหลืองมา 400 เมล็ด นำไปวางบนกระดาษเพาะที่ชื้นในจานเพาะเชื้อจำนวน 10 เมล็ดตอจาน 

นำไปบมที่อุณหภูมิ (20-25 องสาเซลเซียส) โดยใหแสง NUV 12 ชั่วโมง สลับมืด 12 ชั่วโมง เปนเวลา 7 วัน 

หลังจากครบกำหนดการบมนำจานเพาะไปตรวจสอบเชื้อภายใตกลองจุลทรรศน 

การบันทึกขอมูล 

 - เปอรเซ็นตเมล็ดติดเชื้อ 

 - เปอรเซ็นตเมล็ดเนาโฟมอปซิส 

 - คุณภาพเมล็ดพันธุ ไดแก เปอรเซ็นตความงอก เปอรเซ็นตความแข็งแรง 

เวลาและสถานที่   

 ระยะเวลาดำเนินการ เริ่ม ตุลาคม 2562 – สิ้นสุด กันยายน 2564  

 ดำเนินการ ณ ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก จ. พิษณุโลก 

ผลการทดลองและอภิปราย 

ประสิทธิภาพของสารกำจัดเช้ือราในการควบคุมโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสในถั่วเหลือง 

 เชื้อ Phomopsis sp. (Diaporthe) ที่แยกไดจากเมล็ดถั่วเหลืองที่มีอาการของโรคเมล็ดเนา และแยก

ใหเชื้อบริสุทธิ์เมื่อมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาไดแก ลักษณะเสนใย รูปรางสปอรภายใตกลองจุลทรรศน 

พบวาเชื้อมีเสนใยเจริญอยางรวดเร็วปกคลุมเมล็ด เชื้อมีการสรางโคนิเดยีมีลักษณะ elliptical และ hyaline (มี

ขนาด 6.2 - 7.2 × 2.6 - 3.2 μm) โคโลนีที่เจริญบนอาหารมีลักษณะเปนกลุม แนนสีขาว Stromata มีขนาด

ใหญ สีดำและกระจายทั่วทั้งจาน และจากการทดสอบสารปองกันกําจัดโรคพืชที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ

รา Phomopsis sp. โดยวิธี poison food technique โดยนําสารปองกันกําจัดโรคพืชที่ตองการทดสอบที่มี

ความแตกตางตามกลไกความตานทานของสารปองกันกำจัดเชื ้อราหรือ Fungicide Resistance Action 

Committee (FRAC) โดยสารที่นำมาทดสอบสามารถแบงกลุมไดดังนี้ กลุมที่ 1 ไดแก Thiophanate-methyl 

และ Carbendazim ซึ่งมีกลไกการออกฤทธิ์โดยการยับยั้งกระบวนการ mitosis และการแบงเซลล กลุมที่ 3 

ไดแก Difenoconazole และ Propiconazole กลุมที่ 11 ไดแก Azoxystrobin มีผลยับยั้งการหายใจของเชื้อ

รา กลุมที่ 24 ไดแก Kasugamycin ซึ่งมีกลไกการออกฤทธิ์โดยการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน กลุมที่ 33 

ไดแก Fosetyl-Al ซึ่งยังไมทราบกลไกการออกฤทธิ์ กลุมท่ี 40 ไดแก Dimethomorph ซึ่งมกีลไกการออกฤทธิ์

โดยการยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลล และสุดทายคือ กลุม M ไดแก Mancozeb, Captan, Chlorothalonil 

ซึ่งมีผลปองกันเชื้อราไดหลายจุด (multi-site action) โดยทำการทดสอบสารที่ความเขมขนตางๆ ตามอัตรา

ความเขมขนกําหนดไว 4 อัตรา คือ ต่ำกวาอัตราแนะนํา อัตราแนะนําตามฉลาก และสูงกวาอัตราแนะนํา 0.5 
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เทา ตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสในถ่ัวเหลือง พบวาสารเคมี

ทั้ง 12 ชนิดมีผลยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อราไดแตกตางกัน เนื่องจากสารเคมีแตละชนิดมีกลไกการยับยั้ง

การเจร ิญเติบโตของเช ื ้อรา (fungistatic) ท ี ่แตกตางกัน สารที ่ย ับย ั ้งได ด ีท ี ่ส ุด ไดแก Carbendazim, 

Thiophanate-methyl, Difenoconazole ซึ่งเปนสารแบบดูดซึมและ Mancozeb ซึ่งเปนสารแบบสัมผัส ดัง

แสดงในตารางท่ี 1 โดยสารเคมีแบบดูดซึมที ่คอนขางเจาะจงตอเชื ้อสาเหตุโรค ไดแก carbendazim และ 

thiophanate-methyl ซึ ่งมีผลตอการยับยั ้งการเจริญของเช ื ้อราที ่สร างสปอรใส (hyaline) ในขณะที่  

difenoconazole ยับย้ังการเจริญของเชื้อราไดหลายชนิด (broad spectrum) จึงเหมาะตอการใชสลับกับสาร 

carbendazim และ thiophanate-methyl ซึ่งเปนสารในกลุม Methyl Benzimidazole Carbamates ที่มี

ความเสี่ยงสูงตอการเกิดการดื้อยาและยังมีความเสี่ยงที่จะเกิดความตานทานขาม (cross-resistance) ระหวาง

สารเคมีที่เปนสมาชิกในกลุมนี้ (FRAC, 2012) สารแบบสัมผัสที่ยับยั้งเชื้อราทดสอบไดทุกชนิดคือ mancozeb 

จึงใชเพื่อปองกันการเกิดโรคตางๆ ไดทุกระยะของพืช อีกทั้งมีความเสี่ยงต่ำตอการดื้อยาจึงเหมาะที่จะใชสลับ

กับสารแบบดูดซึม หรือสารที่มีความเสี่ยงตอการดื้อยาสูงเพ่ือปองกันการดื้อยา 

 

ตารางที่ 1 ผลของชนิดและความเขมขนของสารปองกันกำจัดเชื้อราตอการยับยั้ง Phomopsis sp. 

ชนิดของสารปองกันกำจัดเชื้อรา ความเขมขน 

(มก./ลิตร) 

เปอรเซน็ตการยับยั้ง Phomopsis sp. 

Azoxystrobin 5 

50 

500 

5000 

38.71 

59.90 

67.51 

73.73 

Captan 1.5 

15 

150 

1500 

41.50 

61.65 

69.90 

82.52 

Carbendazim 1.5 

15 

150 

1500 

100 

100 

100 

100 

Chlorothalonil 1.5 

15 

150 

1500 

73.57 

78.05 

83.79 

100 

Difenoconazole 0.5 

5 

50 

77.50 

100 

100 
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500 100 

Dimethomorph 1 

10 

100 

1000 

0 

18.44 

47.11 

63.33 

Fosetyl-aluminium 1.5 

15 

150 

1500 

3.11 

16.22 

30.67 

100 

Kasugamycin hydrochloride 

hydrate 

4 

40 

400 

4000 

6.26 

35.57 

76.96 

100 

Mancozeb 4 

40 

400 

4000 

18.65 

100 

100 

100 

Mancozeb+valifenalate 2.5 

25 

250 

2500 

50.78 

67.78 

85.68 

100 

Propiconazole 1.5 

15 

150 

1500 

80.09 

87.41 

100 

100 

Thiophanate-methyl 1.5 

15 

150 

1500 

100 

100 

100 

100 
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ภาพท่ี 1 ประสิทธิภาพของสารกำจัดเชื้อราตอการยับยั้งเชื้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมลด็เนาโฟมอปซิส

ในถ่ัวเหลือง 

 

 จากการทดสอบชวงเวลาที่เหมาะสมตอการฉีดพนสารปองกันกําจัดเชื้อ Phomopsis sp. ที่คดัเลือกได 

3 ชนิดไดแก Thiophanate-methyl, Difenoconazole และ Carbendazim โดยทำการฉีดพนที่ระยะ R3 

(ระยะเริ่มติดฝก), R5 (ระยะเริ่มติดเมล็ด) และระยะ R3+R5 ในสภาพแปลงทดลอง ในฤดูฝน ป 2564 ระหวาง

เดือนมิถุนายน – เดือนสิงหาคม พบวา เปอรเซน็ตการพบเชื้อ Phomopsis sp และ Cercospora kikuchii ใน

เมล็ดพันธุไมแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ แตกรรมวิธีพนดวย Thiophanate-methyl ท่ีระยะ R3+R5 

พบเชื ้อ Phomopsis sp นอยที่สุดเทากับ 3.5% และ Cercospora kikuchii เทากับ 10.75% (ตารางที ่ 2)

เชนเดียวกับคุณภาพเมล็ดพันธุไดแก ความงอก ไมแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ แตความแข็งแรงของ

เมล็ดพันธุแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ โดยมีความงอกสูงสุด 46% มีเปอรเซ ็นตการพบเชื้อ 

Phomopsis sp. อยูระหวาง 3.5-6.75 และ เปอรเซ็นตการพบเชื้อ Cercospora kikuchii อยูระหวาง 11.25-

17.25 ซึ่งไมแตกตางกับชุดควบคุมที่พนดวยน้ำเปลา ทั้งนี้เนื่องจากในระหวางการทดลองถั่วเหลืองประสบ

ปญหาฝนตกหนักในชวงใกลเก็บเกี่ยวทำใหตนถั่วเหลืองลม ฝกสัมผัสดินมีเชื้อราและแมลงเขาทำลาย เมล็ดถ่ัว

เหลืองไมไดคุณภาพ 
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ตารางที่ 2  ชวงเวลาที่เหมาะสมตอการฉีดพนสารปองกันกําจัดเชื้อ Phomopsis sp. และคุณภาพเมล็ดพันธุ 

กรรมวิธี เปอรเซ็นตการพบเชื้อ  

Phomopsis sp. 

เปอรเซ็นตการ

พบเชื้อ C. 

kikuchii 

 

ความงอก  

(%) 

ความ

แข็งแรง  

(%) 

1. พนดวย Thiophanate-

methyl ที่ระยะ R3 

3.75 17.00 34.00 19.75ab 

2. พนดวย Thiophanate-

methyl ที่ระยะ R5 

4.24 16.50 

 

33.25 16.00a 

3. พนดวย Thiophanate-

methyl ท่ีระยะ R3+R5 

3.50 10.75 34.00 17.75ab 

4. พนดวย Difenoconazole  

ท่ีระยะ R3 

4.50 12.00 31.75 17.75ab 

5. พนดวย Difenoconazole  

ท่ีระยะ R5 

6.75 15.75 29.75 18.75ab 

6. พนดวย Difenoconazole  

ท่ีระยะ R3+R5 

5.00 17.25 46.00 21.75ab 

7. พนดวย Carbendazim  

ท่ีระยะ R3 

6.50 11.25 35.50 25.75b 

8. พนดวย Carbendazim  

ท่ีระยะ R5 

4.25 15.75 31.75 16.00a 

9. พนดวย Carbendazim  

ท่ีระยะ R3+R5 

6.00 14.25 38.00 19.50ab 

10. พนดวยน้ำ (ชุดควบคมุ) 4.50 17.25 39.75 18.00ab 

F-test ns ns ns * 

หมายเหตุ * = แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ (p≤0.05), ns= ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (>0.05) 

 

 

 

 

 

 



77 

 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

- สารท ี ่ย ับย ั ้ ง เช ื ้ อ  Phomopsis sp. ได ด ีท ี ่ ส ุ ด ได แก   Carbendazim, Thiophanate-methyl, 

Difenoconazole ซ ึ ่งเป นสารแบบดูดซ ึม และ Mancozeb ซ ึ ่ งเป นสารแบบสัมผ ัส  กรรมว ิธ ีพ นดวย 

Thiophanate-methyl ที่ระยะ R3+R5 สามารถลดปริมาณเชื้อ Phomopsis sp และ Cercospora kikuchii  

ไดสูงสุด 

- สารเคมีแบบดูดซึมที่คอนขางเจาะจงตอเชื้อสาเหตุโรค ไดแก carbendazim และ thiophanate-

methyl ในขณะที่ difenoconazole ยับยั้งการเจริญของเชื้อราไดหลายชนิด (broad spectrum) จึงเหมาะ

ตอการใชสลับกับสาร carbendazim และ thiophanate-methyl  

-  สารแบบสัมผัสที่ยับย้ังเชื้อราทดสอบไดทุกชนิดคอื mancozeb จึงใชเพ่ือปองกันการเกิดโรคตางๆ ได

ทุกระยะของพืช อีกทั้งมีความเสี่ยงต่ำตอการดื้อยาจึงเหมาะที่จะใชสลับกับสารแบบดูดซึม หรือสารที่มีความ

เสี่ยงตอการดื้อยาสูงเพื่อปองกันการดื้อยา 
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บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือหาแนวทางในการจัดการโรคที่สำคัญของการผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

ไดแก เชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงและเชื้อรา Phomopsis sp สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟ

มอป การศึกษาการจัดการโรคไดดำเนินการ 3 วิธีการ ไดแก  

 วิธีทางเคมีโดยการใชสารกำจัดเชื้อรา พบวาสารเคมีที่เหมาะสมตอการควบคุมเชื้อรา Cercospora 

kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงคือ Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC โดยฉีดพนที่ระยะ 

R2 (ระยะออกดอกเต็มที ่) และ R6 (ระยะเมล็ดพัฒนาเต็มที ่) สารเคมีที ่เหมาะสมตอการควบคุมเชื ้อรา 

Phomopsis sp สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอป ไดแก Carbendazim, Thiophanate-methyl, Difenoconazole 

ซึ่งเปนสารแบบดูดซึม และ Mancozeb ซึ่งเปนสารแบบสัมผัส กรรมวิธีพนดวย Thiophanate-methyl ที่

ระยะ R3 (ระยะเริ่มติดฝก) และระยะ R5 (ระยะเริ่มติดเมล็ด) สามารถลดปริมาณเชื้อ Phomopsis sp และ 

Cercospora kikuchii ไดสูงสุด 

 วิธีทางกายภาพโดยการใชแสงยูวีซี มีประสิทธิภาพสามารถยับยั้งเชื้อรา Aspergillus flavus และ 

Aspergillus niger ไดดีเมื่อไดรับแสงยูวีซีเปนเวลา 10 นาทีขึ้นไป ในขณะที่แสงยูวีซีไมสามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุ

โรคเมล็ดพันธุ Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. เมล็ดที่ไดรับการแสงยูวีซีที่นานขึ้นพบวาความ

งอกมีแนวโนมสูงข้ึนตามระยะเวลาที่ไดรับแสง ดังนั้นแสงยูวีซีมีความเหมาะสมที่จะนำไปประยุกตใชในดานการ

กำจัดเชื้อที่ติดมากับเมล็ดพันธุรวมทั้งยังสามารถสงเสริมความงอกของเมล็ดพันธุอีกดวย 

 วิธีทางชีวภาพโดยการใชสารสกัดพืชที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii สูงสุด 

คือ สารสกัดจากกานพลู (น้ำมันกานพลู) องคประกอบสารทางพฤกษเคมีเปนสารกลุม terpenoids (eugenol 

ในน้ำมันกานพลู) และวิธีการสกัดน้ำมันกานพลูที่ดีที่สุด คือ การกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) เมื่อนำมา

ทำผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู สูตรที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงสุดคือน้ำมันกานพลู 40% W/W 

EC ที่ความเขมขน 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร การนำไปประยุกตใชในแปลงผลิตเมล็ดพันธุ พบวา การคลุก

เมล็ดดวยสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดสีมวง แตไมเหมาะสมที่จะ

นำมาคลุกเมล็ด เนื่องจากน้ำมันกานพลูมีผลตอการงอกของเมล็ดพันธุ เมื่อนำมาใชเปนสูตรผลิตภัณฑชนิด

น้ำมันเขมขนแบบของเหลวที่ผสมเปนเนื้อเดียวกัน (EC) 40% w/w EC อัตรา 50 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร ใน

การฉีดพนในแปลงผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลืองสามารถลดการเกิดโรคเมล็ดสีมวงไดใกลเคียงกับการฉีดพนดวยสาร

คารเบนดาซิมและไมมีผลตอการงอกของเมล็ด จึงนาจะเปนอีกแนวทางเลือกหนึ่งที่จะสามารถนำมาใชทดแทน

สารเคมีปองกันกำจัดเชื้อราได สวนการใชสารกระตุนการตานทานโรคในถั่วเหลือง ไดแก การพนสารดวย

เมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 90 มิลลิกรัมตอลิตร บนตนถั่วเหลืองระยะเติบโตทางลำตน มีประสิทธิภาพในการ

ลดปริมาณเชื้อ Cercospora kikuchii และถั่วเหลืองมีการแสดงออกของยีน PR4 สูงสุด และการใชจุลินทรีย

ปฎิปกษที ่ค ัดเล ือกได ไดแก Bacillus subtilis สายพันธุ PSL49 มีประสิทธิภาพในการย ับยั ้งทั ้งเชื้อ 

Cercospora kikuchii และเชื้อ Phomopsis sp. กรรมวิธีที่ดีที่สุดคือการพนเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ Bacillus 

subtilis PSL49 ในระยะตนกลา V1 พบการติดเชื้อ C. kikuchii นอยสุด 
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 แตอยางไรก็ตามแนวทางในการควบคุมโรคโดยใชวิธีการใดวิธีการเดียว เชน การใชสารเคมีเพียงอยาง

เดียวไมสามารถควบคมุโรคไดสมบูรณ ดังนั้นการควบคุมโรคโดยวิธีการอื่นยังคงมีความจำเปน เชน การใชเมล็ด

พันธุที่สะอาดปราศจากโรค การจัดการสภาพแวดลอมไมใหเหมาะสมตอการเกิดโรค เชน การกำจัดวัชพืชใน

แปลง การลดความชื้นในแปลงปลูก การเสริมธาตุอาหารตามความตองการของพืช การหลีกเลี่ยงการใสปุยที่มี

ไนโตรเจนสูงเกินไป และการนำชิ้นสวนพืชที่เปนโรคไปเผาทำลาย 
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ภาคผนวก ก 

 

 

 
ภาคผนวก ก1 ลกัษณะของเชื้อรา Cercospora kikuchii 

   ก  ลักษณะเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถั่วเหลือง  

   ข  ลักษณะเชื้อรา Cercospora kikuchii ภายใตกลองจุลทรรศน แบบ Stereo 

  ค  ลักษณะเชื้อรา Cercospora kikuchii ภายใตกลองจุลทรรศน แบบ Compound 

ก 

ข 

ค 
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 Cercospora kikuchii Fusarium sp 

 

 

 Phomopsis sp.  Aspergillus niger 

 

ภาคผนวก ก2 ลักษณะของเชื้อรา Cercospora kikuchii, Phomopsis sp., Fusarium sp., Aspergillus 

niger ที่เจริญบนอาหาร PDA 
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ภาคผนวก ก3 ลักษณะของเชื้อ Phomopsis sp. ที่เจริญบนผิวเมล็ดถั่วเหลือง 
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ภาพที่ ก4 ความหลากหลายของเชื้อ Phomopsis sp. ที่แยกไดจากเมล็ดถั่วเหลือง 
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ภาคผนวก ข 

 

ภาคผนวก ข1 การออกแบบตูและการติดตั้งหลอดยูวีซี 

 

 


