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รูปที ่3.1 การทดสอบกลไกการออกฤทธ์ิของเช้ือ Streptomyces spp. ดว้ยวธีิ Dual culture bioassay กบั   

               เช้ือสาเหตุโรคพืช (ดดัแปลงจาก Boukaew และคณะ, 2011) 

 

กรณีเช้ือสาเหตุโรคเป็นเช้ือแบคทีเรียคือ Erwinia carotovora นําเซลล์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย

สาเหตุโรคท่ีต้องการทดสอบนํามาเกล่ียให้ทั่วบนหน้าจานอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient agar (NA) 

(ภาคผนวก ก. 1) จากนั้นนาํนํ้ าเล้ียงเซลล์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces spp. ท่ีมีอายุ 24 ชัว่โมง

มาทําการทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียด้วยวิธี Filter paper disc 

technique จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 72 ชัว่โมง บนัทึกผลการทดลองโดยวดัความ

กว้างของ clear zone และรายงานผลในหน่วยมิลลิเมตร วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 

(Completely Randomized Design, CRD) โดยแต่ละไอโซเลทมี 4 ซํ้ า (จานอาหารเล้ียงเช้ือ) 

 

3.1.2 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ Chitinase ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

Streptomyces spp.  

 

นาํช้ินวุน้ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์Streptomyces spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท คือ F2, F3, I14, J2 และ K1 ท่ีมี

อายุ 7 วนั ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร วางบนจานอาหาร Chitin selective agar จาํนวน 3 

จุด (Gomez และคณะ, 2004) (ภาคผนวก ก. 1) จากนั้นทาํการบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 1 

สัปดาห์ ทาํการตรวจสอบความสามารในการผลิตเอนไซม์ Chitinase จากการวดัขนาด clear zone ท่ี

ปรากฏบนอาหารเล้ียงเช้ือ และรายงานผลในหน่วยมิลลิเมตร (Sadegui และคณะ, 2006) วางแผนการ

ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) ซ่ึงแต่ละไอโซเลทมี 4 ซํ้ า (จาน

อาหารเล้ียงเช้ือ) 
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3.1.3 ศึกษากจิกรรมของเอนไซม์ Chitinase ของเช้ือแบคทเีรียปฏปัิกษ์ Streptomyces spp. 

 

3.1.3.1 การเตรียมเช้ือแบคทเีรีย 

นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces spp. ท่ีเล้ียงบนอาหาร IMA-2 อายุ 7 วนั มาขูดเอาสปอร์ท่ี

ผิวหน้าจานอาหารออกโดยใช้ Spreader จากนั้ นเติมนํ้ ากลั่นท่ีผ่านการฆ่าเช้ือเรียบร้อยแล้ว ใช ้

autopipete ดูดสปอร์แขวนลอยจากจานอาหาร นาํมากรองบนผา้ขาวบางท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้น

นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ยี่ห้อ 

Shimadzu รุ่น UV-1800 (Japan) โดยให้มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.5 จากนั้ นทําการดูดสปอร์

แขวนลอยท่ีไดม้า 5 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลว Inhibitory mold brotg-2 (IMB-2) (ภาคผนวก ก. 1) 

ปริมาตร 125 มิลลิลิตร ทําการบ่มภายใต้สภาวะเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ ยี่ห้อ New 

Bronswick Scientific รุ่น Innova 43R (Germany) ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 28±2 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ทาํการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ Chitinase ทุกๆ 4 ชัว่โมง 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) โดยแต่ละไอโซเลทมี 

4 ซํ้ า (หลอดทดลอง)  

 

3.1.3.2 การเตรียม Crude enzyme 

นําสปอร์แขวนลอยท่ีได้จากข้อ 3.1.3.1 จาํนวน 20 มิลลิลิตร นําไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกส่วนใสด้วย

เคร่ืองป่ันเหวี่ยงยี่ห้อ Sorvall รุ่น RC 5C Plus (United states) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว

รอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นดูดส่วนใสเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อ

นาํไปใชใ้นการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสต่อไป 

 

3.1.3.3 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์  Chitinase ในนํ้าเลี้ยงเซลล์เช้ือแบคที เรียปฏิ ปักษ์ 

Streptomyces spp. (Gomez และคณะ, 2004) 

ชั่ง colloidal chitin (ภาคผนวก ก. 4) จาํนวน 0.2 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง เติม citrate buffer ความ

เข้มข้น 0.1 โมลาร์ท่ี  pH 6 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้ นเติม crude enzyme ท่ีได้จากข้อ 3.1.3.2 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที หยุดปฏิกิริยาของ

เอนไซมโ์ดยนาํไปตม้ในนํ้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที แลว้ทาํให้เยน็ทนัทีโดยนาํไปแช่ในนํ้ าแข็ง ตั้งทิ้งไว้

ให้ตกตะกอน จากนั้นดูดส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลาย 

Dinitrosalicylic acid ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กนันาํไปตม้ในนํ้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที แลว้ทาํ

ใหเ้ยน็ทนัที จากนั้นเติมนํ้ ากลัน่จาํนวน 10 มิลลิลิตร นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นา

โนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ยี่ห้อ Shimadzu รุ่น UV-1800 (Japan) อ่านค่าความเขม้ขน้

ของผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากการย่อยสลายเทียบกับกราฟมาตรฐาน N-acetylglucosamine (NAG) (รูปท่ี 
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3.2) วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) โดยแต่ละไอโซ

เลทมี 4 ซํ้ า (หลอดทดลอง)  

 

การคํานวณกจิกรรมของเอนไซม์ Chitinase ในหน่วย Unit/ml 

 

การคาํนวณปริมาณ N-acetylglucosamine (µg/ml) เทียบกบักราฟมาตรฐาน 

นาํค่า Absorbance ท่ีวดัไดจ้ากตวัอยา่งนํ้ าเล้ียงเซลลเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์Streptomyces spp.  แทนใน

สมการกราฟมาตรฐาน N-acetylglucosamine (รูปท่ี 3.2) 

                                                               y = 0.0427x + 0.0063 

                                                               x = y – 0.0063 

                                                                        0.0427 

เม่ือ y คือค่า Absorbance ท่ีวดัไดจ้ากของตวัอยา่งนํ้าเล้ียงเซลล ์Streptomyces spp.  

นาํค่าท่ีไดไ้ปคาํนวณค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสดงัสูตรต่อไปน้ี 

 

กิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส (unit/ml) = A × 1 × C × 1 × 1 × dilution factor 

           B          D   E              

เม่ือ 

A  = ปริมาณ N-acetylglucosamine (µg/ml) 

B  = มวลโมเลกุลของ N-acetylglucosamine (221.2) 

C  = ปริมาณของสารละลายทั้งหมดท่ีทาํปฏิกิริยา (ml)  

D  = เวลาท่ีใชใ้นการทาํปฏิกิริยา (60 นาที) 

E  = ปริมาตรสารตวัอยา่ง (ml) 

Dilution factor   = ความเขม้ขน้ของนํ้าเล้ียงเซลลเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์Streptomyces spp. ท่ีเจือจางให้

มีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการตรวจวดักิจกรรมของเอนไซม ์Chitinase  

หมายเหตุ : unit/ml เท่ ากับ  ปริมาณ ของเอนไซม์  1 ml ท่ีสามารถย่อยสลายไคตินให้ เป็น  N-

acetylglucosamine 1 µg/ml ในเวลา 60 นาที  
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รูปที ่3.2 กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของ N-acetylglucosamine กบัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาว   

               คล่ืน 570 นาโนเมตร สาํหรับกิจกรรมเอนไซม ์Chitinase ในนํ้าเล้ียงเซลลแ์บคทีเรียปฏิปักษ ์  

               Streptomyces spp. 

 

3.1.4 การทดสอบประสิทธิภาพของนํา้เลีย้งเซลล์เช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ Streptomyces spp. 

(culture filtrate) ในการยบัยั้งเช้ือราและแบคทเีรียสาเหตุโรคพชืตระกูลกะหลํา่ 

 

นาํเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces spp. มาเล้ียงในอาหารเหลว Inhibitory mold broth-2 (IMB-2) 

ปริมาตร 125 มิลลิลิตร บ่มในสภาพเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ด้วยเคร่ืองเขย่าควบคุม

อุณหภูมิ ยีห่้อ New Bronswick Scientific รุ่น Innova 43R (Germany) นาน 24 ชัว่โมง นาํนํ้ าเล้ียงเซลล์

ท่ีไดไ้ปทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือราหรือเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชดว้ยวิธี Filter paper 

disc technique โดยนาํนํ้ าเล้ียงเซลล์ไปกรองผ่าน Millipore filter ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ โดยมีขนาดรู

เท่ากบั 0.45 ไมโครเมตร นาํนํ้ าเล้ียงเซลล์ท่ีไดเ้ก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนนาํไปใชใ้นการ

ทดสอบต่อไป 

 

กรณีเช้ือสาเหตุโรคเป็นเช้ือรา นาํ mycelial disc (เส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร) ของเช้ือสาเหตุ

โรคพืชในท่ีน้ีคือเช้ือรา Rhizoctonia sp. เป็นตวัแทนในการศึกษา โดยนาํไปวางตรงกลางจานอาหาร 

PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั จากนั้ นนํา Filter paper disc (Advantec, 

Japan) ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.45 เซนติเมตร จาํนวน 4 ช้ิน วางเป็น 4 มุม โดยแต่ละมุมห่างจากเช้ือ

ราสาเหตุโรคพืชประมาณ 2 เซนติเมตร (รูปท่ี  3.3) จากนั้ นนํานํ้ าเล้ียงเซลล์  Streptomyces spp. 
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ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หยดบน  Filter paper disc จาํนวน 2 แผ่น  และหยดอาหารเหลว IMB-2 

(control) ลงบน Filter paper disc อีก 2 แผ่นท่ีเหลือ จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส 

นาน 3 วนั บนัทึกผลการทดลองโดยวดัขนาดความกวา้งของการเจริญของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรคพืช

ในหน่วยมิลลิเมตร และรายงานผลเป็นเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งการเจริญของเส้นใย (Inhibition Radial 

Mycelia Growth (%),  RMG (%)) วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized 

Design, CRD) โดยแต่ละไอโซเลทมี 4 ซํ้ า (จานอาหารเล้ียงเช้ือ) 

 

กรณีเช้ือสาเหตุโรคเป็นเช้ือแบคทีเรีย นาํเซลลแ์ขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช ความเขม้ขน้ 

106 CFU/ml มาเกล่ียลงบนหนา้อาหาร NA จากนั้นนาํ Filter paper disc ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.45 

เซนติเมตร จาํนวน 4 แผ่น วางเป็น 4 มุม จากนั้ นนํานํ้ าเล้ียงเซลล์ Streptomyces spp. ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร หยดลงท่ี Filter paper disc 2 แผ่น และหยดอาหารเหลว IMB-2 (control) ลงบน Filter 

paper disc ท่ีเหลือ จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส นาน 2 วนั บนัทึกผลการทดลอง

โดยวดัขนาดความกวา้งของ clear zone ในหน่วยมิลลิเมตร วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 

(Completely Randomized Design, CRD) โดยแต่ละไอโซเลทท่ีทดสอบมี 4 ซํ้ า (จานอาหารเล้ียงเช้ือ) 

 

 
 

รูปที ่3.3 การทดสอบประสิทธิภาพของนํ้าเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ดว้ยวธีิ Filter paper disc     

               กบัเช้ือสาเหตุโรคพืช (ดดัแปลงจาก Boukaew และคณะ, 2011) 
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3.2 การศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือแบคทเีรียปฏปัิกษ์ Streptomyces sp. ในการควบคุมโรค

เน่าคอดินทีเ่กดิจากเช้ือรา Rhizoctonia sp. ในพชืตระกูลกะหลํา่ในระดบัโรงเรือน 

(Greenhouse) 

 

3.2.1 การศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือแบคทเีรียปฏปัิกษ์ Streptomyces sp. ในการควบคุม

โรคเน่าคอดินทีเ่กดิจากเช้ือรา Rhizoctonia sp. ในพชืตระกูลกะหลํา่ทีป่ลูกด้วยระบบดิน 

 

3.2.1.1 การเตรียมเช้ือแบคทเีรีย Streptomyces sp.  

การศึกษาในระดบัโรงเรือน (Greenhouse) เลือกใชเ้ช้ือแบคทีเรีย Streptomyces sp. ไอโซเลท F3 มาใช้

ในการทดสอบ เน่ืองจากเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces sp. ไอโซเลท F3 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ

เจริญเส้นใยเช้ือรา Rhizoctonia sp. สาเหตุโรคเน่าคอดินไดดี้ท่ีสุดจากผลการทดสอบในสภาพ in vitro 

โดยขั้นตอนการเตรียมเช้ือแบคทีเรียทําโดย นํา Spreader ขูดท่ีผิวหน้าจานอาหารเช้ือแบคทีเรีย 

Streptomyces sp. ท่ีเล้ียงบนอาหาร IMA-2 อายุ 7 วนั เพื่อให้สปอร์ของเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces sp. 

หลุดออก จากนั้นเติมนํ้ ากลัน่ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือเรียบร้อยแล้ว ใช้ autopipete ดูดสปอร์แขวนลอยจาก

หนา้จานอาหารแลว้นาํมากรองบนผา้ขาวบางท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสง

ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ยี่หอ้ Shimadzu รุ่น UV-1800 (Japan) 

โดยให้มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.5 จากนั้นนาํสปอร์แขวนลอยมาหาความเขม้ขน้เช้ือดว้ยวิธี Serial 

dilutions plate count (ภาคผนวก ก. 3) ซ่ึงความเขม้ขน้เช้ือท่ีไดมี้ค่าเท่ากบั 108 colony/ml  

 

3.2.1.2 การเตรียมเช้ือรา Rhizoctonia sp. สาเหตุโรคเน่าคอดิน 

การเตรียมเส้นใยเช้ือรา Rhizoctonia sp. ทาํโดยใช ้cork borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร 

เจาะท่ีบริเวณปลายเส้นใยของเช้ือรา Rhizoctonia sp. อายุ 3 วนัจาํนวน 10 ช้ิน จากนั้นนาํช้ินวุน้มาเล้ียง

ในอาหาร Potato dextrose broth (PDB) (ภาคผนวก ก. 1) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ทาํการบ่มภายใต้

ส ภาวะเข ย่าด้วย เค ร่ืองเขย่าควบ คุม อุณ ห ภูมิ  ยี่ห้ อ  New Brunswick Scientific รุ่น  Innova 43R 

(Germany) ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้น

ทาํการป่ันเส้นใยให้ละเอียดดว้ยเคร่ือง Homogenizer ยี่ห้อ Heidolph รุ่น Silent Crusher M (Germany) 

ท่ีความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จะได้เส้นใยเช้ือรา Rhizoctonia sp. ขนาดเล็ก

จาํนวนมาก จากนั้นนาํเส้นใยเช้ือรามาหาความเขม้ขน้ดว้ยวิธี Serial dilutions plate count (ภาคผนวก 

ก. 3) ซ่ึงความเขม้ขน้ของเส้นใยเช้ือราท่ีไดมี้ค่าเท่ากบั 106 colony/ml 
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3.2.1.3 การเตรียมต้นกล้าผกักวางตุ้งสําหรับปลูกในระบบดิน 

ในการทดลองน้ีใช้ผกักวางตุง้ เป็นตวัแทนของพืชตระกูลกะหลํ่า เน่ืองจากเป็นพืชท่ีเพาะปลูกง่าย 

เจริญเติบโตเร็ว และอ่อนแอต่อโรคเน่าคอดิน ทาํการศึกษาโดยเพาะเมล็ดกวางตุง้ในตะกร้าเป็นเวลา 

14 วนั ยา้ยตน้กลา้ท่ีมีลกัษณะแขง็แรง ลาํตน้ไม่หกั ลงในถุงเพาะตน้กลา้ และเพาะปลูกไวใ้นโรงเรือน 

ทาํการให้นํ้ าทุกวนั ในช่วงเช้าและเยน็ และให้ปุ๋ยสูตร 16-16-16 จาํนวน 1 กรัมต่อตน้กวางตุง 1 ตน้

ทุกๆ 5 วนั เป็นเวลา 20 วนั (ผกักวางตุง้มีอายรุวม 34 วนั)  

 

3.2.1.4 การปลูกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ Streptomyces sp. และเช้ือราสาเหตุโรคพชื Rhizoctonia sp. 

นาํตน้กวางตุง้อายุ 20 วนัหลงัยา้ยปลูกท่ีเตรียมได้จากขอ้ 3.2.1.3 มาทาํการปลูกเช้ือลงในดินท่ีใช้ใน

การเพาะปลูกตามวิธีการของ Curtis และคณะ (2010) โดยปริมาตรของเส้นใยแขวนลอยเช้ือรา 

Rhizoctonia sp. (เตรียมได้จากข้อ 3.3.1.2) และปริมาตรของสปอร์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย 

Streptomyces sp. ไอโซเลท F3 (เตรียมได้จากข้อ 3.2.1.1) ท่ีใช้ในการทดลองน้ีคือ 200 ไมโครลิตร 

และ 5 มิลลิลิตร ตามลาํดบั สําหรับตน้กวางตุง้ท่ีราดดว้ยสารกาํจดัเช้ือรา Benomyl ความเขม้ขน้ 200 

ppm. (ภาคผนวก ก. 2) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และตน้กวางตุง้ท่ีราดดว้ยนํ้ าประปา ใชเ้ป็นชุดควบคุม 

ซ่ึงในการปลูกเช้ือลงในดินท่ีปลูกตน้กวางตุง้น้ี สามารถสรุปออกเป็นทรีตเมนทต่์างๆ ได ้ดงัน้ี  

 

ทรีตเมนทท่ี์ 1 ผกักวางตุง้ท่ีราดดว้ยนํ้าประปา (Control) 

ทรีตเมนทท่ี์ 2  ผกักวางตุง้ท่ีราดสปอร์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์

         Streptomyces sp.  

ทรีตเมนทท่ี์ 3  ผกักวางตุง้ท่ีหยดเส้นใยแขวนลอยของเช้ือรา Rhizoctonia sp.  

ทรีตเมนทท่ี์ 4  ผกักวางตุง้ท่ีราดสปอร์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces 

sp. และบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้ นหยดเส้นใยแขวนลอยของเช้ือรา 

Rhizoctonia sp.  

ทรีตเมนทท่ี์ 5  ผกักวางตุง้ท่ีหยดเส้นใยแขวนลอยของเช้ือรา Rhizoctonia sp. และบ่มเป็น

เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้ นราดสปอร์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์

Streptomyces sp.  

ทรีตเมนทท่ี์ 6  ผกักวางตุง้ท่ีหยดเช้ือรา Rhizoctonia sp. และบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น

ฉีดพน่ดว้ยสารกาํจดัเช้ือรา Benomyl ความเขม้ขน้ 200 ppm.  

 

 วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) โดยแต่ละท

รีตเมนทมี์ตน้กวางตุง้ท่ีใชใ้นการทดสอบจาํนวน 21 ซํ้ า (ตน้กวางตุง้)  
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3.2.1.5 บันทกึผลการทดลอง 

3.2.1.5.1. เปอร์เซ็นต์การเกดิโรค 

ทาํการบนัทึกเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเน่าคอดินของตน้กวางตุง้หลงัการปลูกเช้ือเป็นเวลา 5 วนั โดยนบั

จาํนวนตน้กวางตุง้ท่ีแสดงอาการของโรคเน่าคอดินทั้งหมดเทียบกบัจาํนวนตน้กวางตุง้ทั้งหมดท่ีใชใ้น

การทดลอง และคาํนวณเป็นเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค โดยใชสู้ตรคาํนวณดงัต่อไปน้ี  

 

 เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค = จาํนวนตน้กวางตุง้ท่ีแสดงอาการเห่ียวของโรคเน่าคอดิน × 100 

                            จาํนวนตน้กวางตุง้ทั้งหมดในแต่ละทรีตเมนท ์

 

3.2.1.5.2 กจิกรรมของเอนไซม์ทีเ่กีย่วข้องกบัความต้านทานโรค 

1. กิจกรรมของเอนไซม ์Chitinase ในใบกวางตุง้ (Gupta และคณะ, 1995) 

1.1 การเตรียม Crude enzyme 

ชัง่ใบกวางตุง้นํ้ าหนัก 1 กรัม ใส่ในหลอดพลาสติกปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติม acetate buffer 

ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ pH 5.2 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร และเติม mercaptoethanol ความเขม้ขน้ 15 มิลลิ

โมลาร์ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นาํไปป่ันให้ละเอียดด้วยเคร่ือง Homogenizer ยี่ห้อ Heidolph รุ่น Silent 

Crusher M (Germany) ท่ีความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที (ขณะป่ันตวัอยา่งตอ้งอยู่

บนนํ้าแขง็ตลอดเวลา) จากนั้นนาํไปกรองดว้ยผา้ขาวบางเพื่อแยกเอากากบางส่วนออก นาํไปป่ันเหวีย่ง

เพื่อแยกเอาแต่สารละลายส่วนใสดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ยี่ห้อ Sorvall รุ่น RC 5C Plus (United states) ท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นแยกส่วนใส

มาเก็บไวเ้พื่อนาํไปวเิคราะห์ในขั้นตอนต่อไป  

 

1.2 การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์Chitinase 

ชัง่ colloidal chitin จาํนวน 0.2 กรัม ใส่ในหลอดทดลองแกว้ เติม citrate buffer ความเขม้ขน้ 0.1 โม

ลาร์ท่ี pH 6 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้ นเติม crude enzyme ท่ีได้จากข้อ 1.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ดูดส่วนใสท่ีไดห้ลงัจากการบ่มปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองใหม่จาํนวน 2 หลอด จากนั้นเติมสารละลาย Dinitrosalicylic acid (DNS) 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําหลอดท่ี 1 ไปตม้ในนํ้ าเดือด เป็นเวลา 15 นาที ส่วนอีกหลอดตั้งทิ้งไวท่ี้

อุณหภูมิห้อง จากนั้ นหยุดปฏิกิริยาโดยนําหลอดทดลองไปแช่ในนํ้ าเย็น เติมนํ้ ากลั่นปริมาตร 5 

มิลลิลิตร นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

ยีห่อ้ Shimazu รุ่น UV1800 (Japan) อ่านค่าความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑท่ี์เกิดจากการยอ่ยสลายเทียบกบั

กราฟมาตรฐาน  N-acetylglucosamine (NAG) (รูปท่ี 3.4) และค่าโปรตีนมาตรฐาน (รูปท่ี 3.6) นาํค่าท่ี

ไดไ้ปคาํนวณค่ากิจกรรมของเอนไซม ์Chitinase โดยกาํหนดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 1 หน่วย (Unit) 



32 
 

เท่ากับ 1 µg/ml ของ N-acetylglucosamine ซ่ึงเกิดจากไคตินท่ีถูกย่อยสลายในเวลา 60 นาที  วาง

แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) โดยแต่ละทรีทเมนต์มี 4 

ซํ้ า (หลอดทดลอง) 

 

การคาํนวณกิจกรรมของเอนไซม ์Chitinase ในหน่วย Unit/mg protein 

การคาํนวณปริมาณตวัอยา่งในหน่วย Unit 

 

การคาํนวณปริมาณ N-acetylglucosamine (µg/ml) เทียบกบักราฟมาตรฐาน (รูปท่ี 3.4)  

                                                               y = 0.045x + 0.0015 

                                                               x = y – 0.0015 

                                                                        0.045 

เม่ือ y คือค่า Absorbance ท่ีวดัไดจ้ากของตวัอยา่ง crude enzyme ของใบกวางตุง้  

นาํค่าท่ีไดไ้ปคาํนวณค่ากิจกรรมของเอนไซม ์Chitinase ดงัสูตรต่อไปน้ี 

 

ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์Chitinase (unit/mg protein) = A × 1 × C × 1 × 1 × dilution factor 

                               B          D    E              

เม่ือ 

A  = ปริมาณ N-acetylglucosamine (µg/ml) 

B  = มวลโมเลกุลของ N-acetylglucosamine 221.2 

C  = ปริมาตรของสารละลายทั้งหมดท่ีทาํปฏิกิริยา (ml) 

D  = เวลาท่ีใชใ้นการทาํปฏิกิริยา (60 นาที) 

E  = ปริมาตรสารตวัอยา่ง 

Dilution factor = ความเขม้ขน้ของสารละลายตวัอยา่งท่ีเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการ 

       ตรวจวดักิจกรรมของเอนไซม ์Chitinase 
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รูปที ่3.4 กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของ N-acetylglucosamine กบัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 570 นาโนเมตร สาํหรับกิจกรรมเอนไซม ์Chitinase ในใบกวางตุง้ 

 

การคาํนวณปริมาณของโปรตีนทั้งหมดในหน่วย mg protein 

นาํค่า Absorbance ของโปรตีนทั้งหมดท่ีวดัไดจ้ากตวัอย่าง แทนในสมการปริมาณโปรตีนมาตรฐาน 

(รูปท่ี 3.6) 

y = 0.0069x + 0.0418 

                                                               x = y – 0.0418 

                                                                         0.0069 

เม่ือ y คือค่า Absorbance ของโปรตีนท่ีวดัไดจ้ากตวัอยา่ง 

ผลลพัธ์ท่ีไดมี้หน่วยเป็น mg protein 

 

การคาํนวณกิจกรรมเอนไซม ์Chitinase ในหน่วย Unit/mg protein 

นาํค่า Unit มาหารดว้ยปริมาณโปรตีนทั้งหมดจะได ้หน่วย Unit/mg protein 

 

2. กิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-Glucanase ในใบกวางตุง้ (Salles และคณะ, 2002) 

2.1 การเตรียม Crude enzyme 

ทาํเช่นเดียวกบัขอ้ 1.1  
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2.2 การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-Glucanase ในใบกวางตุง้ 

นาํ crude enzyme ท่ีไดจ้ากขอ้ 2.1 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองแกว้ เติม Laminarin 

1.2 มิลลิลิตร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที นาํไปตม้ในนํ้ าเดือดเป็นเวลา 5 

นาที จากนั้ นนําไปป่ันเหวี่ยงด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ยี่ห้อ Sorvall รุ่น RC 5C Plus (United states) ท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 7,000 รอบต่อนาที จากนั้นดูดส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่

ในหลอดทดลองใหม่ เติมสารละลาย Somogyi’s ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาํไปตม้ในนํ้าเดือดเป็นเวลา 20 

นาที หยุดปฏิกิริยาโดยนําหลอดทดลองไปแช่ในนํ้ าเย็น จากนั้ นเติมสารละลาย Nelson’s reagent 

จาํนวน 1 มิลลิลิตร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ยี่ห้อ Shimazu รุ่น UV1800 (Japan) นาํค่า

การดูดกลืนแสงท่ีอ่านได้เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน Glucose (รูปท่ี 3.5) และโปรตีนมาตรฐาน 

(รูปท่ี 3.6) เพื่อหาปริมาณของเอนไซม์ β-1,3-Glucanase 1 หน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ คือ ปริมาณ

เอนไซมท่ี์สามารถทาํใหเ้กิดนํ้าตาลกลูโคส 1 ไมโครกรัมในเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 

การคาํนวณกิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-Glucanase ในหน่วย Unit 

การคาํนวณปริมาณ Glucose เทียบกบักราฟมาตรฐาน (รูปท่ี 3.5) 

y = 0.0013x + 0.0027 

                                                                x = y – 0.0027 

                                                                         0.0013 

เม่ือ y คือค่า Absorbance ท่ีอ่านไดจ้ากกิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-Glucanase 

นาํค่า x ท่ีได ้คูณดว้ย Dilution factor ผลลพัธ์ท่ีไดมี้หน่วยเป็น Unit 

 

การคาํนวณปริมาณของโปรตีนทั้งหมดในหน่วย mg protein 

นาํค่า Absorbance ของโปรตีนทั้งหมดท่ีวดัไดจ้ากตวัอย่าง แทนในสมการปริมาณโปรตีนมาตรฐาน 

(รูปท่ี 3.6) 

y = 0.0069x + 0.0418 

                                                                x = y – 0.0418 

                                                                         0.0069 

เม่ือ y คือค่า Absorbance ของโปรตีนท่ีอ่านไดจ้ากกิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-Glucanase  

ผลลพัธ์ท่ีไดมี้หน่วยเป็น mg protein 

 

การคาํนวณกิจกรรมเอนไซม ์β-1,3-Glucanase ในหน่วย Unit/mg protein 

นาํค่า Unit มาหารดว้ยปริมาณโปรตีนทั้งหมดจะได ้หน่วย Unit/mg protein 
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รูปที ่3.5 กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของ D-glucose กบัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 

นาโนเมตร สาํหรับกิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-Glucanase ในใบกวางตุง้ 

 

 
รูปที่ 3.6 กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของ Bovine Serum Albumin กบัค่าดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร สาํหรับกิจกรรมของเอนไซม์ Chitinase และ β-1,3-Glucanase ใน

ใบกวางตุง้ 
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3. กิจกรรมของเอนไซม ์Phenylalanine ammonia lyase ในใบกวางตุง้ (ดดัแปลงจาก Zucker, 1968) 

3.1 การเตรียม Crude enzyme 

ชั่งใบกวางตุง้นํ้ าหนัก 2 กรัม ใส่ในหลอดทดลองพลาสติกปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

บฟัเฟอร์ Sodium borate ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ pH 8 จาํนวน 15 มิลลิลิตร นาํไปป่ันให้ละเอียด

ด้วยเคร่ือง Homogenizer ยี่ห้อ Heidolph รุ่น Silent Crusher M (Germany) ท่ีความเร็วรอบ 15,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที (ขณะป่ันตวัอย่างตอ้งอยูบ่นนํ้ าแข็งตลอดเวลา) จากนั้นนาํไปกรองดว้ย

ผา้ขาวบางเพื่อแยกเอากากบางส่วนออก นาํไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเอาแต่สารละลายส่วนใสดว้ยเคร่ือง

ป่ันเหวี่ยง ยี่ห้อ Sorvall รุ่น RC 5C Plus (United states) ท่ี 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นแยกส่วนใสมาเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนาํไปวเิคราะห์

ในขั้นตอนต่อไป  

 

3.2 การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์Phenylalanine ammonia lyase 

วดักิจกรรมของเอนไซม ์Phenylalanine ammonia lyase โดยเติมนํ้ ากลัน่จาํนวน 2 มิลลิลิตร ในหลอด

ทดลองแก้ว ตามดว้ยสารละลาย Phenylalanine ความเขม้ขน้ 10 โมลาร์ จาํนวน 1 มิลลิลิตร จากนั้น

เติม crude enzyme ท่ีไดจ้ากขอ้ 3.1 จาํนวน 3 มิลลิลิตร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

60 นาที ทาํการหยดุปฏิกิริยาโดยเติมกรด HCl ท่ีความเขม้ขน้ 5 นอร์มอล จาํนวน 0.5 มิลลิลิตร จากนั้น

นาํไปวดัค่าดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 290 นาโนเมตรดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ยีห่้อ Shimazu 

รุ่น UV-1800 (Japan) นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานโปรตีน BSA (Bovine 

Serum Albumin) (รูปท่ี 3.7) 

 

การคาํนวณกิจกรรมของเอนไซม ์Phenylalanine ammonia lyase ในหน่วย Unit 

นาํค่า Absorbance ท่ีอ่านได้จากกิจกรรมของเอนไซม์ Phenylalanine ammonia lyase หารด้วยเวลาท่ี

ใชท้าํปฏิกิริยาคือ 60 นาที  

x = y  

      60 

เม่ือ y คือค่า Absorbance ท่ีอ่านไดจ้ากกิจกรรมของเอนไซม ์Phenylalanine ammonia lyase 

นาํค่า x ท่ีได ้คูณดว้ย Dilution factor ผลลพัธ์ท่ีไดมี้หน่วยเป็น Unit 

 

การคาํนวณปริมาณของโปรตีนทั้งหมดในหน่วย mg protein 

นาํค่า Absorbance ของโปรตีนทั้งหมดท่ีวดัไดจ้ากตวัอย่าง แทนในสมการปริมาณโปรตีนมาตรฐาน 

(รูปท่ี 3.7)  
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y = 0.0061x + 0.0797 

                                                               x = y – 0.0418 

                                                                        0.0069 

เม่ือ y คือค่า Absorbance ของโปรตีนท่ีอ่านได ้

ผลลพัธ์ท่ีไดมี้หน่วยเป็น mg protein 

 

 
รูปที่ 3.7 กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของ Bovine Serum Albumin กบัค่าดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร สําหรับกิจกรรมเอนไซม์ Phenylalanine ammonia lyase ในใบ

กวางตุง้ 

 

การคาํนวณกิจกรรมเอนไซม ์Phenylalanine ammonia lyase ในหน่วย Unit/mg protein 

นาํค่า Unit มาหารดว้ยปริมาณโปรตีนทั้งหมดจะได ้หน่วย Unit/mg protein 

 

3.2.2 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทเีรียปฏปัิกษ์ Streptomyces sp. ในการควบคุมโรค

เน่าคอดินทีเ่กดิจากเช้ือรา Rhizoctonia sp. ในพชืตระกูลกะหลํา่ทีป่ลูกด้วยระบบไฮโดรโป

นิกส์ 

 

3.2.2.1 การเตรียมเช้ือแบคทเีรีย Streptomyces sp.  

ทาํเช่นเดียวกนักบัขอ้ 3.2.2.1 

 

 



38 
 

3.2.2.2 การเตรียมเช้ือรา Rhizoctonia sp. สาเหตุโรคเน่าคอดิน 

ทาํเช่นเดียวกนักบัขอ้ 3.2.2.2 

 

3.2.2.3 การเตรียมต้นกล้าผกักวางตุ้ง 

นาํเมล็ดพนัธ์ุผกักวางตุง้มาเพาะในฟองนํ้ าขนาด 2x2 เซนติเมตร เป็นเวลา 7 วนั ยา้ยตน้กลา้ลงระบบ

ไฮโดรโปนิกส์แบบ Deep flow technique (DFT) (รูปท่ี 3.8) โดยนาํตน้กลา้ผกักวางตุง้มาวางบนแผ่น

โฟมท่ีเจาะรูขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 2 เซนติเมตร นาํแผ่นโฟมท่ีมีตน้กลา้ผกักวางตุง้วางบนกระบะ

ขนาด 30×40×11 เซนติเมตร ท่ีบรรจุธาตุอาหารพืชไร้ดินสูตรพระนคร 1 (รูปท่ี 3.9) โดยผสมอาหาร

สูตร A ในอตัราส่วน 1 ลิตร ต่อนํ้ าประปา 50 ลิตรในกระบะทิ้งไวป้ระมาณ 4 ชั่วโมง จากนั้นเติม

อาหารสูตร B ในอตัราส่วน 1 ลิตร ต่อนํ้าประปา 50 ลิตร เติมอากาศลงในกระบะสารละลายโดยใชป้ั้ม

ลมเติมอากาศตลอดระยะเวลาการเพาะปลูก เป็นเวลา 12 วนั ในระหวา่งการเพาะปลูก ทาํการวดั pH 

ของสารละลายและปรับใหมี้ค่า pH อยูร่ะหวา่ง 5.5-7.0 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่3.8 วธีิการปลูกผกักวางตุง้ดว้ยระบบไฮโดรโปนิกส์แบบ Deep Flow Technique (DFT) 

1. ตน้อ่อนผกักวางตุง้ท่ีเพาะบนฟองนํ้าอาย ุ7 วนั 2. แยกตน้อ่อนท่ีอยูบ่นฟองนํ้ าใหมี้ขนาด 2x2 ซม. 
 

3. นาํตน้อ่อนใส่บนโฟมท่ีเจาะรู ขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลาง 2x2 ซม. จากนั้นนาํไปวางบนกระบะ 

เติ ม ธ าตุ อ าห ารพื ช ไ ร้ ดิ น  แ ล ะ เปิ ด ป๊ั ม ล ม

ตลอดเวลาการเพาะปลูก 

4. ตน้กวางตุง้ท่ีมีอายคุรบ 12 วนั  
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รูปที ่3.9  ธาตุอาหารพืชไร้ดิน สูตรพระนคร สูตร A (ซา้ย) และสูตร B (ขวา) 

 

3.2.2.4 การปลูกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ Streptomyces sp. และเช้ือราสาเหตุโรคพชื Rhizoctonia sp. 

ยา้ยต้นกวางตุ้งอายุ 12 วนั (มีจาํนวนใบ 4-5 ใบ) ออกจากระบบไฮโดรโปนิกส์ นํามาใส่ในกล่อง

พลาสติกขนาด 21×31×12 เซนติเมตร ทาํการปลูกเช้ือราสาเหตุโรคพืชและเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษล์งท่ี

รากของตน้กวางตุง้ดงัต่อไปน้ี  

 

ทรีตเมนทท่ี์ 1 ผกักวางตุง้ท่ีปลูกเล้ียงโดยใชน้ํ้ากลัน่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร (control) 

ทรีตเมนทท่ี์ 2  ผกักวางตุง้ท่ีเติมสปอร์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces 

sp. ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

ทรีตเมนทท่ี์ 3  ผกักวางตุง้ท่ีเติมเส้นใยเช้ือรา Rhizoctonia sp. ปริมาตร 250 มิลลิลิตร  

ทรีตเมนทท่ี์ 4  ผกักวางตุง้ท่ีเติมสปอร์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces 

sp. ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ก่อนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติมเส้นใยเช้ือรา 

Rhizoctonia sp. ปริมาตร 250 มิลลิลิตร  

ทรีตเมนทท่ี์ 5  ผกักวางตุง้ท่ีเติมเส้นใยเช้ือรา Rhizoctonia sp. ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ก่อน

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติมสปอร์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์

Streptomyces sp. ปริมาตร 250 มิลลิลิตร  

ทรีตเมนทท่ี์ 6  ผกักวางตุง้ท่ีเติมเส้นใยเช้ือรา Rhizoctonia sp. ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ก่อน

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้ นทาํการฉีดพ่นด้วยสารกําจดัเช้ือรา Benomyl 

ความเขม้ขน้ 200 ppm. ปริมาตร 150 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก)  

 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) โดยแต่ละ 

ทรีตเมนทมี์ตน้กวางตุง้ท่ีทดสอบ 12 ซํ้ า (ตน้กวางตุง้) 
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3.2.2.5 บันทกึผลการทดลอง 

3.2.2.5.1 ความรุนแรงการเกิดโรคเน่าคอดิน  

การประเมินผลความรุนแรงของการเกิดโรคเน่าคอดินของตน้กวางตุง้ทุกวนัเป็นเวลา 3 วนั โดยแบ่ง

ระดบัความรุนแรงของการเกิดโรคเน่าคอดิน ออกเป็น 4 ระดบั ดงัน้ี 

 

 0 คะแนน = ตน้กวางตุง้ไม่ปรากฏอาการเห่ียว 

 1 คะแนน = ตน้กวางตุง้เร่ิมปรากฏอาการเห่ียวท่ีบริเวณปลายใบ 

 2 คะแนน = ตน้กวางตุง้ปรากฏอาการเห่ียวทั้งใบและใบเร่ิมลู่ลงขนานกบัลาํตน้ 

3 คะแนน = ตน้กวางตุง้ปรากฏอาการเห่ียวทั้งตน้และใบลู่ลงขนานกบัลาํตน้ 

 

3.2.2.5.2. เปอร์เซ็นต์การเกดิโรคเน่าคอดิน 

 ร้อยละการเกิดโรค = จาํนวนตน้กวางตุง้ท่ีแสดงอาการเห่ียวของโรคเน่าคอดิน X 100 

                              จาํนวนตน้กวางตุง้ทั้งหมดในแต่ละทรีตเมนท ์

 

3.2.2.5.3 กจิกรรมของเอนไซม์ทีเ่กีย่วข้องกบัความต้านทานโรค 

ทาํเช่นเดียวกนักบัขอ้ 3.2.1.5.2 

 

3.3 สถานที่ดาํเนินงานวจิยั 

ดาํเนินการทดลอง ณ หอ้งปฏิบติัการเทคโนโลยหีลงัการเก็บเก่ียว คณะทรัพยากรชีวภาพและ

เทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรี (บางขนุเทียน) กรุงเทพมหานคร  

 

 

 

 

 
 

 

 


