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บทสรุปผูบริหาร 

 โครงการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการจัดการโรคที่สำคัญทางเศรษฐกิจในการผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลืองคุณภาพสูง มี

วัตถุประสงคเพื่อศึกษาและพัฒนาเทคโนโลยีการควบคุมโรคในแปลงผลิตเมล็ดพันธุและโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุอยางเหมาะสม

เพื่อยกระดับคุณภาพเมล็ดพันธุและเพิ่มผลผลิตโดยลดความเสียหายจากโรคพืช โดยมีขอบเขตการดำเนินงานประกอบดวย 

การศึกษาการควบคุมโรคโดยวิธีการทางเคมีโดยการศึกษาหาสารกำจัดเชื้อราที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

การศึกษาวิธีทางกายภาพโดยการใชแสงยูวีและออกแบบ สราง และทดสอบตูใหแสง UV-C ตอการใชควบคุมโรคที่ติดมากับเมล็ด

พันธุ  และการศึกษาวิธีทางชีวภาพโดยการใชสารสกัดจากพืชที ่มีสารออกฤทธิ์ที ่มีศักยภาพในการยับยั ้งเชื ้อรา Cercospora 

kikuchii และสกัดสารกึ่งบริสุทธิ์เพื่อควบคุมคุณภาพในการพัฒนาผลิตภัณฑ และการใชเชื้อแอคติโนมัยซิสรวมถึงสารไบโอแอค

ทีฟอิลิซิเตอรเพ่ือยับย้ังเช้ือที่สำคัญทางเศรษฐกิจในแปลงผลิตเมล็ดพันธุและกระตุนภูมิคุมกันของถ่ัวเหลือง 

 การศึกษาประสิทธิภาพของสารกำจัดเชื้อราในสภาพเรือนทดลองพบวาการคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP 

อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพน Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10 ซีซีตอน้ำ 20 ลิตร 

พบการเกิดโรคเมล็ดสีม วงต่ำที ่ส ุด คือ 0.33% สวนในแปลงทดลองพบวาการพน Propiconazole + Difenoconazole 

15%+15% EC อัตรา 10 ซีซตีอน้ำ 20 ลิตร มีการเกิดโรคเมล็ดสีมวงต่ำที่สุด คือ 4.75% นอกจากนี้การทดสอบสารปองกันกำจัด

เชื้อราในระดับหองปฎิบัติการพบวาสารที ่มีประสิทธิภาพในการยับยั ้งการเจริญของเชื ้อ Phomopsis sp. ไดดีที่สุด ไดแก 

Carbendazim, Thiophanate-methyl, Difenoconazole และ Mancozeb สามารถยับย้ังเช้ือไดสูงสุดถึง 100%  

 การศึกษาวิธีการกายภาพโดยการใชแสงยูวีซีเพื่อกำจัดเช้ือราที่ติดมากับเมล็ดพันธุถั่วเหลืองพบวาเมล็ดพันธุท่ีไดรับแสงยู

วีซีเปนเวลา 10 นาทีขึ้นไปมีประสิทธิภาพสามารถยับยั้งเชื้อรา Aspergillus flavus และ Aspergillus niger ไดดี แตไมสามารถ

ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. ได แตอยางไรก็ตามแสงยูวีซีไมมีผลทำใหคุณภาพเมล็ดพันธุดานความ

งอกและความแข็งแรงลดลง  

 การศึกษาสารออกฤทธิ ์ในสารสกัดพืช 20 ชนิดที ่มีศักยภาพในการยับยั ้งเชื้อรา Cercospora kikuchii เพื่อพัฒนา

ผลิตภัณฑสำเร็จรปูจากสารสกัด และสกัดสารก่ึงบรสุิทธ์ิ พบวาสารสกัดหยาบกานพลู และขา สามารถยับยั้งเชื้อได 100 เปอรเซน็ต 

เมื่อสกัดใหบริสุทธิ์ขึ้นและนำไปทดสอบดวยวิธี Contact bioautography พบวาน้ำมันขา และน้ำมันกานพลูมีฤทธิ์ในการยับย้ัง

เชื้อรา Cercospora kikuchii บนแผน TLC ที่ตำแหนง RF 0.17-0.42 ซึ่งตำแหนงดังกลาวเปนสารกลุม terpenoids กานพลูจึง

เปนพืชท่ีเหมาะสมที่สุดในการยับยั้งเช้ือรา Cercospora kikuchii โดยมี eugenol เปนสารออกฤทธ์ิ จากการเปรียบเทียบวิธีสกัด

น้ำมันกานพลู 5 วิธี คือ การแชใน hexane, การแชใน ethanol, การสั่นสะเทือนดวยคลื ่น ultrasonic ใน hexane, การ

สั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic ใน ethanol และการกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) พบวา วิธีการสกัดน้ำมันกานพลูที่ดีท่ีสุด 

คือ การกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) และจากการวิจัยผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู 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 พบวา สูตร B น้ำมัน

กานพลู 40% w/w EC ที่อัตรา 2-2.5 g/kg PDA สามารถยับยั้งการเจริญเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ PDA ไดถึง 93.72% ซึ่งไมแตกตางจากคารเบนดาซิม ที่ความเขมขน 2.0 g/kg ผลการศึกษาการคงสภาพของผลิตภัณฑ

สำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู พบวาคงสภาพไดดีที่สภาวะกรดออน กลาง และเบสออน สำหรับการแยกสารออกฤทธ์ิ (eugenol) ใน

น้ำมันกานพลูพบวาการแยกดวยตัวทำละลาย hexane และ 10% EtOAc/hexane ที ่อัตราการไหล 35 mL/min ทำใหได 

eugenol มีความบริสุทธิ์มากกวา 99%  

 การศึกษาสารสกัดจากพืชที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือรา Cercospora kikuchii โดยพัฒนาสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูเปน

สูตรผลิตภัณฑชนิดน้ำมันเขมขนเปนของเหลวที่ผสมเปนเนื้อเดียวกัน (EC: Emulsifiable Concentrate) ที่ระดับความเขมขน 

40% w/w นำไปทดสอบโดยการคลุกเมล็ดพันธุถั่วเหลือง พบวาสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 53.57 กรัมตอ

กิโลกรัมเมล็ดสามารถควบคุมการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดพันธุถั่วเหลืองไดดีที่สุดและไมมีผลตอความงอกของเมล็ดพันธุ เมื่อ
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ทดสอบในโรงเรือนทดลองที่มีการปลูกเช้ือรา C. kikuchii ในถั่วเหลืองพบวาการฉีดพนดวยสูตรผลติภณัฑน้ำมันกานพล ู40% w/w 

EC อัตรา 50 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร เปนอัตราที่เหมาะสมที่สุดในการฉีดพนเพื่อยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดสีมวงในแปลงผลิเมล็ด

พันธุถั่วเหลืองและไมมีผลตอเปอรเซ็นตความงอกและความแข็งแรงของเมล็ดพันธุ   

 การศึกษาการใชจุลินทรียปฎิปกษในการควบคุมเชื้อราจากเชื้อที่แยกได พบเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งทั้ง C. 

kikuchii และ Phomopsis sp. ไดแก ไอโซเลต PSL 49 เมื่อนำไปจำแนกสายพันธุโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมีและการใชคารโบไฮเดรตดวยชุดทดสอบสำเร็จรูป API 50 CHB พบวาเปนเชื้อ Bacillus subtilis สามารถ

สรางเอนโดสปอร จึงคัดเลือกสายพันธุนี้ไปทำการทดสอบการควบคุมโรคในถั่วเหลืองภายใตโรงเรือนตามกรรมวิธีตางๆ ไดแก แช

เมล็ดถั่วเหลืองกอนปลูก ใสในดินกอนปลูก โรยขางตน และฉีดพนบนใบถั่วเหลือง ผลการทดลองพบวากรรมวิธีพนเชื้อจุลินทรีย

ปฏิปกษในระยะตนกลา V1 พบการติดเชื้อ C. kikuchii นอยสุดเทากับ 41% เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่มีการติดเชื้อ C. kikuchii 

เทากับ 51.5% จึงมีความเหมาะสมท่ีจะนำไปประยุกตใชในการฉีดพนเพ่ือควบคุมเช้ือราในแปลงผลิตเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองตอไป  

 การศึกษาการใชสารชีวภาพเพื่อกระตุนการตานทานโรค โดยศึกษาประสิทธิภาพของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิเตอรตอการ

แสดงออกของ PR ยีนที่สามารถกระตุนความตานทานโรคในถั่วเหลืองในสภาพเรือนทดลอง พบวาเมทิลจัสโมเนตที่ความเขมขน 

90 มก./ลิตร สามารถเพิ่มระดับการแสดงออกของยีน PR4 สูงสุดโดยมีการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้น 3.14 เทา และสามารถลด

ปริมาณเชื้อ Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลืองไดสูงถึง 80 เปอรเซน็ต ในขณะที่เอทิลอะซิเตท ความเขมขน 

6,000 มก./ลิตร สามารถเพิ่มระดับการแสดงออกของยีน PR10 สูงสุดโดยมากกวาชุดควบคุมถึง 7.38 เทา แตไมมีการแสดงออก

ของยีน PR4 
ขอเสนอแนะที่ไดจากงานวิจัย   

 การจัดการและการควบคุมโรคใหมีประสิทธิภาพนั้นจะตองมีความรูเกี่ยวกับการพัฒนาของโรค ความสัมพันธระหวางพืช

และเช้ือโรค ตลอดจนสภาพแวดลอมที่มีผลตอการเกิดโรค ดังน้ันการจัดการโรคจะตองใชวิธีผสมผสานตามสถานการณที่เกิดขึ้นใน

แปลงผลิตเมล็ดพันธุ จำเปนที่ตองมีการตรวจติดตามแปลงอยางสม่ำเสมอเพื่อประเมินการแพรระบาดของโรคตางๆเพื่อที่จะ

เลือกใชวิธีการจัดการโรคไดอยางเหมาะสม แตอยางไรก็ตามแนวทางในการจัดการโรคโดยวิธีการอื่นรวมดวยยังคงมีความจำเปน 

เชน การใชเมล็ดพันธุที่สะอาดปราศจากโรค การจัดการสภาพแวดลอมไมใหเหมาะสมตอการเกิดโรค เชน การกำจัดวัชพืชในแปลง 

การลดความชื้นในแปลงปลูก การเสริมธาตุอาหารตามความตองการของพืช การหลีกเลี่ยงการใสปุยที่มีไนโตรเจนสูงเกินไป และ

การนำชิ้นสวนพืชที่เปนโรคไปเผาทำลาย เปนตน 
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บทคัดยอ 

 การผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลืองมักประสบปญหาดานโรคพืช ซึ่งโรคที่สำคัญของการผลิตเมล็ดพันธุ ไดแก โรคเมล็ดสีมวงซึ่ง

เกิดจากเชื ้อรา Cercospora kikuchii และโรคเมล็ดเนาโฟมอบซิสจากเชื ้อ Phomopsis sp ทำใหตองมีการคัดเมล็ดทิ ้งใน

กระบวนการปรับปรุงสภาพเมล็ดพันธุสงผลตอความสูญเสียผลผลิตอยางนอย 20 เปอรเซ็นตรวมทั้งสิ้นเปลืองแรงงานและเพ่ิม

ตนทุนในการผลิตเมล็ดพันธุ ดังนั้นการใชหลักการจัดการโรคแบบผสมผสานรวมถึงกลยุทธตางๆ ในแงของการปองกัน การบุกรุก

กอนที่จะเกิดการเขาทำลาย และการรักษา หรือกำจัดโรคที่เริ ่มปรากฎใหเห็น เพื่อควบคุมไมใหมีการแพรระบาดจนเกิดความ

เสียหายได จึงเปนแนวทางที่นาจะมีประสิทธิภาพสูงสุดในการจัดการโรคงานวิจัยนี้จึงศึกษากรรมวิธีตางๆเพื่อนำมาใชในแตละ

ข้ันตอนของการผลิตเมล็ดพันธุไมวาจะเปนการลดปริมาณเชื้อในแปลงปลูก การจัดการเมล็ดพันธุใหปราศจากเช้ือ การสงเสริมการ

เจริญและชักนำใหถั่วเหลืองตานทานโรค เพ่ือปองกัน ลดและกำจัดเช้ือทั้งในแปลงปลูกและระหวางเก็บรักษาเพื่อใหมีประสิทธิภาพ

ในการจัดการโรคสูงสุด โดยดำเนินการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการจัดการโรคที่สำคัญทางเศรษฐกิจในการผลิตเมล็ดพันธุถ่ัว

เหลือง ดวยวิธีการหลัก 3 วิธีการ ไดแก วิธีการใชสารกำจัดเชื ้อรา วิธีทางกายภาพและวิธีทางชีวภาพ ซึ ่งจากการศึกษา

ประสิทธิภาพของสารกำจัดเชื้อราในสภาพเรือนทดลองพบวาการคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ด

พันธุ 1 กิโลกรัม และพน Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10 ซีซีตอน้ำ 20 ลิตร พบการเกิดโรค

เมล็ดสีมวงต่ำที่สุด คือ 0.33% สวนในแปลงทดลองพบวาพบวาการพน Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC 

อัตรา 10 ซีซีตอน้ำ 20 ลิตร มีการเกิดโรคเมล็ดสมีวงต่ำที่สุด คือ 4.75% นอกจากนี้สารปองกันกำจัดเชื้อราที่มีประสิทธิภาพในการ

ยับยั ้งการเจริญของเชื ้อ Phomopsis sp. ไดดีที ่ส ุด ไดแก Carbendazim, Thiophanate-methyl, Difenoconazole และ 

Mancozeb สามารถยับยั้งเชื้อไดสูงสุดถึง 100% ในระดับหองปฎิบัติการแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสำคัญทุกระดับความเขมขนที่

กําหนดไว 4 อัตรา ไดแก ต่ำกวาอัตราแนะนํา อัตราแนะนําตามฉลากและสงูกวาอัตราแนะนํา การศึกษาวิธีการกำจัดเช้ือราที่ติดมา

กับเมล็ดพันธุถั่วเหลืองทางกายภาพโดยการใชแสงยูวีซีที่ระยะเวลา 0, 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45 และ 75 นาที เพื่อประเมินการ

กำจัดเชื้อรา Cercospora kikuchii, Phomopsis sp., Aspergillus niger, Aspergillus flavus และ Cladosporium sp. พบวา

แสงยูวีซีมีประสิทธิภาพสามารถยับยั้งเชื้อรา Aspergillus flavus และ Aspergillus niger ไดดีเมื่อไดรับแสงยูวีซีเปนเวลา 10 

นาทีขึ ้นไป ในขณะที ่แสงยูว ีซ ี ไม สามารถยับย ั ้งเชื ้อสาเหตุโรคเมล็ดพันธ ุ   Cercospora kikuchii, Phomopsis sp. และ 

Cladosporium sp. แตอยางไรก็ตามแสงยูวีซีไมมีผลทำใหคุณภาพเมล็ดพันธุลดลง โดยมีความงอกและความแข็งแรงไมแตกตาง

กันอยางมีนยัสำคัญทางสถิติ โดยมีความงอกมาตรฐาน 65-77 เปอรเซ็นต สวนเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่ไมไดรับแสงยูวีมีความงอก 71 

เปอรเซ็นต ขณะที่ความแข็งแรงมีคาระหวาง 50-61 เปอรเซ็นต และเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่ไมไดรับแสงยูวีมีความแข็งแรง 60 

เปอรเซ็นต การศึกษาการกำจัดเชื ้อราโดยวิธีทางชีวภาพ ไดแก การใชสารสกัดจากพืช การใชจุลินทรียปฎิปกษและการใช

สารชีวภาพในการกระตุ นการตานทานโรค พบวาสารออกฤทธิ์ในสารสกัดพืชท่ีมีศักยภาพในการยับยั ้งเชื ้อรา Cercospora 

kikuchii เพื่อพัฒนาผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากสารสกัด และสกัดสารกึ่งบริสุทธิ์เพื่อควบคุมคุณภาพในการพัฒนาผลิตภัณฑสำเร็จรูป 

พบวา % yield สารสกัดหยาบจากขมิ้น และกานพลูมีคาสูงที่สุด คือ 25.45 และ 24.38 %w/w ตามลำดับ ทดสอบประสิทธิภาพ

สารสกัดหยาบในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA พบวา สารสกัดหยาบ

กานพลู และขา สามารถยับยั้งได 100 เปอรเซ็นต เมื่อสกัดใหบริสุทธิ์ขึ้น นำไปทดสอบดวยวิธี Contact bioautography พบวา

น้ำมันขา และน้ำมันกานพลูมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii บนแผน TLC ที่ตำแหนง RF 0.17-0.42 ซึ่งตำแหนง

ดังกลาวเปนสารกลุม terpenoids กานพลูจึงเปนพืชที่เหมาะสมที่สุดในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii โดยมี eugenol 

เปนสารออกฤทธิ์ จากการเปรียบเทียบวิธีสกัดน้ำมันกานพลู 5 วิธี คือ การแชใน hexane, การแชใน ethanol, การสั่นสะเทือน

ดวยคลื่น ultrasonic ใน hexane, การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic ใน ethanol และการกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) 

พบวา วิธีการสกัดน้ำมันกานพลูที่ดีที่สุด คอื การกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) และจากการวิจัยผลิตภัณฑสำเรจ็รูปจากน้ำมัน

กานพลู จำนวน 3 สูตร ไดแก สูตร A น้ำมันกานพลู 20% w/w EC, สูตร B น้ำมันกานพลู 40% w/w EC และสูตร C น้ำมัน
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กานพลู 60% w/w EC พบวา สูตร B น้ำมันกานพลู 40% w/w EC ที่อัตรา 2-2.5 g/kg PDA สามารถยับยั้งการเจริญเจริญเติบโต

ของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเล้ียงเชื้อ PDA ไดถึง 93.72% เชนเดียวกับสูตร C (น้ำมันกานพลู 60% w/w EC) ที่

อัตรา 1-2.5 g/kg PDA ซึ่งไมแตกตางจากคารเบนดาซิม ที ่ความเขมขน 2.0 g/kg ผลการศึกษาการคงสภาพของผลิตภัณฑ

สำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู พบวาคงสภาพไดดีที่สภาวะกรดออน กลาง และเบสออน สำหรับการแยกสารออกฤทธ์ิ (eugenol) ใน

น้ำมันกานพลูพบวาการแยกดวยตัวทำละลาย hexane และ 10% EtOAc/hexane ที ่อัตราการไหล 35 mL/min ทำใหได 

eugenol มีความบริสุทธ์ิมากกวา 99% นอกจากนี้ทำการศึกษาสารสกัดจากพืชที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือรา C. kikuchii โดยการใช

สารสกัดหยาบจากกานพลูพัฒนาเปนสูตรผลิตภัณฑเพื่อใหเหมาะสมตอการใชงานในการผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลือง โดยพัฒนาสาร

สกัดหยาบน้ำม ันกานพลูเปนสูตรผลิตภัณฑชนิดน้ำมันเขมขนเป นของเหลวที ่ผสมเปนเนื ้อเดียวกัน (EC: Emulsifiable 

Concentrate) ที่ระดับความเขมขน 40% w/w นำไปทดสอบโดยการคลกุเมล็ดพันธุถั่วเหลือง พบวาสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลู 

40% w/w EC อัตรา 53.57 กรัมตอกิโลกรัมเมล็ดสามารถควบคุมการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดพันธุถั่วเหลืองไดดีที่สุดและไมมี

ผลตอความงอกของเมล็ดพันธุ เมื่อทดสอบในโรงเรือนทดลองที่มีการปลูกเชื้อรา C. kikuchii พบวาการฉีดพนดวยสูตรผลิตภัณฑ

น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 50 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร เปนอัตราที่เหมาะสมที่สุดในการฉีดพนเพ่ือยับยั้งการเกิดโรคเมลด็

สีมวงในแปลงผลิตเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองและไมมีผลตอเปอรเซ็นตความงอกและความแข็งแรงของเมล็ดพันธุ สำหรับการใชจุลินทรีย

ปฎิปกษในการควบคุมเชื ้อราโดยทดสอบประสิทธิภาพของเชื ้อแอคติโนมัยซีสจำนวน 3 สายพันธุ ไดแก Streptomyces 

aminophillus, Streptomyces alboniger และ Streptomyces avellaneus และเชื้อที่แยกได 19 ไอโซเลตจากดินรอบราก

ถั่วเหลืองตอการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii  สาเหตุโรคเมล็ดสีมวง และ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิส

ซึ่งเปนโรคที่สำคัญของการผลิตเมล็ดพันธุ ถั่วเหลือง พบวาแอคติโนมัยสีททั้ง 3 สายพันธุ ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. 

kikuchii และ Phomopsis sp. แตเชื้อที่แยกไดมี 1 ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งทั้ง C. kikuchii และ Phomopsis sp. 

ไดแก PSL 49 เมื่อนำไปจำแนกสายพันธุโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมแีละการใชคารโบไฮเดรต

ดวยชุดทดสอบสำเร็จรูป API 50 CHB พบวาเปนเช้ือ Bacillus subtilis สามารถสรางเอนโดสปอร จึงคัดเลือกสายพันธุนี้ไปทำการ

ทดสอบการควบคุมโรคในถั่วเหลืองภายใตโรงเรือนตามกรรมวิธีตางๆ ไดแก แชเมล็ดถั่วเหลืองกอนปลูก ใสในดินกอนปลูก โรย

ขางตน และฉีดพนบนใบถั่วเหลือง ผลการทดลองพบวากรรมวิธีพนเชื้อจุลินทรียปฏิปกษในระยะตนกลา V1 พบการติดเชื้อ C. 

kikuchii นอยสุดเทากับ 41% เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่มีการติดเชื้อ C. kikuchii เทากับ 51.5% จึงมีความเหมาะสมที่จะนำไป

ประยุกตใชในการฉีดพนเพื่อควบคุมเชื้อราในแปลงผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลืองตอไป การใชสารชีวภาพเพื่อกระตุนการตานทานโรค 

โดยศึกษาประสิทธิภาพของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิเตอรตอการแสดงออกของ PR ยีนที่สามารถกระตุนความตานทานโรคในถ่ัว

เหลือง ไดแก สารเมทิลจัสโมเนตที่ระดับความเขมขน 30, 60, 90 และ 120 มก./ลิตร และเอทิลอะซิเตทที่ระดับความเขมขน 

3,000, 6,000, 9,000, 12,000 และ 15,000 มก./ลิตร โดยฉีดพนถ่ัวเหลืองในระยะเริม่ออกดอกในกระถางและพนดวยน้ำกลั่นเปน

ชุดควบคุม พบวาเมทิลจัสโมเนตที่ความเขมขน 90 มก./ลิตร สามารถเพิ่มระดับการแสดงออกของยีน PR4 สูงสุดโดยมีการ

แสดงออกของยีนเพ่ิมขึ้น 3.14 เทา ในขณะที่เอทิลอะซิเตท ความเขมขน 6,000 มก./ลิตร สามารถเพิ่มระดับการแสดงออกของยีน 

PR10 สูงสุดโดยมากกวาชุดควบคุมถึง 7.38 เทา แตไมมีการแสดงออกของยีน PR4 ผลของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิเตอรตอการ

เจริญเติบโต และองคประกอบผลผลิตในกระถางสภาพโรงเรือน พบวา การพนสารเมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซีเตทกับตนถ่ัว

เหลืองทุกระดับความเขมขนมีจำนวนขอตอตน จำนวนก่ิงตอตนและนำ้หนัก 100 เมล็ดไมมีความแตกตางกันทางสถิต แตความสูง 

จำนวนฝกตอตน และจำนวนเมล็ดตอตน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ นอกจากนี้การพนสารเมทิลจัสโมเนตและ

เอทิลอะซีเตทไมทำใหคุณภาพดานความงอกและความแข็งแรงแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ โดยมีความงอกมาตรฐานเฉลี่ย 98 

เปอรเซ็นต และ ความแข็งแรงเฉลี่ย 98 เปอรเซ็นต ยิ่งไปกวานั้นการพนสารดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 90 มก./ลิตร 

สามารถลดปริมาณเชื้อ Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลืองไดสูงถึง 80 เปอรเซ็นต ดังนั้นการพนสารดวย

เมทิลจัสโมเนตที่ระดับความเขมขน 90 มก./ลิตร จึงมีความเหมาะสมที่จะนำไปประยุกตใชในแปลงผลิตเมล็ดพันธุตอไป 
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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. Therefore, the use of integrated disease management principles and strategies in terms of protection 

invasion and treatment or elimination of disease that has begun to appear to control the spread of the disease 

until it is damaged. Therefore, it is likely the most effective approach to disease management. Seeds disinfection 

and inducing disease resistance of soybeans in order to prevent, reduce and eliminate pathogens both in the 

field and during storage for maximum disease management efficiency. 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 and field condition from 

2019 to 2020 at Chiang Mai Seed Research and Development Center. The study was found that in experimental 

greenhouse condition in 2019, seed mixing before planting with 50% WP Captan at 50  g / 20  l of water and 

spraying Propiconazole + Difenoconazole 15% + 15% EC at 10 cc / 20 l of water had the lowest of purple 

seed disease was 0.33 percent. While in experimental field that working in raining season in 2019 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 statistically significant at all 4 concentration levels, 

which were lower than recommended rates; Label recommended rate and higher than recommended rate. 

 A study on physical elimination of fungi on soybean seed using UVC light at 0, 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45 

and 75 min was conducted to evaluate the elimination of Cercospora kikuchii. , Phomopsis sp., Aspergillus 

niger, Aspergillus flavus and Cladosporium sp. showed 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 that germination was 65-77%, while the non-UV exposed had 71% germination, whereas the vigour was 

between 50-61% and soybean seed vigour had 60% at non-UV exposed. 

 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 

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 because %yield of crude extract was 

more than Alpinia galangal. Five extract methods of oil clove (maceration with hexane, maceration with 

ethanol, ultrasonic with hexane, ultrasonic with ethanol and hydro-distillation) were compared. The results 

showed that hydro-distillation method was the most effective. Three finished products of clove oil in the form 
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of emulsifiable concentrate (EC) were formulated – A 20% W/W clove oil, B 40% W/W clove oil and C 60% 

W/W clove oil. Formula B (rate 2-2.5 g/kg) and C (rate 1-2.5 g/kg) could inhibit the growth of Cercospora kikuchii 

in range 93.60-93.72% which were not significantly different from carbendazim (rate 2 g/kg). 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, clove 

oil crude extract was supplemented with 40 percent w/w dressed soybean seeds. Clove oil, with an EC of 40% 

w/w at 53.57 g per kg of seeds, was found to be the best choice for seed dressing because it had no influence 

on seed germination and had the best control of fungal infection in soybean seeds (4%). When tested in 

greenhouse where C. kikuchii was inoculated, 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.  

 The study of actinomycetes; Streptomyces aminophillus, Streptomyces alboniger and Streptomyces 

avellaneus and 19 isolated from rhizospheric soil in controlling Cercospora kikuchii caused purple seed stain 

and Phomopsis sp. caused Phomopsis seed decay for importance economic disease of soybean seed 

production. It was found that 3 actinomycetes could not inhibit C. kikuchii and Phomopsis sp. Whereas, one 

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 by various methods, such as soaking before planting, put in the soil before 

planting and spray on the soybean leaves. The results showed that the antagonistic spraying process at seedling 

stage V1 showed 41% infection of C. kikuchii, compared with control (51.5% infection), it was suitable to applied 

to spraying to control the fungus in soybean seed production field. 

 The effectiveness of bioactive elicitors in the expression of PR-genes that can stimulate disease 

resistance in soybeans such as methyl jasmonate at the concentration of 30, 60, 90 and 120 ppm and ethyl 

acetate at the concentration of 3,000, 6,000, 9,000, 12,000 and 15,000 ppm for spraying soybean in the R1 stage 

of growth in pot experiments and distilled water treated was use as the control. 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. The effect of bioactive elicitor on growth and yield of 

soybean it was found that all concentration of bioactive elicitor had no effect of number of nod per plant, 

number branch per plant, dry weight of 100 seeds. Nevertheless, bioactive elicitor had effect significantly of 

the plant height, number of pods per plant and number of seeds per plant. Additionally, methyl jasmonate 

and ethyl acetate were no differences in standard germination and seed vigor by AA test and gave 98% 

germination and 98% seed vigor. Moreover, 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. 
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สารบัญภาพ 

  หนา 

ภาพที่ 1 A) โรคเมล็ดสีมวงในเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง  B) เมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่ไมเปนโรค C) โคโลนีของเช้ือ

รา Cercospora kikuchii  บนอาหาร PDA เชื้อราสรางเสนใยฟู สีขาว D) เมื่ออายุมากขึ้นดูดาน

ใตเห็นเปนสีชมพูถึงสีมวง 

51 

ภาพที่ 2 เปรียบเทยีบ TLC fingerprint ของสารสกดั A. ขา (hexane) B. กานพลู (hexane), C. กานพลู 

(chloroform1), D. กานพลู (chloroform2) ดวยวัฏภาคของเหลว (mobile phase) hexane 

: ethyl acetate (9:1,v/v) ภายใตแสง white light หลังจากทำปฏิกิริยากับนำ้ยาทดสอบ p-

anisaldehyde/sulfuric acid 

51 

ภาพที่ 3 ตำแหนงสารสกัดท่ีออกฤทธ์ิยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือรา Cercospora kikuchii 51 

ภาพที่ 4 สารสกัดหยาบกานพลูที่ไดจากการสกัดดวยวิธี A) การแชในเฮกเซน B) การแชในเอทานอล C) การ

สั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic ในเฮกเซน D) การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic ในเอทานอล 

E) การกลั่นดวยน้ำ 

52 

ภาพที่ 5 น้ำมันกานพลู ในตัวทำละลายกรด-ดางที่เวลาตางๆ 52 

ภาพที่ 6 คา pH ของผลิตภัณฑ A, B และ C ที ่0-14 วัน ภายใตอุณหภูมิ 0, RT, 54 และ 70 องศาเซลเซียส 52 

ภาพที่ 7 1H NMR สเปกตรัมของ eugenol (ใน CDCl3) A) สารที่ไดจากการแยก และ B) สารมาตรฐาน 53 

ภาพที่ 8 ผลของแสงยูวีซตีอการควบคมุเช้ือราบนผิวเมลด็พันธุ 54 

ภาพที่ 9 ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฎิปกษที่แยกไดตอการควบคุมเชื้อ Cercospora kikuchii สาเหตุ

โรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลือง 

55 

ภาพที่ 10 ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฎิปกษที่แยกไดตอการควบคุมเชื้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรค

เมล็ดเนาโฟมอปซิส 

56 

ภาพที่ 11 ผลของความเขมขนของเมทิลจัสโมเนตตอการแสดงออกของยีน PR2, PR4 และ PR10 ในถั่ว

เหลือง 

57 

ภาพที่ 12 ผลของความเขมขนของเอทิลอะซเีตทตอการแสดงออกของยีน  PR4 และ PR10 ในถั่วเหลือง 57 

ภาพที่ 13 ประสิทธิภาพของสารกำจัดเช้ือราตอการยับยั้งเช้ือ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอป

ซิสในถ่ัวเหลือง 

58 
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สารบัญตาราง 

  หนา 

ตารางที่ 1 ลักษณะทางกายภาพของสารสกัดหยาบตัวอยางพืช 20 ชนิด และปริมาณสารสกัดหยาบตอ

กรัม 

59 

ตารางที่ 2 เปอรเซ็นตการยั้บยั้งเชื้อรา Cercosporl kikuchii ของสารสกัดสมุนไพร 20 ชนิด 59 

ตารางที่ 3   ลักษณะทางกายภาพของสารสกัดที่มีความบริสุทธิ์ขึ้น และปริมาณสารตอกรัม 60 

ตารางที่ 4   เปอรเซ็นตการยั้บยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii ของสารสกัดสมุนไพร 3 ชนิด จำนวน 12 

สวน 

61 

ตารางที ่5 ผลการทดสอบกลุมสารทางพฤกษเคมีในสารสกัดหยาบขาและกานพลูดวยน้ำยาทดสอบ

ชนิดตางๆ 

61 

ตารางที่ 6 %yield (กรัม/กรมั) ที่ไดจากการคำนวณดวยสารสกัดหยาบตอตัวอยางบดแหงของแตละวิธี

สกัด  

62 

ตารางที่ 7 ปริมาณ eugenol เฉลี่ยในสารสกัดหยาบ (g/kg) และในกานพลูแหง (mg/g) 62 

ตารางที่ 8 ลักษณะทางกายภาพของสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลู 62 

ตารางที่ 9 ปริมาณ Eugenol (% w/w) ในผลิตภัณฑ กอนอบ และหลังอบท่ีอุณหภูมิ 54 °C  62 

ตารางที่ 10 ประสิทธิภาพเบื้องตนของสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลูตอการยับยั้งเชื้อรา Cercospora 

kikuchii บนอาหารเลี้ยงช้ือ PDA และปริมาณ eugenol ในผลิตภัณฑ 

63 

ตารางที่ 11 เวลาท่ี eugenol ถูกแยกและเคลื่อนที่ผาน detector  63 

ตารางที่ 12 เวลาท่ี eugenol ถูกแยกและเคลื่อนที่ผาน detector ที่อัตราการไหลตางกัน 64 

ตารางที่ 13 เปอรเซ็นตความบริสุทธของ Eugenol ที่ไดจากการแยกจากน้ำมันกานพลูดวยระบบตัวทำ

ละลาย 6 ระบบ 

64 

ตารางที่ 14 ตรวจสอบ Precision ที่ 3 ระดับความเขมขน 64 

ตารางที่ 15 ตรวจสอบ % recovery ของ eugenol  65 

ตารางที่ 16 เปอรเซ็นตการพบเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถั ่วเหลืองและเปอรเซ็นต

ความงอกมาตรฐานเมล็ดพันธุถั่วเหลืองท่ีคลุกดวยสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูอัตราตางๆ 

65 

ตารางที่ 17 เปอรเซ็นตการพบเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถั ่วเหลืองและเปอรเซ็นต

ความงอกมาตรฐานเมล็ดพันธุถั่วเหลืองท่ีคลุกดวยน้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตราตางๆ 

66 

ตารางที ่18 เปอรเซ็นตการพบเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถั ่วเหลืองและเปอรเซ็นต

ความงอกมาตรฐานเมล็ดพันธุถั่วเหลืองเมื่อพนดวยน้ำมันกานพลู 40%w/w EC ในอัตรา

ตางๆ ในสภาพแปลงทดลอง 

66 

ตารางที่ 19 ผลของระยะเวลาการไดรับแสงยูวีซีของเมล็ดพันธุถั่วเหลืองตอการยับยั้งเชื้อราที่ติดมากับ

เมล็ดพันธุ 

67 

ตารางที่ 20 ผลของระยะเวลาการไดรบัแสงยูวีซีตอคุณภาพเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 67 

ตารางที่ 21 วันที่ปลูก งอก ออกดอกรอยละ50 และเก็บเกี่ยว ของถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ในสภาพ

เรือนทดลอง และแปลงทดลอง 

67 

ตารางที่ 22 การเกิดโรคเมลด็สมีวง ความงอก ความงอกหลังการเรงอายุ และน้ำหนัก 100 เมล็ด  68 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



12 

 

ตารางที่ 23 การเกิดโรคเมลด็สมีวง ความงอก ความงอกหลังการเรงอายุ และน้ำหนัก 100 เมล็ด  68 

ตารางที ่24 ประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลต PSL49 ตอองคประกอบผลผลิต การเขา

ทำลายของเชื้อรา Cercospora kikuchii และคณุภาพเมล็ดพันธุ 

69 

ตารางที่ 25 ผลของความเขมขนเมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซิเตทตอการเจรญิและองคประกอบผลผลิต

ของถ่ัวเหลือง 

69 

ตารางที่ 26 ผลของความเขมขนเมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซเิตทตอคณุภาพเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและ

ปริมาณการเขาทำลายของเช้ือ C. kikuchii 

70 

ตารางที่ 27 ผลของชนิดและความเขมขนของสารปองกันกำจัดเช้ือราตอการยับย้ัง Phomopsis sp. 70 

ตารางที่ 28   ชวงเวลาท่ีเหมาะสมตอการฉีดพนสารปองกันกําจัดเชื้อ Phomopsis sp. และคุณภาพเมล็ด

พันธุ 

72 
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บทที่ 1 บทนำ 

1. วิสัยทัศน และพนัธกจิของหนวยงาน 

   วิสัยทัศน กรมวิชาการเกษตรเปนองคกรที่เปนเลิศดานการวิจยัและพัฒนาดานพืช เคร่ืองจักรกลการเกษตร และเปนศูนยกลาง

รับรองมาตรฐานสินคาเกษตรดานพืชในระดับสากล บนพ้ืนฐานการอนุรกัษทรัพยากรธรรมชาติและสิง่แวดลอม 

 

   พันธกิจ 

๑. สรางและถายทอดองคความรูจากงานวิจัยดานพืชและเครื่องจักรกลการเกษตร สูกลุมเปาหมาย 

๒. กำหนดและกำกับดูแลมาตรฐานระบบการผลติและผลิตพันธุพืชและปจจัยการผลิต พัฒนาระบบตรวจรับรองสินคาการเกษตร

ดานพืชใหเปนที่ยอมรับในระดับสากล 

๓. อนุรักษและพัฒนาการใชประโยชนจากความหลากหลายทางชีวภาพดานพืช แมลง และจุลินทรยี 

๔. กำกับ ดูแล และพัฒนากฎหมายที่กรมวิชาการเกษตรรบัผิดชอบ 

 

2. ยุทธศาสตรชาติที่สอดคลองกับแผนปฏิบัติงานดาน ววน. ของหนวยงาน  

  ยุทธศาสตรที่ 1 ดานความมั่นคง 

  เพ่ือบริหารจัดการสภาวะแวดลอมของประเทศใหมีความมั่นคง ปลอดภัย และมีความสงบเรียบรอยในทุกระดับและทุกมิติ 

  ยุทธศาสตรที่ 2 ดานการสรางความสามารถในการแขงขัน 

  เนนการยกระดับศักยภาพในหลากหลายมติิควบคูกับการขยายโอกาสของประเทศไทยในเวทีโลก 

  ยุทธศาสตรที่ 3 ดานพัฒนาและเสริมสรางศักยภาพทรัพยากรมนุษย 

  คนไทยในอนาคต มีความพรอมทั้งกาย ใจ สติปญญา มีทักษะท่ีจำเปนในศตวรรษที่ 21 มีทักษะสื่อสารภาษาอังกฤษ 

  และภาษาที่ 3 และมีคณุธรรม 

  ยุทธศาสตรที่ 4 ดานการสรางโอกาสและความเสมอภาคทางสังคม 

  สรางความเปนธรรม และลดความเหลื่อมล้ำในทกุมิติ กระจายศูนยกลางความเจรญิทางเศรษฐกิจและสังคม เพ่ิมโอกาส 

  ใหทุกภาคสวนเขามาเปนกำลังของการพัฒนาประเทศในทุกระดับ 

  ยุทธศาสตรที่ 5 ดานการสรางการเติบโตบนคุณภาพชีวิตที่เปนมติรตอสิ่งแวดลอม 

  คำนึงถึงความยั่งยืนของฐานทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม ปรับเปลี่ยนพฤติกรรมของประชาชนใหเปนมิตร 

  ตอสิ่งแวดลอม ผานมาตรการตางๆ ที่มุงเนนใหเกิดผลลัพธตอความยั่งยืน 

  ยุทธศาสตรที่ 6 ดานการปรับสมดลุและพัฒนาระบบการบริหารจดัการภาครัฐ 

  การปรับเปลี่ยนภาครัฐ ยึดหลัก “ภาครัฐของประชาชนเพ่ือประชาชนและประโยชนสวนรวม” 

3. วงเงินงบประมาณกองทุน ววน. ที่ไดรับจัดสรรในปงบประมาณ พ.ศ. 2564 และโปรดระบุแผนงาน/โครงการใหสอดคลอง

กับโปรแกรมของแผน ววน. 

โปรแกรมตามแผน ววน. งบประมาณ (บาท) 

โปรแกรม P7. โจทยทาทายดานทรัพยากรสิ่งแวดลอม และการเกษตร  631,728 
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4. รายละเอยีดโครงการ 

     ที่มาและความสำคัญ/หลักการและเหตุผล 

 ถ่ัวเหลืองเปนพืชที่มีความสำคัญและมีบทบาทตอเศรษฐกิจโลกตั้งแตการผลิต การตลาด การแปรรูป และใชประโยชนใน

รูปแบบตางๆ มีการนำถั่วเหลืองมาใชประโยชนมากมาย เชน เมล็ดใชสกัดน้ำมัน แปรรูปในอุตสาหกรรมอาหาร ใชในอุตสาหกรรม

อาหารสัตวและอุตสาหกรรมตอเนื่องอีกหลายชนิด ในการปลูกถั่วเหลืองจำเปนตองใชเมล็ดพันธุดีมีคณุภาพซึ่งจะชวยลดตนทุนของ

เกษตรกรไทยโดยตรง เนื่องจากการใชเมล็ดพันธุดีจะลดปริมาณการใชเมล็ดพันธุตอไรลง ผลผลิตตอไรเพิ่มขึ้น ลักษณะของเมล็ด

พันธุคุณภาพดี ตองมีความบริสุทธ์ิตรงตามสายพันธุ  ไมมีพันธุอื่นปน รูปราง ขนาดและสีของเมล็ดสม่ำเสมอตรงตามพันธุ มีความ

งอก และความแข็งแรงสูง และที่สำคัญคือตองไมมีโรคติดมากับเมล็ดพันธุ แตถ่ัวเหลืองเปนพืชท่ีออนแอตอการเขาทำลายของเชื้อ

สาเหตุโรคพืชหลายชนิด ซึ่งมีหลายชนิดเปนโรคที่ถายทอดผานทางเมล็ดพันธุ เชน โรคราน้ำคาง โรคใบจุดนูน โรคแอนแทรคโนส 

โรคเมล็ดสีมวง โรคเมล็ดโฟมอบซิส โรคใบจุดวง และโรคไวรัสใบดาง โดยโรคดังกลาวมีความสำคัญทางเศรษฐกิจที่ทำใหถั่วเหลืองมี

ผลผลิตลดลง เมล็ดพันธุไมมีคุณภาพ โดยเฉพาะโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุในชวงฤดูฝนจะพบโรคเมล็ดสีมวง และโรคเมล็ดเนาโฟ

มอบซิสเปนจำนวนมาก ซึ่งตองมีการคัดทิ้งในกระบวนการปรับปรุงสภาพเมล็ดพันธุสงผลทำใหสูญเสียผลผลิตและสิ้นเปลือง

แรงงาน นอกจากนี้เมล็ดพันธุบางสวนก็มีเชื้อแฝงซึ่งไมแสดงอาการของโรค เมื่อนำไปปลูกหากสภาพแวดลอมเหมาะสมตอการ

พัฒนาของเชื้อจึงทำใหเกิดการแพรระบาดของโรคได แมวามีการศึกษาวิธีปองกันโรคที่สำคัญของถ่ัวเหลืองในแปลงแตการปองกัน

โรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุยังไมมีการศึกษากันอยางมากนัก สวนใหญจะใชสารเคมีในการควบคุมอยางเดียวและใชสารเคมีปองกัน

เชื้อราทั่วไปที่ไมไดจำเพาะตอเชื้อ ซึ่งประสิทธิภาพยังไมดีมากนักจึงยังพบการสูญเสียของผลผลิตและคุณภาพของเมล็ดพันธุถ่ัว

เหลืองมาโดยตลอด แตอยางไรก็ตามเราไมสามารถใชวิธีการใดวิธีหนึ่งมาควบคุมหรือกำจัดเพราะโรคสามารถเกิดไดในทุกขั้นตอน

การผลิต ดังนั้นหากมีการใชหลักการจัดการโรคพืชแบบผสมผสานรวมถึงกลยุทธตางๆ ในแงของการปองกัน การบุกรุกกอนที่จะ

เกิดการเขาทำลาย และการรักษา หรือกำจัดโรคท่ีเริ่มปรากฎใหเห็น เพ่ือควบคุมไมใหมีการแพรระบาดจนเกิดความเสียหายได จึง

เปนแนวทางที่นาจะมีประสิทธิภาพสูงสุดในการจัดการโรคในเมล็ดพันธุ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษากรรมวิธีตางๆ เพื่อนำมาใชในแต

ละขั้นตอนของการผลิตเมล็ดพันธุไมวาจะเปนการจัดการเมล็ดพันธุใหปราศจากเชื้อ การสงเสริมการเจริญและชักนำใหถั่วเหลือง

ตานทานโรค ตลอดจนการจัดการโรคหลังการเก็บเก่ียวและในระหวางการเก็บรักษาเมล็ดพันธุถั่วเหลือง เพ่ือปองกัน ลดและกำจัด

เช้ือทั้งในแปลงปลูกและระหวางเก็บรักษาเพ่ือใหมีประสิทธิภาพในการจัดการโรคสงูสุด 

 วัตถุประสงคของโครงการ 

 1) เพ่ือวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการควบคุมโรคในแปลงผลติเมล็ดพันธุและโรคที่ตดิมากับเมล็ดพันธุอยางเหมาะสม

สำหรับการยกระดับคณุภาพเมล็ดพันธุและเพิ่มผลผลติโดยลดความเสียหายจากโรคพืช 

  ขอบเขตการศึกษา 

 โครงการวิจัยนีเ้ปนการวิจยัและพัฒนาเทคโนโลยีการจัดการโรคทีส่ำคัญทางเศรษฐกิจในการผลิตเมลด็พันธุถั่วเหลือง 

ดำเนินการศึกษาการควบคมุโรคโดยวิธีการตางๆ ไดแก วิธีทางเคมโีดยการศึกษาหาสารกำจัดเช้ือราทีม่ีประสิทธิภาพในการยับย้ัง

การเจรญิของเช้ือ วิธีทางกายภาพโดยการใชแสงยูวีและออกแบบ สราง และทดสอบตูใหแสง UV-C ตอการใชควบคุมโรคท่ีติดมา

กับเมลด็พันธุ และวิธีทางชีวภาพโดยการใชสารสกัดจากพืชที่มีสารออกฤทธ์ิที่มีศักยภาพในการยับยั้งเช้ือรา Cercospora kikuchii 

และสกัดสารก่ึงบรสิทุธิ์เพื่อควบคมุคุณภาพในการพัฒนาผลิตภัณฑ รวมถึงการใชสารไบโอแอคทีฟอิลซิิเตอรเพื่อกระตุนภูมิคุมกัน

หรือชักนำใหถ่ัวเหลืองตานทานโรค 
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บทที่ 2 วิธีการดำเนนิงาน 

1.วิธีการดำเนินการวิจัย 

การทดลองที่ 1 ศึกษาสารออกฤทธิ์ในสารสกัดพืชที่มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii และสกัดสารกึ่ง

บริสุทธ์ิเพื่อควบคุมคุณภาพในการพัฒนาผลิตภัณฑ 

อุปกรณ  

1. เครื่องช่ังทศนิยมสี่ตําแหนง 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 การสกัดหยาบจากพชืและสวนตางๆของพืชในการยับย้ังเชื้อรา Cercospora kikuchii  

1.1  ศึกษาสารสกัดหยาบจากพืชและสวนตางๆของพืชที่เหมาะสมในการยับย้ังเช้ือรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

PDA 

แบบและวิธีการทดลอง 

   ในขั้นตอนการทดสอบการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized 

Design (CRD) จำนวน 4 ซ้ำ 23 กรรมวิธี ประกอบดวย อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมดวยสารสกัดหยาบจากพืช 20 ชนิด ความเขมขน 

6.25 mg/mL, carbendazim (positive control), เอทานอล (blank)  และอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ไมเติมสารเคมีปองกันกำจัด

เช้ือรา (negative control) ดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1 กระชายขาว กรรมวิธีที่ 13 ใบแมงลักปา 

กรรมวิธีที่ 2 กระเทียม กรรมวิธีที่ 14 ใบสะเดา 

กรรมวิธีที่ 3 กานพลู กรรมวิธีที่ 15 เปลือกมังคดุ 

กรรมวิธีที่ 4 ขม้ินชั้น กรรมวิธีที่ 16 ไพล 

กรรมวิธีที่ 5 ขา กรรมวิธีที่ 17 วานน้ำ 

กรรมวิธีที่ 6 ขิง กรรมวิธีที่ 18 หางไหล 

กรรมวิธีที่ 7 ชะเอมเทศ กรรมวิธีที่ 19 อบเชยเทศ 

กรรมวิธีที่ 8 ชะเอมไทย กรรมวิธีที่ 20 อบเชยไทย 
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กรรมวิธีที่ 9 ชาพล ู กรรมวิธีที่ 21 คารเบนดาซิม (positive control) 

กรรมวิธีที่ 10 ตะไครหอม กรรมวิธีที่ 22 น้ำกลั่น+ เอทานอล (blank) 

กรรมวิธีที่ 11 ใบนอยหนา กรรมวิธีที่ 23 น้ำกลั่น (negative control) 

กรรมวิธีที่ 12 ใบบัวตอง   

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

ไทย ชาพลู ตะไครหอม ใบนอยหนา ใบบัวตอง ใบแมงลักปา ใบสะเดา เปลือกมังคุด ไพล วานน้ำ หางไหล อบเชยไทย อบเชยเทศ 

อบแหงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส บดและชั่งน้ำหนักตัวอยาง สกัดตัวอยางพืชดวยตัวทำละลายเอทานอล ในอัตรา 20% w/v 

จำนวน 3 ครั้ง ดวยเครื่องอัลตราโซนิค แลวกรองละเอียดดวยกระดาษกรองเบอร 1 จากนั้นนำสารละลายที่ไดไปลดปริมาตรดวย

เครื่องกลั่นระเหยแบหมุนภายใตสุญญากาศ (rotary evaporator) 

2.  ทดสอบสารสกัดหยาบจากพืช 20 ชนิดในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA 

2.1 เตรียมเช้ือ โดยสุมตัวอยางเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองมาตรวจหาเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุดวยวิธี Blotter method เปนเวลา 

7 วัน เมื ่อครบกำหนดนำเมล็ดพันธุ ถ ั ่วเหลืองมาตรวจหาเชื้อรา Cercospora kikuchii ที ่ต ิดมากับเมล็ดพันธุ ภายใตกลอง 

Steromicroscope ทำการแยกใหบริสุทธ์ิ เลี้ยงบนอาหาร PDA และเก็บเปน stock culture เพ่ือใชในการทดลอง  

2.2 นำสารสกัดหยาบของพืชทั้ง 20 ชนิด ในอัตรา 6.25 mg/mL ทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตนในการยับย้ังการเจริญเติบโต

ของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยเมื่อเชื้อราอายุได 7 วัน ตัดเจาะชิ้นวุนโดยใช cork borer ขนาด

เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร นำมาวางบนจุดกึ่งกลางจานอาหารที่เติมสารสกัดพืชปองกันกำจัดเชื้อราตามกรรมวิธี บันทึก

ขนาดเสนผาศูนยกลางของเชื้อ และคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลาง

โคโลนีของเชื้อทุก 4 วัน จนกวาเชื้อราในอาหาร PDA ของชุดควบคุมใกลเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงหยุดวัดการเจริญ นำผลที่

ไดมาคำนวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 

2.3 เลือกสารสกัดหยาบที่มีฤทธ์ิมากที่สุด 3 ชนิด คือ การพลู ขา และชาพลู ไปสกัดตอดวย วิธี Column chromatography 

ชะดวยตัวทำละลายชนิดตางๆ ไดแก hexane, chloroform, methanol ตามลำดับ แลวเก็บสารที่ไดจากการชะ (fraction) 

ทดสอบการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ในอัตรา 2.50 mg/mL ตามวิธีการขอ 2.2 วางแผนการ

ทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) จำนวน 4 ซ้ำ 14 กรรมวิธี ดังนี้ 

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

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

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

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

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

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

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

 

 2.4 นำสารสกัดสวนที ่สามารถยับยั ้งเชื ้อรา Cercospora kikuchii ไดแก ขา (hexane), กานพลู (hexane), กานพลู 

(chloroform1), กานพลู (chloroform2) มาแยกสารโดยเทคนิคทีแอลซี โดยใชแผน TLC silica gel 60 F254 แยกสารดวยวัฏ

ภาคของเหลว (mobile phase) hexane : ethyl acetate (9:1,v/v) เปนเวลา 5 นาที จำนวน 2 แผน นำแผนดังกลาว ไปทดสอบ

บนเชื ้อรา Cercospora kikuchii ดวยวิธี Contact bioautography (Dewanjee et al., 2014) เพื ่อหาตำแหนง (RF) ของสาร

ออกฤทธ์ิ (active substance) และอีกแผนหนึ่งสเปรยน้ำยาทดสอบ p-anisaldehyde/sulfuric acid 
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1.2  ศึกษาชนิดของกลุมสารออกฤทธ์ิโดยวิธีการทดสอบทางพฤกษเคมีดวยน้ำยาทดสอบ 

 นำสารสกัดสวนที่สามารถยับยั้งเชือ้รา 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 

ขั้นตอนท่ี 2 ศึกษาวิธีการสกัดสารสกัดหยาบพัฒนาเปนผลิตภัณฑ และทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเพ่ือกำหนดอัตราการใช  

2.1 ศึกษาวิธีการสกัดน้ำมันกานพลู 

 ศึกษาวิธีการสกัดน้ำมันกานพลู จำนวน 5 กรรมวิธี ดังน้ี 

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

กลั่นระเหยแบบหมุนภายใตสุญญากาศ (rotary evaporator) 

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

กลั่นระเหยแบบหมุนภายใตสุญญากาศ (rotary evaporator) 

 3. การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic อัตรา 10% (w/v) ใน hexane เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวระเหยตัวทำละลายออก

ดวยเครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใตสุญญากาศ (rotary evaporator) 

 4. การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic อัตรา 10% (w/v) ในเอทานอลเปนเวลา 2 ช่ัวโมง แลวระเหยตัวทำละลายออก

ดวยเครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใตสุญญากาศ (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  ศึกษาประสิทธิภาพผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูในการยับยั ้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora 

kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เพื่อกำหนดอัตราการใช 

แบบและวิธีการทดลอง 

 ในขั้นตอนการทดสอบการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized 

Design (CRD) จำนวน 4 ซ้ำ 18 กรรมวิธี ประกอบดวย อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ที่มีการผสมสูตรผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู

ชนิด A, B และ C ชนิดละ 5 ความเขมขน, สวนผสมสตูรที่ไมมีน้ำมันกานพลู (blank), carbendazim (positive control) และ

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ไมเตมิสารเคมีปองกันกำจัดเช้ือรา (negative control) ดังน้ี 

กรรมวิธีที่ 1 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A ความเขมขนเขมขน 0.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 2 ผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A ความเขมขนเขมขน 1.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 3 ผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A ความเขมขนเขมขน 1.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 4 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A ความเขมขนเขมขน 2.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 5 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A ความเขมขนเขมขน 2.50 mg/mL 
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กรรมวิธีที่ 6 ผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร B ความเขมขนเขมขน 5.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 7 ผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร B ความเขมขนเขมขน 1.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 8 ผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร B ความเขมขนเขมขน 1.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 9 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร B ความเขมขนเขมขน 2.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 10 ผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร B ความเขมขนเขมขน 2.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 11 ผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร C ความเขมขนเขมขน 5.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 12 ผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร C ความเขมขนเขมขน 1.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 13 ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร C ความเขมขนเขมขน 1.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 14 ผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร C ความเขมขนเขมขน 2.00 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 15 ผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร C ความเขมขนเขมขน 2.50 mg/mL 

กรรมวิธีที่ 16 สวนผสมสตูรท่ีไมมีน้ำมันกานพลู (blank) 

กรรมวิธีที่ 17 carbendazim (positive control) 

กรรมวิธีที่ 18 น้ำกลั่น (negative control) 

1. ผสมปรุงแตงเปนผลติภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู และศกึษาการคงสภาพของผลิตภัณฑ 

 1.1 เตรียมผลติภณัฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู สตูร Emulsifiable Concentrate (EC) จำนวน 3 สูตร ดังน้ี 

i. ผลิตภัณฑสำเร็จรูปสตูรที่ 1 (A) ความเขมขน 20% ของน้ำมันกานพลู ใน TWEEN 20 และ SPAN80 

ii. ผลิตภัณฑสำเร็จรูปสตูรที่ 2 (B) ความเขมขน 40% ของน้ำมันกานพลู ใน TWEEN 20 และ SPAN80 

iii. ผลิตภัณฑสำเร็จรูปสตูรที่ 3 (C) ความเขมขน 60% ของน้ำมันกานพลู ใน TWEEN 20 และ SPAN80 

 1.2 ศึกษาการคงสภาพของสูตรผลิตภณัฑสำเร็จรูปจากนำ้มันกานพลู  

iv. ศึกษาการคงสภาพของนำ้มันกานพลูเมื่อละลายในตัวทำละลายที่มสีภาพกรด-ดาง 

v. ศึกษาการคงตัวของ pH ของสตูรผลิตภัณฑอุณหภูมติางๆ  

vi. ศึกษาการคงตัวของสารออกฤทธ์ิ Eugenol ในสูตรผลติภัณฑ 

2. เตรียมเชื้อ โดยสุมตัวอยางเมล็ดพันธุถั่วเหลืองมาตรวจหาเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุดวยวิธี Blotter method เปนเวลา 7 วัน เมื่อครบ

กำหนดนำเมล็ดพันธุถั่วเหลืองมาตรวจหาเชื้อรา Cercospora kikuchii ที่ติดมากับเมล็ดพันธุภายใตกลอง Steromicroscope ทำการแยกให

บริสุทธ์ิ เลี้ยงบนอาหาร PDA และเก็บเปน stock culture เพ่ือใชในการทดลอง3. นำผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูสูตร A, B และ 

C ทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตนในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยเมื่อ

เช้ือราอายุได 7 วัน ตัดเจาะชิ้นวุนโดยใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร นำมาวางบนจุดกึ่งกลางจานอาหารที่

เติมสารสกัดพืชปองกันกำจัดเชื้อราตามกรรมวิธี บันทึกขนาดเสนผาศูนยกลางของเชื้อ และคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งเชื ้อรา 

Cercospora kikuchii โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อทุก 4 วัน จนกวาเชื้อราในอาหาร PDA ของชุดควบคุมใกลเต็ม

จานอาหารเลี้ยงเช้ือ จึงหยุดวัดการเจริญ นำผลท่ีไดมาคำนวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 

 

ขั้นตอนท่ี 3 ศึกษาวิธีสกัดและวิธวิีเคราะหสารกึ่งบริสุทธิ์เพื่อใชเปนมาตรฐานในการควบคุมคณุภาพ  

3.1 ศึกษาวิธีแยกสาร eugenol จากน้ำมนักานพลูดวยเคร่ือง Flash Chromatograph  

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

2.  ศึกษาระบบตัวทำละลาย ไดแก ตัวทำละลาย (mobile phase) และอัตราสวนตัวทำละลาย ที่เหมาะสม โดยเปรยีบเทียบ

ระบบตัวทำละลาย 6 ระบบ ดังตารางที่ 1 โดยปรับสภาวะของเครื่อง Flash Chromatograph ดังตารางที่ 2 
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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 สภาวะของเครื่อง 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 

 8 5.0 100 

3.  ศึกษาอัตราการไหลของระบบตัวทำละลาย (flow rate) ท่ี 15, 25 และ 35 mL/min ดวยระบบตัวทำละลาย System IV 

และจดบันทึกระยะเวลาการสกัด (run time) 

4. เก็บ fraction ที ่ไดจากการแยกไปพิส ูจนความบริสุทธิ ์ด วยเครื ่อง GC-MS และเครื่อง NMR (BRUKER ADVANCE 

NANOBAY 400 MHz NMR Spectrometer MADE IN Switzerland) โดยสงวิเคราะห NMR กับภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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3.2 ศึกษาวิธีวิเคราะหปริมาณสารออกฤทธิ์ (eugenol) ดวยเทคนิค High Performance Thin Layer Chromatography 

(HPTLC) 

1. ทวนสอบวิธีวิเคราะห eugenol ในผลิตภณัฑสำเรจ็รูปจากน้ำมันกานพลู 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 ่ความยาวคลื ่น 282 nm โดยใช toluene : ethyl 

acetate : acetic acid (9:1:0.12, v/v/v) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  

1.1 การหาความสมัพันธเชิงเสนและชวงการวิเคราะห (Linearity and range) 

 การหาความสัมพันธเชิงเสนและชวงการวิเคราะหทำโดยวิเคราะหดวยการ spike สารละลายมาตรฐาน eugenol ลงใน 

sample blank จำนวน 6 ความเขมขน ไดแก 200, 300, 400, 500, 600 ,800 ng/spot พนลงบนสารละลายลงบนแผน TLC 

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

scanner 4 เพ่ือนำมาหาความสัมพันธเชิงเสน โดยสรางกราฟมาตรฐาน (Calibration curve) ของสารละลายมาตรฐาน eugenol 

ใน sample blank คำนวณหาคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (correlation coefficient, r)  

1.2 การทดสอบแมนยำ (Precision) 

การทดสอบความแมนยำ Repeatability 

ทดสอบความแมนยำ Precision แบบ Repeatability ซึ่งเปนการทดสอบจากหองปฏิบัติการเดียวกัน ผูทดสอบคน

เดียวกัน เครื่องมือชุดเดียวกัน ในเวลาเดียวกัน 

ชั่งผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูที่เขยาเขากันแลว 3 ระดับความเขมขน ครอบคลุมชวงความเขมขนที่ใชงาน 

อยางละ 10 ซ้ำ ใสขวดปริมาตร 25 mL ปรับปริมาตรดวย methanol แลวกรองดวย syringe filter ขนาด 0.45 ไมครอน นำไป

วิเคราะหดวยเครื่อง HPTLC ที่ทำการกำหนดสภาวะดังขอ 1. วิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิ์ eugenol โดยเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน คำนวณหาคาเฉลี่ย (mean) สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (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 = 0.66 x 2C-0.15 (AOAC, 2016) 

  เมื่อคา C = Concentration ratio 

เกณฑยอมรับคา Precision 

  AOAC ยอมรับ 0.3-1.3 (AOAC, 2016) 

ตรวจสอบความแมนยำ Within laboratory reproducibility 

ตรวจสอบ Precision แบบ Within laboratory reproducibility ซึ่งเปนการทดสอบจากหองปฏิบัติการเดียวกัน ผู

ทดสอบคนเดียวกัน เคร่ืองมือชุดเดียวกัน ในเวลาตางวันกัน 

ชั่งผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูที่เขยาเขากันแลว 3 ระดับความเขมขน ครอบคลุมชวงความเขมขนที่ใชงาน 

อยางละ 10 ซ้ำ ใสขวดปริมาตร 25 mL ปรับปริมาตรดวย methanol แลวกรองดวย syringe filter ขนาด 0.45 ไมครอน นำไป

วิเคราะหดวยเครื่อง HPTLC ที่ทำการกำหนดสภาวะดังขอ 1. วิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิ์ eugenol โดยเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน คำนวณหาคาเฉลี่ย (mean) สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) ความคลาดเคลื่อนสัมพันธ (relative 

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

คำนวณ % RSD ตามสูตร     %RSD = 
SD

X̅
×100  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



21 

 

ประเมิน precision โดยใช HORRAT   HORRAT= 
RSD experimental

Predicted Horwitz RSD
 

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

  เมื่อคา C = Concentration ratio 

เกณฑยอมรับคา 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 ใหมีความเขมขน 1 

mg/mL ปริมาตร 200 mL  

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

1.3.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานใน sample blank เพ่ือสรางฟราฟมาตรฐาน โดยเตรียม 6 ระดับความเขมขน 

ครอบคลมุชวงใชงาน นำไปวิเคราะหดวยเคร่ือง HPTLC 

1.3.4 เตรียมสารละลายเพื่อหาคา Origin โดยปเปต สารละลาย stock sample ขอ 1.3.2 ปริมาตร 2 mL ใสใน 

volumetric flask 10 mL จำนวน 10 ซ้ำ ปรับปริมาตรดวย methanol นำไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPTLC โดยเทียบกับกราฟ

มาตรฐานขอ 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 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 = ปริมาณสารท่ีวิเคราะหไดในตวัอยาง 

   B = ปริมาณสารที่วิเคราะหไดในตวัอยางท่ีมีการเตมิสารมาตรฐาน 

   C = ปริมาณสารมาตรฐานท่ีเติมลงในตัวอยาง 

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

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

 นำตัวอยางท่ีมีความเขมขนระดับต่ำมาวิเคราะห ทำทั้งหมด 10 ซ้ำ หาคา SD โดย 

     LOD = 3.14SD 

     LOQ = 10 SD 

2. ควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑสำเรจ็รูปจากน้ำมันกานพลูโดยตรวจสอบความเขมขนที่แนนอนของผลิตภัณฑ 

นำผลติภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู ที่ไดจากการวิจัย ขั้นตอนที ่2 (2563) มาเตรียมตัวอยางและวิเคราะหหาความ

เขมขนท่ีแนนอนดวยสภาวะการทำงานของเครื่อง HPTLC  

การบันทึกขอมูลดังนี้ 

1. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii 

การยับยั้ง (%) = เสนผาศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม – เสนผาศูนยกลางโคโลนีชุดทดลอง x 100 

     เสนผาศูนยกลางโคโลนชีุดควบคุม 

2. ขอมูลชนิดของกลุมสารออกฤทธิ์ทางพฤกษเคมี 

3. ปริมาณ eugenol  
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เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลา  เริ่มตน  ตุลาคม 2561 สิ้นสุด ธันวาคม 2564 

สถานที่ทดลอง กลุมงานวิจัยวัตถุมีพิษการเกษตรจากสารธรรมชาติ  กองวิจัยพัฒนาปจจัยการผลติทางการเกษตร 

 

การทดลองที่ 2  การทดสอบสูตรผลิตภัณฑจากพชืทีม่ีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวง 

อุปกรณ       

1. เมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง 

2. อุปกรณท่ีใชในการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ ไดแก กลองเพาะ กระดาษเพาะความงอก 

3. อุปกรณการตรวจเช้ือราในหองปฏิบัติการ ไดแก จานเพาะเช้ือ กระดาษเพาะความงอก สไลด ปากคีบ 

 

วิธีการ 

ขั้นตอนท่ี 1 การทดสอบสูตรผลิตภัณฑจากพชืที่มีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในเมล็ดพันธุ

ถั่วเหลือง 

วางแผนการทดลองแบบ  Completely Randomized  Design  (CRD ) จำนวน 4 ซำ้ 8 กรรมวิธี ประกอบดวย  

 กรรมวิธีที่ 1 สูตรผลิตภัณฑจากสารสกัดหยาบกานพลู อัตราที่ 1 

 กรรมวิธีที่ 2 สูตรผลิตภัณฑจากสารสกัดหยาบกานพลู อัตราที่ 2  

 กรรมวิธีที่ 3 สูตรผลิตภัณฑจากสารสกัดหยาบกานพลู อัตราที่ 3  

 กรรมวิธีที่ 4 สูตรผลิตภัณฑจากสารสกัดหยาบกานพลู อัตราที่ 4  

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

 กรรมวิธีที่ 6 น้ำกลั่น (negative control) 

 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 

       1. เตรยีมสารสกัดหยาบกานพลูที่มฤีทธ์ิสูงท่ีสุดในการยับย้ังเช้ือรา Cercospora kikuchii ในการทดลองท่ี 1 ข้ันตอนท่ี 1  

2. หาความเขมขนที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบกานพลูในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถ่ัว

เหลือง 

3. หาอัตราที่เหมาะสมของสูตรผลิตภัณฑจากสารสกัดหยาบกานพลูที่ไดจากขอ 2 จำนวน 4 อัตรา เปรียบเทียบกับสาร

ยับยั้งเชื้อราคารเบนดาซิม และน้ำกลั่น มาคลุกเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่เปนโรคเมล็ดสีมวงตามกรรมวิธี โดยเขยาใหเมล็ดถั่วเหลือง

คลุกเคลากับสารสกัดจนทั่ว แลวเทเมล็ดออกมาผึ่งใหแหงสนิทในที่รม เก็บใสกลองพลาสติกทิ้งไว 24 ชั่วโมง  สุมตัวอยางเมล็ดพันธุ

ถั่วเหลืองที่ไดจากแตละกรรมวิธีมาตรวจเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐาน และตรวจหาเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุดวยวิธี Blotter 

method เปนเวลา 7 วัน กรรมวิธีละ 4 ซ้ำ ซ้ำละ 100 เมล็ด  

การบันทึกขอมูล 

1. บันทึกเปอรเซ็นตการการพบเช้ือ Cercospora kikuchii โดยวิธี Blotter method 

  2. บันทึกเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐาน 
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ขั้นตอนท่ี 2 การทดสอบสตูรผลติภัณฑจากพืชที่มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมลด็สีมวงในโรงเรือนทดลอง 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบ  Completely Randomized  Design  (CRD ) จำนวน 4 ซำ้ 6 กรรมวิธี ประกอบดวย  

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

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

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

  4. น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 200 ml/น้ำ 10 l. 

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

6. น้ำกลั่น (negative control) 

 1. ปลูกถ่ัวเหลืองในกระถางในโรงเรือนทดลอง กรรมวิธีละ 10  กระถาง หยอดกระถางละ 3 เมล็ด หลังจากปลูก 7 วัน 

พนสารเคมีปองกันกำจัดแมลงวันหนอนเจาะลำตน ถอนแยกตนถ่ัวเหลืองใหเหลือกระถางละ 2 ตน หลังจากงอกประมาณ 1 สัปดาห 

ใสปุยเคมสูีตร 12-24-12 อัตรา 25 กิโลกรัมตอไร ทำการพนสารสกัดและสารเคมตีามกรรมวิธี และดูแลรักษาแปลงตามคำแนะนำ

ของกรมวิชาการเกษตรจนถึงระยะเก็บเก่ียว 

  2. เตรียมสปอรแขวนลอยจากเช้ือรา Cercospora kikuchii ใหมีความหนาแนนของสปอร 105 สปอรตอมิลลิลติร ทำการ

ปลูกเชื้อบนตนถั่วเหลือง ในระยะ  R1 (ระยะดอกเริม่บาน) 

  3. เตรียมสารละลายของสารเคมีปองกันกำจัดโรคพืชและสตูรผลิตภัณฑจากกานพลูตามกรรมวิธี พนลงบนตนถั่วเหลือง 

โดยเริ่มพนตามกรรมวิธีในระยะ R2 (ระยะออกดอกเต็มที่), R3 (ระยะเริม่ติดฝก), R4 (ระยะติดฝกเตม็ที่), R5  (ระยะเริ่มตดิเมล็ด) 

และ R6 (ระยะเมลด็พัฒนาเตม็ที่)  รวมจำนวน 5 ครั้ง  

 การบันทึกขอมลู 

  1. บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดโรคเมล็ดสมีวงบนเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

  2. บันทึกเปอรเซ็นตการการพบเช้ือ Cercospora kikuchii โดยวิธี Blotter method 

  3. บันทึกน้ำหนัก 100 เมล็ด 

เวลาและสถานท่ีดำเนินการทดลอง 

           เริ่มตน ตุลาคม 2562 สิ้นสุด กันยายน 2564  

   ศูนยวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืชเชียงใหม ตำบลหนองหาร อำเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม 

    

การทดลองที่ 3 การศึกษาการใชแสงยูวีตอการกำจัดเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุ และผลตอคุณภาพของเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

อุปกรณ  

 1. เมล็ดพันธุถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 

 2. อุปกรณในหองปฏิบัติการสุขอนามัยพืช เชน จานเพาะเชื้อ กระบอกตวง กลองจุลทรรศน ตูปลอดเชื้อ 

 3. อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 4. หลอด UV-C (Philips, 20W/C)  

 5. อุปกรณสำหรับเพาะความงอกในหองปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ ไดแก กระดาษเพาะความงอก กลอง 

เพาะความงอก ปากคีบ  
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วิธีการ 

 วางแผนการทดลองแบบ CRD ประกอบดวย 8 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซำ้ ประกอบดวย  

 กรรมวิธีที่ 1 เมล็ดพันธุไดรับแสง UV-C เปนเวลา 1 นาที 

     กรรมวิธีที่ 2 เมล็ดพันธุไดรับแสง 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 เมล็ดพันธุไมไดรับแสง UV-C (ชุดควบคุม) 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 

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

 2. เตรียมเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองสะอาดที่ไมเปนโรคปริมาณ 1 กิโลกรัม โดยการนำเมล็ดถ่ัวเหลืองฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวย 10% 

Clorox นาน 10 นาที แลวลางออกดวยน้ำนึ ่งฆาเชื้อ 3 ครั ้ง นำเมล็ดมาแชในสารแขวนลอยสปอรเชื้อราแตละชนิดไดแก 

Cercospora kikuchii, Phomopsis sp., Fusarium sp., Aspergillus niger ความเขมขน 105 สปอรตอเชื้อตอมล. ในอัตราสวน

ปริมาตรเชื้อ 1 มล./10 เมล็ด นาน 2 ชั่วโมง ผึ่งเมล็ดใหแหงในที่ปลอดเชื้อ 

 3. นำเมล็ดพันธุที่คลุกเชื้อและไมคลุกเชื้อไปรับแสง UV-C ตามกรรมวิธีตางๆ นำไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

 4. สุมตัวอยางเมล็ดพันธุถั่วเหลือง มาตรวจเชื้อราดวยวิธีเพาะเมล็ดบนกระดาษชื้น (blotter method) โดยนําไปเพาะ

บนกระดาษชื้นโดยใชกระดาษเพาะความงอก จํานวน 3 แผน นําไปจุมน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อใหชุม แลววางบนจานเลี้ยงเชื้อ 

(petri-dish) (ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร) นําเมล็ดถั่วเขียววางในจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว จํานวน 10 เมล็ด/ 1 จาน

เลี้ยงเชื้อ จํานวน 4 ซ้ำ ซำ้ละ 100 เมล็ด นําไปบมเชื้อที่อุณหภูมิ (28±2 องศาเซลเซยีส) ภายใตแสง NUV 12 ชั่วโมง สลับกับความ

มืด 12 ชั่วโมง เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนาํมาตรวจหาชนิดและปริมาณของเช้ือราที่เจริญบนเมล็ดภายใตกลอง stereo microscope 

ทําการจําแนกชนิดเช้ือราแตละชนิดภายใตกลอง compound microscope  

 5. สุมเมล็ดพันธุนำมาตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ ไดแก ความงอกมาตรฐาน (standard germination) ทำการเพาะ

เมล็ดถั่วเขียวโดยวิธีระหวางกระดาษ (Between paper, BP) จำนวน 100 เมล็ดตอซ้ำ ทั้งหมด 4 ซ้ำ บมในหองเพาะความงอก

อุณหภูมิสลับที่ 20 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 16 ชั่วโมง สลับกับอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 8 ช่ัวโมง ประเมินความงอกที่อายุ 7 

วัน (ISTA, 2020) และตรวจสอบความแข็งแรงของเมล็ดพันธุโดยวิธีการเรงอายุ (accelerated aging test; AA test) นำเมล็ดไป

เรงอายุท่ีอุณหภูมิ 41±0.3 องศาเซลเซยีส ในตูควบคุมอุณหภูมิแบบชื้นคงท่ี เปนเวลา 72 ชั่วโมง ความช้ืนสัมพัทธรอยละ 98±2% 

จำนวน 100 เมล็ดตอซ้ำ เมื่อครบกำหนด นำเมล็ดไปเพาะความงอกตามวิธีการทดสอบความงอกมาตรฐาน 

การบันทึกขอมูล 

- คำนวณเปอรเซ็นตเมล็ดติดเช้ือโดยวิธี Blotter method 

- เปอรเซน็ตความงอกความงอกมาตรฐาน (standard germination)  

- เปอรเซน็ตความแข็งแรงโดยวิธีการเรงอายุ (accelerated aging test)   

เวลาและสถานท่ี 

เริ่มตน ตุลาคม 2561 สิ้นสุด กันยายน 2563  

ศูนยวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก ตำบลวังทอง อำเภอวังทอง จังหวัดพิษณุโลก 
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การทดลองที่ 4 การทดสอบประสิทธิภาพสารปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลือง 

อุปกรณ 

 1. เมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง 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 สภาพเรือนทดลอง 

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

1. ไมคลกุเมล็ดและไมพนสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมลด็สมีวง 

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  

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

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

25% SC อัตรา 5 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร  

9. คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมลด็พันธุ 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  

วิธปีฏิบัติการทดลอง 

 นำเมลด็พันธุถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ที่แสดงอาการของโรคเมล็ดสมีวง ปลูกลงในกระถาง จำนวน 10 กระถางตอ

กรรมวิธี หยอดเมล็ดกระถางละ 5 เมลด็ หลังจากปลูก 7-10 วัน พนสารเคมีไตรอะโซฟอส ปองกันกำจัดแมลงวันหนอนเจาะลำตน 

ถอนแยกตนถั่วเหลืองใหเหลือกระถางละ 2-3 ตน หลังจากงอก 20 วัน ใสปุยเคมี เกรด 12-24-12 อัตรา 25 กิโลกรัม/ไร และทำ

การพนสารเคมีตามกรรมวิธีที่ระยะออกดอกเต็มที่ (R2) และระยะเมล็ดพัฒนาเต็มท่ี (R6) 

การบันทึกขอมูล 

1. วันปลูก วันงอก วันออกดอก 50% วันเก็บเก่ียว 

2. น้ำหนัก 100 เมล็ด 

3. เปอรเซน็ตการเกิดโรคเมล็ดสีมวง 

4. เปอรเซน็ตความงอก  
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5. เปอรเซน็ตความแข็งแรง ดวยวิธีการเรงอายุ 

 

ขั้นตอนท่ี 2 ทดสอบสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงที่มีประสทิธิภาพสูงสุดจากข้ันตอนท่ี 1 จำนวน 3 กรรมวิธี ทดสอบ

สภาพแปลงทดลอง 

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

1. ไมคลกุเมล็ดและไมพนสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมลด็สมีวง 

2. พน Carbendazim 50% WP อัตรา 10 กรมั/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   

วิธีการ  

 ปลูกถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ระยะปลูก 50 x 20 เซนติเมตร หยอดเมล็ดหลุมละ 5 เมล็ด หลังปลูกพนสารเคมี

ควบคุมวัชพืชกอนถั่วเหลืองงอกโดยใชอลาคลอร อัตรา 500 มิลลิลิตร/ไร  เมื่อถั่วเหลืองอายุครบ 7 วัน พนสารเคมีไตรอะโซฟอส 

ปองกันกำจัดแมลงวันหนอนเจาะลำตน ถอนแยกตนถั่วเหลืองใหเหลือหลุมละ 2-3 ตน หลังจากงอก 20 วัน ใสปุยเคมี เกรด 12-

24-12 อัตรา 25 กิโลกรัม/ไร โดยโรยขางแถวแลวกลบปุยพูนโคนตน ทำการพนสารเคมีตามกรรมวิธี ที่ระยะออกดอกเต็มท่ี (R2 ) 

และระยะเมล็ดพัฒนาเต็มท่ี (R6) และดูแลรักษาแปลงตามคำแนะนำของกรมวิชาการเกษตรจนถึงระยะเก็บเกี่ยว 

 

การบันทึกขอมูล 

1. วันปลูก วันงอก วันออกดอก50% วันเก็บเกี่ยว 

2. น้ำหนัก 100 เมล็ด 

3. เปอรเซน็ตการเกิดโรคเมล็ดสีมวง 

4. เปอรเซน็ตความงอก  

5. เปอรเซน็ตความแข็งแรง ดวยวิธีการเรงอายุ  

 

เวลาและสถานท่ี   

 ตุลาคม 2561 – กันยายน 2563  

            ศูนยวิจัยและพัฒนาเมลด็พันธุพืชเชยีงใหม 
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การทดลองที่ 5 ประสิทธิภาพของเชื้อแอคติโนมัยซีสในการควบคุมโรคที่สำคัญทางเศรษฐกิจในแปลงผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

 

อุปกรณ    

 1. เมล็ดพันธุถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 

 2. อุปกรณในหองปฏิบัติการ เชน จานเพาะเช้ือ กระบอกตวง  

 3. กลองจุลทรรศน 

 4. ตูปลอดเชื้อ 

 5. อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA, NA 

 

วิธีการ 

ขั้นตอนท่ี 1 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษในการยับย้ังการเจริญของเชื้อรา Cercospora kikuchii และ 

Phomopsis sp. บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  

 ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรียปฏิปกษทั้งหมด 25 ไอโซเลท ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคในเมล็ด

ถั่วเหลือง ไดแก Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ดวยวิธี dual culture โดยเลี้ยงเชื้อรา 

Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp บนอาหาร PDA เปนเวลา 7 วัน จากนั้นใช cork borer เจาะชิ้นวุนที่มีเสนใยเชื้อรา

ขนาดเสนผานศนูยกลาง 8 มิลลิเมตร นำไปวางที่จุดศูนยกลางของจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วัน 

กอน (เน่ืองจากเชื้อราสาเหตุโรคมีอัตราการเจริญชา) แลวทำการปลูกเชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่ใชทดสอบ โดยใชเข็มเขี่ยโคโลนีเชื้อที่

เลี้ยงไวบนอาหาร NA บมที่อุณหภมูิหอง นาน 24 - 48 ชั่วโมง มาขีดบนจานอาหารที่เลี้ยงเชื้อราไวแลว 4 ดาน สวนในกรรมวิธี

ควบคุมไมมีการปลูกเช้ือจุลินทรียปฏิปกษ ทำการทดลอง 10 จานเลี้ยง เช้ือ/ไอโซเลท บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส inhibition 

zone ซึ่งเปนบริเวณใสๆ ในวุนในอาหารเลี้ยงเชื้อ คัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii และ 

Phomopsis sp.   

ขั้นตอนท่ี 2 การจำแนกเชื้อที่คัดเลือกไดโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบทางชีวเคมี 

 การจำแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยนำเช้ือที่คัดเลือกไดมาศึกษารูปราง การจัดเรียงตัว และการติดสีแกรม ทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี ทดสอบความสามารถในการใชคารโบไฮเดรตดวยชุดทดสอบ API 50 CHB (bioMerieux, France) 

ขั้นตอนท่ี 3 ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอการควบคุมโรคที่สำคญัของถั่วเหลืองในสภาพเรือนทดลอง 

แบบและวิธีการทดลอง  

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

 กรรมวิธีที่ 1 แชเมล็ดถ่ัวเหลืองกอนปลูกดวยแบคทีเรียปฏิปกษในอัตรา 10 มิลลิลิตร ตอ 1 เมล็ด 

 กรรมวิธีที่ 2 ใสหรือเติมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษลงในดินกอนปลูกในอัตรา 10 มิลลิลิตร ตอ 1 กระถาง 

 กรรมวิธีที่ 3 โรยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษรอบโคนตนในระยะตนกลา V1 ในอัตรา 10 มิลลิลิตร ตอ 1 ตน 

 กรรมวิธีที่ 4 พนเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษในระยะตนกลา V1 ในอัตรา 10 มิลลิลิตร ตอ 1 ตน 

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

  

วิธีปฏิบัติการทดลอง 

 1. เตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษโดยมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-10 วัน 

จากนั้นเตรียมสารละลายเซลลใหมีความเขมขนเทากับ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร  
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 2. ปลูกถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 นิ้ว หยอดเมล็ดกระถางละ 2 เมล็ด หลังจาก

หยอดเมล็ดและกลบหลุมดีแลว หลังจากงอกประมาณ 1 สัปดาห ใสปุยเคมีสูตร 12-24-12 และปฏิบัติตามกรรมวิธีทดลองตางๆ 

ดูแลรักษาจนถึงระยะเก็บเก่ียว 

    

การบันทึกขอมูล 

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

 - องคประกอบผลผลิต ประกอบดวย ความสูง จำนวนก่ิงตอตน จำนวนขอตอตน จำนวนฝกตอตน ผลผลิตตอตน 

 

เวลาและสถานที่      
 ปเริ่มตน ตุลาคม 2561 – สิ้นสุด กันยายน 2562 

 สถานที่ทดลอง ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก 

 

การทดลองที่ 6 ประสิทธิภาพของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิเตอรตอการแสดงออกของยีนที่สามารถกระตุนความตานทานโรคใน

ถั่วเหลือง 

อุปกรณ 

1. ถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60  

2. กระถางดินเผาขนาด 12 นิ้ว  

3. สารเคมีสำหรับการสกัดอารเอ็นเอ และเพิ่มขยายขนาดดีเอ็นเอ  

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

วิธีการ 

แบบและวิธีการทดลอง 

 วางแผนการทดลองแบบ CRD จำนวน 10 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซำ้ ประกอบดวย 

  กรรมวิธีที่ 1 ฉีดพนดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 30 ppm  

  กรรมวิธีที่ 2 ฉีดพนดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 60 ppm  

  กรรมวิธีที่ 3 ฉีดพนดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 90 ppm 

   กรรมวิธีที่ 4 ฉีดพนดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 120 ppm 

   กรรมวิธีที่ 5 ฉีดพนดวยเอทิลอะซิเตท ความเขมขน 3,000 ppm 

   กรรมวิธีที่ 6 ฉีดพนดวยเอทิลอะซิเตท ความเขมขน 6,000 ppm 

   กรรมวิธีที่ 7 ฉีดพนดวยเอทิลอะซิเตท ความเขมขน 9,000 ppm 

   กรรมวิธีที่ 8 ฉีดพนดวยเอทิลอะซิเตท ความเขมขน 12,000 ppm 

   กรรมวิธีที่ 9 ฉีดพนดวยเอทิลอะซิเตท ความเขมขน 15,000 ppm 

   กรรมวิธีที่ 10 น้ำเปลา (ชุดควบคุม) 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 

 1. ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 นิ้ว จำนวน 3 กระถางตอกรรมวิธีหยอดเมล็ด

กระถางละ 2 เมล็ด พนสารเคมปีองกันกำจัดแมลงวันหนอนเจาะลำตน หลังจากงอกประมาณ 1 สัปดาห ใสปุยเคมีสูตร 12-24-12 

อัตรา 25 กิโลกรัมตอไร เมื่อถ่ัวเหลืองเจริญในระยะ R1 พนสารแตละกรรมวิธีทดลอง และดูแลรักษาแปลงตามคำแนะนำของกรม

วิชาการเกษตรจนถึงระยะเก็บเกี่ยว 
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2. การสกัดอารเอ็นเอดวยชุดสกัดสำเร็จรูป Nucleo Spin Kit ยี่หอ MACHEREY-NAGEL  

นำใบถั่วเหลืองหลังจากพนสาร 3 วัน มาบดในโกรงบด สกัด Total RNA โดยชุดสกัดสำเร็จรูปตามวิธีการของบริษัทนำ

อารเอ็นเอที่ไดไปตรวจสอบ 

3. การสังเคราะห cDNA นำอารเอ็นเอที่ไดมาสังเคราะห cDNA โดยใชชุดน้ำยา ReverTra Ace  qPCR RT Master 

Mix with gDNA Remover ยี่หอ TOYOBO มีสวนผสมของปฏิกิริยาปริมาตรรวม 8 ไมโครลิตร ที่มีองคประกอบไดแก อารเอ็นเอ

ความเขมขน 0.5 pg-0.5 µg, 4X DN Master Mix 2 ไมโครลิตร, Nuclease-free Water 5 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปบมที่อุณหภมู ิ

37 องศาเซลเซียลเปนเวลา  5 นาที เมื่อครบกำหนดแลวนำไปทำปฏิกิริยาตอไปโดยมีสวนผสมปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ที่มี

องคประกอบของ Reacted solution ที่ไดจากขางตน 8 ไมโครลิตร และ 5x RT Master Mix II 2  ไมโครลิตร จากนั้นนำไปเขา

เครื่อง Thermal cycles โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 37oC  เปนเวลา 15 นาที, 50oC เปนเวลา 5 นาที และ 98oC เปนเวลา 5  นาที 

4. การวิเคราะหการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค Real-time PCR 

ศึกษาการแสดงออกของ PR gene โดยใช Soy Actin gene เปนยนีอางอิงซึ่งมีลำดับนิวคลโีอไทดของไพรเมอรดังนี้ 

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) 

การเตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร เตรียมปฏิกิริยาพีซีอารดวยชุดน้ำยา THUNDERBIRD® SYBR®qPCR Mix ยี่หอ TOYOBO 

ในปฎิกริยาปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบไปดวย cDNA ที่ไดจากขั้นตอน ข  า งต  น  1 ไ ม โ คร ล ิ ต ร , Forward-primer 1 

ไมโครลิตร, Reverse-primer 1 ไมโครลิตร, THUNDERBIRD® SYBR®qPCR Mix 4 ไมโครลิตร 50X Rox dye 0.04 ไมโครลิตร 

และน้ำกลั่น 12.96  ไมโครลิตร นำปฏิกิริยาไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและวิคราะหการแสดงออกของยีนดวยเครื่อง 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 เพ่ือยืนยันวา ผลิตภัณฑ (PCR product) ที่ไดจากการศึกษา ดวยวิธี real-time 

PCR เปนผลิตภัณฑที่ตองการซึ่งผลิตภัณฑที่ถูกตองมักจะแสดง peak เดียวที่อุณหภูมิสูง ในขณะที่ผลิตภัณฑที่เกิดจากการจับแบบ

ไมจำเพาะ (non-specific product) หรือ primer-dimer จะให peak ที่มีขนาดกวางท่ีอุณหภูมิต่ำ การทำปฏิกริยาแตละครั้งจะมี 

negative control และ ชุดน้ำยามาตรฐานที่เตรียมจาก RT-PCR product การวิเคราะหผลจะเปนการคำนวณแบบสัมพัทธ 

(Relative quantification) โดยหาอัตราสวนการแสดงออกของยีน protein PR ตอการแสดงออกของยีนอางอิง housekeeping 

gene ไดแก Soy actin โดยทำการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนอางอิงกอนวามีความเหมาะสมหรือไม กอนนำไปคำนวณ

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

การบันทึกขอมูล 

 - องคประกอบของผลผลิตไดแก ความสูง จำนวนขอ/ตน จำนวนกิ่ง/ตน จำนวนฝก/ตน และจำนวนเมล็ด/ฝก น้ำหนัก 

1,000 เมล็ด  

 - คำนวณเปอรเซ็นตเมลด็ติดเชื้อโดยวิธี Blotter method 

 - คุณภาพเมล็ดพันธุ ไดแก เปอรเซ็นตความงอก ความแข็งแรง 

 - การแสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับระบบการตานทานโรค  

เวลาและสถานท่ี  

 ระยะเวลา (เริ่มตน - สิ้นสุด) ตลุาคม 2561 - กันยายน 2563  

            สถานที่ดำเนินการ ศนูยวิจัยพัฒนาเมลด็พันธุพืชพิษณุโลก 
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การทดลองที่ 7 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ Phomopsis sp. (Diaporthe) และประสิทธิภาพของสารกำจัดเชื้อ

ราในการควบคุมโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสในถั่วเหลือง 

 

อุปกรณ 

 1. เมล็ดพันธุถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 

 2. อุปกรณในหองปฏิบัติการ เชน จานเพาะเช้ือ กระบอกตวง  

 3. กลองจุลทรรศน 

 4. ตูปลอดเชื้อ 

 5. อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA, NA 

 6. สารเคมี ไดแก  

วิธีการ  

วางแผนการทดลองแบบ CRD จำนวน 10 ซ้ำ 13 กรรมวิธี ประกอบดวย  

  กรรมวิธีที่ 1 Azoxystrobin 25%SC 

  กรรมวิธีที่ 2 Captan 50%WP   

  กรรมวิธีที่ 3 Carbendazim 50%WP     

  กรรมวิธีที่ 4 Chlorothalonil 75% WP  

  กรรมวิธีที่ 5 Difenoconazole 25% W/V EC   

   กรรมวิธีที่ 6 Dimethomorph 50WP    

  กรรมวิธีที่ 7 Fosetyl-aluminium 80%WP 

  กรรมวิธีที่ 8 Kasugamycin hydrochloride hydrate 2% W/V SL  

  กรรมวิธีที่ 9 Mancozeb 80%WP  

  กรรมวิธีที่ 10 Mancozeb + valifenalate 60%+6% WG     

  กรรมวิธีที่ 11 Propiconazole     

  กรรมวิธีที่ 12 Thiophanate-methyl 70% WP  

  กรรมวิธีที่ 13 น้ำกลั่น (ชดุควบคุม)   

 1. แยกเชื้อ Phomopsis sp จากเมล็ดถั่วเหลืองที่มีอาการเปนโรคใหไดเช้ือบริสุทธ์ิ 

 2. เตรียมเชื้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรคพืช โดยนําเชื้อเลี้ยงบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ที่ อุณหภูมิ 27 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากนั้นใช cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 5 มิลลิเมตร ตัดวุนอาหารบริเวณสวนปลายเสนใย

ของเชื้อรา เพื่อนําไปทดสอบ  

 3. ทดสอบหาความเขมขนของสารปองกันกําจัดโรคพืชที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา Phomopsis sp. โดยวิธี 

poison food technique โดยนําสารปองกันกําจัดโรคพืชที่ตองการทดสอบที่ความเขมขนตางๆ ตามอัตราความเขมขนกําหนดไว 

3 อัตรา คือ ต่ำกวาอัตราแนะนํา 0.5 เทา อัตราแนะนําตามฉลาก และสูงกวาอัตราแนะนํา 0.5 เทา เจือจางในน้ำนึ่งฆาเช้ือ ปรับให

ไดความเขมขนตางๆ แลวนําไปผสมกับอาหาร PDA ที่หลอมเหลว ซึ่งมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส เขยาใหอาหารและ

สารเคมีผสมเขากันทั ่วถึง แลวเทอาหารที่มีสารปองกันกําจัดโรคพืชความเขมขนตางๆลง ในจานแกวเลี ้ยงเชื ้อ เมื ่อผิวหนา
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อาหารแหงจึงวางช้ินวุนที่มีเชื้อ Phomopsis sp. ที่เตรียมจากขางตน โดยวางตรงกลางจานเลี้ยงเช้ือ วางจานเลี้ยงเช้ือทดสอบนี้ไว

ในหองปฏิบัติการ ที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส  

การบันทึกขอมูล 

 1. บันทึกผลโดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเช้ือราเมื่อโคโลนีของเชื้อราในจานควบคุมที่ไมมีสารปองกันกําจัด

โรคพืชเจริญเต็มจานและคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งเช้ือรา 

 เปอรเซน็ตการยับย้ัง = 100-(r2 x 100)                                          

                                                   R2 

 R = คาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลางของชุดควบคุม, r = คาเฉลี่ยของเสนผานศนูยกลางของชุดทดสอบ 

 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 ที่ระยะ R3 (ระยะเริ่มติดฝก) 

กรรมวิธีที่ 5 พนดวย Difenoconazole ที่ระยะ R5  (ระยะเริ่มติดเมล็ด) 

กรรมวิธีที่ 6 พนดวย Difenoconazole ที่ระยะ 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)  

 ดำเนินการปลูกถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ในฤดูฝน เดือน มิถุนายน – สิงหาคม 2564 ณ แปลงทดลองของ ศูนยวิจัย

และพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก โดยระยะปลูก 50 x 20 เซนติเมตร หยอดเมล็ดหลุมละ 5 เมล็ด หลังจากหยอดเมล็ดและกลบ

หลุมดีแลว พนสารเคมีคุมวัชพืชกอนถั่วเหลืองงอก โดยใชอลาคลอร อัตรา 500 มิลลิลิตรตอไร หลังจากปลูก 7 วัน พนสารเคมี

ปองกันกำจัดแมลงวันหนอนเจาะลำตน ถอนแยกตนถั่วเหลืองใหเหลือหลุมละ 2-3 ตน หลังจากงอกประมาณ 1 สัปดาห ใสปุยเคมี

สูตร 12-24-12 อัตรา 25 กิโลกรัมตอไร โดยโรยขางแถวแลวกลบปุย  

 เตรียมสารละลายสารปองกันกําจัดโรคพืชพนลงบนตนถั่วเหลืองตามกรรมวิธี ดูแลตามคำแนะนำของกรมวิชาการเกษตร

จนถึงระยะสุกแกทางสรีระ เก็บเกี่ยวถั่วเหลืองมาตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ ไดแก ตรวจสอบความงอกมาตรฐานโดยการเพาะ

ความงอกดวยทราย จำนวน 100 เมล็ด/ซ้ำ จำนวน 4 ซ้ำ ระยะเวลา 8 วัน แลวประเมินความงอกมาตรฐาน (ISTA, 2020) ความ

แข็งแรงโดยวิธีการเรงอายุ (accelerated aging test) นำเมล็ดไปเรงอายุที่อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 72 ชั่วโมง 

ความชื้นสัมพัทธรอยละ 98±2 เปนเวลา 96 ชั่วโมง จำนวน 100 เมล็ดตอซ้ำ เมื่อครบกำหนดนำเมล็ดไปเพาะความงอกตามวิธีการ

ทดสอบความงอกมาตรฐาน และตรวจเช้ือราที่ติดมากับเมลด็พันธุดวยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น (Blotter method) โดยการสุมเมลด็

ถ่ัวเหลืองมา 400 เมล็ด นำไปวางบนกระดาษเพาะที่ช้ืนในจานเพาะเชื้อจำนวน 10 เมล็ดตอจาน นำไปบมท่ีอุณหภูมิ (20-25 องศา
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เซลเซียส) โดยใหแสง NUV 12 ชั่วโมง สลับมืด 12 ชั่วโมง เปนเวลา 7 วัน หลังจากครบกำหนดการบมนำจานเพาะไปตรวจสอบ

เช้ือภายใตกลองจุลทรรศน 

การบันทึกขอมูล 

 - เปอรเซ็นตเมล็ดติดเช้ือ 

 - เปอรเซ็นตเมล็ดเนาโฟมอปซิส 

 - คุณภาพเมล็ดพันธุ ไดแก เปอรเซ็นตความงอก เปอรเซน็ตความแข็งแรง 

เวลาและสถานที่   

 ตุลาคม 2562 – กันยายน 2564 ณ ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก 

3. การปรับแผนงบประมาณระหวางป 

 ไมม ี    มี  ไดรับอนมุัติเม่ือวันท่ี..........…………. (โปรดแสดงหลักฐานในภาคผนวก) 

 เปลี่ยนแปลงงบประมาณ โปรดอธิบายการเปลี่ยนแปลง............................................................................................... 

 เปลี่ยนแปลงวัตถุประสงค/ผลผลิต โปรดอธิบายการเปลี่ยนแปลง................................................................................ 
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บทที่ 3 ผลการศึกษา      

 

3.1 ผลการดำเนินงานของโครงการ 

โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหาแนวทางในการจัดการโรคที่สำคัญของการผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลือง ไดแก เชื้อรา 

Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงและเช้ือรา Phomopsis sp สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิส ซึ่งในโครงการไดมีวิธีทาง

เคมีโดยการใชสารเคมีที่เหมาะสม วิธีทางกายภาพโดยการใชแสงยูวี และวิธีทางชีวภาพโดยการใชสารสกัดพืช สารกระตุนการ

ตานทานโรคและการประยุกตใชจุลินทรียปฎิปกษที่คัดเลอืกได 

1. ศึกษาสารสกัดหยาบจากพืชและสวนตางๆของพชืที่เหมาะสมในการยับย้ังเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยง

เชื้อ PDA 

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

ใบนอยหนา ใบบัวตอง ใบแมงลักปา ใบสะเดา เปลือกมังคุด ไพล วานน้ำ หางไหล อบเชยเทศ อบเชยไทย ดวยเอทานอล ไดสาร

สกัดหยาบ 0.96-25.45% w/w จากการเตรียมเชื้อรา Cercospora kikuchii จากการสุมตัวอยางเมล็ดพันธุถั่วเหลืองมาตรวจหา

เชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุดวยวิธี Blotter method แลวทำการแยกเชื้อ  Cercospora kikuchii  พบลักษณะโคโลนีคอนขาง

กลม เสนใยมีการเจริญขึ้นหนาแนนฝงลงไปบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และพบรอยบุมหรือรอยยุบตัวของอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณขอบ

โคโลนีและไมพบการสรางสปอร สรางรงควัตถุสีมวงจนถึงสีแดงรอบๆโคโลนีบนอาหาร PDA  เมื่อนำสารสกัดหยาบพืช 20 ชนิด ไป

ทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตนในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA พบวา 

เปอรเซ็นตการยับยั้งในชวง 14.5 – 100% โดยสวนใหญสารสกัดจากพืชที่มีน้ำมันสามารถยับยั้งเชื้อราไดดี ไดแก กานพลู และขา

สามารถยับยั้งไดมากที่สุด 100% ไมแตกตางจากคารเบนดาซิมซึ่งเปนสารเคมีที่ใชควบคุมเชื้อรา รองลองมาคือ วานน้ำ ชาพลู ใบ

แมงลักปา และขิง ที่สามารถยับย้ังไดมากกวา 70% น้ำมันหอมระเหยจากพืชเหลานี้เปนสารที่พืชสรางข้ึนมาเพื่อฆาเชื้อราที่กอโรค 

และแบคทีเรีย มักพบสารกลุม terpenes (terpenoids) เปนองคประกอบ (Noriega, 2020) ดังนั้น ขา กานพลู และชาพลู จึงถูก

เลือกมาสกัดตอใหบริสุทธ์ิขึ้นดวยวิธี Column chromatography ไดสารสกัด 12 สวน จากพืช 3 ชนิด เมื่อทดสอบประสิทธิภาพ

เบื้องตนของสารสกัด 12 สวน ในอัตรา 2500 ppm ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ PDA พบวาสารสกัดที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii 100% ไดแก ขา (hexane), กานพลู 

(hexane), กานพลู (chloroform1), กานพลู (chloroform2) นำสารสกัดสวนที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา Cercosporl 

kikuchii ไดแก ขา (hexane), กานพลู (hexane), กานพลู (chloroform1), กานพลู (chloroform2), มาแยกสารกึ่งบริสุทธิ์โดย

เทคนิคทีแอลซ ีโดยใชแผน TLC silica gel 60 F254 ไดสารก่ึงบริสุทธิ์แตละชนิดฉาบอยูบนแผนทีแอลซ ีเมื่อนำแผน TLC ดังกลาว

ไปทดสอบบนเชื้อรา Cercospora kikuchii ดวยวิธี Contact bioautography (Dewanjee et al., 2014) พบวาสารสกัดจากขา 

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

(hexane) พบที่ตำแหนง RF 0.25-0.42 กานพลู (chloroform1) พบที่ตำแหนง RF 0.25-0.42 และกานพลู (chloroform2) พบที่

ตำแหนง RF 0.33-0.42 ซึ่งพบวาตำแหนงท่ียับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อราจากสารสกัดทั้ง 4 ชนิด เปนสารกลุม terpenoids ซึ่ง

ยืนยันโดยการสเปรยดวยน้ำยาทดสอบ p-anisaldehyde/sulfuric acid  

 ศึกษาชนิดของกลุมสารออกฤทธิโ์ดยวิธีการทดสอบทางพฤกษเคมีดวยน้ำยาทดสอบ 

 สารสกัดสวนที่สามารถยับยั้งเช้ือรา Cercospora kikuchii จากขา (hexane), กานพลู (hexane), กานพลู (chloroform1) 

และกานพลู (chloroform2) เมื่อถูกทดสอบดวยวิธีการทางพฤกษเคมีดวยน้ำยาทดสอบ พบวาสารกึง่บริสุทธิ์ที่ออกฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii คือ สารกลุม terpenoids ผลการทดสอบสารออกฤทธ์ิยับยั้งเช้ือรา Cercospora kikuchii  

ดวยวิธี Contact bioautography บนแผน TLC พบวาตำแหนงท่ียับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อราเปนสารกลุม terpenoids ซึ่ง

ใหผลการทดลองตรงกับการทดสอบกลุมสารทางพฤกษเคมีดวยน้ำยาทดสอบชนิดตางๆ (นพมาศและคณะ, 2554) ที่พบสารกลุม 

terpenoids ในสารสกัดดังกลาว และเมื่อพิจารณา % yield ของสารสกัดหยาบของกานพลู มีคาเทากับ 24.4 %w/w ซึ่งมากกวา 
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สารสกัดหยาบของขา ที่มีคาเทากับ 3.9 %w/w ผูวิจัยจึงเลือกกานพลูเปนพืชที่เหมาะสมทีสุ่ดในการยับยั้งเช้ือรา Cercospora 

kikuchii บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA 

 ศึกษาวิธีการสกัดน้ำมันกานพลู 

 การสกัดดอกกานพลูดวยวิธี ultrasonic และ maceration โดยใชเฮกเซน และเอทานอลเปนตัวทำละลาย จะไดสารสกัด

หยาบสีน้ำตาลขนเหนียว ในขณะที่การสกัดดวยวิธีกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) จะไดน้ำมันสีเหลืองออน %yield ที่ไดจาก

การคำนวณดวยสารสกัดหยาบตอตัวอยางบดแหง พบวาวิธีการสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic ในเอทานอลไดสารสกัดหยาบมาก

ที่สุด แตไมอาจสรุปไดวาวิธีการสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic ในเอทานอลเปนวิธีที่ดีที่สุด จำเปนตองพิจารณาปริมาณ eugenol 

ซ ึ ่งเป นสารออกฤทธิ ์ จ ึงได ทำการวิเคราะหปริมาณ eugenol ในสารสกัดหยาบดวยเทคน ิค Gas chromatography–mass 

spectrometry (GC-MS) (Athar et al, 2013) พบวาน้ำมันกานพูลที ่ไดจากวิธีการกลั ่นดวยน้ำ (hydro-distillation) มีปริมาณ 

eugenol มากที่สุด คือ 849.39 g/ kg (น้ำมันกานพลู) และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณ eugenol ในตัวอยางกานพลูแหงที่ไดจากแตละ

วิธีพบวา ไมแตกตางกัน นอกจากนี ้เมื ่อพิจารณาจากกระบวนการผลิตและตนทุนการผลิตแลว วิธีการกลั ่นดวยน้ำ (hydro-

distillation) เปนวิธีที่ไมใชตัวทำละลายจึงมีตนทุนการผลิตต่ำ นอกจากนี้ยังเปนวิธีท่ีรวดเร็ว และไมเปนพิษตอสิ่งแวดลอม ผูวิจัยจึง

เลือกวิธีการกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) ในการสกัดน้ำมันกานพลูเพ่ือพัฒนาเปนสูตรผลิตภัณฑสำเร็จรูปในขั้นตอนตอไป  

 ศึกษาประสิทธิภาพผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื ้อรา Cercospora 

kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 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 ลักษณะทางกายภาพของสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลูโดยผลิตภัณฑทั้ง 3 สามารถละลายน้ำไดดี และมีคา pH อยูในชวง

กรดออน ซึ่งเปนชวงท่ีน้ำมันกานพลูคงสภาพมาก 

 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 สังเกตการ

เปลี่ยนแปลงในระยะเวลา 0, 1, 3, 7 และ 14 วันโดยชั่งน้ำมันกานพลู 1 g  ละลายดวยตัวสารละลายกรด-ดาง 4 mL พบวาในสภาวะ

กรดออน และดางออน น้ำมันกานพลูคงสภาพมากกวาในสภาวะกรดแก และดางแก ซึ่งสังเกตจากสีและการเกิดตะกอน การคงตัวของ

สารออกฤทธิ์สูตรผลิตภัณฑโดยหาปริมาณสารออกฤทธิ์ Eugenol กอนอบ และหลังอบที่อุณหภูมิ 54 °C ดวยวิธี GC-MS พบวาปริมาณ

สารออกฤทธิ ์ Eugenol กอนอบ และหลังอบที่อุณหภูมิ 54 °C มีคาลดลงเล็กนอย การคงตัวของสารออกฤทธิ ์ Eugenol ในสูตร

ผลิตภัณฑ EC (A, B และ C) ท่ีอุณหภูมิตางๆ คือ 0 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิหอง (RT), 54 องศาเซลเซียส และ 70 องศาเซลเซยีส โดย

วิเคราะหทุก 2 วัน จนครบ 14 วัน จากการวิเคราะหพบวา ปริมาณ Eugenol เปลี่ยนแปลงเล็กนอย จากการศึกษาประสิทธิภาพของ

ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ผลการ

ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cercospora kikuchii บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ PDA โดยเปรียบเทียบผลิตภัณฑ 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 สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือรา Cercospora kikuchii ได

ถึง 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 หมายความวา ผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลูที่มี eugenol ในชวงความเขมขนนี้สามารถยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ

รา Cercospora kikuchii ไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เมื่อคำนวณเปนอัตราการใชเทากับ 2.0-2.5 g สูตร B/kg PDA และ 1.0-2.5 g 

สูตร C/kg PDA ซึ่งไมแตกตางจากคารเบนดาซิม ที่ความเขมขน 2.0 g/kg PDA จึงเปนชวงความเขมขนพื้นฐานท่ีจะนำไปเลือกทดสอบ

กับเชื้อรา Cercospora kikuchii  
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 ศึกษาวิธีแยกสาร eugenol จากน้ำมันกานพลูดวยเคร่ือง Flash Chromatograph 

 ผลการศึกษาระบบตัวทำละลายที่เหมาะสมในการแยกสาร eugenol จากน้ำมันกานพลูดวยเครื่อง Flash Chromatograph 

ดวยตัวทำละลาย 6 ระบบ พบวา เวลาที่ eugenol ถูกแยกออกแตละระบบตัวทำละลายแตกตางกัน ดังตารางที่ 11 เมื่อเปรียบเทียบ

ตัวทำละลาย 2 ชนิด คือ petroleum ether และ hexane พบวา eugenol ถูกแยกออกมาที่เวลาไมแตกตางกัน แตระบบตัวทำละลาย

ของ hexane สามารถแยก eugenol ออกจากสารใกลเคียงไดดี เมื่อพิจารณาปริมาณสัดสวน ethyl acetate ที่เพิ่มขึ้น สงผลให

สัญญาณของ eugenol ออกเร็วขึ้น เนื่องจากโครงสรางของ eugenol ประกอบดวย hydroxyl group (-OH) จึงมีสภาพขั้วเปน polar 

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

ความเปน polar สูงขึ้นจากสัดสวนของ ethyl acetate (P’4.4) แตการแยกเร็วเกินไปก็ทำใหไมสามารถแยกจากสารตัวอื่นไดดีนัก 

system IV – system VI เวลาตางกันไมมาก นอกจากนี้เมื่อพิจารณาคา absorbance ของ UV (AU) พบวา ระบบท่ี VI ใหคาสูงสุดคือ 

2.40 (AU)  รองลงมาคอื ระบบท่ี V 1.90 (AU) และระบบที่ IV 1.50 (AU) ตามลำดับ แตระบบที่ VI ไมสามารถแยก peak ขางๆออกได 

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

IV มาศึกษาอัตราการไหล 15, 25 และ 35 mL/min พบวา อัตราการไหล 35 mL/min สารออกเร็วที่สุดและสามารถแยก eugenol 

ออกจากพีคขางเคียงไดดีที่สุด 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) นอกจากนี้การวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของสารที่ไดจากการแยกดวยเทคนิค NMR จะ

ชวยยืนยันตัวตนสารไดอีกทางหนึ่ง โดย 1H NMR สเปกตรัมของ eugenol (ใน CDCl3) ของสารที่ไดจากการแยก มีสเปกตรัมตรงกับ

สารมาตรฐาน eugenol  

 ศึกษาวิธีวิเคราะหปริมาณสารออกฤทธิ์ eugenol ดวยเทคนิค High Performance Thin Layer Chromatography 

(HPTLC) ผลการทวนสอบวิธีวิเคราะห eugenol ในผลิตภัณฑสำเรจ็รปูจากน้ำมันกานพลู ดวยเทคนิค HPTLC ของ Inam et al., 

2014 ตรวจวัดดวยเครื่อง HPTLC ยี่หอ CAMAG ประกอบดวย Linomat5, ACD2, TLC scanner 4 และ TLC Visualizer โดยใช

แผน TLC ชนิด HPTLC plate silica gel 60F254 ขนาด 20x10 cm (Merck) ที่ความยาวคลื่น 282 nm ใช toluene : ethyl 

acetate : acetic acid (9:1:0.12, v/v/v) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ปริมาตร 1 µL/spot วิธีวิเคราะหนี้ใหผลการทดสอบดังนี้ 

1. ความสัมพันธเชิงเสนและชวงการวิเคราะห (Linearity and range) 

 วิธีวิเคราะหนี้ใหผลการทดสอบปริมาณ eugenol ที่มีชวงการวัด (range) ในชวงความเขมขน 200-800 ng/spot 

ให ค าความเปนเส นตรง (Linearity) ท่ี correlation coefficient (r) เทากับ 0.9992 ซึ ่งเกณฑการยอมรับคา correlation 

coefficient (r) ≥ 0.995 

2. ความแมนยำ (Precision) 

 การตรวจสอบความแมนยำ (Precision) สำหรับ Repeatability ที ่ระดับความเขมขน 280, 500 และ 750 

ng/spot พบวา eugenol ไดคาเฉลี่ย 36.73, 36.87, 37.03 %W/W ตามลำดับ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) เทากับ 0.65, 0.41, 

0.51 ตามลำดับ ความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 1.78, 1.11, 1.39 ตามลำดับ และประเมินดวย HORRAT ไดคาเปน 

1.16, 0.72, 0.91 ตามลำดับ 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 ไดคาเปน 0.77, 

0.75, 0.59 ตามลำดับ โดย HORRAT ตองมีคาไมเกิน 1.3 ตามเกณฑพิจารณาของ AOAC วิธีวิเคราะห eugenol ใหผลการ

ทดสอบ Precision อยูในเกณฑท่ียอมรับได 

 3. ความถูกตอง (Accuracy) 

 ตรวจสอบความถูกตอง (Accuracy) โดยหาคา %recovery พบวา ความเขมขนสารมาตรฐานที ่เติมลงใน

สารละลายตัวอยางมี 3 ระดับความเขมขน ไดแก 100, 300 และ 500 ng/spot ระดับละ 10 ซ้ำ คา %recovery เทากับ 99.65, 
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101.49, 101.49 ตามลำดับ ซึ่งอยูในเกณฑการยอมรับที่ 98-102% ตามเกณฑพิจารณาสำหรับสารที่มีปริมาณมากกวา 10% ของ 

AOAC ดังนั้นวิธีวิเคราะหนี้สามารถนำไปวิเคราะห เปอรเซ็นตสารออกฤทธ์ิไดอยางถูกตอง 

 คา limit of detection (LOD) และ limit of quantitation (LOQ) 

 การศึกษาหาคาความเขมขนต่ำสุดของสารที่สามารถตรวจพบได (limit of detection ; LOD) พบวา สามารถตรวจวัดไดท่ี

ความเขมขน 60 ng/spot และการศึกษาหาคาความเขมขนต่ำสุดของสารท่ีสามารถตรวจหาปริมาณไดโดยมีความแมน และความ

เที ่ยงอยูในเกณฑที่ยอมรับได limit of quantitation (LOQ) พบวา สามารถตรวจวัดไดที่ความเขมขน 200 ng/spot ผลการ

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

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

 

2. การทดสอบสูตรผลิตภัณฑจากพืชที่มีฤทธิ์ยับย้ังเชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในเมล็ดพันธุถั่วเหลือง  

 จากการเตรียมสารสกัดหยาบจากกานพลูดวยวิธีการกลั่นดวยน้ำ (hydro distillation) พบวาสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลู

มีลักษณะใส สีเหลืองออน ไดเปอรเซน็ตผลผลิต (%yield) เทากับ 10.25% w/w และศึกษาความเขมขนของสารสกัดหยาบน้ำมัน

กานพลูที่เหมาะสมในการยับยั้งเชื้อรา C. kikuchii ในเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง โดยนำสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูมาคลุกเมล็ดพันธุถั่ว

เหลืองที่เปนโรคเมล็ดสีมวง พบวาสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูที่อัตรา 4.0 และ 5.0 กรัมตอกิโลกรัมเมล็ด มีเปอรเซน็ตการเกิดโรค

นอยที่สุดเทากับ 8.00 เปอรเซ็นตแตกตางจากอัตราอื่น ๆ อยางมีนัยสำคัญทางสถิติและมีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐาน เทากับ 

25 และ 29 เปอรเซ็นตตามลำดับ ซึ ่งเมื่อเทียบกับชุดที่คลุกดวยน้ำกลั ่น สารยับยั้งเชื ้อราคารเบนดาซิม และเอทานอล 50 

เปอรเซ็นตมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคมากที่สุด (99.5, 99.5 และ 98.0 เปอรเซ็นตตามลำดับ) และมีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐาน 

เทากับ 96, 96 และ 98 เปอรเซ็นตตามลำดับ สอดคลองกับการศึกษาของ Carmello และ Carlos (2018) พบวาการคลุกเมล็ด

พันธุดวยสารสกัดจากกานพลูและอบเชย มีผลทำใหการงอกของเมล็ดพันธุผักกาดหอมลดลง และอัญฑิกา (2552) พบวาการ

เคลือบเมล็ดพันธุถั่วเหลืองดวยสารยูจีนอลที่มีระดับความเขมขนมากกวา 1 เปอรเซ็นตจะมีผลทำใหความงอกของเมล็ดพันธุถ่ัว

เหลืองลดลง แตก็ทำใหลดการปนเปอนของเช้ือราได สารคารเบนดาซิมเปนสารปองกันกำจัดเช้ือราที่ใชในการฉีดพนเพ่ือยับย้ังการ

เกิดโรคเมล็ดสีมวงในระยะเริ่มติดฝกและระยะเริ่มติดเมล็ด ตามคำแนะนำของกรมวิชาการเกษตร จึงไมเหมาะสมที่จะนำมาคลุก

เมล็ดเพื่อยับยั้งโรคเมล็ดสีมวง  

 อัตราของสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลูที่เหมาะสมในการยับยั้งเชื้อรา C. kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในเมล็ดพันธุถั่ว

เหลือง จากการคลุกเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่เปนโรคเมล็ดสีมวงดวยน้ำมันกานพลู 40% w/w EC พบวา น้ำมันกานพลู 40% w/w 

EC อัตรา 53.57 กรัมตอกิโลกรัมเมล็ด มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคนอยที่สุด (4 เปอรเซ็นต) มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญเมื่อ

เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไมมีน้ำมันกานพลู 40% w/w EC สอดคลองกับการศึกษาของ ปยฉัตร และคณะ (2553) ที่พบวาน้ำมัน

หอมระเหยจากกานพลูมีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุขาวโพดเลี้ยงสัตวไดอยางมีประสิทธิภาพเมื่อ

เปรียบเทียบกับแคปแทน สำหรับการคลุกเมล็ดดวยสูตร EC ไมมีน้ำมันกานพลูและสูตรสารยับยั้งเช้ือราคารเบนดาซิมมีเปอรเซ็นต

การเกิดโรคมากที่สุด (100 เปอรเซ็นต) เมื่อศึกษาเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานพบวา ทั้ง 8 กรรมวิธีมีความแตกตางกันอยางมี

นัยสำคัญทางสถิติ โดยกรรมวิธีที่คลุกเมล็ดพันธุดวยน้ำเปลามีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานสูงท่ีสุด เทากับ 98 เปอรเซน็ต ในขณะ

ที่กรรมวิธีที่คลุกเมล็ดดวยน้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 53.57 กรัมตอกิโลกรัมเมล็ดมีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานเทากับ 

94 เปอรเซ็นต น้ำมันกานพลู 40% w/w EC อัตรา 35.71 กรัมตอกิโลกรัมเมล็ด มีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานนอยที่สุด เทากับ 

87 เปอรเซ็นต  

 การทดสอบสูตรผลิตภัณฑจากพืชที ่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในโรงเรือน

ทดลอง 

 ทดสอบสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพลูที่มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือรา C. kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในโรงเรือนทดลองภายหลังการ

พนสารเคมีปองกันกำจัดเช้ือราและนำ้มันกานพลู 40% w/w EC ตามกรรมวิธี เก็บเกี่ยวและปรับปรุงสภาพเมล็ดพันธุ นำเมล็ดถั่ว

เหลืองมาหาเปอรเซ็นตการเกิดโรคและคุณภาพเมล็ดพันธุ  พบวาการฉีดพนดวยน้ำมันกานพลู 40% w/w EC ที ่อัตรา 200 
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มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตรมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญกับการฉีดพนดวยน้ำมนักานพลู 40% w/w EC ที่อัตรา 20 มิลลิลิตรตอ

น้ำ 10 ลิตรและน้ำกลั่น แตไมมีความแตกตางกับการฉีดพนดวยสารคารเบนดาซิม โดยมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเมลด็สมีวงนอยท่ีสุด 

เทากับ 4.25 เปอรเซ็นต รองลงมาคือฉีดพนดวยอัตรา 100 และ 50 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร ซึ่งมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเมลด็สมีวง 

5.38 และ 5.56 เปอรเซ็นตตามลำดับสอดคลองกับการศึกษาของ Kishore et al. (2007) ที่พบวาการฉีดพนน้ำมันกานพลูทางใบ

สามารถลดการรุนแรงของโรคได เมื่อพิจารณาถึงเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานของเมล็ดพันธุพบวาตนถ่ัวเหลืองที่ไดรับการฉีดพน

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

น้ำ 20 ลิตร และฉีดพนดวยน้ำเปลา ใหผลความงอกมาตรฐานอยูในชวง 94-97 เปอรเซ็นต มีเพียงการฉีดพนดวยน้ำมันกานพลู 

40% w/w EC อัตรา 200 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร ที่มีเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานนอยที่สุด เทากับ 83 เปอรเซ็นตและทั้ง 6 

กรรมวิธีเมล็ดพันธุมีความแข็งแรงโดยการเรงอายุไมแตกตางกัน อยูในชวง 70-79 เปอรเซ็นต  

3. ผลของแสงยูวีซีตอการควบคุมโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุถั่วเหลือง  

 เมล็ดพันธุที่เก็บเก่ียวจากแปลงท่ีปลูกในชวงฤดูฝน พบวามีเช้ือราหลายชนิดท่ีเจริญบนผิวเมล็ดพันธุ โดยสามารถแบงเปน 2 

กลุมไดแก เชื้อสาเหตุโรคเมล็ดพันธุที่สำคัญไดแก เชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวง และเชื้อรา Phomopsis 

sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิส และกลุมเช้ือราทั่วไปและและเชื้อราในโรงเก็บ ไดแก Aspergillus flavus, Aspergillus niger 

และ Cladosporium sp. และเมื่อนำเมล็ดพันธุมาใหไดรับแสงยูวีซีที่เวลาตางๆ พบวาแสงยูวีซีมีประสิทธิภาพสามารถยับย้ังเชื้อรา 

Aspergillus flavus และ Aspergillus niger ไดดีเมื่อไดรับแสงยูวีซีเปนเวลา 10 นาทีขึ้นไป ในขณะที่แสงยูวีซีไมสามารถยับยั้ง

เช ื ้อสาเหต ุโรคเมล็ดพันธุ  Cercospora kikuchii และ  Phomopsis sp. และเช ื ้อราทั ่วไปท ี ่พบในแปลง ได แก   เช ื ้อรา 

Cladosporium sp. ซึ่งพบเปนจำนวนมากที่สุดถึง 88 เปอรเซ็นต ซึ่งเช้ือรา Cladosporium sp. เปนราที่พบแพรกระจายอยู

ทั่วไป พบในพืชทุกชนิด รา และเศษซากพืช ซึ่งราชนิดนี้มีลักษณะเปนรา secondary invaders หรือเปนสาเหตุโรคที่แยกไดจาก

ใบพืชและแยกไดมากที่สุดในอากาศ เนื่องจากราชนิดนี้มีสปอรขนาดเล็ก เกิดอยูบนกานชูสปอรที่แตกก่ิงกาน จึงทำใหรามีปริมาณ

มากและสามารถแพรกระจายไปไดในระยะท่ีไกลมาก มีบางชนิดที่เปนสาเหตุโรคพืชทำใหเกิดโรคใบจุด ใบไหม (Schubert K and 

Braun U, 2005) หรือบางชนิดเปนปรสิตเจริญอยู บนราชนิดอื่นและมีอีกหลายชนิดที่เปน endophyte เปนราที่อาศัยอยู ใน

เนื้อเยื่อของพืชและสามารถเจริญเติบโตไดดีโดยไมทำใหใหเกิดโรคหรือการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาที่ผิดปกติแกพืชชนิดนั้นๆ 

การที่แสงยูวีซีไมสามารถกำจัดเช้ือสาเหตุโรคเมล็ดพันธุเหลานี้ไดเนื่องจากเชื้อจะเขาไปภายในเปลือกหุมเมล็ดและเขาทำลายเอมบ

ริโอซึ่งแสงยูวีซีอาจจะแทรกซึมเขาไปไมถึงจึงทำใหไมสามารถกำจัดเชื้อเหลานี้ สอดคลองกับรายงานการวิจัยกลาววาระดับที่

ทำลายเชื้อโรคขึ้นอยูกับความหนาแนนของแสงยูวีที่ไดรับ ระยะหางระหวางแหลงกำเนิดแสงและตัวอยางที่ไดรับแสง ความลึกใน

การแทรกซึมของแสงยูวีซีซึ่งเปนคณุสมบัติที่สำคัญมาก และขอจำกัดของแสงยูวีในการแทรกซึมผานวัตถุ (ยกเวนนํ้าและของเหลว

บางชนิด) เพราะผิวชั้นนอกของวัตถุจะดูดซับรงัสีเอาไวและอันตรายจากรังสีตางๆ แตอยางไรก็ตามในการทดลองครั้งน้ีพบวาแสงยู

วีซีสามารถลดปริมาณเชื้อ Aspergillus flavus, Aspergillus niger ไดสูงสุดถึง 80 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนเชื้อราที่เขาทำลายเมล็ด

ขณะเก็บรักษาอยูได ซึ่งจะทำใหเมล็ดพันธุเกิดความเสียหาย ลดความงอกของเมล็ด เพราะเชื้อเขาทำลายคัพภะ และเกิดจากเมล็ด

มีอัตราการหายใจเพ่ิมสูงข้ึน นอกจากนี้เช้ือราในโรงเก็บ Aspergillus flavus บางสายพันธุสามารถสรางสารพิษ aflatoxin ซึ่งเปน

อันตราย ดังนั้นการใชแสงยูวีซีจึงสามารถลดปริมาณเหลาน้ีได ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยรายงานวาแสง UV-C ที่ระดับ 35 และ 54 

mJ cm-2 สามารถควบคุมเชื้อในโรงเก็บที่สรางสารพิษ เชน Aspergillus flavus และ Aspergillus fumigatus (Green et al., 

2004) นอกจากนี้มีรายงานการนำแสงยูวีซีมาประยุกตใชในผลิตผลทางการเกษตรหลังการเก็บเกี่ยวจำนวนมาก เชน การใชรังสี 

UV-C ควบคุมโรคราแปงท่ีเกิดจากเชื้อ Podosphaera aphanis ในสตอเบอรี่โดยนำเชื้อใหไดรับรงัสี UV-C ในปริมาณ 20.6 µW 

cm-2 เปนเวลา 60 วินาที และตามดวยสภาวะไรแสง 4 ชั่วโมง พบวาสามารถยับยั้งเชื้อไดรอยเปอรเซ็นต (Janisiewicz et al., 

2016) และมีการใชรังสี UV-C ในการควบคุมเชื้อ Monilinia fruticola ในลูกแพร ที่ระดับ 5 kJ m-2 โดยมีผลยับยั้งการงอกของ

สปอรรวมทั้งยังสงเสริมกิจกรรมของเอนไซม phenylalanine ammonia lyase, β-1,3-glucanase, superoxide dismutase, 

catalase และ glutathione reductase ซ ึ ่ งเอนไซม เหล าน ี ้ม ีผลตอการสะสมของสาร flavonoids, phytoalexins และ

สารประกอบฟโนลิกซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือได (Li et al., 2010) 
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 ผลของแสงยูวีซีตอคณุภาพเมล็ดพันธุถั่วเหลือง  

 จากการทดสอบประสิทธิภาพตูใหแสงยูวีซีตอคุณภาพเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง ไดแก ความงอกมาตรฐานและความแข็งแรงดวย

วิธีการเรงอายุเมื่อไดรับแสงที่เวลาตางๆ กันพบวาแสงยูวีซีไมมีผลใหคุณภาพเมล็ดพันธุลดลง โดยมีความงอกและความแข็งแรงไม

แตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยเมล็ดพันธุที่ไดรบัแสงยูวีซีท่ีเวลาตางๆ มีความงอกมาตรฐาน 65-77 เปอรเซ็นต สวนเมลด็

พันธุถั่วเหลืองที่ไมไดรับแสงยูวีมีความงอก 71 เปอรเซ็นต มีคาความแข็งแรงอยูระหวาง 50-61 เปอรเซ็นต ขณะที่เมล็ดพันธุถ่ัว

เหลืองที่ไมไดรับแสงยูวีมีความแข็งแรงเทากับ 60 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็นวาเมล็ดพันธุ ที ่ไดรับแสงยูวีซีมีความงอกและความ

แข็งแรงใกลเคยีงกับเมล็ดพันธุที่ไมไดรับแสงยูวีซี อยางไรก็ตามเมล็ดที่ไดรับการแสงยูวีซีมีความงอกมีแนวโนมสูงข้ึน ผลการทดลอง

นี้สอดคลองกับรายงานที่ศึกษาในเมล็ดพันธุพืชอื่นหลายชนิด เชน ถ่ัวเหลือง ขาวสาลี และทานตะวัน  (Pournavab et al., 2019) 

ซึ่งเมล็ดเหลานี้เมื่อผานการไดรับแสงยูวีซีมีความงอกไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับเมล็ดที่ไมไดรับแสงยูวีซี ซึ่งความ

ออนไหวของเนื้อเยื่อพืชตอการไดรับแสงยูวีซีแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญตามสรีรวิทยาของพืช องคประกอบ และความหนาของ

ชั้นเนื้อเยื่อพืช ซึ่งแสงยูวีซีสามารถกระตุนระบบตานทานอนุมูลอิสระดวยเอนไซมและไมใชเอนไซมเพื่อตอบสนองความเครียดใน

พืชที่แตกตางกันเมื่อไดรับแสงยูวิซีในระดับตางๆกัน นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชแสงยูวีซีในเมล็ดพันธุถั่วลิสง พบวาสามารถ

กระตุนความงอก ความแข็งแรงของตนกลา ผลผลิต เมื่อไดรับแสงยูวีซีนานกวา 60 นาทีเมื่อเทียบกับเมล็ดพันธุชุดควบคมุที่ไมได

รับแสงยูวีซี (Neelamegam and Sutha, 2015) 

4. การทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสมีวง สภาพเรือนทดลอง 

 จากการตรวจสอบโรคเมล็ดสีมวง โดยวิธี Blotter method พบวา การคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP 

อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพน Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร 

พบการเกิดโรคเมล็ดสีมวงต่ำที่สุด คือ 0.33% รองลงมาคือ การพน Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 

10 ซีซี/น้ำ 20 ล ิตร และการคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย 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 ไม

แตกตางกันทางสถิติ สามารถใชในการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงได แตพบวามีความแตกตางทางสถิติกับการพน Carbendazim 

50% WP อัตรา 10 กรัม/น้ำ 20 ลิตร และการไมคลุกเมล็ดและไมพนสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง (ชุดควบคุม) อยางมี

นัยสำคัญ  

 ความงอก และความแข็งแรง 

 การตรวจสอบความงอกมาตรฐาน โดยวิธีการเพาะเมล็ดระหวางกระดาษ (Between paper) จำนวน 100 เมล็ดตอซ้ำ 

ในหองเพาะความงอก อุณหภูมิ 20<->30 ํC องศาเซสเซยีส ประเมินความงอกที่อายุ 8 วัน (ISTA, 2020) และการตรวจสอบความ

แข็งแรงของเมล็ดพันธุ โดยวิธีการเรงอายุ นำเมล็ดไปเรงอายุที่อุณหภูมิ 41 ±2 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 72 ชั่วโมง ความชื้น

สัมพัทธรอยละ 98+2% (Hamton and Tekrony, 1995) จำนวน 100 เมล็ดตอซ้ำ เมื่อครบกำหนด นำเมล็ดไปเพาะความงอก

ตามวิธีทดสอบความงอกมาตรฐาน พบวา ทุกกรรมวิธี เปอรเซ็นตความงอก และเปอรเซ็นตความแข็งแรง ไมแตกตางกันทางสิถิติ 

สอดคลองกับวิเชียร (2537) กลาววาการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดที่แสดงอาการสีมวงเทียบกับเมล็ดปกติ พบวา เปอรเซ็นตความ

งอก โปรตีน น้ำมัน และองคประกอบกรดไขมันไมแตกตางกัน 

 น้ำหนัก 100 เมล็ด 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง ในสภาพเรือนทดลอง พบวาทุกกรรมวิธี น้ำหนัก 

100 เมล็ด ไมแตกตางกัน สอดคลองกับมณฑา (2532) ไดศึกษาการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงของถั่วเหลืองโดยการพนสารเคมี 

พบวาการปลูกถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ใหน้ำหนัก 100 เมล็ด ไมแตกตางกันระหวางการพนสารและไมพนสารเคมีกำจัดเช้ือรา

ทุกกรรมวิธี  
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 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงที่มีประสิทธิภาพสูงสุดจากขั้นตอนที่ 1 จำนวน 3 

กรรมวิธี ทดสอบสภาพแปลงทดลอง 

 จากการคัดเลือกสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดจากขั้นตอนที่ 1 จำนวน 3 กรรมวิธี ไดแก พน 

Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10 ซีซี/น้ำ 20 ลิตร,  การคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย 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 กิโลกรัม และพน Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10 

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

สารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง (ชุดควบคุม) ทดสอบในสภาพแปลงทดลอง จากการตรวจสอบโรคเมล็ดสีมวง โดยวิธี Blotter 

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

มวงต่ำที่สุด คอื 4.75% รองลงมาคือ การคลุกเมล็ดกอนปลูกดวย Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม 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 สามารถใชในการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงได แตพบวามี

ความแตกตางทางสถิติกับการพน Carbendazim 50% WP อัตรา 10 กรัม/น้ำ 20 ลิตร และการไมคลุกเมล็ดและไมพนสารเคมี

ปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง (Control) อยางมีนัยสำคัญ เชนเดียวกับการปองกันกำจัดโรคเมล็ดดางในขาว ที่เกิดจากเชื้อสาเหตุ 

Cercospora oryzae แนะนำใหพน Propiconazole + Difenoconazole  หรือพน Azoxystrobin ในระยะท่ีขาวกำลังจะใหรวง 

หรือใหรวงเปนเมล็ดแลว (กรมสงเสริมการเกษตร 2557) 

 ความงอก และความแข็งแรง 

 จากการตรวจสอบความงอกมาตรฐาน โดยวิธีการเพาะเมล็ดระหวางกระดาษ (Between paper) และการตรวจสอบ

ความแข็งแรงของเมล็ดพันธุ โดยวิธีการเรงอายุ พบวาทุกกรรมวิธี เปอรเซ็นตความงอก และเปอรเซ็นตความแข็งแรง ไมแตกตาง

กันทางสิถิติ เชนเดียวกับการทดสอบในสภาพเรือนทดลอง 

 น้ำหนัก 100 เมล็ด 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวง ในสภาพแปลงทดลอง พบวาทุกกรรมวิธี น้ำหนัก 

100 เมล็ด ไมแตกตางกัน สอดคลองกับมณฑา (2532) ไดศึกษาการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงของถั่วเหลืองโดยการพนสารเคมี 

พบวาการปลูกถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ใหน้ำหนัก 100 เมล็ด ไมแตกตางกันระหวางการพนสารและไมพนสารเคมีกำจัดเช้ือรา

ทุกกรรมวิธี  

5. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Cercospora kikuchii, Phomopsis 

sp. ในระดับหองปฎิบัติการ 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรียปฎิปกษพบวาจุลินทรียปฏิปกษ 15 ไอโซเลต ใหผลยับยั้งการเจริญไดดี 

โดยไอโซเลต PSL 49 ยับยั้งไดดีที่สุด นอกจากนี้มีเพียง 3 ไอโซเลทที่ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Cercospora kikuchii 

ไดแก ไอโซเลต PSL 18, PSL 24 และ PSL 119 สวนการทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ด

เนาโฟมอปซิสในถั่วเหลือง พบวาจุลินทรียปฏิปกษ 16 ไอโซเลต ใหผลยับยั้งการเจริญของเช้ือ Phomopsis sp. ไดดี โดยมี 5 ไอโซ

เลต ที ่ย ับยั ้งไดดีที่สุด ไดแก ไอโซเลตPSL 49, PSL 70, PSL 79, PSL 175 และ PSL 423 จะเห็นไดวาเชื ้อไอโซเลท PSL 49 

สามารถยั้บยั้งการเจริญของเช้ือทั้ง Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. ไดดีดังน้ันจึงคดัเลือกไอโซเลท PSL 49  

 การจำแนกเชื้อท่ีคัดเลือกไดโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบชีวเคมี 

 การจำแนกชนิดของเชื้อที่คัดเลือกได PSL 49 พบวาโคโลนีที่เจริญบนอาหาร NA มีรูปรางไมแนนอน ขอบหยัก ผิวหนา

โคโลนีแหง เปนเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางทอนสั้น และสรางเอนโดสปอรภายในเซลล สามารถสราง catalase สรางเอ็นไซม

ยอยแปง ยอยเคซีน เมื่อเปรียบเทียบกับ The Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Vol.1 สามารถจัดอยูในสกุล 

Bacillus และทดสอบความสามารถในการใชคารโบไฮเดรตดวยชุดทดสอบ API 50 CHB และแปรผลการทดลองดวยโปรแกรม
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สําเร็จรูป APIWEB พบวาไอโซเลต PSL 49 จัดจําแนกเปน Bacillus subtilis โดยมีเปอรเซ็นตการจัดจําแนก (% ID) 99.9 เปอร

เซ็นต  

 ประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษตอการควบคุมโรคที่สำคัญของถั่วเหลืองในสภาพเรือนทดลอง 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรียปฎิปกษที่คดัเลือกไดสายพันธุ PSL 49 ตอการควบคุมโรคโดยกรรมวิธีตางๆ 

ไดแก แชเมล็ดถ่ัวเหลืองกอนปลูก ใสหรือเติมเช้ือลงในดนิกอนปลูก โรยเช้ือรอบโคนตนในระยะตนกลา V1 พนเชื้อในระยะตนกลา 

V1 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่พนดวยน้ำเพียงอยางเดียว ผลการทดสอบพบวา ทุกกรรมวิธีมีคาเฉลี่ยความสูงของตน จำนวนฝก

ตอตน น้ำหนัก 100 เมล็ด เมล็ดดีเมล็ดเสีย ความงอก และปริมาณเชื้อ C. kikuchii ที่ติดมากับเมล็ดพันธุใหคาเฉลี่ยไมมีความ

แตกตางกันทางสถิติ แตกรรมวิธีพนเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษในระยะตนกลา V1 พบการติดเชื้อ C. kikuchii นอยสุด 41% ในขณะที่

กรรมวิธีแชเมล็ดกอนปลูกและชุดควบคุมพบการติดเชื้อ C. kikuchii สูงสุดเทากับ 60% และ 52% ตามลำดับ แตอยางไรก็ตามเช้ือ

แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ PSL 49 ซึ่งเปนเชื้อสกุล Bacillus เชื้อกลุมนี้เปนกลุมที่ไดรับความนิยมในอันดับตนๆ เนื่องจากมี

คุณสมบัติเดนหลายประการ เชน สามารถสรางเอนโดสปอรที่ทนทานตอสารเคมี รังสี และความรอนไดดีกวาเซลลปกติ เปน

แบคทีเรียที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติ มีความทนตออุณหภูมิ ชวงกวางตั้งแต -5 ถึง 75 องศาเซลเซียส สามารถเจริญไดใน pH 2-8 

ทนความเค็มของเกลือ NaCl ไดถึง 25 เปอรเซ็นต และสามารถเจริญไดในที่อุณหภูมิสูงถึง 55 องศาเซลเซียส นอกจากนี้แบคทีเรีย

สกุล B. subtilis ยังมีกลไกการเปนปฏิปกษที่สำคัญหลายรูปแบบ เชน สามารถสรางสารปฏิชีวนะและเอนไซมไดโดยสามารถสราง

สารปฏิชีวนะไดหลายชนิด เชน bacillomycin, iturin, mycosubtilin, bacilysin, fengymycin และ mycobacillin (Zhao et 

al., 2013; Thasana et al., 2010; Gong et al., 2014; Cao et al., 2012) สารเหลานี้สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุ

โรคพืชไดนอกจากนั้นยังสามารถสรางเอนไซมที่สำคัญไดแก glucanase ที่สามารถยอยสลาย glucans และ chitinase ที่สามารถ

ยอยผนังเซลลของเช้ือราได แบคทีเรียสกุล Bacillus subtilis บางชนิดเมื่ออยูในสภาพที่ขาดธาตุเหล็ก จะสามารถสรางสาร 

siderophoreไดซึ่งสารดังกลาวจะไปจับกับ ferric iron แลวเคลื่อนยายเขาสูตัวรับ (receptor) ที่บริเวณผนังเซลลของแบคทีเรีย

เพื่อนำไปใชประโยชนซึ่งจะรบกวนกระบวนการเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณของเชื้อสาเหตุโรคพืชที่อยูบริเวณเดียวกันทำใหการ

เกิดโรคของพืชลดลงนอกจากนี้ ยังพบวาแบคทเีรีย Bacillus sp. หลายชนิด เปน PGPR ที่ชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช เชน 

ขาวฟาง พริก มะเขือ เทศ และในพืชตระกูลกะหล่ำ เปนตน (กฤติเดช อนันตและคณะ, 2559; Domenech et al., 2006) ดังนั้น

เชื้อ PSL 49 จึงมีความเหมาะสมที่จะนำไปประยุกตใชในการฉีดพนเพื่อควบคุมเชื้อราในแปลงผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลือง แตอาจจะ

ตองฉีดพนหลายครั้งเพ่ือใหมีประสิทธิภาพสูงสุด 

6. ประสิทธิภาพของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิเตอรตอการแสดงออกของยีนที่สามารถกระตุนความตานทานโรคในถั่วเหลือง

 จากการทดลองฉีดพนถั่วเหลืองดวยอิลิซิเตอรไดแก เมทิลจัสโมเนตที่ความเขมขน 30, 60, 90 และ 120 ppm พบวาหลัง

ฉีดพนเปนระยะเวลา 3 วัน มีการแสดงออกของยีน PR4 สูงสุดที่ความเขมขน 90 ppm โดยมีการแสดงออกเพิ่มขึ้น 3.1 เทา เมื่อ

เทียบกับ housekeeping gene (HKG) รองลงมาที่ความเขมขน 120 ppm มีการแสดงออกของยีน PR4 เพิ่มขึ้น 2.4 เทา ขณะที่

ยีน PR2 และ PR10 มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กนอยซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Agrawal และคณะ 2003 พบวาการฉีดพน 

JA และ ABA ที่ความเขมขนต่ำกวา 0.1% (v/v) ในตนกลาขาวอายุ 2 สัปดาห สามารถเพิ่มการแสดงออกของยีน OsPR4 mRNA 

อยางยิ่ง ซึ่งสอดคลองกับรายงานวาจาสโมนิกชวยใหพืชทนตอโรคจากเชื้อราและทนตอความเครียดที่มีจากหลายสาเหตุเนื่องจาก

กรดจาสโมนิกมีบทบาทเหนี่ยวนำใหพืชสังเคราะหเมแทบอไลตทุติยภูมิ ประเภทสารอัลคาลอยด (Yan and Xie, 2015) ขณะที่

การฉีดพนถั่วเหลืองดวยเอทิลอะซีเตทที่ความเขมขน 3,000, 6,000, 9,000, 12,000 และ 15,000 ppm กลับพบวายีน PR10 มี

การแสดงออกสูงสุด โดยเอทิลอะซเีตทที่ความเขมขน 6,000 ppm มีการเพ่ิมการแสดงออกของยีนสูงสุดเทากับ 7.4 เทา รองลงมา

ที่ความเขมขน 9,000 ppm การแสดงออกของยีนสูงสุดเทากับ 6.6 เทา สวนยีน PR4 มีการเพิ่มการแสดงออกเพิ่มขึ้น 0.6 เทาที่

ความเขมขนของเอทิลอะซีเตท 6,000 ppm แตอยางไรก็ตามไมพบการแสดงออกของยีน PR2 ทุกความเขมขนของเอทิลอะซีเตท 

จากการทดลองจะเห็นไดวาการฉีดพนถั่วเหลืองดวยอิลิซิเตอรไดแก เมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซีเตท สามารถเพิ่มการแสดงออก

ของยีนโปรตีน PR ที่เกี่ยวของกับระบบความตานทานโรค ซึ่งเปนกลุมที่มีบทบาทในการปองกันการรุกรานของเชื้อทั้งในระบบการ

ตอบสนองแบบเฉียบพลันหรือแบบกระจาย เพื่อปองกันไมใหเชื้อกระจายเพิ่มขึ้น มีการคนพบวาการสังเคราะหโปรตีน PR ถูก
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ควบคุมตั้งแตกระบวนการถอดรหัสของยีน โปรตีน PR จะถูกสังเคราะหขึ้นหลังจากไดรับเช้ืออยางนอย 8 ชั่วโมง (Matsuoka and 

Ohashi, 1986) และโปรตีนนี้ถูกสังเคราะหขึ้นเฉพาะบริเวณที่ถูกกระตุน แตจะไมมีการสงโปรตีน PR ไปยังบริเวณอื่น เนื่องจาก

โปรตีน PR มีบทบาทสำคัญตอการจัดการโรค 

 ผลของสารไบโอแอคทีฟอลิิซิเตอรตอการเจริญเติบโต และองคประกอบผลผลิต  

 จากการพนสารเมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซีเตทกับตนถั่วเหลืองตามกรรมวิธศึกษา พบวาทุกระดับความเขมขนของสาร

ใหผลของจำนวนขอตอตน จำนวนกิ่งตอตนและน้ำหนัก 100 เมล็ดไมมีความแตกตางกันทางสถิต แตความสูง จำนวนฝกตอตน 

และจำนวนเมล็ดตอตน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งการพนสารเมทิลจัสโมเนต มีความสูงอยูระหวาง 65-81 

เซนติเมตร จำนวนขอ 14-16 ขอตอตน จำนวนกิ่ง 2 กิ่งตอตน จำนวนฝก 49-80 ฝกตอตน จำนวนเมล็ดตอตน 79-136 เมล็ด ซึ่ง

การพนดวยเมทิลจัสโมเนตที่ระดับความเขมขน 120 ppm มีผลทำใหตนถั่วเหลืองมีความสูง จำนวนฝกตอตน และจำนวนเมล็ดตอ

ตนสูงสุด เทากับ 81 เซนติเมตร จำนวนฝก 80 ฝกตอตน จำนวนเมล็ดตอตน 136 เมล็ด ในขณะที่การพนดวยเอทิลอะซีเตทมีความ

สูงอยูระหวาง 66-76 เซนติเมตร จำนวนขอ 14-16 ขอตอตน จำนวนกิ่ง 2-3 กิ่งตอตน จำนวนฝก 57-93 ฝกตอตน จำนวนเมล็ด

ตอตนเทากับ 102-161 เมล็ด 

 ผลของสารไบโอแอคทีฟอลิิซิเตอรตอคุณภาพเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

 การพนสารเมทลิจัสโมเนตและเอทิลอะซีเตทกับตนถ่ัวเหลืองทำใหคุณภาพดานความงอกและความแข็งแรงไมมีความ

แตกตางกันทางสถิต ซึ่งตนถ่ัวเหลอืงหลังจากพนสารสารไบโอแอคทฟีอิลิซิเตอร หลังการเก็บเก่ียวเมลด็ถ่ัวเหลืองมีความงอก

มาตรฐานเฉลีย่ 98 เปอรเซน็ต และ ความแข็งแรงเฉลีย่ 98 เปอรเซน็ต นอกจากนี้การพนสารดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 90 

ppm สามารถลดปริมาณเช้ือ Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมลด็สีมวงในถั่วเหลืองไดสูงถึง 80%  

 

7. ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ Phomopsis sp. (Diaporthe) และประสิทธภิาพของสารกำจัดเชื้อราในการ

ควบคุมโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสในถั่วเหลือง   

 เชื้อ Phomopsis sp. (Diaporthe) ที่แยกไดจากเมล็ดถั่วเหลืองที่มีอาการของโรคเมล็ดเนา และแยกใหเชื้อบริสุทธิ์เมื่อมา

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาไดแก ลักษณะเสนใย รูปรางสปอรภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเชื้อมีเสนใยเจริญอยางรวดเร็วปก

คลุมเมล็ด เชื้อมีการสรางโคนิเดียมีลักษณะ elliptical และ hyaline (มีขนาด 6.2 - 7.2 × 2.6 - 3.2 μm) โคโลนีที่เจริญบน

อาหารมีลักษณะเปนกลุม แนนสีขาว Stromata มีขนาดใหญ สีดำและกระจายทั่วทั้งจาน และจากการทดสอบสารปองกันกําจัด

โรคพืชที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา Phomopsis sp. โดยวิธี poison food technique โดยนําสารปองกันกําจัดโรคพืชที่

ตองการทดสอบที่มีความแตกตางตามกลไกความตานทานของสารปองกันกำจัดเชื ้อราหรือ Fungicide Resistance Action 

Committee (FRAC) โดยสารท ี ่นำมาทดสอบสามารถแบ งกล ุ มได ด ังน ี ้  กล ุ มที ่  1 ได แก   Thiophanate-methyl และ 

Carbendazim ซึ่งมีกลไกการออกฤทธิ์โดยการยับยั้งกระบวนการ mitosis และการแบงเซลล กลุมที่ 3 ไดแก Difenoconazole 

และ Propiconazole กลุมที่ 11 ไดแก Azoxystrobin มีผลยับยั้งการหายใจของเชื้อรา กลุมที่ 24 ไดแก Kasugamycin ซึ่งมี

กลไกการออกฤทธิ์โดยการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน กลุมที่ 33 ไดแก Fosetyl-Al ซึ่งยังไมทราบกลไกการออกฤทธิ์ กลุมที่ 40 

ไดแก Dimethomorph ซึ่งมีกลไกการออกฤทธ์ิโดยการยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลล และสุดทายคือ กลุม M ไดแก Mancozeb, 

Captan, Chlorothalonil ซึ่งมีผลปองกันเช้ือราไดหลายจุด (multi-site action) โดยทำการทดสอบสารที่ความเขมขนตางๆ ตาม

อัตราความเขมขนกําหนดไว 4 อัตรา คือ ต่ำกวาอัตราแนะนํา อัตราแนะนําตามฉลาก และสูงกวาอัตราแนะนํา 0.5 เทา ตอการ

ยับยั้งการเจริญของเช้ือ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมลด็เนาโฟมอปซสิในถ่ัวเหลือง พบวาสารเคมีทั้ง 12 ชนิดมีผลยับยั้งการเจรญิ

ของเสนใยเชื้อราไดแตกตางกัน เนื่องจากสารเคมีแตละชนิดมีกลไกการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา (fungistatic) ที่แตกตาง

ก ัน สารท ี ่ย ับย ั ้งได ด ีท ี ่ส ุด ได แก  Carbendazim, Thiophanate-methyl, Difenoconazole ซ ึ ่งเป นสารแบบดูดซึมและ 

Mancozeb ซึ่งเปนสารแบบสัมผัส ดังแสดงในตารางที่ 1 โดยสารเคมีแบบดูดซึมที ่คอนขางเจาะจงตอเชื ้อสาเหตุโรค ไดแก 

carbendazim และ thiophanate-methyl ซึ ่งมีผลตอการยับยั ้งการเจริญของเชื ้อราที ่สร างสปอรใส (hyaline) ในขณะที่ 

difenoconazole ยับยั้งการเจริญของเชื้อราไดหลายชนิด (broad spectrum) จึงเหมาะตอการใชสลับกับสาร carbendazim 
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และ thiophanate-methyl ซึ่งเปนสารในกลุม Methyl Benzimidazole Carbamates ที่มีความเสี่ยงสูงตอการเกิดการดื้อยา

และยังมีความเสี่ยงที่จะเกิดความตานทานขาม (cross-resistance) ระหวางสารเคมีที่เปนสมาชิกในกลุมนี้ (FRAC, 2012) สาร

แบบสัมผัสที่ยับยั้งเชื้อราทดสอบไดทุกชนิดคือ mancozeb จึงใชเพื่อปองกันการเกิดโรคตางๆ ไดทุกระยะของพืช อีกทั้งมีความ

เสี่ยงต่ำตอการดื้อยาจึงเหมาะที่จะใชสลับกับสารแบบดูดซึม หรือสารที่มีความเสี่ยงตอการดื้อยาสูงเพ่ือปองกันการดื้อยา 

 จากการทดสอบชวงเวลาที่เหมาะสมตอการฉีดพนสารปองกันกําจัดเชื้อ Phomopsis sp. ที่คัดเลือกได 3 ชนิดไดแก 

Thiophanate-methyl, Difenoconazole และ Carbendazim โดยทำการฉีดพนที่ระยะ R3 (ระยะเริ่มติดฝก), R5 (ระยะเริ่มติด

เมล็ด) และระยะ R3+R5 ในสภาพแปลงทดลอง ในฤดูฝน ป 2564 ระหวางเดอืนมิถุนายน – เดือนสิงหาคม พบวา เปอรเซน็ตการ

พบเชื้อ Phomopsis sp และ Cercospora kikuchii ในเมล็ดพันธุไมแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ แตกรรมวิธีพนดวย 

Thiophanate-methyl ที ่ระยะ R3+R5 พบเชื้อ Phomopsis sp นอยที ่สุดเทากับ 3.5% และ Cercospora kikuchii เทากับ 

10.75% เชนเดียวกับคุณภาพเมล็ดพันธุไดแก ความงอก ไมแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ แตความแข็งแรงของเมล็ดพันธุ

แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ โดยมีความงอกสูงสุด 46% มีเปอรเซ็นตการพบเชื้อ Phomopsis sp. อยูระหวาง 3.5-6.75 

และ เปอรเซ็นตการพบเชื้อ Cercospora kikuchii อยูระหวาง 11.25-17.25 ซึ่งไมแตกตางกับชุดควบคุมที่พนดวยน้ำเปลา ทั้งนี้

เนื่องจากในระหวางการทดลองถั่วเหลืองประสบปญหาฝนตกหนักในชวงใกลเก็บเกี่ยวทำใหตนถั่วเหลืองลม ฝกสัมผัสดินมีเชื้อรา

และแมลงเขาทำลาย เมล็ดถ่ัวเหลืองไมไดคุณภาพ 

 

3.2 ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง (Output) 
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ผลผลิตตามคำรบัรอง จำนวน 
หนวย

นบั 
ผลผลิตท่ีเกิดขึ้นจริง จำนวน 

หนวย

นับ 

รายละเอียดผลผลิต  

(พรอมแนบหลักฐาน) 
เชิงคุณภาพ 

1. องคความรู 1 เรื่อง 1. องคความรูใหม 1 เรื่อง องคความรูเรื่อง ผลของ

สารไบโอแอคทีฟอิลิซ ิ

เตอรตอการแสดงออกของ

ยีนที่สามารถกระตุนความ

ตานทานในถั่วเหลือง 

การพนสารดวย

เมทิลจัสโมเนต 

มปีระสิทธิภาพ

ตอการลด

ปรมิาณเชื้อ 

Cercospora 

kikuchii สาเหตุ

โรคเมล็ดสีมวง

ในถั่วเหลืองได

สูงถึง 80% 

2. ผลงานตีพิมพ

ระดับชาติ 

(ระบุฐานขอมูลท่ีตีพิมพ) 

2 เร่ือง 2. ผลงานตีพิมพระดับชาติ 

 

2 เรื่อง 1. ตีพิมพระดับชาติใน

วารสารแกนเกษตร เรื่อง ผล

ของสูตรผลิตภัณฑกานพลู

ตอการควบคุมโรคท่ีเกิดจาก

เชื้อรา Cercospora 

kikuchii 

2. ตีพิมพระดับชาติใน

ผลงานวิจัยเร่ืองเต็ม 

Proceeding การประชุม

วิชาการอารักขาพืชแหงชาติ 

ครั้งที่ 14 เรื่อง 

ประสิทธิภาพของสารไบโอ

แอค ทีฟอิลิซิเตอรตอการ

แสดงออก ของยีนที่สามารถ

กระตุนความ ตานทานในถัว่

เหลือง หนา 681-688 
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3. การประชุมเผยแพร

ผลงาน/สัมมนา

ระดับชาติ 

 

2 เร่ือง 3. การประชุมเผยแพร

ผลงาน/สัมมนาระดับชาติ 

3.1 นำเสนอแบบปากเปลา 

3.2 นำเสนอแบบโปสเตอร 

 

 

1 

1 

 

 

เรื่อง 

เรื่อง 

- นำเสนอในรูปแบบ

โปสเตอรเรื่อง ประสิทธิภาพ

ของสารไบโอแอคทีฟอิลิซิ

เตอรตอการแสดงออกของ

ยีนที่สามารถกระตุนความ

ตานทานโรคในถ่ัวเหลือง ใน

การประชุมวิชาการอารกัขา

พืชแหงชาติ ครั้งที่ 14 

ระหวางวันที ่12 - 14 พ.ศ. 

2562 ณ โรงแรมดุสิตธานีหัว

หิน จังหวัดเพชรบุรี  

- น ำ เ ส น อ ใ น ร ู ป แ บ บ

โปสเตอรเรื่อง ประสิทธิภาพ

ของเช ื ้อบาซ ิลล ัสท ี ่ ม ี ยีน

สังเคราะหเปปไทดตานจุล

ชีพตอการควบคุมโรคเมลด็สี

ม วงของถั ่วเหล ืองในงาน

แถลงผลงานดานการว ิจัย

และพัฒนาของกรมวิชาการ

เกษตร ประจําป 2564 

 

4. ตนแบบผลิตภัณฑ 

ระดับหองปฏิบัติการ 

1 ตนแบบ 4. ตนแบบผลิตภัณฑ ระดับ

หองปฏิบัติการ 

1 ตนแบบ ตนแบบผลิตภัณฑ สูตร

ผลิตภัณฑชนิดน้ำมันเขมขน

แบบเหลวที่ผสมเปนเน้ือ

เดียวกันจากน้ำมันกานพลูที่

มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา 

Cercospora kikuchii  

การพนสารดวย

น้ำมันกานพลู

ชนิดน้ำมัน

เขมขนแบบ

เหลว มี

ประสิทธิภาพ

ภาพตอการลด

ปรมิาณเชื้อ 

Cercospora 

kikuchii สาเหตุ

โรคเมล็ดสีมวง

ในถั่วเหลืองได

สูงถึง 60% 

 

  

3.3 ผลลัพธที่เกิดขึ้นจริง (Outcome) (ถามี) 

 ผลลัพธที่เกิดขึ้นจริง ปท่ีเกิดผลลัพธ 

- คูมือเทคโนโลยีการจดัการโรคพืชในแปลงผลิตเมลด็พันธุถั่วเหลือง 2565 

- ผลิตภัณฑสูตรผลติภัณฑชนิดนำ้มันเขมขนแบบเหลวที่ผสมเปนเนือ้เดียวกันจากน้ำมันกานพลูที่มีฤทธิ์ยับยั้งเช้ือ

รา Cercospora kikuchii 

2565 

*ผลลัพธ :  ผลสำเร็จที่เกิดจากการนำผลผลิต (Output)ไปตอยอด การเปลี่ยนรูปของผลผลิตไปสูรูปแบบที่ใชประโยชนไดอยาง

กวางขวาง หรือการเคลื่อนผลผลิตไปสูกิจกรรมที่ตอเนื่อง ซึ่งกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลง (Change) ที่ปรากฏชัด และมี

คุณคาทางเศรษฐกิจ สังคม และสิ่งแวดลอม 
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3.4 ผลกระทบที่เกิดขึ้นจริง (Impact) (ถามี) 

ผลกระทบที่เกิดขึ้นจริง ปที่เกิดผลกระทบ 

- ลดการสูญเสยีเมลด็พันธุที่ตองคดัท้ิงเฉลี่ย10% 2566 

- ลดการใชสารเคมกีำจัดโรคพืชเปนการลดสารตกคางในดินและนํ้าซึง่สงผลตอสิ่งแวดลอมและสงเสริมสุขภาพที่ดี

ของผูปฎิบัติงาน 

2566 

- เปนแหลงความรูเทคโนโลยีดานการจัดการโรคที่สำคญัของเมลด็พนัธุถั่วเหลืองที่สามารถนำไปอางอิงไดเพ่ิมข้ึน 2567 

 

3.5 การนำผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

 วิธีการ/กระบวนการผลักดันงานวิจัยไปใชประโยชน  

ดานสังคม โดยเกษตรกรผูผลติเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

            กลุมเกษตรกรนำเทคโนโลยีการจัดการโรคในแปลงผลิตเมล็ดพันธุไปปรับใชเนนการจัดการโรคโดยใชวิธีทางชีวภาพ และ

การใชสารเคมีจัดการโรคพืชที่เหมาะสมสามารถนำไปถายทอดใหสมาชิกในกลุมผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลืองไปปรับใชในพื้นที่ผลิต

เมล็ดพันธุสงผลใหไดเมล็ดพันธุคุณภาพดีเพ่ิมขึ้น  

ดานวิชาการ โดยนักวิชาการ นักวิจัย 

 1. เสริมสรางองคความรูดานฐานขอมูลการจัดการโรคของเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

 2. เกิดองคความรูใหมที่สามารถนำมาตอยอดในการศึกษาวิจัยครั้งตอไป  

 3. ผลงานที่ถูกเผยแพรในการประชุมวิชาการอารักขาพืชแหงชาติและเผยแพรผลงานในรูปเอกสารรวมเลมผลงานวิจัยใน

ระบบออนไลน และเผยแพรความรูจากผลงานวิจัยผานทางเอกสารวิชาการ การจัดการองคความรูเรื่อง โรคและแมลงศตัรูที่สำคัญ

ของการผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและการปองกันกำจัด และนำไปถายทอดแบงปนความรูอยางเปนระบบ เพ่ือใหบุคลากรทุกคนใน

หนวยงานสามารถเขาถึงความรู และปฏิบัติงานไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 

บทที่ 4 สรุปผลและอภิปรายผล 

สรุปผลและอภิปรายผล 

สรุปผล 

การศึกษาสารออกฤทธิ์ในสารสกัดพืชที่มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii จากตัวอยางพืช 20 ชนิด 

พบวา สารสกัดจากกานพลู (น้ำมันกานพลู) ใหผลดีที่สุด ซึ่งเมื่อทดสอบกลุมสารทางพฤกษเคมีพบวามีสารกลุม terpenoids 

(eugenol ในน้ำมันกานพลู) โดยวิธีการสกัดน้ำมันกานพลูที่ดีที่สุด คือ การกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) และวิจัยผลิตภัณฑ

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

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

Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ไดถึง 93.72% เชนเดียวกับสูตร C ที่ความเขมขน 1.00, 1.50, 2.00 และ 2.50 

mg/mL และไมแตกตางจากคารเบนดาซิม ที่ความเขมขน 2.0 g/kg เมื่อคำนวณเปนอัตราการใชเทากับ 2-2.5 g สูตร B/kg PDA 

และ 1-2.5 g สูตร C/kg PDA นอกจากนี้การแยกสารออกฤทธิ์ในน้ำมันกานพลู (eugenol) โดยเครื่อง Flash chromatograph 

ดวยตัวทำละลาย hexane และ 10% EtOAc/hexane ท่ีอัตราไหล 35 mL/min ทำใหได eugenol มีความบริสุทธ์ิมากกวา 99% 

และการทวนสอบวิธีวิเคราะหปริมาณ eugenol ในผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู  ดวยเทคนิค HPTLC มีความเหมาะสม 
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สามารถใชเปนวิธีวิเคราะหที่ใหผลถูกตอง และแมนยำ ยอมรับไดตามเกณฑการยอมรับสากล และผลวิเคราะหปริมาณ eugenol 

ในสูตรผลิตภัณฑสำเร็จรูปจากน้ำมันกานพลู (B) ไดเทากับ 36.87% W/W  

 การคลุกเมล็ดดวยสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดสีมวง แตไมเหมาะสมที่จะ

นำมาคลุกเมล็ด เนื่องจากน้ำมันกานพลูมีผลตอการงอกของเมล็ดพันธุ สอดคลองกับรายงานของ Bainard et al. (2006) รายงาน

วาน้ำมันกานพลูมีผลในการยับยั้งการเจริญของตนกลาและเมมเบรนถูกทำลาย เมื่อนำมาทำเปนสูตรผลิตภัณฑชนิดน้ำมันเขมขน

แบบของเหลวที่ผสมเปนเนื้อเดียวกัน (EC) 40% w/w EC อัตรา 50 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร ในการฉีดพนในแปลงผลิตเมล็ดพันธุ

ถั่วเหลืองสามารถลดการเกิดโรคเมล็ดสีมวงไดใกลเคียงกับการฉีดพนดวยสารคารเบนดาซิมและไมมีผลตอการงอกของเมล็ด จึง

นาจะเปนอีกแนวทางเลือกหนึ่งที่จะสามารถนำมาใชทดแทนสารเคมปีองกันกำจัดเชื้อราได 

 ประสิทธิภาพของแสงยูวีซีตอการใชควบคุมโรคท่ีติดมากับเมล็ดพันธุและผลตอคุณภาพเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง พบวาแสงยูวี

ซีสามารถยับย้ังเช้ือรา Aspergillus flavus และ Aspergillus niger ไดดีเมื่อไดรับแสงยูวีซีเปนเวลา 10 นาทีขึ้นไป ในขณะที่แสงยู

วีซีไมสามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดพันธุ Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. ไดแตอยางไรก็ตามแสงยูวีซีไมมีผลให

คุณภาพเมล็ดพันธุลดลง โดยมีความงอกและความแข็งแรงไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยเมล็ดพันธุที่ไดรับแสงยูวีซีที่

เวลาตางๆ มีความงอกมาตรฐาน 65-77 เปอรเซ็นต สวนเมล็ดพันธุถั่วเหลืองที่ไมไดรับแสงยูวีมีความงอก 71 เปอรเซ็นต มีคาความ

แข็งแรงอยูระหวาง 50-61 เปอรเซ็นต  

 ประส ิทธ ิภ าพสารป  องก ั นกำจ ั ด โ รค เมล ็ดส ีม  ว ง ในถ ั ่ ว เหล ื อ ง  พบว  าการพ นด  วยสารกำจ ัด เช ื ้ อ ร า 

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

สารกำจัดเชื้อรา Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม และพนดวยสารกำจัดเชื้อรา Azoxystrobin 25% SC 

อัตรา 5 ซีซ/ีน้ำ 20 ลิตร ที่ระยะ R2 และ R6 การคลุกเมล็ดกอนปลูกดวยสารกำจัดเช้ือรา Captan 50% WP อัตรา 3 กรัม/เมล็ด

พันธุ 1 กิโลกรัม และพนสารกำจัดเชื้อรา Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10  ซีซี/น้ำ 20 ลิตร ที่

ระยะ R2 และ R6 สามารถใชในการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงไดดี ปลอดภัยตอมนุษย สิ่งแวดลอม และสามารถใชทดแทนการ

ใชสาร carbendazim ในการปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงได แตอยางไรก็ตามแนะนำใหเลือกใชการพนสารกำจัดเชื้อรา 

Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC ที่ระยะ R2 และ R6 เนื่องจากมีราคาตนทุนถูกที่สุด  และพบการเกิดโรค

เมล็ดสีมวงต่ำสุด เพียง 4.75%  

 ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฎิปกษ 15 ไอโซเลตที่แยกไดสามารถยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii สาเหตโุรคเมล็ดสี

มวง ในขณะที่จุลินทรียปฎิปกษ 5 ไอโซเลต มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสไดดีโดย

เช้ือจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลต PSL 49 สามารถยับยั้งท้ังเชื้อ Cercospora kikuchii และเชื้อ Phomopsis sp. เมื่อนำเช้ือจุลินทรยี

ปฏิปกษไอโซเลต PSL 49 ไปจำแนกสายพันธุโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาผลทดสอบชีวเคมีและการใชน้ำตาลดวยชุด

ทดสอบสำเร็จรูป API 50 CHB พบวาเปนเชื้อ Bacillus subtilis สามารถสรางเอนโดสปอรที่ทนทานตอสารเคมี รังสี และความ

รอนไดดีสวนกรรมวิธีพนเช้ือจุลินทรียปฏิปกษในระยะตนกลา V1 พบการติดเช้ือ C. kikuchii นอยสุดเทากับ 41% เมื่อเทียบกับชุด

ควบคุมที่มีการติดเชื้อ C. kikuchii เทากับ 51.5% จึงมีความเหมาะสมที่จะนำไปประยุกตใชในการฉีดพนเพื่อควบคุมเชื้อราใน

แปลงผลิตเมล็ดพันธุถั่วเหลือง แตอาจจะตองฉีดพนหลายครั้งเพ่ือใหมีประสิทธิภาพสูงสุด 

 การฉีดพนถั่วเหลืองดวยอิลิซิเตอร 2 ชนิดคือ เมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซีเตท พบวาการฉีดพนเมทิลจัสโมเนตใหผลดี

ที่สุด โดยความเขมขนที่เหมาะสมคือ 90 ppm ทำใหถ่ัวเหลืองมีการแสดงออกของยีน PR4 สูงสุด โดยมีการแสดงออกเพิ่มข้ึน 3.1 

เทา สำหรับผลของเมทิลจัสโมเนตตอการเจริญเติบโต องคประกอบผลผลิต และผลผลิตถ่ัวเหลืองพบวา ถั่วเหลืองมีจำนวนขอตอ

ตน จำนวนกิ่งตอตนและน้ำหนัก 1000 เมล็ดไมมีความแตกตางกันทางสถิต แตความสูง จำนวนฝกตอตน และจำนวนเมล็ดตอตน 

มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ยิ่งไปกวานั้นการพนสารดวยเมทิลจัสโมเนต ความเขมขน 90 ppm เปนความเขมขน

ที่เหมาะสมที่มผีลตอการลดปริมาณเช้ือ Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลืองไดดีที่สุด 

 เชื้อ Phomopsis sp. (Diaporthe) ที่แยกไดจากเมล็ดถั่วเหลืองที่มีอาการของโรคเมล็ดเนา และแยกใหเชื้อบริสุทธ์ิเมื่อ

มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาไดแก ลักษณะเสนใย รูปรางสปอรภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเชื้อมีเสนใยเจริญอยางรวดเร็ว
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ปกคลุมเมล็ด เชื้อมีการสรางโคนิเดียมีลักษณะ elliptical และ hyaline (มีขนาด 6.2 - 7.2 × 2.6 - 3.2 μm) โคโลนีที่เจริญบน

อาหารมีลักษณะเปนกลุม แนนสีขาว Stromata มีขนาดใหญ สีดำและกระจายทั่วทั้งจาน เมื่อนำไปทดสอบสารปองกันกําจดัโรค

พืช ที่ความเขมขนต 4 อัตรา คือ ต่ำกวาอัตราแนะนํา อัตราแนะนาํตามฉลาก และสูงกวาอัตราแนะนํา 0.5 เทา พบวาสารปองกัน

กำจัดเชื้อราที่มีประสิทธิภาพในการยับยั ้งการเจริญของเชื้อ Phomopsis sp. ไดดีที่สุด ไดแก Carbendazim, Thiophanate-

methyl, Difenoconazole และ Mancozeb สามารถยับยั้งเชื้อไดสูงสุดถึง 100% แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสำคัญทุกระดับ

ความเขมขน กรรมวิธีพนดวย Thiophanate-methyl ที่ระยะ R3+R5 สามารถลดปริมาณเช้ือ Phomopsis sp และ Cercospora 

kikuchii  ไดสูงสุด 

อภิปรายผล 

จากการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการควบคุมโรคเมล็ดพันธุสำหรับการยกระดับคุณภาพเมล็ดพันธุและเพิ่มผลผลิตโดย

ลดความเสียหายจากโรคพืช โดยดำเนินการศึกษาการควบคุมโรคโดยวิธีการตางๆ ไดแกการศึกษาสารออกฤทธิ์ในสารสกัดพืชที่มี

ศักยภาพในการยับยั้งเชื้อรา Cercospora Kikuchi พบวาสารสกัดจากกานพลู (น้ำมันกานพลู) ใหผลดีที่สุดเมื่อทดสอบกลุมสาร

ทางพฤกษเคมีพบวามีสารกลุม terpenoids (eugenol ในน้ำมันกานพลู) เปนหลักซึ่งสอดคลองกับการการทดลองของอัญฑิกา 

(2556) ไดทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดจากพืชสมุนไพร พบวาสารสกัดวานน้ำ และกานพลูมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ

เจริญของเชื้อราดีที่สุด โดย eugenol เปนสารออกฤทธิ์ในกานพลู และ eugenol ความเขมขน 1% เคลือบเมล็ดถั่วเหลือง พบวา

ไมมีผลกระทอบตอการงอกของเมล็ดพันธุรวมถึงสามารถควบคุมการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดพันธุถั่วเหลืองไดเทากับสารเคมี 

captan และวิธีการสกัดน้ำมันกานพลูที่ดีที่สุด คือ การกลั่นดวยน้ำ (hydro-distillation) ใหปริมาณ eugenol มากที่สุดและเมื่อ

พิจารณาจากกระบวนการผลิตและตนทุนการผลิตแลว วิธี hydro-distillation เปนวิธีที่ไมใชตวัทำละลายจึงมีตนทุนการผลติต่ำ เปน

วิธีที่รวดเร็ว และไมเปนพิษตอสิ่งแวดลอม แตอยางไรก็ตาม กานพลูซึ่งเปนวัตถุดิบหลักในผลิตภัณฑ มีราคาสูง เนื่องจากเปนพืช

สมุนไพรที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา และนำเขาจากตางประเทศ จึงเปนเรื่องที่นาสนใจที่จะสงเสริมการปลูกกานพลูในประเทศไทยให

มากขึ้น นอกจากนี้ การศึกษาพืชชนดิอ่ืนท่ีมีศักยภาพในการควบคุมโรคศตัรูพืช และมีราคาถูก หาไดงาย ก็เปนงานวิจัยในอนาคตท่ี

นาสนใจเชนเดียวกัน 

 การคลุกเมล็ดดวยสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดสีมวง แตไมเหมาะสมที่จะ

นำมาคลุกเมล็ด เน่ืองจากน้ำมันกานพลูมีผลตอการงอกของเมล็ดพันธุ  สอดคลองกับรายงานของ Bainard et al. (2006) รายงาน

วาน้ำมันกานพลูมีผลในการยับยั้งการเจริญของตนกลาและเมมเบรนถูกทำลาย เมื่อนำมาทำเปนสูตรผลิตภัณฑชนิดน้ำมันเขมขน

แบบของเหลวที่ผสมเปนเนื้อเดียวกัน (EC) 40% w/w EC อัตรา 50 มิลลิลิตรตอน้ำ 10 ลิตร ในการฉีดพนในแปลงผลิตเมล็ดพันธุ

ถั่วเหลืองสามารถลดการเกิดโรคเมล็ดสีมวงไดใกลเคียงกับการฉีดพนดวยสารคารเบนดาซิมและไมมีผลตอการงอกของเมล็ด จึง

นาจะเปนอีกแนวทางเลือกหนึ่งที่จะสามารถนำมาใชทดแทนสารเคมปีองกันกำจัดเชื้อราได 

 การใชแสงยูวีซีตอการควบคุมโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุและผลตอคุณภาพเมล็ดพันธุถั ่วเหลืองพบวาแสงยูวีซีสามารถ

ยับย้ังการเจริญของเชื ้อ Aspergillus flavus และ Aspergillus niger ไดดี แตไมสามารถยับยั้งเชื ้อราสาเหตุโรคเมล็ดพันธุ 

Cercospora kikuchii และ Phomopsis sp. ทั้งน้ีอาจเปนเพราะวาแสงยูวีซีไมสามารถแทรกซึมเขาไปภายในเปลือกหุมเมล็ดและ

เอมบริโอซึ่งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดพันธุทั้งสองชนิดมีการเขาทำลายภายในเมล็ดและอาศัยอยูบริเวณเปลือกหุมเมล็ดและเอมบริโอ

จึงทำใหไมสามารถกำจัดเช้ือเหลานี้ สอดคลองกับรายงานการวิจัยกลาววาระดับที่ทำลายเชื้อโรคข้ึนอยูกับความหนาแนนของแสงยู

วีที่ไดรับ ระยะหางระหวางแหลงกำเนิดแสงและตัวอยางท่ีไดรับแสง ความลึกในการแทรกซึมของแสงยูวีซีซึ่งเปนคุณสมบัติที่สำคัญ

มาก และขอจำกัดของแสงยูวีในการแทรกซึมผานวัตถุ (ยกเวนนํ้าและของเหลวบางชนิด) เพราะผิวชั้นนอกของวัตถุจะดูดซับรังสี

เอาไวและอันตรายจากรังสีตางๆ แตอยางไรก็ตามแสงยูวีซีไมมีผลใหคุณภาพเมล็ดพันธุลดลง โดยมีความงอกและความแข็งแรงไม

แตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ เมล็ดที่ไดรับการแสงยูวีซีท่ีนานขึ้นพบวาความงอกมีแนวโนมสูงข้ึนตามระยะเวลาที่ไดรับแสง

ซึ่งแสงยูวีซีสามารถกระตุนระบบตานทานอนุมูลอิสระดวยเอนไซมและไมใชเอนไซมเพ่ือตอบสนองความเครียดในพืช ดังนั้นแสงยูวี
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ซีมีความเหมาะสมที่จะนำไปประยุกตใชในดานการกำจัดเชื้อที่ติดมากับเมล็ดพันธุรวมทั้งยังสามารถสงเสริมความงอกของเมล็ด

พันธุอีกดวย 

 ประสิทธิภาพสารปองกันกำจัดโรคเมล็ดสีมวงถั ่วเหลือง พันธุเช ียงใหม 60 ที ่ด ีที ่สุดคือการพนสารกำจัดเชื ้อรา 

Propiconazole + Difenoconazole  15%+15% EC อัตรา 10  ซซีี/น้ำ 20 ลิตร ที่ระยะ R2 และ R6 สามารถใชในการปองกัน

กำจัดโรคเมล็ดสีมวงไดดี ปลอดภัยตอมนุษย สิ่งแวดลอม และสามารถใชทดแทนการใชสาร carbendazim ในการปองกันกำจัด

โรคเมล็ดสีมวงได ซึ่งสาร propiconazole + difenoconazole จัดอยูในกลุม Triazole ซึ่งมีคุณสมบัติเปนสารดูดซึมและแทรก

ซึมเขาสูพืชไดเร็ว กลไกออกฤทธ์ิรบกวนขบวนการการสรางสปอรเช้ือรา และยับย้ังการสรางและพัฒนาเสนใยของเช้ือรา 

 การฉีดพนถั่วเหลืองดวยอิลิซิเตอรไดแก เมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซีเตท มีรายงานการวิจัยศึกษาผลของการฉีดพนดวย

อีลิซิเตอร salicylic acid, methyl salicylate และ ethyl acetate ที่ระดับความเขมขน 10-6, 10-3 และ 10-1 ของถั่วเหลืองใน

ระยะ R1 (ระยะออกดอก) และระยะ R4 (ระยะติดเมล็ด) พบวาเมื่อฉีดพนดวย Methyl acetate ที่ระดับความเขมขน 10-3 ใน

ระยะ R1 สามารถเพิ่มปริมาณไอโซฟลาโวนอยางมีนัยสำคัญ และอีลิซิเตอรที่ทำการทดสอบทั้งสามชนิด ความเขมขนเปนปจจัย

สำคัญที่สุดในการเพิ่มปริมาณไอโซฟลาโวนมากกวาระยะเวลาการฉีดพน (Zhang et al., 2006) แตจากการทดลองในครั้งเการฉีด

พนถ่ัวเหลืองดวยอิลิซิเตอรไดแก เมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซเีตท พบวาสามารถเพิ่มการแสดงออกของยีนโปรตีน PR ที่เก่ียวของ

กับระบบความตานทานโรคซึ่งเปนกลุมที่มีบทบาทในการปองกันการรุกรานของเชื้อทั้งในระบบการตอบสนองแบบเฉียบพลันหรือ

แบบกระจาย เพ่ือปองกันไมใหเชื้อกระจายเพิ่มข้ึน มีการคนพบวาการสังเคราะหโปรตีน PR ถูกควบคุมตั้งแตกระบวนการถอดรหัส

ของยีน โปรตีน PR จะถูกสังเคราะหขึ้นหลังจากไดรับเชื้ออยางนอย 8 ชั่วโมง (Matsuoka and Ohashi, 1986) และโปรตีนนี้ถูก

สังเคราะหข้ึนเฉพาะบริเวณที่ถูกกระตุน แตจะไมมีการสงโปรตีน PR ไปยังบริเวณอ่ืน เนื่องจากโปรตีน PR มีบทบาทสำคัญตอการ

จัดการโรค 

ประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฎิปกษที่คัดเลือกได ไดแก ไอโซเลต PSL 49 สามารถยับยั้งเชื้อ C. kikuchii สาเหตุโรค

เมล็ดสีมวงและเช้ือ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิส ซึ่งเชื้อราทั้งสองชนิดเปนปญหาสำคัญของการผลิตเมล็ดพันธุ

ถ่ัวเหลืองโดยเฉพาะการผลิตเมลด็พันธุในชวงฤดูฝน เชื้อทั้งสองจะเขาทำลายตนถ่ัวเหลืองและทำใหเมล็ดพันธุไมไดคุณภาพ สูญเสยี

ความงอก ซึ่งจากผลการทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฎิปกษพบวาไอโซเลต PSL 49 มีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือราทั้ง

สองชนิดไดดี จึงนำไปจำแนกลักษณะพบวา ไอโซเลต PSL 49 เปนเชื้อสกุล Bacillus subtilis ซึ่งเชื้อในกลุมนี้มีรายงานวามี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งราสาเหตุโรคพืชหลายชนิดรวมทั้งโรคในถั่วเหลือง เชน การใชเชื้อ Bacillus subtilis สายพันธุ BS06 

สามารถยับยั้งเชื้อรา Fusarium oxysporum สาเหตุโรครากเนาในถั่วเหลือง และยังชวยเพิ่มน้ำหนักราก ความสูงตน ปริมาณ

คลอโรฟลลและความกวางของลำตนถั่วเหลืองอีกดวย กลไกการเปนปฏิปกษที่สำคัญมีหลายรูปแบบ เชน สามารถสรางสาร

ปฏิชีวนะและเอนไซมไดโดยสามารถสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด เชน bacillomycin, iturin, mycosubtilin, bacilysin, 

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

เหลานี้สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชไดนอกจากนั้นยังสามารถสรางเอนไซมที่สำคัญไดแก glucanase ที่สามารถ

ยอยสลาย glucans และ chitinase ที่สามารถยอยผนังเซลลของเชื้อราได แบคทีเรียสกุล Bacillus subtilis บางชนิดเมื่ออยูใน

สภาพที่ขาดธาตุเหล็ก จะสามารถสรางสาร siderophoreไดซึ่งสารดังกลาวจะไปจับกับ ferric iron แลวเคลื่อนยายเขาสูตัวรับ 

(receptor) ที่บริเวณผนังเซลลของแบคทีเรียเพื่อนำไปใชประโยชนซึ่งจะรบกวนกระบวนการเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณของเช้ือ

สาเหตุโรคพืชที่อยูบริเวณเดียวกันทำใหการเกิดโรคของพืชลดลงนอกจากนี้ 

 สารเคมีแบบดูดซึมที่คอนขางเจาะจงตอเชื้อสาเหตุโรค ไดแก carbendazim และ thiophanate methyl ซึ่งมีผลตอ

การยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่สรางลักษณะสปอรใส (hyaline) ในขณะที่ difenoconazole ยับยั้งการเจริญของเชื้อราไดหลาย

ชนิด (broad spectrum) จึงเหมาะตอการใชสลับกับสาร carbendazim และ thiophanate methyl ซึ่งเปนสารในกลุม Methyl 

Benzimidazole Carbamates ที่มีความเสี่ยงสูงตอการเกิดการดื้อยาและยังมีความเสี่ยงที่จะเกิดความตานทานขาม (cross-

resistance) ระหวางสารเคมีที่เปนสมาชิกในกลุมนี้ (FRAC, 2012; Brown et al., 1984) สารแบบสัมผัสที่ยับยั้งเชื้อราทดสอบได
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ทุกชนิดคือ mancozeb จึงใชเพื่อปองกันการเกิดโรคตางๆ ไดทุกระยะของพืช อีกทั้งมีความเสี่ยงต่ำตอการดื้อยาจึงเหมาะที่จะใช

สลับกับสารแบบดูดซึม หรือสารที่มีความเสี่ยงตอการดื้อยาสูง เพื่อปองกันการดื้อยา 

 

ขอเสนอแนะตอผูเกี่ยวของสำหรบัการดำเนินงานในระยะตอไป 

การจัดการและการควบคุมโรคใหมีประสิทธิภาพนั้นจะตองมีความรูเกี่ยวกับการพัฒนาของโรค ความสัมพันธระหวางพืช

และเชื้อโรค ตลอดจนสภาพแวดลอมที่มีผลตอการเกิดโรค ดังนั้นการจัดการโรคจะตองใชวิธีผสมผสาน เชน การใชเมล็ดพันธุที่

สะอาดปราศจากโรค การจัดการสภาพแวดลอมไมใหเหมาะสมตอการเกิดโรค เชน การกำจัดวัชพืชในแปลง การลดความชื้นใน

แปลงปลูก การเสริมธาตุอาหารตามความตองการของพืช การหลีกเลี่ยงการใสปุยที่มีไนโตรเจนสูงเกินไป เปนตน ดังนั้นงานวิจัยนี้

จึงเปนเพียงการดำเนินงานชวงเริ่มตน ผูท่ีจะนำผลงานนี้ไปตอยอดหรือขยายผลตอตองมีการนำไปใชแบบผสมผสานในการจัดการ

โรคจึงจะเกิดประสิทธิภาพสูงสุด 

 

ปญหาและอปุสรรคในการทำงาน 

 1. เครื่องมือเกิดการขัดของในการวิเคราะหสารสำคัญ เจาหนาที่ไมสามารถเดินทางไปซอมแซมไดเนื่องจากสถานการณ

การแพรระบาดของโควิด 

 2. การจัดหาวัสดุทางวิทยาศาสตรตองสั่งจากตางประเทศตองใชระยะเวลานานในการรอสินคาเนื่องจากสถานการณการ

แพรระบาดของโควิด 

 3. สภาพอากาศแปรปรวนทำใหมีผลกระทบตอฤดูการในการปลูกพืชทดสอบ เจอปญหาฝนตกชุกในระยะใกลเก็บเกี่ยว

ผลผลิตทำใหพืชปลูกไดรับความเสียหาย 

 4. สภาพอากาศที่รอนจัดในฤดูแลง ทำใหการปลูกเชื้อโรคพืชเพื่อทำการทดสอบกรรมวิธีตางๆมีปญหา เชื้อไมสามารถ

เจริญไดหลังการปลูกเช้ือบนตนพืช จึงตนดำเนินการเปลี่ยนวิธีดำเนินการ 
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ภาคผนวก ก 

 
ภาพที่ 1   A) โรคเมล็ดสีมวงในเมล็ดพันธุถั่วเหลือง  B) เมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองที่ไมเปนโรค C) โคโลนีของเชื้อรา  

Cercospora kikuchii  บนอาหาร PDA เชื้อราสรางเสนใยฟู สีขาว D) เมื่ออายุมากข้ึนดูดานใตเห็นเปนสีชมพูถึงสีมวง 

 

 

 

 

 

ภาพที ่  2 เปรียบเท ียบ TLC fingerprint ของสารสกัด A. ข า (hexane) B. กานพลู 

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

(mobile phase)  hexane : ethyl acetate (9:1,v/v) ภายใตแสง white light หลังจาก

ทำปฏิกิริยากับน้ำยาทดสอบ p-anisaldehyde/sulfuric acid 

 

 

 

 

  

 

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 

ภาพที่ 3 ตำแหนงสารสกัดที่ออกฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา Cercospora kikuchii 
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A B C D E E 

 

ภาพที่ 4 สารสกัดหยาบกานพลูที่ไดจากการสกัดดวยวิธี A) การแชในเฮกเซน B) การแชในเอทานอล  

C) การสั่นสะเทือนดวยคลื่น ultrasonic ในเฮกเซน D) การสั่นสะเทือนดวยคล่ืน ultrasonic ในเอทานอล E) การกลั่นดวยน้ำ 

 

 
 

ภาพที่ 5 น้ำมันกานพล ูในตัวทำละลายกรด-ดางที่เวลาตางๆ 

 

ภาพที่ 6 คา pH ของผลิตภัณฑ A, B และ C ที่ 0-14 วัน ภายใตอุณหภูมิ 0, RT, 54 และ 70 องศาเซลเซียส 
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ภาพท่ี 7 1H NMR สเปกตรมัของ eugenol (ใน CDCl3) A) สารที่ไดจากการแยก และ B) สารมาตรฐาน 
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ภาพท่ี 8 ผลของแสงยูวีซีตอการควบคุมเช้ือราบนผิวเมล็ดพันธุ 
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ภาพท่ี 9 ประสิทธิภาพของจุลินทรยีปฎิปกษที่แยกไดตอการควบคุมเช้ือ Cercospora kikuchii สาเหตุโรคเมล็ดสีมวงในถั่วเหลือง 
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ภาพท่ี 10 ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฎิปกษที่แยกไดตอการควบคุมเช้ือ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิส 
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ภาพท่ี 11 ผลของความเขมขนของเมทิลจัสโมเนตตอการแสดงออกของยีน PR2, PR4 และ PR10 ในถั่วเหลือง 

 

 
ภาพท่ี 12 ผลของความเขมขนของเอทิลอะซีเตทตอการแสดงออกของยีน  PR4 และ PR10 ในถั่วเหลือง 
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ภาพท่ี 13 ประสิทธิภาพของสารกำจัดเช้ือราตอการยับยั้งเชื้อ Phomopsis sp. สาเหตุโรคเมล็ดเนาโฟมอปซิสในถั่วเหลือง 
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ตารางท่ี 1 ลักษณะทางกายภาพของสารสกัดหยาบตัวอยางพืช 20 ชนิด และปรมิาณสารสกัดหยาบตอกรัม 

ลำดับที่ ตัวอยางพืช ลักษณะทางกายภาพของสารสกัดหยาบ % (w/w) 

1 กระชายขาว สารสีสมเหลืองหนืด 8.05 

2 กระเทียม สารสีน้ำตาลออนในน้ำมัน 0.96 

3 กานพล ู 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 ู สารสีเขียวแกหนดื 4.26 

10 ตะไครหอม สารสีน้ำตาลอมเขียวหนืด 5.11 

11 ใบนอยหนา สารสีเขียวเขมหนืด 10.79 

12 ใบบัวตอง สารสีเขียวเขมหนืด 6.82 

13 ใบแมงลักปา สารสีเขียวแกหนดื 5.87 

14 ใบสะเดา สารสีเขียวดำเขมเหนียว 4.46 

15 เปลือกมังคดุ 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 

 

ตารางท่ี 2 เปอรเซ็นตการยั้บย้ังเชื้อรา Cercosporl kikuchii ของสารสกัดสมนุไพร 20 ชนิด 

กรรมวิธ ี เปอรเซน็ตการยับยั้ง 

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 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

ตารางท่ี 3 ลักษณะทางกายภาพของสารสกัดที่มีความบริสุทธิ์ขึ้น 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 

กานพลู   

สวนที่ 1 (hexane) น้ำมันสีเหลืองออน 11.52 

สวนที่ 2 (chloroform1) น้ำมันสีน้ำตาล 5.96 

สวนที่ 3 (chloroform2) สารสีเหลืองออน 0.44 

สวนที่ 4 (methanol) สารหนืดสีนำ้ตาลเขม 1.72 

ชาพลู   

สวนที่ 1 (hexane) สารหนืดสีเขียวเขม 1.59 

สวนที่ 2 (chloroform1) สารหนืดสีเขียวเขม 2.01 

สวนที่ 3 (chloroform2) สารหนืดสีเขียวเขม 2.77 

สวนที ่4 (methanol) สารหนืดสีเขียวเขม 1.21 
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ตารางที่ 4 เปอรเซ็นตการยั้บยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii ของสารสกัดสมุนไพร 3 ชนิด จำนวน 12 สวน 

กรรมวิธี เปอรเซ็นตการยับยั้ง 

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 กานพลู (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 

13 คารเบนดาซิม 100.00 ± 0.00 a 

14 น้ำกลั่น 0.00 ± 0.00 fg 

 F-test ** 

 C.V. (%) 4.6 

หมายเหตุ : ตัวเลขที่ตามหลังดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมแตกตางกันทางสถิติ ใช DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

ตารางที ่5 ผลการทดสอบกลุมสารทางพฤกษเคมีในสารสกัดหยาบขาและกานพลูดวยน้ำยาทดสอบชนิดตางๆ 

กลุมสารพฤกษเคม ี

สารสกัด 

ขา 

(hexane) 
กานพลู (hexane) กานพลู (chloroform1) กานพลู (chloroform2) 

Alkaloids - - - - 

Flavonoids - - - - 

Phenol/ tannin - - - - 

Saponin - - - - 

Terpenoids/steroids + + + + 

Carbohydrate - - - - 

หมายเหตุ + หมายถึง ใหผล positive, - หมายถึง ใหผล negative 
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ตารางที่ 6 %yield (กรัม/กรัม) ที่ไดจากการคำนวณดวยสารสกัดหยาบตอตัวอยางบดแหงของแตละวิธีสกัด  

วิธีการสกัด 
คาเฉลี่ย %yield 

(w/w) 

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

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

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

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

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

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

วิธีการสกัด 

ปริมาณ eugenol เฉลี่ยใน 

ในสารสกัดหยาบ ในกานพลูแหง 

(g/kg) (mg/g) 

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

กรรมวิธีที่ 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 

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

หมายเหตุ : ตัวเลขที่ตามหลังดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมแตกตางกันทางสถิติ ใช DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

ตารางที่ 8 ลักษณะทางกายภาพของสูตรผลิตภัณฑน้ำมันกานพล ู

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 

 

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

สูตรผลิตภัณฑ ปริมาณ Eugenol กอนอบ 54 °C (% w/w) ปริมาณ Eugenol หลังอบ 54 °C (% w/w) 

A 17.7 17.5 

B 35.1 34.5 

C 52.1 50.4 
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ตารางท่ี 10 ประสิทธิภาพเบื้องตนของสูตรผลิตภณัฑน้ำมันกานพลูตอการยับยั้งเช้ือรา Cercospora kikuchii บนอาหารเลี้ยงชื้อ PDA 

และปริมาณ eugenol ในผลิตภัณฑ 

กรรมวิธ ี eugenol (mg/mL) เปอรเซ็นตการยับยั้ง 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Control - 2.83 ± 0.27 hi 

คารเบนดาซิม 2.0g/kg - 93.72 ± 0.09 a 

น้ำกลั่น - 0.00 ± 0.00 i 

F-test  ** 

C.V. (%)  5.71 

หมายเหตุ : ตัวเลขท่ีตามหลังดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมแตกตางกันทางสถิติ ใช DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

ตารางท่ี 11 เวลาท่ี eugenol ถูกแยกและเคล่ือนที่ผาน 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 
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ตารางท่ี 12 เวลาท่ี eugenol ถูกแยกและเคล่ือนที่ผาน 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 

 

ตาราง 13 เปอรเซ็นตความบริสุทธของ 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 

 

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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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 

Recover

y (%) 

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 

 

ตารางที่ 16 เปอรเซ็นตการพบเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานเมล็ดพันธุ

ถ่ัวเหลืองที่คลุกดวยสารสกัดหยาบน้ำมันกานพลูอัตราตางๆ 

สูตรผลิตภัณฑ การตรวจพบเชื้อรา (%) ความงอกมาตรฐาน 

(%) 

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

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

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

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

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

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

น้ำกลั่น 99.5±0.5 a 96 ± 0.82 a 

คารเบนดาซิม 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%จากการทดสอบ

คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
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ตารางที่ 17 เปอรเซ็นตการพบเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและเปอรเซ็นตความงอกมาตรฐานเมล็ดพันธุ

ถ่ัวเหลืองที่คลุกดวยน้ำมันกานพลู 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 

 

ตารางที ่18 เปอรเซน็ตการพบเชื้อรา Cercospora kikuchii บนเมล็ดพันธุถั่วเหลืองและเปอรเซน็ตความงอกมาตรฐานเมล็ดพันธุ

ถั่วเหลืองเมื่อพนดวยน้ำมันกานพลู 40%w/w EC ในอัตราตางๆ ในสภาพแปลงทดลอง 

อัตราการฉีดพน การเกิดโรค 1/ (%) ความงอก 1/  

(%) 

ความแข็งแรง 

(%) 

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/ คาเฉลี่ยในสดมภเดียวกันที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99%จากการทดสอบ

คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
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ตารางที่ 19 ผลของระยะเวลาการไดรับแสงยูวีซีของเมล็ดพันธุถั่วเหลืองตอการยับยั้งเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุ 

ระยะเวลาทีไ่ดรบั

แสง 

(นาที) 

เปอรเซน็ตเช้ือที่พบ 

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 20 ผลของระยะเวลาการไดรับแสงยูวีซีตอคุณภาพเมล็ดพันธุถั่วเหลือง 

ระยะเวลาทีไ่ดรบัแสง 

(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 

 ns= ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (>0.05) 

ตารางที่ 21 วันที่ปลูก งอก ออกดอกรอยละ50 และเก็บเกี่ยว ของถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ในสภาพเรือนทดลอง และแปลง

ทดลอง 

สถานท่ีปลูก วันที่ปลูก วันที่งอก วันที่ออกดอกรอยละ 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  
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ตารางที่ 22 แสดงการเกิดโรคเมลด็สีมวง ความงอก ความงอกหลังการเรงอายุ และน้ำหนัก 100 เมลด็ ในสภาพเรือนทดลอง  

กรรมวิธี 

การเกิด

โรคเมล็ดสี

มวง 

ความงอก 

(%) 
ความงอกหลัง

เรงอายุ (%) 

น้ำหนัก 100 

เมล็ด (กรัม) 

1. ไมคลกุเมลด็และไมพนสารเคม ี 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 

10. คลุกเมลด็กอนปลูกดวย 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 * = แตกตางกันทางสถิติอยางมีนยัสำคัญ (p≤0.05), ns= ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (>0.05) 

ตารางที่ 23 แสดงการเกิดโรคเมลด็สีมวง ความงอก ความงอกหลังการเรงอายุ และน้ำหนัก 100 เมลด็ ในสภาพแปลงทดลอง  

กรรมวิธ ี
การเกิดโรค

เมล็ดสีมวง 

ความงอก 

(%) 

ความงอกหลัง

เรงอายุ (%) 

น้ำหนัก 100 

เมล็ด (กรัม) 

1. ไมคลกุเมลด็และไมพนสารเคม ี 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 * = แตกตางกันทางสถิติอยางมีนยัสำคัญ (p≤0.05), ns= ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (>0.05) 
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ตารางที ่ 24 ประสิทธิภาพของเชื ้อจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลต PSL49 ตอองคประกอบผลผลิต การเขาทำลายของเชื้อรา 

Cercospora kikuchii และคุณภาพเมล็ดพันธุ 

กรรมวิธ ี ความสูง 

(ซม.) 

ฝกตอตน 

 

น้ำหนัก 100 

เมล็ด (กรัม) 

เมล็ดดี

ตอตน 

เมล็ดเสีย

ตอตน 

ความงอก 

(%) 

Cercospora 

kikuchii 

Infection (%) 

แชเมล็ด 77.13 65 18.01 94 20 95 59.75 

ใสเช้ือในดินกอน

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) 

ตารางที่ 25 ผลของความเขมขนเมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซิเตทตอการเจริญและองคประกอบผลผลิตของถั่วเหลือง 

กรรมวิธ ี ความสูง

ตน 

(ซม.) 

จำนวน

ขอตอตน 

จำนวนกิ่ง

ตอตน 

จำนวนฝก

ตอตน 

จำนวน

เมล็ดตอตน 

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/ คาเฉลี่ยในสดมภเดียวกันที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99%จากการทดสอบ

คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
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ตารางที่ 26 ผลของความเขมขนเมทิลจัสโมเนตและเอทิลอะซิเตทตอคุณภาพเมลด็พันธุถ่ัวเหลืองและปริมาณการเขาทำลายของ

เช้ือ C. kikuchii 

กรรมวิธี ความงอก

มาตรฐาน (%) 

ความแข็งแรงโดยวิธีเรง

อายุ (%) 

ปริมาณการเขาทำลายของเช้ือ C. 

kikuchii (%) 

Methyl jasmonate 30 ppm 97a1/ 98a 68b 

Methyl jasmonate 60 ppm 98a 98a 42ab 

Methyl jasmonate 90 ppm 98a 98a 20a 

Methyl jasmonate 120 ppm 97a 97a 39ab 

Ethyl acetate 3,000 ppm 96a 99a 60b 

Ethyl acetate 6,000 ppm 96a 98a 49ab 

Ethyl acetate 9,000 ppm 97a 97a 54b 

Ethyl acetate 12,000 ppm  99a 97a 47ab 

Ethyl acetate 15,000 ppm 98a 97a 58b 

Water (control) 98a 98a 57b 

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

คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 

 

ตารางที่ 27 ผลของชนิดและความเขมขนของสารปองกันกำจัดเชื้อราตอการยับยั้ง Phomopsis sp. 

ชนิดของสารปองกันกำจัดเชื้อรา ความเขมขน (มก./ลิตร) เปอรเซ็นตการยับย้ัง 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 
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Difenoconazole 0.5 

5 

50 

500 

77.50 

100 

100 

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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ตารางที่ 28  ชวงเวลาที่เหมาะสมตอการฉีดพนสารปองกันกําจัดเช้ือ Phomopsis sp. และคุณภาพเมล็ดพันธุ 

กรรมวิธี เปอรเซ็นตการพบเช้ือ  

Phomopsis sp. 

เปอรเซน็ตการพบ

เช้ือ C. kikuchii 

ความงอก  

(%) 

ความแข็งแรง  

(%) 

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 

ที่ระยะ R3+R5 

3.50 10.75 34.00 17.75ab 

4. พนดวย Difenoconazole  

ที่ระยะ R3 

4.50 12.00 31.75 17.75ab 

5. พนดวย Difenoconazole  

ที่ระยะ R5 

6.75 15.75 29.75 18.75ab 

6. พนดวย Difenoconazole  

ที่ระยะ R3+R5 

5.00 17.25 46.00 21.75ab 

7. พนดวย Carbendazim  

ที่ระยะ R3 

6.50 11.25 35.50 25.75b 

8. พนดวย Carbendazim  

ที่ระยะ R5 

4.25 15.75 31.75 16.00a 

9. พนดวย Carbendazim  

ที่ระยะ R3+R5 

6.00 14.25 38.00 19.50ab 

10. พนดวยน้ำ (ชุดควบคุม) 4.50 17.25 39.75 18.00ab 

F-test ns ns ns * 

CV. (%) 
 

   

หมายเหตุ * = แตกตางกันทางสถิติอยางมีนยัสำคัญ (p≤0.05), ns= ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (>0.05) 
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ภาคผนวก ข 

หลักฐานอางอิงผลผลิตที่เกิดข้ึนจริง 

ผลงานตีพิมพระดับชาติ 

1. ตพีิมพระดับชาติในวารสารแกนเกษตร เรื่อง ผลของสูตรผลิตภัณฑกานพลูตอการควบคุมโรคที่เกิดจากเช้ือรา Cercospora 

kikuchii 

2. ตพีิมพระดับชาติในผลงานวิจัยเรื่องเต็ม Proceeding การประชุมวิชาการอารักขาพืชแหงชาติ คร้ังท่ี 14 เร่ือง ประสิทธิภาพ

ของ

สารไบโอแอค ทีฟอิลิซิเตอรตอการแสดงออก ของยนีท่ีสามารถกระตุนความ ตานทานในถั่วเหลอืง หนา 681-688 
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การประชุมเผยแพรผลงาน/สัมมนาระดับชาติ 

1. นำเสนอในรูปแบบโปสเตอรเรือ่ง ประสิทธิภาพของสารไบโอแอคทีฟอิลิซเิตอรตอการแสดงออกของยีนที่สามารถกระตุนความ

ตานทานโรคในถ่ัวเหลือง ในการประชุมวิชาการอารักขาพืชแหงชาต ิครั้งท่ี 14 ระหวางวันที่ 12 - 14 พ.ศ. 2562 ณ โรงแรมดุสติ

ธานีหัวหิน จังหวัดเพชรบุรี  

2. นำเสนอในรูปแบบโปสเตอรเร่ือง ประสิทธิภาพของเช้ือบาซิลลัสท่ีมียีนสังเคราะหเปปไทดตานจลุชีพตอการควบคุมโรคเมลด็สี

มวงของถั่วเหลืองในงานแถลงผลงานดานการวิจัยและพัฒนาของกรมวิชาการเกษตร ประจาํป 2564 
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ตนแบบผลิตภัณฑ ระดับหองปฏิบัติการ 

ตนแบบผลิตภัณฑ สูตรผลิตภัณฑชนิดน้ำมันเขมขนแบบเหลวที่ผสมเปนเนื้อเดียวกันจากน้ำมันกานพลูที่มีฤทธิ์

ยับยั้งเชื้อรา Cercospora kikuchii  
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