
 
บทท่ี 3  

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
1.    การรวบรวมเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส จากตัวอยางพืชที่เก็บจากแปลงศูนยวิจัยเพื่อเพิ่ม
ผลผลิตทางเกษตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม และแปลงศูนยพัฒนาโครงการหลวง
หนองหอย อําเภอแมริม จังหวัดเชียงใหม 
 

1.1 การเก็บตัวอยางพืชตระกูลกะหลํ่า และการแยกเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส 
 
การเก็บตัวอยางพืช 

เก็บตัวอยางของผักตระกูลกะหลํ่า 5 ชนิด จากพื้นท่ี 2 แหลงคือ แปลงศูนยวิจัยเพื่อเพิ่ม
ผลผลิตทางเกษตร และแปลงศูนยพัฒนาโครงการหลวงหนองหอย โดยเลือกเก็บตนที่สมบูรณ ไมมี
การเขาทําลายของโรคและแมลงหรือแสดงอาการของโรค ตัวอยางพืช 5 ชนิด ไดแก  

- ผักกาดฮองเต (Pai-tsai: Brassica chinensis var. chinensis Mansf.)  
- ผักคะนา   (Chinese kale: Brassica alboglabra Bailey) 
- กะหลํ่าดอก    (cauliflower: Brassica oleracea L.var.botrytis L.) 
- ผักกวางตุง   (chinese mustard: Brassica camprestris L. ssp. chinensis) 
- ผักกาดเขียวปลี  (indian mustard: Brassica Juncea   (L.), Czern.) 
 

การแยกเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีสจากสวนตางๆ ของพืช ( Shimizu et  al., 2000) 
1. นําตัวอยางพืช ใบ กาน ลําตน และรากมาลางน้ําใหสะอาด  โดยลางน้ําไหลผาน  
(running water) เปนเวลา  30  นาที จากนั้นผ่ึงลมใหแหง 
2. ตัดใบ กาน ลําตน และราก เปนช้ินเล็กๆ ส่ีเหลี่ยมจัตุรัส ขนาด 1×1 เซนติเมตร  
3. นําช้ินสวนของพืชทั้งหมดแชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทความเขมขน   
10 % เปนเวลา  2  นาที แลวแชในแอลกอฮอลความเขมขน 70 % เปนเวลา 5 นาที  
จากน้ันแชในสารละลาย heritage เขมขน 0.6 %  นาน  5   นาที 
4. ซับช้ินพืชใหแหงดวยกระดาษกรองฆาเช้ือ นํามาวางบนกระดาษกรอง Whatman 
เบอร 1 ท่ีผานการฆาเช้ือแลว ผ่ึงลมใหแหง 
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5. วางช้ินพืชบนอาหาร inhibitory mold agar (IMA-2) ท่ีผสมสารแอนติไบโอติก คือ 
amphotericin B, riphampin  viccillin solution และ heritage 
6.     บมไวในท่ีมืด อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 1 – 3 สัปดาห 
 

การแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิ และการเก็บเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส (Shimizu  et  al., 2000) 
  ใชเข็มเขี่ยเช้ือเอ็นโดไฟทท่ีคาดวาจะเปนเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ท่ีเจริญขึ้นบน
ช้ินพืช มาขีดลงบนแผนกรองเซลลูโลส (cellulose membrane filter) ขนาดรูเทากับ 0.22 μm. ท่ีวาง
บนอาหาร IMA-2 (ภาพที่ 1) นําไปบมเช้ือไวที่อุณหภูมิ 30  ºC เปนเวลา 3 - 5 วัน จากนั้นนําแผน
กรองเซลลูโลสออก หากเช้ือจุลินทรียนั้นเปนเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส จะพบวาเช้ือนั้น
สามารถเจริญผานแผนกรองไปยังผิวอาหารได แลวจึงเก็บเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ที่ได
ไวเปน stock  culture  ในหลอดอาหาร IMA-2  บมที่ อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 1 สัปดาห แลวเก็บใน
ตูเย็นอุณหภูมิ 4 ºC  
            

 
 
 

 
 

 
ภาพที่ 1 การขีด (streak) เช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ลงบนอาหาร IMA – 2 ท่ีผิวหนาของ

อาหารบนแผนกรองเซลลูโลส (cellulose membrane filter) 
 

1.2  การจําแนกชนิดของเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส (ดัดแปลงจากวธีิของ Williams et  
al., 1989) 

นําเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ที่แยกไดแตละไอโซเลท (isolate) มาเล้ียงบน
อาหาร IMA-2  โดยวิธี streak plate แลวปกแผนปดสไลด (cover glass) ท่ีผานการฆาเช้ือแลวในจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือบริเวณท่ีมีโคโลนีของเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส เจริญอยูหนาแนน โดยให
ทํามุมประมาณ 45 องศากับผิวหนาอาหาร บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 ºC  เปนเวลา 1 สัปดาห (ภาพที่ 2) 
แลวนําแผนปดสไลดที่มีเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีสที่เจริญขึ้นติดอยูบนแผนสไลดมายอมสี
แบบ simple stain โดยหยดดวยสารละลาย crystal violet 0.1% เพื่อตรวจดูลักษณะของ mycelium, 

กระดาษเมมเบรน

เอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส 
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conidium, sporangium, โครงสรางอ่ืนๆ และการเรียงตัวของสปอรภายใตกลองจุลทรรศนที่
กําลังขยาย 1,000 เทา โดยเปรียบเทียบลักษณะตางๆ ตามเอกสารของ Miyadoh et al. (1997 ) และ 
Stanley et  al. ( 1989 )  เพื่อจําแนกสกุลของเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีสเบ้ืองตน และต้ังช่ือ     
ไอโซเลท ของเช้ือท่ีไมซํ้ากันตามชื่อของพืชอาศัย 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 2 การทํา slide culture เพื่อตรวจดูลักษณะเสนใยและการสรางสปอรของเช้ือเอนโดไฟทติก     
แอคติโนมัยซีส 
 

2.      การคัดเลือกเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ที่มีผลยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคใบจุดที่

เกิดจากเชื้อรา Alternaria  brassicicola และ เชื้อรา Cercospora  sp. 
 

 2.1 การแยกเชื้อสาเหตุโรคใบจุดท่ีเกิดจากเชื้อรา Alternaria  brassicicola และ เชื้อรา 

Cercospora  sp. 
เช้ือราสาเหตุโรคใบจุดที่ใชในการทดสอบประสิทธิภาพในการเปนเช้ือปฏิปกษของเช้ือ  

เอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ไดแก 
1. เช้ือรา Alternaria  brassicicola สาเหตุโรคใบจุดวงแหวน 
2. เช้ือรา Cercospora  sp.  สาเหตุโรคใบจุดตากบ 
เก็บตัวอยางโรคใบจุดท่ีเกิดจากเช้ือราท้ัง 2 ชนิดในผักตระกูลกะหลํ่า โดยนําตัวอยางที่

ไดมาลางนําใหสะอาด แลวตัดช้ินสวนที่เปนโรคใหเปนช้ินเล็กๆ ขนาดประมาณ 3×4 mm. นําไป
วางบนอาหาร PDA บมใหเชื้อเจริญในอุณหภูมิ 25 ºC หลังจากนั้นประมาณ 2 – 3 วัน ทําการแยก
เช้ือราใหบริสุทธ์ิจากอาหาร PDA โดยวิธีการ hyphal tip isolate โดยใช cork borer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 4 mm. ตัดช้ินวุนบริเวณสวนปลายของเสนใยเช้ือรา จากน้ันนําช้ินวุนที่ไดมาวาง
บนอาหาร PDA ท่ีเตรียมไว และนําไปบมไวที่อุณหภูมิ 25 ºC จนเชื้อราสรางโคโลนีข้ึนเต็มจานเล้ียง
เช้ือ จากน้ันจึงนําเช้ือราท่ีไดท้ัง 2 ชนิดทําการเก็บเปน stock ไวทําการทดสอบตอไป 

 

แผนปดสไลด 
เอนโดไฟทตกิ แอคติโนมัยซีส
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2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีสในการควบคุมเชื้อรา

สาเหตุโรคใบจุดที่เกิดจากเชื้อรา Alternaria  brassicicola และ เชื้อรา Cercospora  sp. 
ทดสอบความสามารถในการเปนปฏิปกษของเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ที่มีผลใน

การยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคตระกูลกะหลํ่าโดยวิธี dual culture ตามวิธีการของ 
Crawford  et. al. (1993) และ El-Tarabily  et al. (1997)  

เล้ียงเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ท่ีไมซํ้ากันบนอาหาร IMA-2 จํานวน 4                
ไอโซเลทตอจานนาน 3 วัน กอนเพ่ือใหเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส เจริญเปนโคโลนีที่
สมบูรณและสรางสารปฏิชีวนะ จากนั้นนําเช้ือสาเหตุโรคพืชแตละชนิดมาวางตรงกลางจานอาหาร
ใหหางจากเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส แตละไอโซเลท 2 เซนติเมตร (ภาพท่ี 3) 

วางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design) โดยทดลอง 4 ซํ้า 
สําหรับเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส แตละชนิด เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่วางเช้ือราสาเหตุ
โรคเพียงอยางเดียวในจานอาหารเล้ียงเช้ือ บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 30 ºC เม่ือเช้ือราสาเหตุโรคในชุด
ควบคุม เจริญจนเกือบเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ จึงบันทึกผลโดยวัดขนาดบริเวณการยับยั้ง (clear 
zone) ท่ีเกิดข้ึนระหวางโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรค และเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ที่เปน
ปฏิปกษ รวมท้ังวัดขนาดรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุมและชุดทดสอบ จากนั้นจึง
นํามาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (Percent Inhibition of Radial Growth; PIRG) 

 

        
ภาพท่ี 3 ลักษณะการวัดผลในการเปนเช้ือปฏิปกษ (เช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส) ตอเช้ือรา

สาเหตุโรคในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ IMA-2 โดยวิธี dual culture  
A:  Actinomycetes, P: Pathogenic fungi, R: Radial growth of Pathogenic fungi 

 
 

ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

A4 

A2 

A3 A1 P R1 R2 



 22

สูตรคํานวณเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ (PIRG) (เกษม, 2532) 
            PIRG =   R1 - R2   x 100 

                R1 
R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 

  
3. ปจจัยของอุณหภูมิ และคาความเปนกรดดาง (pH) ท่ีมีผลตอการเจริญของเชื้อเอนโดไฟทติก 
แอคติโนมัยซีสตอไอโซเลทท่ีคัดเลือกได ไอโซเลท PAI-D1, CAU1, IN-MUS1 และKAL8  
 

3.1 ปจจัยของอุณหภูมิที่มีผลตอการเจริญของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคตโินมัยซีส 
นําเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีสท่ีไดคัดเลือกเล้ียงบนอาหาร IMA-2 จากนั้นนําไปบม

ไวที่ระดับอุณหภูมิตางๆ กันไดแก 10, 20, 25, 30 และ 40 ºC เปนเวลา 2 สัปดาห สังเกตและ
เปรียบเทียบการเจริญของเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส 

 
3.2 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่มีผลตอการเจริญของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส

(Shimizu et  al., 2000) 
นําเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ท่ีไดคัดเลือกเล้ียงบนอาหาร IMA-2 ที่มีคาความเปน

กรดดางตางๆ กัน ตั้งแต pH 4 ถึง pH 9 โดยใช 0.1 N HCl, 0.1 N NaOH เปนตัวปรับคาความเปน
กรด-ดาง นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 3 - 5 วัน สังเกตการณเจริญของเช้ือเอนโดไฟทติก    
แอคติโนมัยซีส เปรียบเทียบระหวางอาหารที่มีคาความเปนกรดเปนดางตางๆ  
 
4.     การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคตโินมัยซีส ไอโซเลท CAU1, 
KAL8 และPAI-D1 ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด 
 

เล้ียงเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส บนอาหาร IMA-2 บมไวท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 
7 วัน เพื่อใหเช้ือมีการเจริญเติบโตเต็มที่ และสรางสปอรที่สมบูรณ นําเช้ือสงไปท่ีศูนยวิจัยและ
บริการจุลทรรศนศาสตรอิเล็กตรอน สวท-มช คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม เพื่อตรวจดู
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด โดยมีวิธีการเตรียม
ตัวอยางมี ดังนี้ 
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1. ตัดช้ินวุนตัวอยาง (cutting) ท่ีมีเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส เจริญอยูขนาด
ประมาณ 5 x 5 mm. จํานวน  3 - 4  ช้ิน ตอเช้ือตัวอยาง 

2. คงสภาพเน้ือเยื่อ (fixing) โครงสรางและสวนประกอบของเซลลของตัวอยาง โดย   
แชใน  glutaraldyhyde 2.5 % ใน 0.1 M phosphate buffer 

3. ลางออกดวย 0.2 M phosphate buffer pH 7.2 
4. รักษาสภาพ (fixing) อีกครั้ง โดยการแชในสารละลาย osmium tetroxide  

1 % ใน 0.1 M phosphate buffer 
5. ลางออกดวย 0.2 M phosphate buffer pH 7.2 
6. ไลน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydration) โดยการแทนที่น้ําดวยแอลกอฮอลท่ีมีความเขมขน

สูงข้ึนตามลําดับจาก 30  50  70  80  90  95 และ 100 % 2-3 คร้ังตามลําดับโดยใชเวลา
แชในแตละความเขมขน 5 - 10 นาที 

7. ทําใหแหง (drying) ดวยการรมตัวอยางดวยกาซคารบอนไดออกไซด 
8. การฉาบทอง (coating) โดยนําไปเคลือบดวยอนุภาคทองหนา 30 นาโนเมตร 
9. นําตัวอยางไปศึกษา SEM 
นําตัวอยางท่ีไดมาศึกษาสองดูลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  

(JEOL รุน JSM-5910LV) พรอมท้ังบันทึกภาพลักษณะของเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส คือ 
ลักษณะสปอรและรูปแบบของการสรางสปอร 
 
5. การวิเคราะหดีเอ็นเอของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ดวยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction – Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) 
 
การเพาะเล้ียงเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ในอาหารเหลว 

นําเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ท้ังหมดท่ีแยกได มาเล้ียงในอาหารเหลว 
International Streptomyces Project Medium 1 (ISP1) (Shirling and Gottlieb, 1966) 30 มิลลิลิตร 
แลวนําไปเขยาดวยเครื่อง shaker ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 3 วัน กอน
นําไปสกัดดีเอ็นเอ 

 
การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส 

ดูดเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ท่ีเลี้ยงในอาหารเหลวลงหลอด microtube 1 
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 1400 g เปนเวลา 3 นาที ลางและปนดวย TE (10:1) และ 
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sucrose (10%) แลวทําการหมุนเหวี่ยงท่ี 1400 g เปนเวลา 3 นาที จากนั้นตะกอนถูกละลายดวย 0.5 
มิลลิลิตร ของ lysis buffer (25 mmol l-1 Tris, 25 mmol l-1 EDTA, 10 mg ml-1 lysozyme, 50 μg ml-1 
RNase) นําไปบมที่ 30 ºC และเขยาเปนเวลานาน 2-3 ช่ัวโมง จากนั้นเติม SDS (10%) บมท่ีอุณหภูมิ 
65 ºC เปนเวลา 20 นาที ตอมาเติมดวย Potassium acetate (5 mol) ผสมใหเขากัน วางลงบนนํ้าแข็ง
เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นทําการหมุนเหวี่ยงท่ี 1400 g เปนเวลา 10 นาที ดูดเอาสวน supernatant 
ยายลงหลอดใหม แลวทําการสกัดดีเอ็นเอดวย isopropanol และ ethanol 

 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน PCR 

นํา PCR ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยจะประกอบดวย 2 mM MgCl2, 2 U Taq polymerase, 
150 μM ของ deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP), 0.5 μM ของแตละ primer และ 2 μl 
template DNA โดยใช primer F1 (5’-AGAGTTTGATCITGGCTCAG-3’ ; I= inosine) และ primer 
R5 (5’-ACGGITACCTTGTTACGACTT-3’) ทําปฏิกิริยา PCR จํานวน 30 รอบ โดย denaturation 
ท่ีอุณหภูมิ 96 ºC เปนเวลา 2 นาที annealing ที่อุณหภูมิ 56 ºC เปนเวลา 30 วินาที และ extension ที่
อุณหภูมิ 72 ºC เปนเวลา 2 นาที  

 
การตัดผลผลิต DNA จากปฏิกิริยา PCR ดวยเอนไซม 

เม่ือได PCR product นําผลผลิต DNA ที่ไดมาทําการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ3 ชนิดคือ 
EcoRV, KpnI และ PstI ปริมาณของสารท่ีใช คือ ผลผลิตของ PCR 10 ไมโครลิตร buffer 2 
ไมโครลิตร BSA 10X 2 ไมโครลิตร เอนไซมตัดจําเพาะ 1 ไมโครลิตร และน้ํา 5 ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร นําบมที่อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันนํามาหยุด
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 ºC  นาน 20 นาที แลวจึงนําไปวิเคราะหบน agarose gel ตอไป 

 
การวิเคราะหแบบแผนลายพิมพ DNA บน agarose gel 

- การเตรียมแผน agarose gel 
การเตรียมถาดใส gel และการประกอบหวีลงในถาด gel ในการเท gel ระวังอยาใหเกิด

ฟองอากาศ จากนั้นถอดหวีออกจากถาดเม่ือ gel แข็งตัว นํา gel ใสลงในกลอง eletrophoresis 
- การทํา agarose gel eletrophoresis 
ใช DNA ที่ตองการตรวจสอบผสมกับ loading buffer นํา DNA ที่ผสมแลวคอยๆ หยอดลง

ไปในหลุม แลวปดฝากลอง electrophoresis เปดสวิทซใหกระแสไฟฟาวิ่งในทิศทางจากข้ัวลบไปยัง
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ข้ัวบวก สังเกตจากสีท้ังสองที่ผสมใน loading buffer เคลื่อนที่หางกันเปนระยะทาง 2.5 เซนติเมตร 
จึงทําการปดเคร่ืองจายกระแสไฟฟา นําเจลท่ีไดไปตรวจดูแถบ DNA ดวยเครื่อง gel document 

 
การวิเคราะหขอมูล 

บันทึกแถบลายพิมพดีเอ็นเอที่ปรากฏบน RFLP gel บนตาราง matrix โดยแตละแถบดีเอ็น
เอ (band) จะนํามาวิเคราะหเปนหนึ่งลักษณะ (character) ซ่ึงมีคาเปน 1 เมื่อปรากฏแถบดีเอ็นเอที่
ตําแหนงหนึ่งๆ และมีคาเปน 0 เมื่อไมมีแถบดเีอ็นเอที่ตําแหนงๆนัน้ จากน้ันนํามาวิเคราะหดวย
โปรแกรมชุดคอมพิวเตอร Numerical Taxonomy System (NTSYS version 2.0) (Rohlf, 1993) โดย
เปล่ียนเปน similarity matrix ดวยโปรแกรม SIMQUAL (similarity for qualitative data) โดยใชคา 
Dice’s similarity coefficient จากนั้นนํามาจัดกลุม (cluster analysis) โดยวิธี unweighted pair group 
by arithmetic mean (UPGMA) ดวยโปรแกรม SAHN (sequential, agglomerative, hierachical and 
nested clustering method) และวเิคราะห bootstrap (1,000 ซํ้า) ดวยโปรแกรม Winboot (Yap and 
Nelson, 1996) 

 
 


