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บทท่ี 3
อุปกรณและวิธีการ

1. การทดสอบหาวิธีการที่เหมาะสมในการแยกเชื้อราเอนโดไฟตจากสวนตางๆ ของตนแปะกวย
       ทําการเก็บตัวอยางใบ กานใบ และกิ่งออนจากตนแปะกวยที่มีลักษณะสมบูรณแข็งแรง
และไมแสดงอาการของโรคจํานวน 2 ตนซึ่งประกอบไปดวยตนตัวผูและตนตัวเมียอยางละหนึ่งตน
ที่เจริญเติบโตอยูในบริเวณมหาวิทยาลัยมิเอะ จังหวัดมิเอะ ประเทศญี่ปุน นํามาทดสอบหาวิธีการที่
เหมาะสมในการแยกเชื้อราเอนโดไฟต โดยวิธีแรกจะทําการกําจัดเชื้อท่ีผิวโดยการปลอยน้ําประปา
ไหลผานตัวอยางพืชเปนเวลาหนึ่งคืน สวนวิธีที่ 2 และวิธีที่ 3 จะทําการฆาเชื้อที่ผิวโดยการแช       
ตัวอยางพืชใน 70% ethanol เปนเวลา 30 วินาที หลังจากนั้นยายชิ้นพืชไปแชใน (1% และ 2.5%) 
sodium hypochlorite เปนเวลา 3 นาที  เสร็จแลวจึงลางตัวอยางพืชดวยน้ํากลั่นฆาเชื้ออีกจํานวน       
2  คร้ัง  ซ่ึงในวิธีที่ 2 และวิธีที่ 3 นี้มีความแตกตางกันในความเขมขนของ sodium hypochlorite ที่ใช 
โดยใช 1% sodium hypochlorite และ 2.5% sodium hypochlorite ในแตละวิธีการตามลําดับ และ   
วิธีสุดทายนั้นนํามาใชเปนตัวควบคุม โดยทําการแยกเชื้อโดยตรงจากตัวอยางที่ไมผานการฆาเชื้อ    
ที่ผิวดวยวิธีการใดๆ หลังจากนั้นนําตัวอยางทั้งหมดที่ไดจากแตละวิธีการมาผึ่งใหแหงในตูถายเชื้อ 
(laminar flow chamber) กอนนํามาตัดเปนชิ้นเล็กใหมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 2-3 mm
จากนั้นนําไปวางบนผิวหนาอาหาร half-strength PDA (½PDA) ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Petri-dish) 
ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 cm บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 20 °C เปนเวลาหลายวัน เมื่อพบเชื้อจึง            
ทําการบงชนิด และหาคา Isolation Frequency (IF) ของเชื้อราทั้งหมดที่แยกไดในแตละวิธี                        
นํามาเปรียบเทียบกัน เพื่อหาวิธีการที่ เหมาะสมในการนําไปใชแยกเชื้อราเอนโดไฟตจาก         
เนื้อเยื่อในสวนตางๆ ของตนแปะกวย โดยรายละเอียดของแตละวิธีการดังแสดงในตารางที่ 3

2. ตัวอยางพืชและการเก็บตัวอยาง
สถานที่เก็บตัวอยางที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ คือบริเวณภายในมหาวิทยาลัยมิเอะ จังหวัด 

มิเอะ ประเทศญี่ปุน ซ่ึงตั้งอยูบนตําแหนง 34°44'N, 136°31'E สูงจากระดับน้ําทะเล 1 m มีอุณหภูมิ
เฉลี่ยตลอดป 15.5 °C และมีคาเฉลี่ยปริมาณน้ําฝนตลอดปอยูที่ 1650.3 mm

พืชที่นํามาศึกษาคือตนแปะกวยจํานวน 3 ตน (ภาพที่ 1) ที่มีการนําเขามาปลูกไวใน
บริเวณมหาวิทยาลัยโดยการขุดยายมาจากบริเวณอ่ืนภายในประเทศญี่ปุน ซ่ึงในจํานวนสามตนนี้
ประกอบไปดวยตนตัวผูหนึ่งตนและตนตัวเมียสองตน โดยกระจายตัวอยูในบริเวณที่แตกตางกัน
ภายในบริเวณที่ทําการศึกษา สําหรับความแตกตางระหวางตนแปะกวยตัวผูกับตนตัวเมียนั้น        
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สังเกตไดจากตนตัวผูมีเกสรตัวผูอยูภายนอกดอกลักษณะคลายหางแมวเรียกวา แคทคิน (catkin) 
สวนตนตัวเมียจะพบผลออนของแปะกวยมีสีเหลืองยาวประมาณ 1 นิ้ว มีเปลือกสีเงินหอหุม          
อยูภายนอก (ภาพที่ 2)  ทําการเก็บตัวอยางใบแปะกวยในทุกเดือนเปนระยะเวลาประมาณ 1 ป แต  
เนื่องจากตนแปะกวยเปนไมยืนตนผลัดใบ (deciduous gymnosperm) ดังนั้นการเก็บตัวอยาง          
จึงแบงออกเปนสองชวงคือ การเก็บตัวอยางใบสดในชวงระหวางฤดูใบไมผลิจนถึงฤดูใบไมรวง 
และการเก็บตัวอยางใบรวงซึ่งเริ่มตั้งแตฤดูใบไมรวงไปจนถึงตนฤดูใบไมรวงของปถัดไป

ตารางที่ 3  วิธีการตางๆ ที่นํามาใชทดสอบหาวิธีการที่เหมาะสมในการแยกเชื้อราเอนโดไฟต
                  จากตนแปะกวย

วิธีท่ี การกําจัดเชื้อท่ีผิว ระยะเวลา
1 ปลอยน้ําประปาไหลผาน ตลอดคืน
2 -70% ethanol

-1% NaOCl
-ลางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อจํานวน  2 คร้ัง

30 วินาที
3 นาที

-
3 -70% ethanol

-2.5% NaOCl
-ลางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อจํานวน  2 คร้ัง

30 วินาที
3 นาที

-
ตัวควบคุม ไมมีการฆาเชื้อที่ผิว -

          ภาพที่ 1  ตนแปะกวยจํานวน 3 ตนที่นํามาใชในการศึกษา
                         (A = ตนหมายเลข 1,  B = ตนหมายเลข 2, และ C = ตนหมายเลข 3)

A B C
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     ภาพที่ 2  ความแตกตางของตนแปะกวยตัวผูกับตนตัวเมีย
                    (A = ตนตัวผูพบเกสรตัวผูภายนอกดอก  และ B = ตนตัวเมียพบผลออนของ
                    แปะกวยมีสีเหลือง)

2.1  การเก็บตัวอยางใบสด (living leaves)
การเก็บตัวอยางใบสดทําโดยใชกรรไกรตัดในสวนของกิ่งออนที่มีชอใบติดอยู โดยสุม

เก็บแตละชอที่อยูบริเวณกิ่งแขนงที่แตกตางกันในตนแปะกวยแตละตน โดยเริ่มเก็บตัวอยางครั้งที่ 1
เมื่อสังเกตพบตาใบเกิดขึ้นในชวงตนฤดูใบไมผลิ ซ่ึงตัวอยางในครั้งที่ 1 นี้ไดทําการเก็บแคในสวน
ของตาใบมาทําการศึกษา สวนตัวอยางตั้งแตคร้ังที่สองเปนตนไปไดทําการเก็บตัวอยางในทั้ง 3 สวน
ของพืชคือใบ กานใบ และกิ่งออนที่เกิดขึ้นใหมในแตละป (current-year twig)  ซ่ึงการเก็บตัวอยาง
ในชวงแรก คือในเดือนเมษายน 2547 จนถึงชวงตนเดือนพฤษภาคม 2547 นั้นไดทําการเก็บตัวอยาง
ในทุกสัปดาหในชวงที่ใบมีการพัฒนาคือตั้งแตเกิดตาใบเรื่อยไปจนใบออนพัฒนาขึ้นเปน               
ใบที่สมบูรณ (ภาพที่ 3) ภายหลังจากใบแปะกวยมีการคลี่ตัวโดยสมบูรณแลวจึงทําการการเก็บ      
ตัวอยางเดือนละ 1 คร้ัง โดยเริ่มตนตั้งแตกลางเดือนพฤษภาคม 2547 จนถึงระยะที่ใบแกกอน        
การผลัดใบ (senescent leaves) ในชวงประมาณเดือนพฤศจิกายน 2547 รวมระยะเวลาทั้งหมด        
8 เดือน โดยในชวงเวลาที่ทําการศึกษาใบสดนั้นประกอบไปดวย ฤดูใบไมผลิ  ฤดูฝน ฤดูรอน และ
ฤดูใบไมรวง ตามลําดับ

AA B
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ภาพที่ 3    พัฒนาการของใบแปะกวยตั้งแตมีการผลิตาใบไปจนถึงระยะที่ใบเจริญเต็มที่
                           (A = ตาใบ  B = ตาใบแตก  C = ผลิใบออน D = ใบออนมีการคลี่ตัวออก และ
                            E = ใบที่เจริญเต็มที่ โดยท่ีภาพ A,  B,  C, และ D มีระยะเวลาหางกันภาพละ 7 วัน)

2.2  การเก็บตัวอยางใบรวง (leaf litter)
ในขั้นตอนนี้ตัวอยางที่นํามาศึกษาประกอบไปดวยใบแปะกวยที่เพิ่งรวงหลน (freshly 

fallen leaves) กับใบรวงที่เร่ิมมีการยอยสลาย (leaf litter) ซ่ึงตัวอยางใบรวงที่ใชในการศึกษาครั้งนี้
ไดแบงออกเปน 2 สวนคือใบ และกานใบ วิธีการเก็บตัวอยางทําโดยการเขยากิ่งกานของตนแปะกวย
ที่กําลังมีการผลัดใบในชวงฤดูใบไมรวงกลางเดือนพฤศจิกายน 2546 ซ่ึงในขณะนั้นใบแปะกวยได
แกตัวเต็มที่โดยสังเกตไดจากสีของใบซึ่งเปลี่ยนเปนสีเหลืองโดยสมบูรณทั้งตน และมีใบบางสวน
เร่ิมรวงหลนสูพื้น (ภาพที่ 4) การเก็บตัวอยางใบรวงนั้นทําโดยนําผาตาขายมารองรับใบที่รวงหลน
จากการเขยากิ่งอยูภายใตตนแปะกวย โดยพยายามไมใหใบเหลานั้นรวงลงสูพื้นดินกอนนํามาศึกษา 
ซ่ึงตัวอยางใบรวงใหม (freshly fallen leaves) ที่เก็บไดจากวิธีการเขยาตนสวนหนึ่งนํากลับมา     
แยกเชื้อราเอนโดไฟตในหองปฏิบัติการ อีกสวนหนึ่งนําไปบรรจุลงในถุงตาขาย vinyl ที่มีรูตาขาย

EE

A

C

B

D

E
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ขนาดเสนผานศูนยกลาง 90 µm โดยเรียกถุงเหลานี้วาถุง litter bag นํามาใชศึกษาความตอเนื่องของ
เชื้อราเอนโดไฟต และเชื้อราทั้งหมดภายในใบที่มีการยอยสลายในระยะเวลา 1 ป

ภาพที่ 4  ตนแปะกวยในฤดูใบไมรวงมีใบสีเหลืองทั้งตนและเริ่มรวงลงสูพื้นดิน
       (A =ใบแกเปนสีเหลืองทั้งตน  B = ใบเริ่มรวง  C = ใบที่รวงทับถมกันใตตน

                และ D = leaf litter ของแปะกวย)

การศึกษาเชื้อราภายในใบแปะกวยที่รวงหลนและเริ่มมีการยอยสลายในชวงระยะเวลา 1 ป 
ทําโดยการนําใบแปะกวยที่เพิ่งรวงใหมมาบรรจุลงในถุง litter bag ซ่ึงขนาดของถุงที่ใชมี 2 ขนาดคือ 
ถุงขนาดเล็กซึ่งมีขนาด 15x20 cm โดยบรรจุใบรวงไวถุงละ 7 ใบ และถุงขนาดใหญซ่ึงมีขนาด 
25x35 cm โดยบรรจุใบรวงไวถุงละ 40 ใบ ภายหลังบรรจุใบรวงลงไปในถุง litter bag แลวจึงทําการ
ปดปากถุงดวยเทปกาว หลังจากนั้นนําไปแขวนและวางไวใน 2 ตําแหนงที่แตกตางกัน คือตําแหนง
บริเวณพื้นดินภายใตตนแปะกวย (ภาพที่ 5) และตําแหนงบริเวณกิ่งกานบนตนแปะกวย (ภาพที่ 6) 
โดยการวางถุง litter bag ในตําแหนงบริเวณพื้นดินภายใตตนแปะกวยไดใชถุงขนาดใหญ จํานวน 3 
ถุงตอหนึ่งตน โดยใชหมุดไมทําการตอกตรึงถุง litter bag ไวกับพื้นดิน เพื่อปองกันการสูญหาย และ
เพื่อใหแนใจวาใบรวงที่อยูภายในถุงนั้นสัมผัสกับผิวหนาดินตลอดระยะเวลาที่ทําการศึกษา สวนถุง 

A B

C D
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litter bag ขนาดเล็ก ไดนําไปแขวนไวบนตนแปะกวย โดยใชเสนลวดผูกติดไวกับกิ่งกานของตน 
เพื่อปองกันการหลุดปลิวขณะที่มีลมแรง โดยทําการผูกไวจํานวน 15 ถุงตอ 1 ตน การสุมเก็บ        
ตัวอยางจากถุง litter bag ขนาดเล็กที่แขวนอยูบริเวณบนตนแปะกวยนั้นทําโดยการสุมเก็บตัวอยาง
คร้ังละ 1 ถุง  นํากลับมาแยกเชื้อที่หองปฏิบัติการ แตในกรณีของถุง litter bag ขนาดใหญที่วางอยู
บริเวณพื้นดินนี้ ไดทําการเก็บตัวอยางโดยเปดปากถุง และเก็บตัวอยางใบรวงที่เริ่มยอยสลาย         
มาศึกษาครั้งละ 7 ใบ  ซ่ึงภายหลังจากเก็บตัวอยางแลวจึงทําการปดปากถุง litter bag ใหเหมือนเดิม
อีกครั้ง สําหรับการสุมเก็บตัวอยางนั้นไดทําในทุกเดือนในทั้ง 2 ตําแหนงของตนแปะกวย โดย     
เร่ิมตนการทดลองตั้งแตเดือนพฤศจิกายน 2546 ถึงเดือนกันยายน 2547  ซ่ึงในชวงเวลานี้ประกอบ
ไปดวย ฤดูใบไมรวง  ฤดูหนาว  ฤดูใบไมผลิ  ฤดูฝน และฤดูรอน ตามลําดับ ซ่ึงการศึกษาใบรวงนั้น
ไดทําการศึกษาครบทุกฤดูกาล โดยใชระยะเวลาประมาณ 1 ป

              ภาพที่ 5  การวางถุง litter bag ขนาดใหญบริเวณพื้นดินภายใตตนแปะกวย
                             (A = ถุง litter bag ที่วางไวบริเวณใตตนแปะกวยในฤดูใบไมรวง
                               B = ถุง litter bag ที่วางไวบริเวณใตตนแปะกวยในฤดูหนาว
                               C = การวางถุง litter bag ขนาดใหญบริเวณพื้นดินภายใตตนแปะกวย และ                    
                               D = หมุดไมที่ตอกไวเพื่อตรึงถุง litter bag ใหสัมผัสผิวหนาดินตลอดเวลา)

B

A B

C

D
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 การเก็บตัวอยางใบสด และตัวอยางใบรวงไดทําในทุกเดือน โดยเริ่มการทดลองในเดือน
พฤศจิกายน 2546 ถึงเดือนพฤศจิกายน 2547 เปนระยะเวลาประมาณ 1 ป การเก็บตัวอยางในทุกครั้ง
ไดมีการจดบันทึก และถายภาพในสถานที่เก็บตัวอยาง และนําตัวอยางกลับมายังหองปฏิบัติการ  
ภายในระยะเวลาไมเกิน 1 ช่ัวโมง และทําการแยกเชื้อราเอนโดไฟตจากตัวอยางภายใน 48 ชั่วโมง
ภายหลังจากทําการเก็บตัวอยาง

             ภาพที่ 6  การแขวนถุง litter bag ขนาดเล็กบริเวณบนตนแปะกวย
                            (A = การแขวนถุง litter bag คร้ังแรกในฤดูใบไมรวง และ

                 B = ถุง litter bag ที่ถูกแขวนไวบริเวณกิ่งกานของตนแปะกวยในฤดูหนาว)

3. การแยกเชื้อราเอนโดไฟตจากเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของตนแปะกวย
นําตัวอยางพืชที่เก็บไดในแตละเดือนมาตัดแยกออกเปนสวนๆ กอนนําไปฆาเชื้อที่ผิว 

โดยในตัวอยางใบสดนั้นแบงออกเปน 3 สวนคือใบ กานใบ และกิ่งออน สวนในตัวอยางใบรวง      
นั้นแบงออกเปนสองสวนคือใบ  และกานใบ จากนั้นนําตัวอยางจากสวนตางๆ ของแปะกวยไป    
ฆาเชื้อที่ผิวโดยแชช้ินสวนพืชใน 70% ethanol เปนเวลา 30 วินาที หลังจากนั้นยายตัวอยางไปแชใน    
1% sodium hypochlorite เปนเวลา 3 นาที แลวจึงนําตัวอยางพืชที่ไดไปลางดวยน้ํากลั่นที่ผานการ
ฆาเชื้อ เพื่อลางสารเคมีสวนเกินออก ซ่ึงขั้นตอนนี้ไดทําซ้ํา 2 คร้ัง ภายหลังจากขั้นตอนการฆาเชื้อ   
ที่ผิวจึงนําตัวอยางที่ผานการฆาเชื้อมาวางบนกระดาษกรองฆาเชื้อเพื่อซับน้ําสวนเกิดออก แลวผ่ึงให
แหงโดยนําไปวางไวในตูถายเชื้อ (laminar flow chamber) กอนนํามาตัดเปนชิ้นเล็กใหมีขนาด    
เสนผานศูนยกลางประมาณ 2-3 mm จากนั้นนําไปวางบนผิวหนาอาหาร half-strength PDA ในจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ (Petri-dish) ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 cm จํานวน 7-8 ช้ินตอหนึ่งจานอาหาร

BA
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เล้ียงเชื้อ (plate) ใหไดทั้งหมดจํานวน 30 ชิ้น (7 ชิ้น / plate และ 8 ช้ิน / plate จํานวนอยางละ 2 plate
รวมเปน 4 plate) ตอตัวอยางพืชจากแตละสวนในแตละตน แลวบมเชื้อที่อุณหภูมิ 20 °C เปนเวลา    
1 เดือน

4. การหาคาความถี่ในการแยกพบเชื้อ หรือคา Isolation Frequency (IF)
ภายหลังจากการแยกเชื้อในขั้นตอนการบมเชื้อไดทําการเฝาสังเกตเสนใยของเชื้อรา     

ทั้งหมดที่เกิดขึ้นในแตละวัน หลังจากนั้นจึงทําเครื่องหมายเมื่อพบเสนใยของเชื้อราแตละชนิดเจริญ
ออกมาจากชิ้นพืช  และตรวจนับจํานวนโคโลนีของเชื้อราทั้งหมดที่ เกิดขึ้นในแตละจาน            
อาหารเลี้ยงเชื้อ หลังจากนั้นจึงทําการยายเสนใยของเชื้อรา (subculture) ทุกชนิดที่พบไปยังอาหาร        
half-strength PDA จานใหม และทําการบงชนิด (identification) ของเชื้อราที่แยกไดในระดับ genus
โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราที่แยกไดนํามาเปรียบเทียบกับ ลักษณะทาง        
สัณฐานวิทยาของเชื้อราเอนโดไฟตที่มีการระบุชนิดไวแลว ซ่ึงภายหลังจากการตรวจนับความถี่ของ
เชื้อราแตละชนิดแลวจึงนําคาที่ตรวจนับไดนั้นไปประเมินหาคาความถี่ในการแยกพบเชื้อ หรือคา 
Isolation Frequency (IF) ซ่ึงอัตราความถี่ในการแยกพบเชื้อแตละชนิดนั้นจะคิดเปนเปอรเซ็นต โดย
มีสูตรการคํานวณหาคา IF ดังตอไปนี้

สูตรการหาคาความถี่ในการแยกพบเชื้อ หรือคา Isolation Frequency (IF)

IF = (Ni / Nt) x 100

ซ่ึงจากสูตรดังกลาว  Ni  คือ จํานวนเชื้อราทั้งหมดที่แยกไดจากชิ้นสวนพืชนั้น
        Nt  คือ จํานวนชิ้นสวนตัวอยางพืชทั้งหมดที่นํามาแยกเชื้อ

5.    การกําหนดเชื้อราเอนโดไฟตชนิดหลักของตนแปะกวย (dominant endophytic fungi)
นําขอมูลที่ไดจากการคํานวณหาคา IF ของเชื้อราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเนื้อเยื่อใน      

สวนตางๆ ของตัวอยางใบสด (living leaves) มาใชกําหนดเชื้อราเอนโดไฟตชนิดหลัก (dominant 
endophytic fungi) ของแปะกวย โดยดูจากเชื้อราเอนโดไฟตชนิดที่มีคา IF สูงเมื่อเปรียบเทียบกับ  
เชื้อราเอนโดไฟตชนิดอื่นๆ ที่แยกได ซ่ึงสวนใหญมีคา IF สูงกวา 10% เมื่อทําการกําหนดเชื้อรา  
เอนโดไฟตชนิดหลักของแปะกวยไดแลว จึงทําการศึกษาความผันแปรของเชื้อราเอนโดไฟต     
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ชนิดหลักในแตละชวงเวลาที่ทําการเก็บตัวอยางพืช โดยเริ่มตั้งแตระยะเวลาที่ใบออนยังคงอยูในตา
ใบไปจนถึงระยะที่ใบแกกอนรวง ซ่ึงทําการเก็บตัวอยางทั้งสิ้น 10 คร้ังรวมเปนระยะเวลา 8 เดือน

6. การติดตามความตอเนื่องของเชื้อราเอนโดไฟตชนิดหลักของตนแปะกวยภายหลังจากใบรวง
ทําการติดตามความตอเนื่องของเชื้อราเอนโดไฟตชนิดหลักภายหลังจากใบแปะกวยรวง

ในฤดูใบไมรวง และในใบที่เร่ิมมีการยอยสลายตลอดระยะเวลา 1 ปจากตัวอยางภายในถุง litter bag 
ที่แขวนไวบริเวณบนตน และที่วางไวบริเวณภายใตตนแปะกวย โดยศึกษาจากคา IF ของเชื้อรา        
ที่แยกไดในแตละครั้งจํานวน 14 คร้ังที่ทําการเก็บตัวอยางในระยะเวลา 1 ป

7. การวิเคราะห C:N ratio ในตัวอยางใบรวง (leaf litter)
การวิเคราะหการสูญเสียน้ําหนักมวลรวม (mass loss) ของตัวอยางใบรวงในระยะเวลา  

ที่ใบมีการยอยสลาย และการประเมินอัตราการยอยสลายของใบรวงทําโดยการวิเคราะหหาอัตรา
สวนของ คารบอน และไนโตรเจนซึ่งเปนองคประกอบภายในใบพืช โดยทําการเก็บตัวอยางใบรวง
ในขณะที่ใบเริ่มมีการยอยสลายจากถุง litter bag ที่วางไวบริเวณใตตนและที่แขวนไวบริเวณบนตน
แปะกวย โดยนําใบรวงจํานวน 4 ใบตอตัวอยางตอตนมาอบความรอนในตูอบความรอน (oven)       
ที่อุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา 4 วัน หลังจากนั้นนําใบที่ผานการอบแหงมาทําการบดดวยโกรงจนเปน
ผงละเอียด จากนั้นนําผงตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาคา C:N ratio โดยใชเครื่อง Fullautomatic N.C 
Analyzer (SUMIGRAPH NC-800)


