
ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

 
บทท่ี 3  

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
1.    การแยกและจําแนกชนดิของแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท 

1.1 การเก็บตัวอยางพืช  
         เก็บตัวอยางพืชสมุนไพร โดยเลือกเก็บเฉพาะสวนที่สมบูรณ ไมมีการเขาทําลายของ
โรคและแมลงหรือแสดงอาการของโรค โดยแบงเปนพืชที่เก็บในสวนของใบ ไดแก  

- ผักชีฝร่ัง (Fit weed: Eryngium foetidum)  
- สะเดา  (Neem: Azadiachta indica) 
- พลูคาว  (Houttuynia : Houttuynia cordata) 
- สะระแหน  (Kitchen mint: Mentha cordifolia) 
- กะเพรา (Sacred basil: Ocimum tenuiflorum) 

และเก็บตวัอยางพืชสมุนไพรที่เก็บในสวนลําตนและหวั ไดแก  
- กระชาย (Galingale: Boesenbergia pandurata) 
- ขมิ้น  (Turmaric: Curcuma longa) 
- ขา   (Galanga: Alpinia galangal) 
- ตะไคร  (Lemon grass: Cymbopogon citratus) 
- เปราะหอม  (−: Kaempferia galanga) 

 
1.2 การฆาเชื้อท่ีผวิและการแยกเชื้อ ( Shimizu et  al., 2000) 

1. นําตัวอยางพืชสมุนไพรจากขอ 1.1 มาลางน้ําใหสะอาด  โดยลางน้ําไหลผาน  
(running water) เปนเวลา  30  นาที จากนั้นผ่ึงลมใหแหง 
2. ใชกรรไกรตัดใบผักชีฝร่ัง  สะเดา  พลูคาว    สะระแหน   และกะเพรา เปนรูป
ส่ีเหล่ียมจัตุรัส ขนาด 1×1 เซนติเมตร และใชมีดหั่นสวนหัวของกระชาย ขมิ้น  ขา  
ตะไคร และเปราะหอม เปนชิ้นเล็กๆ โดยมีลักษณะเปนลูกเตาความกวางประมาณ 1 
เซนติเมตร 
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3. นําชิ้นสวนของพืชทั้งหมดแชในสารละลาย sodium hypochlorite ความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต เปนเวลา  2  นาที แลวแชในแอลกอฮอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปน
เวลา 5 นาที  จากนั้นแชในสารละลาย Heritage เขมขน 0.6 เปอรเซนต  นาน  1   นาที 
4. ซับชิ้นพืชใหแหงดวยกระดาษกรองฆาเชื้อ นํามาวางบนกระดาษกรอง Whatman 
เบอร 1 ที่ผานการฆาเชื้อแลว ผ่ึงลมใหแหง 
5. วางชิ้นพืชจํานวน 15 ชิ้น ตอ 1 จานอาหาร Inhibitory Mold Agar 2 (IMA-2) 
(ภาคผนวก ก) ที่ผสมสารปฏิชีวนะ 3 ชนิด ไดแก 

- Trimethoprim  
- Naldixic acid  
- Heritage  

6.     บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 เดือน 
 
1.3 การแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิ และการเก็บเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท ( Shimizu  et  al., 

2000) 
          ใชเข็มเขี่ย ยายเช้ือเอนโดไฟทที่คาดวาจะเปนเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่เจริญ
ขึ้นบนชิ้นพืช มาขีดลงบนแผนกรองเซลลูโลส (cellulose membrane filter) ขนาดรูเทากับ 0.22 
ไมโครเมตรที่วางบนอาหาร IMA-2 (ภาพท่ี 4) นําไปบมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เปน
เวลา 3 - 5 วัน จากนั้นนําแผนกรองเซลลูโลสออก หากเชื้อจุลินทรียนั้นเปนเชื้อแอคติโนมัยซีสเอน
โดไฟท จะพบวาเชื้อนั้นสามารถเจริญรอดผานแผนกรองไปยังผิวอาหารได แลวจึงเก็บเชื้อแอคติโน
มัยซีสเอนโดไฟทที่ไดไวเปน stock  culture  ในหลอดอาหาร IMA-2  บมที่ อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 - 5 วัน แลวเก็บในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส  
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ภาพที่ 4    การขีด (streak) เชื้อแอคติโนมัยซีสลงบนอาหาร IMA-2 ที่ผิวหนาของอาหารวางดวย

แผนกรองเซลลูโลส (cellulose membrane filters) 
 

1.4 การจําแนกสกุลของแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท (ดัดแปลงจากวิธีของ Williams et  al., 
1989) 
นําเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่แยกไดแตละไอโซเลท (isolate) มาเล้ียงบนอาหาร 

IMA-2  โดยวิธี streak plate บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 - 7 วัน แลวปกแผน
ปดสไลด (cover glass) ที่ผานการฆาเชื้อแลวในจานอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณที่มีโคโลนีของเชื้อแอคติ
โนมัยซีสเอนโดไฟทเจริญอยูหนาแนน โดยใหทํามุมประมาณ 45 องศากับผิวหนาอาหาร (ภาพที่ 5) 
บมเชื้อตอที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 - 7 วัน แลวนําแผนปดสไลดที่มีเชื้อแอคติโนมัย
ซีสเอนโดไฟทเจริญขึ้นติดอยูมายอมสีแบบ simple stain โดยหยดดวยสารละลาย crystal violet 0.1
เปอรเซ็นต เพื่อตรวจดูลักษณะของเสนใย (mycelium) การสรางสปอร และการเรียงตัวของสปอร
ภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา โดยเปรียบเทียบลักษณะตางๆตามเอกสารของ 
Miyadoh (1997 ) และ Stanley et  al. ( 1989 )  เพื่อจําแนกสกุลของแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท
เบื้องตน และตั้งชื่อไอโซเลท ของเชื้อที่ไมซํ้ากันในแตละสกุลตามชื่อของสมุนไพรพืชอาศัย 

 
 
 
 
 
 
 

แอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท 

แผนเซลลูโลส 
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ภาพที่ 5    ลักษณะการเลี้ยงเชื้อแบบ slide culture เพื่อตรวจดูลักษณะการเรียงตัวของเสนสาย และ

การสรางสปอรของเชื้อแอคติโนมัยซีส เอนโดไฟท 
 

2.     การคัดเลือกแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทท่ีมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคของคะนา 
เชื้อราสาเหตุโรคของคะนาที่ใชในการทดสอบประสิทธิภาพในการเปนเชื้อปฏิปกษของ

เชื้อ 
แอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท  ไดแก 

1. เชื้อรา Alternaria  brassicicola  สาเหตุโรคใบจุดของคะนา 
2. เชื้อรา Rhizoctonia solani  สาเหตุโรคโคนกานใบและตนเนาของคะนา 
3.  เชื้อรา Sclerolium rolfsii  สาเหตุโรครากเนาของคะนา 
ทดสอบความสามารถในการเปนปฏิปกษของแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่มีผลในการ

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

เร่ิมจากเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่ไมซํ้ากันบนอาหาร IMA-2 จํานวน 4 ไอโซเล
ทตอจานโดยเลี้ยงนาน 3 วัน เพื่อใหเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทเจริญเปนโคโลนีที่สมบรูณและ
สรางสารปฏิชีวนะ จากนั้นนําเชื้อสาเหตุโรคพืชแตละชนิดมาวางตรงกลางจานอาหารใหหางจาก
เชื้อแอคติโนมัยซีสแตละไอโซเลท 2 เซนติเมตร (ภาพที่ 6) 

วางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design) โดยทดลอง 4 ซํ้า ในแอ
คติโนมัยซีสเอนโดไฟทแตละชนิด สําหรับชุดควบคุมจะวางเชื้อราสาเหตุโรคเพียงอยางเดยีวในจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อเชื้อราสาเหตุโรคในชุดควบคุม เจริญจน
เกือบเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงบันทึกผลโดยวัดขนาดบริเวณการยับยั้ง (clear zone) ที่เกิดขึ้น
ระหวางโคโลนีของเชื้อราสาเหตุโรคและเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่เปนปฏิปกษ รวมทั้งวัด

แผนปดสไลด 

แอคติโนมัยซีส 
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ขนาดรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคในชุดควบคุมและชุดทดสอบ คํานวณหาคาเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งการเจริญ (percent inhibition of radial growth; PIRG) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                 
 

 
ภาพที่ 6    ลักษณะการวดัผลในการเปนเชือ้ปฏิปกษ (ของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท) ตอเชื้อรา

สาเหตุโรคพืชในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ IMA-2 โดยวิธี Dual culture (A:  Actinomycetes,                         
P: Pathogenic fungi, R: Radial growth of Pathogenic fungi) 

  
สูตรคํานวณเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ (PIRG)  

            PIRG =   R1 - R2   x 100 
                R1 

R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตโุรคในชุดควบคุม 
R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตโุรคในชุดทดสอบ 

คัดเลือกเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่ใหคาเปอรเซ็นตการยับยั้งในกลุมที่มากกวา 75 เปอรเซ็นต 
โดยเลือกเฉพาะเชื้อที่ใหคาการยับยั้งสูงสุดในแตละเชื้อราสาเหตุโรคพืชมาศึกษาตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ชุดควบคุม 

 P 

ชุดทดสอบ 

R1 

 
 
                         
R2 

A1 P

A2 

A4 

 A3 R2 
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3. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแอคติโนมยัซีสเอนโดไฟทท่ีคัดเลือกได ภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนชนดิสองกราด  (SEM :  Scanning Electron Microscope) 

เล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทบนอาหาร IMA-2 บมไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 7 วัน เพื่อใหเชื้อมีการเจริญเติบโตเต็มที่และสรางสปอรที่สมบูรณ นําเชื้อสงไปที่ศูนยวิจัย
และบริการจุลทรรศนศาสตรอิเล็กตรอน สวท.-มช. คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม เพื่อ
ตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด โดยมีวิธีการ
เตรียมตัวอยางมี ดังนี้ 

1. ตัดชิ้นวุนที่มีเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทเจริญอยู ขนาดประมาณ 5 x 5 มิลลิเมตร 
จํานวน  3 - 4  ชิ้น ตอเชื้อตัวอยาง 

2. รักษาสภาพ (fixing) โครงสรางและสวนประกอบของเซลลของตัวอยาง โดย   
แชใน  glutaraldyhyde 2.5 เปอรเซ็นต ใน 0.1 M phosphate buffer 

3. ลางออกดวย 0.2 M phosphate buffer pH 7.2 
4. รักษาสภาพ (fixing) อีกครั้ง โดยการแชในสารละลาย osmium tetroxide  

1 เปอรเซ็นต ใน 0.1 M phosphate buffer 
5. ลางออกดวย 0.2 M phosphate buffer pH 7.2 
6. ไลน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydration) โดยการแทนที่น้ําดวยแอลกอฮอลที่มีความเขมขน

สูงขึ้นตามลําดับจาก 30  50  70  80  90  95 และ 100 เปอรเซ็นต 2-3 ครั้งตามลําดับโดย
ใชเวลาแชในแตละความเขมขน 5 - 10 นาที 

7. ทําใหแหง (drying) ดวยการรมตัวอยางดวยกาซคารบอนไดออกไซด 
8. เคลือบดวยอนุภาคทองหนา 30 นาโนเมตร 
นําตัวอยางที่ไดมาศึกษาสองดูลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  

(JEOL รุน JSM-5910LV) พรอมทั้งบันทึกภาพลักษณะของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท คือ 
ลักษณะสปอรและรูปแบบของการสรางสปอร 
 
 
 
 
 
 
 



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

 30

4. การศึกษาคุณสมบัติและปจจัยในการเจริญของเชื้อเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทท่ีคัดเลือกได 
 (Shirling and Gottlieb, 1966)  

4.1 การศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหาร ISP  
นําเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกไดมาเลี้ยงบนอาหาร ISP2-5 ในที่มืด ณ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห บันทึกลักษณะการเจริญของ substrate mycelium, 
aerial mycelium และ diffusible pigment ของเชื้อที่ปรากฏบนอาหาร  

 
4.2 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญ 
เล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกไดบนอาหาร IMA-2 จากนั้นนําไปบมไวที่

ระดับอุณหภูมิตางๆ กันไดแก 10 20 25 30 และ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห สังเกตและ
เปรียบเทียบการเจริญของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท  

 
4.3 การศึกษาคาความเปนกรดดาง (pH)  ท่ีเหมาะสมตอการเจริญ  (Shimizu et  al., 2000) 
เล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกไดในอาหาร IMA-2 ที่มีคาความเปนกรดดาง

ตางๆ กัน ตั้งแต pH 4 ถึง pH 9 (ใช 0.1 N. HCl, 0.1 N. NaOH เปนตัวปรับคาความเปนกรด-ดาง) 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 - 5 วัน สังเกตการณเจริญของเชื้อแอคติโนมัยซีส
เอนโดไฟท เปรียบเทียบระหวางอาหารที่มีคาความเปนกรดดางตางๆ  
 

4.4 การใชแหลงคารบอนของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท 
ใชอาหาร ISP 9 (Daigo, Nihon Pharmaceutical Co., Japan) เปนอาหารพื้นฐานใน

การศึกษาการใชแหลงคารบอนของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกได โดยละลายอาหาร 
ISP 9 ในน้ํากลั่น อัตราสวน 1.6 กรัมตอน้ํากลั่น 6 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

เตรียมน้ําตาล D-glucose, L-arabinose, sucrose, D-xylose, inositol, D-mannose, D-
fructose, L-rhamnose และ raffinose แตละชนิด จํานวน 0.6 กรัมใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 100 
มิลลิลิตร เติมเอธิลอีเทอร (C2H5)2O (Nacalai Tesque, Japan) ลงในแตละขวดแลวปดฝา เอธิลอีเทอร
จะถูกระเหยอยางชาๆภายในตู chemical fume hood ณ อุณหภูมิหอง เปนเวลาขามคืน เมื่อเอธิล
อีเทอรระเหยหมดและน้ําตาลแตละชนิดจะแหง 

นําอาหาร ISP 9 ที่เตรียมไวมาละลาย และเมื่ออุณหภูมิลดลงถึง 60 องศาเซลเซียส เติม
น้ําตาลแตละชนิดลงไป โดยน้ําตาล 1 ชนิด ตออาหาร ISP 9 จํานวน 15 มิลลิลิตร จากนั้นนํา เชื้อแอ
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คติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกมา streak ลงบนผิวหนาอาหารที่เติมน้ําตาลชนิดตางๆ บมเชื้อใน
ที่มืด อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10-15 วัน เปรียบเทียบการเจริญของเชื้อในอาหารที่มีและ
ไมมี D-glucose  
 

4.5 การผลิตเมลานิน 
นําเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกไดมาเล้ียงบนอาหาร ISP-6 (Difco, Peptone 

iron agar ท่ีเติม 0.1% yeast extract) และ ISP-7 (Shinobu’s modification of Masumoto’s tyrosine 
agar, Daigo, Nihon Pharmaceutical Co., Japan) บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-4 
วัน บันทึกผลการผลิตเมลานินซึ่งสามารถสังเกตไดจากการเกิดสีน้ําตาลขึ้นบนอาหาร 
 

4.6 การศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดางที่มีผลตอการเปล่ียนสีของรงควัตถ ุ
นําเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกไดมาเลี้ยงบนอาหาร ISP 2-5 บมที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 สัปดาห เมื่อพบวาเกิดรงควัตถุขึ้นรอบโคโลนีของเชื้อ หยด 1 N HCl 
หรือ 1 N NaOH ลงบนผิวหนาอาหารบริเวณใกลกับโคโลนีของเชื้อ 

 
4.7 การยอยสลายแปงของเชื้อแอคติโนมยัซีสเอนโดไฟท 
เล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกไดในอาหาร ISP-4   โดยมีวิธีทดสอบ 2 วิธี

คือ ทดสอบในอาหารแข็ง และอาหารเหลว การทดสอบบนอาหารทั้งสองชนิดใชวิธีเดียวกันคือ 
ปลูกเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทในอาหาร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 สัปดาห 
จากนั้นหยดสารละลายไอโอดีน (Lugol’s iodine) 2-3 หยดลงบนผิวหนาอาหาร 

การทดสอบการยอยแปงใชสารละลายไอโอดีน จะเกิดสีน้ําเงินในชุดควบคุม ซ่ึงมีเฉพาะ
อาหาร ISP 4 การดูผลตองดูทันทีหลังจากหยดสารละลายลงไป เพราะสีน้ําเงินอาจเกิดขึ้นไดกับแปง
สวนที่เหลือ การทดสอบบนอาหารแข็งจะหยดสารละลายลงบริเวณใกลกับโคโลนีของเชื้อแอคติโน
มัยซีสเอนโดไฟท หากเกิดสีน้ําเงินทั้งหมดแสดงวายังคงมีแปงอยู เมื่อทําปฏิกิริยากับไอโอดีนจึง
เปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน การทดสอบบนอาหารแข็ง หากเชื้อสามารถยอยแปงได บริเวณรอบโคโลนีจะ
ไมมีสี สวนในอาหารเหลวจะไมมีการเปลี่ยนสีหากเชื้อสามารถยอยแปงได 

 
4.8 การเปล่ียนนมใหเปนเพปโทน 
นํา suspension ของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท 0.5 มิลลิลิตร ใน 10% litmus milk 

medium (Difco, U.S.A.) ใสในหลอดทดลอง บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8-10 วนั  
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เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ที่มีเฉพาะ 10% litmus milk หากเชื้อสามารถผลิตเพปโทนได จะพบวา 
litmus milk จะใสขึ้น (ดวงพร, 2537) 
 

5.    ทดสอบความสามารถในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคของคะนาของเชื้อแอคติโนมัยซีส
ท่ีคัดเลือกได  (ดัดแปลงวิธีของ Hirata, 1942) 

การเตรียมสารปฏิชีวนะจากเชื้อแอคติโนมยัซีสเอนโดไฟท  
 เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกไดในอาหารเหลว IMB-2 บมเชื้อบนเครื่อง
เขยาท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน จากนั้นแยกเซลลของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท โดยใช
เครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที แลวนําอาหารเหลวดานบนที่มี
สารปฏิชีวนะผสมอยูไปกรองผาน millipore filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร เพื่อใชทดสอบใน
ขั้นตอนตอไป 
 

5.1 ทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะตอการยับยัง้การเจริญของเชื้อราสาเหตโุรคพืช 
 เปรียบเทียบผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคของคะนาระหวางสารปฏิชีวนะที่
ไดจากการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกได กับสารกําจัดเชื้อรา 2 ชนิดดังนี้   

กลุมที่ 1 สารปฏิชีวนะที่ไดจากเชื้อแอคติโนมัยซีส 
กลุมที่ 2 สารกําจัดเชื้อรา เจือจาง 100 เทาจากอัตราแนะนํา โดยใช 

- สารละลาย iprodione (สําหรับทดสอบเชื้อ A. brassicicola)  
- สารละลาย carboxin  (สําหรับทดสอบเชื้อ R. solani  และ S.  

rolfsii)  
กลุมที่ 3 น้ํากลั่น (ชุดควบคุม) 
นําสารแตละกลุมกรองผาน millipore filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แลวผสมกับอาหาร 

IMA-2 ในอัตรสวน สารปฏิชีวนะ 10 มิลลิลิตร ตออาหาร IMA-2  5 มิลลิลิตรแลวเทลงจานอาหาร
เล้ียงเชื้อ จากนั้นวางเชื้อราสาเหตุโรคของคะนา ไดแกเชื้อ A. brassicicola, R. solani และ S. rolfsii  
ลงบริเวณกลางจานอาหาร บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อเชื้อในชุดควบคุม เจริญจน
เกือบเต็มจานอาหาร บันทึกผลโดยวัดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของเชื้อราสาเหตุโรค วาง
แผนการทดลองแบบ CRD และทําการทดลอง 4 ซํ้า 
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5.2    การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแอคติโนมยัซีสเอนโดไฟทท่ีคัดเลือกไดในการ
ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคของคะนาในระยะตนกลา (Shimizu et al., 2000) 
เพาะเมล็ดคะนาที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวเมล็ดในถาดเพาะกลาที่บรรจุดินที่ผานการนึ่งฆาเชื้อ เมื่อเวลา
ผานไป 1 วัน หยด suspension ของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทแตละชนิดในอัตราสวน 1 
มิลลิลิตรตอ 1 หลุม  ในชุดควบคุม ใชน้ํากล่ันฆาเชื้อแทนเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท   เมื่อคะนา
มีอายุ 7 พน suspension ของเชื้อ A. brassicicola ลงบนใบ สําหรับเชื้อ R. solani และ S. rolfsii จะใช
วิธีการหยดลงบริเวณโคนตนกลาในอัตราสวน 1 มิลลิลิตรตอ 1 หลุม  แบงการทดลองเปน 9 ซํ้า ซํ้า
ละ 2 ตน เมื่อคะนาอายไุด 14 วัน วัดคาความรุนแรงของโรค ความสมบูรณของตนและราก ความสูง
จากปลายราก ถึงปลาย 
ยอดและวิเคราะหผลการทดลองแบบ CRD  

- การวดัคาความรุนแรงของโรคแบงเปน 
ระดับ 0 หมายถึง ไมมีแผล   ระดับ 1 หมายถึง  1-10%  

  ระดับ 2 หมายถึง 11-25%   ระดับ 3 หมายถึง 26-50%  
  ระดับ 4 หมายถึง  มากกวา 50%  ระดับ 5 หมายถึง มีแผลจนตาย 

- ความสมบูรณของตน แบงเปน 5  ระดับ คือ 
  − :  ตนตาย และแสดงอาการของโรคชัดเจน 
  + :  ตนสมบูรณนอย และแสดงอาการของโรคชัดเจน 
  ++ :  ตนสมบูรณปานกลาง 
  + ++ :  ตนสมบูรณมาก 
  ++++ : ตนสมบูรณมาก ใบมีขนาดใหญ 

- ความสมบูรณของราก แบงเปน 5  ระดับ คือ 
  − :  รากถูกทําลาย 
  + :  รากสั้นมาก 
  ++ :  รากเจริญบางเล็กนอย 
  +++ :  รากเจริญดี ยาวและสมบูรณปานกลาง 
  + +++:  รากเจริญดี ยาว และสมบูรณมาก 
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6.    การตรวจสอบความสามารถในการอยูอาศัยของเชือ้แอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทท่ี
คัดเลือกไดภายในเนื้อเยื่อของคะนา 

เพาะเมล็ดคะนาที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวเมล็ดในถาดเพาะกลา ขนาด 4 × 4 ×4 เซนติเมตร 
บรรจุดินนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นหยด suspension ของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่คัดเลือกไดแตละ
ชนิดอัตราสวน 1 มิลลิลิตรตอ 1 หลุมและใชน้ํากลั่นฆาเชื้อโดยใชอัตราสวน 1 มิลลิลิตรตอ 1 หลุม
ในชุดควบคุม ทดลอง 3 ซํ้า ซํ้าละ 30 ตน เมื่อเวลาผานไป 1 เดือน แยกเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโด
ไฟทจากตนกลาคะนาอีกครั้ง (reisolation) สังเกต บันทึกและเปรียบเทียบกับลักษณะของเชื้อแอคติ
โนมัยซีสเอนโดไฟทที่แยกไดกับเชื้อที่ทําการปลูกลงบนพืชในครั้งแรก 
 

  


