
 
บทที่ 3  

 

อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การแยกเชื้อบริสุทธ์ิและการจําแนกชนดิของแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟท 

1.1 การเก็บตัวอยางพืช (sample collection)  
ทําการเลือกเกบ็ตัวอยางกิ่งและใบสมสายน้ําผ้ึง ในพืน้ที่ปลูกเขตอําเภอแมอาย จังหวดั

เชียงใหม โดยเลือกเก็บเฉพาะสวนที่สมบูรณ ไมมกีารเขาทําลายของโรคและแมลงหรือแสดงอาการ
ของโรค  

1.2 การฆาเชื้อท่ีผวิ และการแยกเชื้อ ( Shimizu et  al., 2000) 
1. นําตัวอยางใบ และกิ่งยอดของสมมาลางน้ําใหสะอาด  โดยลางน้ําไหลผาน (running 

water) เปนเวลา 30 นาที จากนั้นผ่ึงลมใหแหง 
2. ใชกรรไกรตัดใบเปนรูปสี่เหล่ียมจัตุรัส และกิ่งยอดของสมเปนชิ้นเล็ก ๆ โดยมีขนาด

ยาวประมาณ 1 เซนติเมตร 
3. นําชิ้นสวนของพืชทั้งหมดแชในสารละลาย sodium hypochlorite ความเขมขน 1 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 นาที ตามดวยแอลกอฮอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 
5 นาที และสดุทายในน้ําผสม Heritage (อัตราสวนน้ํา 1,000 มิลลิลิตรตอ heritage 3 
กรัม) เปนเวลา 1 นาที 

4. ซับน้ําใหแหงโดยนําชิ้นพืชวางบนกระดาษกรองที่ผานการฆาเชื้อแลว ผ่ึงใหแหง 
5. จากนั้นทาํการวางชิ้นพืชในจานอาหาร inhibitory mold agar-2 (IMA-2) ที่ผสมดวย

สารปฏิชีวนะ คือ amphotericin B, riphampin - viccillin และ Heritage จํานวน 10 ช้ิน 
ตอ 1 จานอาหาร  

6. บมไวที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 1 เดอืน 
1.3 การแยกเชื้อบริสุทธ์ิ และการเก็บเชื้อแอคติโนมัยซีส ( Shimizu  et  al., 2000) 

ใชเข็มเขี่ยเชื้อเอนโดไฟทที่คาดวาจะเปนเชือ้แอคติโนมัยซีสที่เจริญออกมาจากชิน้พชื มา
streak ลงบนอาหาร IMA-2 โดยที่ผิวหนาของอาหารวางดวยแผนเซลลูโลสเมมเบรน (cellulose 
membrane filter) ที่มีขนาดชองเทากับ 0.2 ไมโครเมตร นาํไปบมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5-7 วัน จากนัน้นําแผนเซลลูโลสเมมเบรนออก เชื้อแอคติโนมัยซีสจะเจริญผานแผน     
เมมแบรนไปยงัผิวอาหารได จึงเก็บเชื้อแอคติโนมัยซีสที่ไดไวเปน stock culture โดยเก็บเชื้อใน
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หลอดอาหาร IMA-2 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา     3-5 วัน แลวเก็บในตูเย็นอณุหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส 

1.4 การจําแนกชนดิของแอคติโนมัยซีส (ดัดแปลงจากวิธีของ Williams et  al., 1989) 
นําเชื้อแอคติโนมัยซีสที่แยกไดมาเลี้ยงโดย streak บนอาหาร IMA-2 ใหเกดิเปนโคโลนี

เดี่ยว ๆ บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วันแลวปกแผนปดสไลด (cover glass) ที่
ผานการฆาเชือ้แลวในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บริเวณที่มโีคโลนีของเชื้อแอคติโนมัยซีสอยูหนาแนน 
โดยใหทํามุมประมาณ 45 องศากับผิวหนาอาหาร บมเชื้อตอที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
5-7 วัน แลวนําแผนปดสไลดที่มีเชื้อแอคติโนมัยซีสเจรญิขึ้นติดอยูทําการยอมสีแบบ simple stain 
โดยหยดดวยสารละลาย crystal violet เพื่อตรวจดูลักษณะของ mycelium การสรางสปอร และการ
เรียงตัวของสปอรภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา โดยเปรียบเทียบลักษณะตางๆ ตาม
เอกสารของ Miyadoh et al. (1997 ), Holt et al. (1994) และ Williams  et  al. ( 1989 )  เพื่อจําแนก
ชนิดของแอคติโนมัยซีสเบื้องตน 
 
2.  การแยกเชื้อราสาเหตุโรครากเนาและโรคแอนแทรคโนสของสม 

2.1 การแยกเชื้อราสาเหตุโรครากเนาของสม 
 ทําการเก็บตวัอยางดินบริเวณรอบรากสมที่เปนโรค มาทําการแยกเชือ้ดวยวิธีการใชเหยื่อลอ 
(baiting) โดยนําดิน 20 กรัมใสถวยพลาสตกิขนาดเสนผาศูนยกลาง 7 เซนติเมตร เติมน้ํากลั่นฆาเชื้อ 
80 มิลลิลิตร (อัตราสวนดิน : น้ํา เทากับ 1 : 4) คนใหดินละลายเขากัน ตั้งทิ้งไวใหดินตกตะกอน 
จากนั้นจึงตัดใบสมใหมีขนาดประมาณ 0.3 x 0.3 เซนติเมตร มาลอยบนน้ําเพื่อใชเปนเหยื่อลอ โดย
ใบสมที่นํามาใชตองไมแกหรือออนเกินไป และตองไมเปนใบที่เพิ่งไดรับการฉีดพนดวยสารเคมี
ปองกันกําจดัเชื้อรา บมเชื้อไวเปนเวลา 1-2 วัน โดยตรวจสอบการเขาทําลายชิ้นใบสมของเชื้อรา
สาเหตุโรครากเนาภายใตกลองจุลทรรศนทุกๆ 6 ช่ัวโมง หากพบวาเชื้อราเจริญอยูรอบ ๆ ขอบของ
ช้ินใบสม จึงนําใบสมมาลางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ แลวซับดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อใหแหง 
จากนั้นนําชิ้นใบสมมาวางบนอาหาร water agar (WA) ตรวจสอบเสนใยที่เจริญออกมาจากเนื้อเยื่อ
และทําการแยกเสนใยลงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA)  

2.2 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของสม 
 เก็บตัวอยางโรคแอนแทรคโนสจากสวนสมในเขตอําเภอแมอาย จังหวดัเชียงใหม มาทําการ
แยกเชื้อดวย tissue transplanting technique บนอาหาร PDA โดยการตัดชิ้นสวนของใบที่เปนโรค
ใหมีขนาดประมาณ 0.5x0.5 เซนติเมตร ทาํการฆาเชื้อที่ผิวดวย sodium hypochloride 10 เปอรเซ็นต 
เปนเวลา 3 นาที จากน้ําจึงลางดวยน้ํากลัน่ฆาเชื้อเปนเวลา 1 นาที นําชิ้นพืชวางบนกระดาษกรองที่
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ผานการฆาเชือ้ เพื่อซับใหช้ินพืชแหง แลวจึงนําไปวางบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ บมเชือ้ที่อุณหภูมิหอง 
เมื่อสังเกตเหน็เสนใยที่เจริญออกมาจากเนือ้เยื่อแลวจึงตดัปลายเสนใยไปเลี้ยงบนอาหาร PDA อีก
คร้ัง สวนการแยกเชื้อสาเหตุบนผลทําไดโดยการบมผลที่แสดงอาการของโรคใน moist chamber 
จนสังเกตเห็น mass หรือเสนใยของเชื้อเจรญิบนแผล จึงทําการเขี่ยเชื้อมาเล้ียงบนอาหาร PDA 
 
3.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแอคติโนมัยซีสในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพชื 

นําเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทที่แยกไดจากสมสายน้าํผ้ึงมาทดสอบประสิทธิภาพในการ
เปนเชื้อปฏิปกษตอเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส และโรครากเนาดวยวิธีการ dual culture โดย
การวางเชื้อราสาเหตุโรคตรงกลาง หลังจากนั้นวางเชื้อแอคติโนมัยซีสในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ IMA-2 
แตละดานโดยวางหางกัน 2.5 เซนติเมตร (ภาพที่ 6) ในการวางจะทําการวางเชื้อแอคตโินมัยซีสกอน
เปนเวลา 3 วัน เพื่อใหเชื้อแอคติโนมัยซีสเจริญเปนโคโลนีที่สมบรูณและสรางสารปฏิชีวนะ แลวจงึ
วางเชื้อราสาเหตุโรคพืชตาม วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) โดย
ทําการทดลอง 3 ซํ้า ในการทดสอบเชื้อแอคติโนมัยซีส แตละชนิด และในชุดควบคุมทําการวางเชื้อ
ราสาเหตุโรคเพียงอยางเดียวในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บมเชื้อไวที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส จนกวา
เชื้อราที่ใชในการทดสอบในกลุมควบคุม เจริญคลุมจุดวางเชื้อในชดุควบคุม (ดดัแปลงจากวิธีการ
ของ Shimizu et  al. (2000) สังเกตพรอมทั้งทําการบันทึกผลการสราง clear zone ของเชื้อแอคติโน-
มัยซีส โดยวดัขนาดความกวางระหวางขอบของโคโลนีเชื้อราสาเหตกุับขอบโคโลนีของเชื้อแอคติ-
โนมัยซีส นํามาคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อแอคติโนมัยซีสที่มีตอเชื้อราสาเหตุ
โรค เพื่อคัดเลอืกเชื้อแอคติโนมยัซีสที่มีประสิทธภิาพในการยับยั้งการเจริญสูงสุดจาํนวน 3 ไอโซเลท 
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ภาพที่ 6  การทดสอบประสิทธิภาพในการเปนเชื้อปฏิปกษดวยวิธี dual culture  
โดยวางเชื้อแอคติโนมัยซีส (A) รวมกับเชื้อราสาเหตุโรค (F) และไมมีการวางเชื้อในชดุ
ควบคุม (C) เพื่อเปรียบเทียบความกวางของ clear zone ในชุดทดสอบ (R2) กับความยาว
รัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตโุรคในชุดควบคุม (R1) 

 
 สูตรคํานวณเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ (Percent inhibition of radial growth : PIRG) 

            PIRG =    R2   x 100 

                      R1 

R1 =  ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
R2 =  ความกวางของ clear zone ในชุดทดสอบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F 
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4.  การทดสอบประสิทธิภาพน้ํากรองเชื้อในการยับยัง้การเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
 นําเชื้อแอคติโนมัยซีสที่คัดเลือกจํานวน 3 ไอโซเลท ซ่ึงไดแก ไอโซเลท EAC06, EAC26 
และ EAC 46 มาเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว IMB-2 โดยบมที่อุณหภูมหิองดวยเครื่อง orbital shaker 
ดวยความเรว็ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน จากนั้นกรองตะกอนของเชื้อออกดวยกระดาษกรอง 
Whatman No.1 แลวนําของเหลวไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 2000 รอบตอนาที จงึมากรองผาน 
bacterial filter ซ่ึงมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.22 ไมโครเมตร นํากระดาษกรอง Whatman No.1 ที่
ผานการนึ่งฆาเชื้อ ซ่ึงตัดใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ชุบน้ํากรองที่เตรียมไดจาก
การเลี้ยงเชื้อ ทดสอบกับเชือ้ราสาเหตุโรคพืชดวยวิธี dual culture วางแผนการทดลองแบบ CRD 
โดยทดลอง 3 ซํ้า เชื้อราสาเหตุโรคที่ใชในการทดสอบ ไดแก เชื้อรา Phytophthora sp. สาเหตุโรค
รากเนาของสม เชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของสม และเชื้อราสาเหตุโรค
พืชอ่ืนดังตารางที่ 10  
 

ตารางที่ 10  เชื้อสาเหตุโรคพืชที่ใชในการทดสอบประสิทธิภาพน้ํากรองเชื้อ 

 

เชื้อรา โรค พืชอาศัย 
Alternaria brassicicola ใบจุด คะนา 
Colletotrichum gloeosporioides แอนแทรคโนส มะละกอ 
Colletotrichum gloeosporioides แอนแทรคโนส สมสายน้ําผ้ึง 
Colletotrichum gloeosporioides แอนแทรคโนส สมโอ 
Corynespora sp. ใบจุด กลวยไข 
Curvularia ap. ใบจุด กลวยไม 
Drechslera sp. ใบจุด กลวย 
Fusarium sp. รากเนาโคนเนา พริก 
Pestalotiopsis sp. ใบจุด กลวย 
Phytophthora sp. รากเนา มะเขือมวง 
Phytophthora sp. รากเนา สมสายน้ําผ้ึง 
Pythium sp. รากเนา หนาววั 
Rhizoctonia solani เนาคอดิน ผักกาดหอม 
Sclerotium rolfsii เนาคอดิน คะนา 
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5. การทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแอคติโนมยัซีสในการควบคุมโรครากเนาในแปลงปลกู 
5.1 การสํารวจและประเมินความรุนแรงของโรครากเนาในแปลกปลูก 

ทําการสํารวจและประเมนิความรุนแรงของโรครากเนาโคนเนาของสมในแปลงปลูกสมของ
คุณอุดม ปนทโีย ซ่ึงตั้งอยูที ่บานเดื่องก อําเภอสารภี จังหวัดเชียงใหม โดยสวนสมดังกลาวมีเนื้อที่
ประมาณ 6 ไร ตนสมมีอายุประมาณ 5 ป จาํนวนทั้งหมด 520 ตน ทําการประเมินโรครากเนาโคนเนา
จากอาการที่ปรากฏสวนที่อยูเหนือดิน ซ่ึงไดแก ขนาด ลักษณะ และสีของใบ อาการตายจากกิ่งยอด 
และการประเมินภาพรวมอาการเหี่ยวของตนสม เปนตน โดยจดัระดับความรุนแรงออกเปน 5 ระดบั 
ตาง ๆ กัน ซ่ึงไดแสดงไวในตารางที่ 11 และภาพที่ 7 ซ่ึงดัดแปลงจากพรพรรณ, (2544) พรอมทั้ง
ตรวจวดัคาความเปนกรดเปนดางของดินโดยสุมวดัจากดนิบริเวณโคนตนสมที่ระดับความรุนแรง
ตาง ๆ ระดบัละ 10 ตน ตนละ 3 จุด 

 

ตารางที่ 11  หลักการประเมนิระดับความรุนแรงของโรครากเนา 

 

ความรุนแรงของโรครากเนา อาการผิดปกตท่ีิพบ 
ระดับที่ 1 ใบของสมมีสีเขียวทั้งตน มใีบเรียวเล็ก และมวนพลิก

กลับดานใหเหน็ 
ระดับที่ 2 ใบของสมมีสีเขียวอมเหลือง ใบเรียวเล็ก และมวนพลิก

กลับดานใหเหน็ ไมแสดงอาการทิ้งใบ  
ระดับที่ 3 ใบของสมมีสีเหลือง ใบลูเรียวเล็ก ใบเริ่มหลุดรวง  

ทําใหทรงพุมบางลง 
ระดับที่ 4 ใบของสมมีสีเหลือง มีกิ่งทีแ่สดงอาการเหี่ยวหรือตาย

ใหเห็น มีการทิ้งใบทําใหทรงพุมบาง 
ระดับที่ 5 ใบของสมมีสีเหลือง กิ่งสวนใหญที่แสดงอาการเหี่ยว

หรือตายใหเหน็ มีการทิ้งใบมากทําใหทรงพุมบางมาก 
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ภาพที่ 7  ลักษณะอาการโรครากเนาของสมที่ระดับความรุนแรงตาง ๆ   

ก: อาการของโรครากเนาโคนเนาระดับที่ 1  
ข: อาการของโรครากเนาโคนเนาระดับที่ 2 
ค: อาการของโรครากเนาโคนเนาระดับที่ 3 
ง: อาการของโรครากเนาโคนเนาระดับที่ 4  
จ: อาการของโรครากเนาโคนเนาระดับที่ 5  

 
 
 
 

 

ก ข ค 

ง จ 
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5.2 การทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสในการควบคุมโรครากเนา 
 5.2.1 การเตรียมเชื้อแอคติโนมัยซีส 
    ทําการเลี้ยงเชือ้แอคติโนมัยซีสเอนโดไฟทไอโซเลท EAC46 ในอาหารเหลว ดวย

เครื่อง orbital shaker ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน จากนั้นนํามาเทบนจานอาหาร
เล้ียงเชื้อ บมเชื้อเปนเวลาประมาณ 1 เดือน จนเชื้อแอคติโนมัยซีสเจรญิเต็มจานอาหารและใชอาหาร
จนหมด (สังเกตจากการที่อาหารแหง) จากนั้นจึงทาํการขูดสปอรของเชื้อแอคติโนมัยซีสไปผสมกับ
ผง talcum ที่ผานการฆาเชื้อแลว จากนั้นนํามาผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อตรวจวัดปริมาณ ปรับ
ความเขมขนของเชื้อใหไดในอัตรา 108 cfu/gm เก็บไวในที่แหงเพื่อใชในการทดลองตอไป 

 5.2.2 การทดสอบการควบคุมโรครากเนาในแปลงปลูก 
    ทําการคัดเลือกตนสมที่แสดงอาการของโรคในระดับตาง ๆ ระดับละ 5 ตน จํานวน 3 

กลุม จํานวนทั้งสิ้น 75 ตน โดยกลุมแรกใหเปนชุดควบคุมซึ่งไมไดทําการเพิ่มจลุชีพลงไปในดิน 
สวนชุดที่ 2 และ 3 มีการเติมเชื้อแอคติโนมัยซีสและชีวภัณฑของเชื้อ Chaetomium ตามลําดับ โดย
ใชเชื้อแอคติโนมัยซีส หรือชีวภณัฑของเชื้อ Chaetomium ในปริมาณ 20 กรัม ตอน้ํา 20 ลิตร ราด
บริเวณโคนตนสมโดยรอบ โดยทําซ้ําอีก 3 คร้ัง หางกัน 15 วัน กอนทําการประเมินผล โดยที่กอน
ทําการทดลองทุกครั้งจะใสปุยอินทรียชีวภาพรอบ ๆ โคนตนสมในทุกการทดลองโดยใสในอัตรา 5 
กิโลกรัมตอตน เพื่อเปนการปรับสภาพดิน และเพิ่มปริมาณอินทรียวัตถุในดิน จากนัน้ประเมินระดบั
ความรุนแรงของโรคหลังการทดลองครั้งสุดทาย 15 วนั และนําระดับความรุนแรงของโรคมาแปลง
คาเปนเปอรเซ็นตดัชนีความเปนโรค โดยมสูีตรดังนี้ (ประเทือง, 2538) 

 
  
         
 

เปอรเซ็นตดัชนีการเปนโรค    =  
 ผลรวมของการเปนโรคในแตละระดับ  X  100 
 

จํานวนตนพืชที่สุม  X  ระดับความรุนแรงสูงสุด 
 


