
 

บทที่ 3  

 

อุปกรณและวิธีการ 

 

1.    การเก็บรวบรวมเชื้อและการแยกเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต จากสวนตาง ๆ ของตน

พริกและมะเขือเทศ ที่ปลูกในจังหวัดเชียงใหม 

 

1.1 การเก็บตัวอยางพืช 

เก็บตัวอยางตนพริกและมะเขือเทศจากพื้นที่สูงและพื้นที่ราบในจังหวัดเชียงใหมจากพื้นที่ 3 

อําเภอ คือ อําเภอแมแจม 1 พ้ืนที่ อําเภอสันทราย 2 พ้ืนที่ และอําเภอแมวาง 6 พ้ืนที่ โดยเลือกตนพืช

ท่ีสมบูรณ ไมมีการเขาทําลายของโรคและแมลง  

 

 1.2 การแยกเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสตจากสวนตาง ๆ ของพืช (Tan et  al., 2006 ; 

Shimizu et  al., 2000) 

1. นําตัวอยางพืช ใบ กาน ลําตนและรากมาลางน้ําใหสะอาด  โดยลางผานน้ําไหล  

(running water) เปนระยะเวลา  30  นาที จากนั้นผ่ึงลมใหแหง 

2. ตัดใบ กาน ลําตน และราก เปนช้ินเล็ก ๆ ส่ีเหล่ียมจัตุรัส ขนาด 1×1 เซนติเมตร  

3. ฆาเชื้อท่ีผิวช้ินพืช โดยนําช้ินสวนของพืชท้ังหมดแชในแอลกอฮอลความเขมขน 70 

เปอรเซ็นต เปนระยะเวลา 5 นาที  แชในสารละลาย sodium hyporchlorite ความเขมขน 0.9 

เปอรเซ็นต เปนระยะเวลา  20  นาที นําช้ืนพืชลางดวยน้ํากล่ันฆาเชื้อ 3 ครั้ง จากนั้นแชใน

สารละลาย sodium hyporchlorite ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนระยะเวลา 10 นาที 

4. ซับชิ้นพืชใหแหงดวยกระดาษกรองฆาเชื้อโดย นํามาวางบนกระดาษกรอง Whatman 

เบอร 1 ท่ีผานการฆาเชื้อแลว ผ่ึงลมใหแหง 

5. วางชิ้นพืชจากตนพริกบนอาหาร inhibitory mold agar (IMA-2) สวนช้ินพืชจากตน   

มะเขือเทศวางบนอาหาร S medium โดยอาหารทั้งสองชนิดผสมสารปฏิชีวนะ คือ nalidixic 

acid 15 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

6. บมไวในที่มืด อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 – 3 สัปดาห 
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1.3 การแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ และการเก็บเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต  

(Shimizu  et  al., 2000) 

 ใชเข็มเขี่ยเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต มีลักษณะโคโลนีเปนเสนใย พบผงสปอร

คลายผงแปงเจริญบนผิวหนาของชิ้นพืช เขี่ยเชื้อมา streak plate ลงบนอาหาร IMA-2 เล้ียงเชื้อใหได

เช้ือบริสุทธ์ิลักษณะเปนโคโลนีเดี่ยว ๆ บนอาหาร จากนั้นนําเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ท่ี

แยกไดเก็บไวเปน stock  culture ในหลอดอาหาร IMA-2 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

1 สัปดาห แลวเก็บเชื้อท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

   

1.4 การจําแนกชนิดของเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต (Williams et  al., 1989) 

นําเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ท่ีแยกไดแตละไอโซเลท มาเล้ียงบนอาหาร IMA-2

โดยวิธี streak plate แลวปกแผนปดสไลด (cover glass) ท่ีผานการฆาเชื้อแลวในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

บริเวณที่มีโคโลนีของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต เจริญอยูหนาแนน โดยใหทํามุมประมาณ 

45 องศากับผิวหนาอาหาร (ภาพ 1) บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนระยะเวลา 1 สัปดาห 

แลวนําแผนปดสไลดท่ีมีเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสตท่ีเจริญขึ้นติดอยูบนแผนสไลดมายอม

สีแบบ simple stain โดยหยดดวยสารละลาย crystal violet 0.1 เปอรเซ็นต เพื่อตรวจดูลักษณะของ 

mycelium และการเรียงตัวของสปอรภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา โดยเปรียบเทียบ

ลักษณะตาง ๆ ตามเอกสารของ Miyadoh et al. (1997) และ Stanley et  al. (1989) เพื่อจัดจําแนก

ชนิดของเชื้อเบื้อตน 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 1   การทํา slide culture เพื่อตรวจดูลักษณะเสนใยและการสรางสปอรของเชื้อเอนโดไฟทติก    

แอกติโนไมซีสต 

 

 

 

  

แผนปดสไลด 
เอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต 
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  1.5 การตั้งชื่อไอโซเลทของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสตที่แยกได 

นําเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสตท่ีแยกไดจากสวนตาง ๆ ของตนพริกและมะเขือเทศ

ซ่ึงเก็บพืชมาจากพื้นที่ตาง ๆ มาตั้งช่ือไอโซเลท โดยตั้งช่ือตามชนิดพืช สวนของพืชและพื้นที่ท่ีเก็บ

เปนภาษาอังกฤษ ดังนี ้

 ตนพริกที่เก็บจากอําเภอแมแจม  ตั้งช่ือไอโซเลทโดยใชอักษร MJC 

 ตนพริกที่เก็บจากอําเภอสันทราย  ตั้งช่ือไอโซเลทโดยใชอักษร SSC 

 ตนพริกที่เก็บจากอําเภอแมวาง  ตั้งช่ือไอโซเลทโดยใชอักษร MWC 

 ตนมะเขือเทศทีเ่ก็บจากอําเภอแมวาง ตั้งช่ือไอโซเลทโดยใชอักษร MWT 

โดยตนพืชท่ีเก็บมาจากอําเภอเดียวกันแตตางพื้นที่ จะตั้งช่ือเรียงลําดับตามพื้นที่ท่ีเก็บตน

พืชกอน เชน เก็บตนพริกจากอําเภอสันทราย พ้ืนที่ท่ี 1 ตั้งช่ือไอโซเลทโดยใชอักษร SSC1 หรือ เก็บ

ตนมะเขือเทศจากอําเภอแมวาง พ้ืนที่ท่ี 3 ตั้งช่ือไอโซเลทโดยใชอักษร MWT3 เปนตน และเชื้อ    

เอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ท่ีแยกไดจากสวนของพืชตาง ๆ กันจะตั้งช่ือตามสวนของชื้นพืชท่ี

แยกเชื้อได คือ แยกเชื้อไดจากสวนของใบ ใชอักษร L แยกเชื้อไดจากสวนของกาน ใชอักษร B และ

แยกเชือ้ไดจากสวนของราก ใชอักษร R เชน แยกเชื้อไดจากใบพริกที่เก็บจากอําเภอสันทราย พ้ืนที่ท่ี 

1 ตั้งช่ือไอโซเลทโดยใชอักษร SSC1-L หรือ แยกเชื้อไดจากรากมะเขือเทศที่เก็บจากอําเภอแมวาง 

พ้ืนที่ท่ี 3 ตั้งช่ือไอโซเลทโดยใชอักษร MWT3-R เปนตน 

 

2. การเตรียมเช้ือรา Trichoderma  harzianum 

เล้ียงเชื้อรา T. harzianum โดยใชเชื้อราในรูปแบบผงสําเร็จรูปใชสําหรับผลิตเปนเชื้อสด

ผลิตโดย บริษัท ยูนิเซฟจํากัด นําผงเชื้อมาเล้ียงบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ปริมาณผง

เช้ือ 1 กรัม/1 จานอาหาร PDA เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วัน 

 

3. การเก็บเชื้อและการแยกเชื้อราสาเหตุของโรคใบจุดและโรคเหี่ยวของพริกและมะเขือเทศ  

(เกวลิน, 2547) 

เก็บรวบรวมเชื้อราสาเหตุโรคใบจุดและโรคเห่ียว คือเชื้อรา  Alternaria sp. และ  

F. oxysporum จากตนพริกและมะเขือเทศที่ปลูกในจังหวัดเชียงใหม  
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3.1 การแยกเชื้อรา Alternaria sp. สาเหตุโรคใบจุดของพริกและมะเขือเทศ 

ตัดช้ินสวนที่เปนโรคติดกับเนื้อเยื่อสวนที่ดใีหเปนช้ินเล็ก ๆ ขนาดประมาณ 3×3 มิลลิเมตร    

ทําการฆาเชื้อท่ีผิวพืชโดยการแชช้ินพืชในสารละลาย  sodium hypochorite ความเขมขน 10 

เปอรเซ็นต ระยะเวลา 2-3 นาที จากนั้นลางชิ้นพืชดวยน้ํากล่ันฆาเชื้อ ซับดวยกระดาษกรองใหแหง

แลวนําช้ินพืชไปวางบนอาหาร PDA 

 

3.2 การแยกเชื้อรา Fusarium oxysporum สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ  

จากตัวอยางตนมะเขือเทศทีเ่ปนโรคเหี่ยว บริเวณโคนตนพบเสนใยสีขาวเจริญคลุมอยู ใช

เข็มเขี่ยเสนใยสีขาวนํามาวางบนอาหาร PDA 

ทําการบมเชื้อราท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นประมาณ 2 – 3 วัน ทําการแยก

เชื้อราใหบริสุทธ์ิจากอาหาร PDA โดยวิธีการ hyphal tip isolation ใช cork borer ขนาด 

เสนผาศูนยกลาง 4 มิลลิเมตร ตัดช้ินวุนบริเวณสวนปลายของเสนใยเชื้อรา จากนั้นนําช้ินวุนที่ไดมา

วางบนอาหาร PDA ท่ีเตรียมไวและนําไปบมไวท่ีอุณหภูมิหอง จนเชื้อราสรางโคโลนีขึ้นเต็มจาน

เล้ียงเชื้อ โดยตรวจดูลักษณะของเสนใยและการสรางสปอรภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 

เทา โดยเปรียบเทียบลักษณะเสนใยและสปอร ตามเอกสารของ Barnett and Hunter (1998) จากนั้น

จึงนําเชื้อราที่ไดท้ัง 2 ชนิดทําการเก็บเปน stock เพื่อทําการทดลองตอไป 

 

4. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต และเชื้อรา Trichoderma 

harzianum  ในการควบคุมเชื้อรา Alternaria sp. และ Fusarium oxysporum สาเหตุของโรคใบจุด 

และโรคเหี่ยวของพริกและมะเขือเทศ 

ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต และเชื้อรา T. harzianum ใน

การควบคุมการเจริญของเชื้อรา Alternaria sp. และ F. oxysporum โดยวิธี dual culture ตามวิธีการ

ของ Crawford  et. al. (1993) และ El-Tarabily  et al. (1997)  

เล้ียงเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ท่ีไมซํ้ากันบนอาหาร IMA-2 จํานวน 4 ไอโซเลท 

ตอจานอาหาร เปนระยะเวลา 3 วัน เพื่อใหเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต เจริญเปนโคโลนีท่ี

สมบูรณและสรางสารปฏิชีวนะ จากนั้นจึงนําเชื้อสาเหตุโรคพืชแตละชนิดมาวางตรงกลางจาน

อาหารใหหางจากเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต แตละไอโซเลท 2 เซนติเมตร (ภาพ 2) เชื้อรา 

T. harzianum จะวางเชื้อพรอมกันกับเชื้อราสาเหตุของโรคพืชบนอาหาร PDA โดยวางเชื้อรา         

T. harzianum หางจากเชื้อราสาเหตุโรคพืช 4 เซนติเมตร (ภาพ 3) 
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ภาพ 2 ลักษณะการวัดผลในการเปนเชื้อปฏิปกษของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต  

          ตอเชือ้สาเหตุโรคในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ Inhibitory Mold Agar 2 (IMA-2) โดยวิธี    

         dual culture  

                     A:  เชื้อแอกติโนไมซีสต  P: เชื้อราสาเหตุโรคพืช  

       R1: ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 

        R2: ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 3 การทดสอบการเปนเชื้อปฏิปกษของเชื้อรา Trichoderma harzianum ตอเชือ้สาเหตุโรค 

 ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) โดยวิธี dual culture  

                    T: เชื้อรา Trichoderma harzianum  P: เชื้อราสาเหตุโรคพืช  

       R1: ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 

        R2: ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 

 

ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

A4 

A2 

A3 A1 

P 

R1 
R2 

P 

ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

P P T 
4 cm. 

R2 R1 



35 
 

สูตรคํานวณเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ (Percent Inhibition of Radial Growth; PIRG) (เกษม, 2532) 

            PIRG =   R1 - R2   x 100 

                R1 

R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 

R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 

                     

การวัดคาความเปนปฏิปกษของเชื้อ สามารถประมาณคาการยับยั้งดังนี ้

  > 75     เปอรเซ็นต มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงมาก 

61 – 75 เปอรเซ็นต มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูง 

51 – 60 เปอรเซ็นต มีประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง 

< 50     เปอรเซ็นต มีประสิทธิภาพในการยับยั้งต่ํา     

  

วางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design) โดยทดลอง 4 ซํ้า 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีวางเชื้อราสาเหตุโรคพืชเพียงอยางเดียวในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บมเชื้อ

ไวท่ีอุณหภูมิหอง เมื่อเชื้อราสาเหตุโรคในชุดควบคุม เจริญจนเกือบเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จึง

บันทึกผลโดยวัดขนาดบริเวณการยับยั้ง (clear zone) ท่ีเกิดขึ้นระหวางโคโลนีของเชื้อราสาเหตุโรค 

และเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ท่ีเปนปฏิปกษ รวมท้ังวัดขนาดรัศมีของโคโลนีเชื้อรา

สาเหตุโรคในชุดควบคุมและชุดทดสอบ จากนั้นจึงนํามาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 

(Percent Inhibition of Radial Growth; PIRG) 

คัดเลือกเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสตท่ีใหคาเปอรเซ็นตการยับยั้งในกลุมท่ีมากกวา 

75 เปอรเซ็นต โดยคัดเลือกมา 1 ไอโซเลทที่ใหคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อท้ัง 2 ชนิด

ไดดีท่ีสุด เพื่อทําการศึกษาในขั้นตอนตอไป 

 

5. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 

ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning Eletron Microscopy, SEM) 

เล้ียงเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 บนอาหาร IMA-2 บมไวท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 7 วัน เพือ่ใหเชื้อมีการเจริญของเสนใยและสรางสปอรท่ี

สมบู รณ  นํา เชื้ อส งไปที่ ศู นยวิ จั ยและบริก ารจุ ลทรรศน ศาสตร อิ เ ล็กตรอน  สวท -มช .                     

คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม เพื่อตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลอง SEM 

โดยมีวิธีการเตรียมตัวอยางมี ดังนี ้
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1. ตัดช้ินวุนตัวอยาง (cutting) ท่ีมีเช้ือเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต เจริญอยูขนาด

ประมาณ 5 x 5 มิลลิเมตร จํานวน  3 - 4  ช้ิน ตอเชื้อตัวอยาง 

2. คงสภาพเนื้อเยื่อ (fixing) โครงสรางและสวนประกอบของเซลลของตัวอยาง โดยแช

ใน glutaraldyhyde ความเขมขน 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 ความเขมขน 

1 เปอรเซ็นต ใน 0.1 M phosphate buffer 

5. ลางออกดวย 0.2 M phosphate buffer ความเปนกรดดาง (pH) 7.2 

6. ไลน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydration) โดยการแทนที่น้ําดวยแอลกอฮอลท่ีมีความเขมขน

สูงขึ้นตามลําดับจาก 30  50  70  80  90  95 และ 100 เปอรเซ็นต 2-3 ครั้งตามลําดับโดย

ใชเวลาแชในแตละความเขมขน 5 - 10 นาที 

7. ทําใหแหง (drying) ดวยการรมตัวอยางดวยกาซคารบอนไดออกไซด 

8. การฉาบทอง (coating) โดยนําไปเคลือบดวยอนุภาคทองหนา 30 นาโนเมตร 

9. นําตัวอยางที่ไดมาตรวจดูลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  

(JEOL รุน JSM-5910LV) พรอมทั้งบันทกึภาพลักษณะของเชื้อเอนโดไฟทติก           

แอกติโนไมซีสต คือ ลักษณะสปอรและรูปแบบของการสรางสปอร 

 

6. การวิเคราะหดีเอ็นเอของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ดวยเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction – Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) 

 

6.1 การเตรียมเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต  

เล้ียงเชื้อเอนโดไฟทติก  แอกติโนไมซีสต  ทุกไอโซเลทที่แยกได  ในอาหารเหลว 

International Streptomyces Project Medium 1 (ISP1) (Shirling and Gottlieb, 1966) ปริมาณ 3 

มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง แลวนําไปเขยาดวยเครื่อง shaker ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 30

องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง กอนนําไปสกัดดีเอ็นเอ 

 

6.2 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ เอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสตโดยใชชุดตรวจสอบ 

NucleoSpin Tissue 

ดูดเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ท่ีเล้ียงในอาหารเหลวลงในหลอด microtube 1.5 

มิลลิลิตร จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 8000 g เปนเวลา 5 นาที เทสวน supernatant ออกเติม           
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180 ไมโครลิตร buffer T1 ลงในสวน pellet จากนั้นนําไปตมท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน

ระยะเวลา 5 นาที แลวเติม protinase K ลงไป 25 ไมโครลิตร แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 56           

องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1-3 ช่ัวโมงหรือท้ิงไวขามคืน จากนั้นนําไปเหวี่ยงที่ 11000 g เปนเวลา 

5 นาที เทสวน supernatant ออก เติม buffer B3 ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ลงไป นําไปบมท่ี 70    

องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 นาที เติม ethanol ปริมาตร 210 ไมโครลิตร กรองดวย Tissue 

Column นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 11000 g เปนเวลา 1 นาที ทําการลางสวน pellet โดยเติม buffer BW 

ปริมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 11000 g เปนเวลา 1 นาที และลางสวน pellet ครั้งท่ี 2 

โดยเติม buffer B5 ปริมาณ 600 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 11000 g เปนเวลา 1 นาที จากนั้น

นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 11000 g เปนเวลา 1 นาที อีกครั้ง แลวเติม buffer BE ปริมาณ 40 ไมโครลิตร บม

ท่ีอุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 1 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 11000 g เปนเวลา 1 นาที แลวทําการยาย

เก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดในหลอด microtube 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหมเก็บดีเอ็นเอไวท่ีอุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส 

 

6.3 การใชเทคนิค PCR ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต  

สวนประกอบตางๆ  ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  มีปริมาตรวม 50 มิลลิลิตร โดย

ประกอบดวย distilled water ปริมาณ 22 ไมโครลิตร, 2x PCR mastermix solution ปริมาณ 25 

ไมโครลิตร, ดีเอ็นเอ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร F1 (5’-AGAGTTTGATCITGGCTCAG-3’; 

I = inosine) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร R5 (5’-ACGGITACCTTGTTACGACTT-3’) 

ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยา PCR จํานวน 35 รอบ โดยขั้นตอน denaturation ใชอุณหภูมิ 94 

องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 2 นาที ขั้นตอน annealing ใชอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปน

ระยะเวลา 20 วินาที และ ขั้นตอน extension ใชอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 นาที 

  

6.4 การตัดผลผลิตดีเอ็นเอของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสตจากปฏิกิริยา PCR ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ 

นําผลผลิต PCR ท่ีไดมาทําการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิดคือ SphI, KpnI, PstI, ScaI 

และ Kzo 91 ประกอบดวยผลผลิต PCR 5 ไมโครลิตร, buffer 2 ไมโครลิตร โดยใชเอนไซม SphI, 

KpnI, PstI, ScaI และ Kzo 91 (ตารางที่ 1) ท่ีความเขมขน 5 ยูนิต/มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากล่ันจนได

ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 16 

ช่ัวโมง แลวตรวจผลดวยเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  
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ตารางที่ 1 เอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิดคือ SphI, KpnI, PstI, ScaI และ Kzo 91ตัดดีเอ็นเอของเชื้อ         

   แอกติโนไมซีสตท่ีลําดับเบสตําแหนงตาง ๆ ดังนี้ 

 

เอนไซมตัดจําเพาะ ลําดับเบสที่เอนไซม 

ตัดจําเพาะมาตัด 

ลักษณะลําดับเบสภายหลังจากถูก

ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

SphI ...GCATGC... 

...CGTACG... 

...GCATG  C... 

...C  GTACG... 

KpnI ...GGTACC... 

...CCATGG... 

...GGTAC  C... 

...C  CATGG... 

PstI ...CTGCAG... 

...GACGTC... 

...CTGCA  G... 

...G  ACGTC... 

ScaI ...AGTACT... 

...TCATGA... 

...AGT  ACT... 

...TCA  TGA... 

Kzo 91 ...NGATCN... 

...NCTAGN... 

...N   GATCN... 

...NCTAG   N... 

 

 

6.5 การตรวจผลลายพิมพดีเอ็นเอบน agarose gel 

นําถาดและหว ี(comb) สําหรับเตรียมเจลประกอบเขาดวยกัน เตรียม 1 เปอรเซ็นต agarose 

gel โดยละลาย agarose 1 กรัม ใน 1X  TBE buffer 100 มิลลิลิตร หลอมเจลดวยไมโครเวฟจนเจล

ละลาย ตั้งท้ิงไวจนกระทั้งเย็นลงที่อุณหภูมิประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส จึงนํามาเทในถาดที่

เตรียมไว ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณครึ่งช่ัวโมง นําเจลใสลงในเครื่อง electrophoresis เติม 1X 

TBE buffer จนทวมผิวหนาเจลประมาณ 5 มิลลิเมตร จากนั้นนําดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบผสมกับ 

loading buffer นําดีเอ็นเอที่ผสมแลวคอย ๆ หยอดลงไปในหลุม จากนั้นหยอดดีเอ็นเอ Marker ลง

ไปเพื่อใชเปน molecular marker แลวปดฝากลองอิเลคโตรโฟรีซีส เปดสวิทซใหกระแสไฟฟาวิ่งใน

ทิศทางจากขั้วลบไปยังขั้วบวก โดยใชความตางศักดิ์ไฟฟา 100 โวลท ระยะเวลา 45 นาที สังเกตจาก

สีท้ังสองที่ผสมใน loading buffer เคล่ือนที่หางกันเปนระยะทาง 2.5 เซนติเมตร จึงทําการปดเครื่อง

จายกระแสไฟฟา นําเจลมายอมดวย ethidium bromide เปนระยะเวลา 15 นาที ลางเจลดวยน้ําเปลา 5 

นาที แลวนําเจลท่ีไดไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอ ดวยเครื่อง Gel Documentation (SYNGRNE รุน GENE 

Genius Bio Imaging System) 
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6.6 การวิเคราะหขอมูล 

บันทึกแถบลายพิมพดีเอ็นเอที่ปรากฏบน RFLP gel บนตาราง matrix โดยแตละแถบ         

ดีเอ็นเอ (band) จะนํามาวิเคราะหเปนหนึ่งลักษณะ (character) ซ่ึงมีคาเปน 1 เมื่อปรากฏแถบดีเอ็นเอ

ท่ีตําแหนงหนึ่ง ๆ และมีคาเปน 0 เมื่อไมมีแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนง ๆ นั้น จากนั้นนํามาวิเคราะหดวย

โปรแกรมชุดคอมพิวเตอร Numerical Taxonomy System (NTSYS version 2.0) (Rohlf, 1993) โดย

เปล่ียนเปน similarity matrix ดวยโปรแกรม SIMQUAL (similarity for qualitative data) โดยใชคา 

Dice’s similarity coefficient จากนั้นนํามาจัดกลุม (cluster analysis) โดยวิธี unweighted pair group 

by arithmetic mean (UPGMA) ดวยโปรแกรม SAHN (sequential, agglomerative, hierachical and 

nested clustering method) (Yap and Nelson, 1996) 

 

7. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต และเชื้อรา Trichoderma 

harzianum ตอการควบคุมโรคใบจุดโรค และโรคเหี่ยวของพริกและมะเขือเทศในสภาพโรงเรือน 

7.1 การเพิ่มปริมาณเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติมัยซีส ไอโซเลท SSC2-R1 และเชื้อรา 

Trichoderma harzianum 

การเพิ่มปริมาณเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 ในขาวเจา 

(ดัดแปลงจากวิธีการของ Cristina et al., 2006) 

 โดยนําขาวเจาแชน้ําท้ิงไวขามคืน กรองน้ําท้ิงแลวลางดวยน้ําสะอาดประมาณ 2-3 ครั้ง ผ่ึง

ใหพอแหงหมาด ๆ บรรจุลงถุงพลาสติกทนรอน 100 กรัม/ถุง ปดปากถุงใหสนิท นําไปนึ่งฆาเชื้อท่ี

ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 ช่ัวโมง ท้ิงไวใหเย็น 

จากนั้นนําเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 มาทําการขยายปริมาณของสปอร ซ่ึงไดทําการ

เล้ียงเชื้อไวบนอาหาร IMA-2 เปนระยะเวลา 7 วัน เทน้ํากล่ันฆาเชื้อปริมาณ 5 มิลลิลิตร ลงบน

ผิวหนาอาหาร ใช loop ท่ีลนไฟฆาเชื้อขูดสปอรของเชื้อท่ีเจริญบนหนาอาหาร ใช syringe ขนาด 5 

มิลลิลิตร ดูด spore suspension ของเชื้อ ใสลงในถุงพลาสติกที่บรรจุขาวเจา ปริมาณ 3 มิลลิลิตร/ถุง 

โดยทําในสภาพปลอดเชื้อ แลวบมเชื้อไวท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 2 สัปดาห 

เขยาถุงขาวเบา ๆ ทุกวัน เพื่อใหสปอรของเชื้อกระจายตัว 

การเพิ่มปริมาณของเชื้อรา Trichoderma harzianum ในเมล็ดขาวฟาง  

(จิระเดช และวรรณวิไล, 2542) 

 โดยนําขาวฟางแชน้ําท้ิงไวขามคืน กรองน้ําท้ิงลางดวยน้ําสะอาดประมาณ 2-3 ครั้ง ตม

เมล็ดขาวฟางใหสุกโดยสังเกตจากเมล็ดขาวฟางจะเริ่มปริแตกออกประมาณ 4-5 เมล็ด กรองน้ําท้ิง 
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ลางดวยน้ําสะอาด ผ่ึงพอแหงหมาด ๆ จากนั้นบรรจุลงถุงพลาสติกทนรอน 50 กรัม/ถุง ปดปากถุงให

สนิทนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 

ช่ัวโมง ท้ิงไวใหเย็น จากนั้นนําเชื้อรา  T. harzianum ท่ีเล้ียงไวบนอาหาร PDA เปนระยะเวลา 5 วัน 

ใช cork borerขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร ท่ีผานการฆาเชื้อแลวเจาะบริเวณขอบของโคโลนี

แลวใช เข็มเขี่ยท่ีลนไฟฆาเชื้อแลวตักชิ้นวุนที่มีเสนใยและสปอรของเชื้อเจริญอยูใสลงใน

ถุงพลาสติกที่บรรจุขาวฟางอยูจํานวน 3 ช้ิน/ถุง โดยทําในสภาพปลอดเชื้อ เขยาถุงเบา ๆ เพื่อให

สปอรของเชื้อกระจายตัวลงสูขาวฟาง บมเชื้อท่ีอุณหภูมิหอง เก็บไวในที่รมและเย็น อากาศถายเท

สะดวก หลังบมเชื้อเปนระยะเวลา 2 วัน  เขยาถุงอีกครั้งเพื่อใหเสนใยกระจายตัว เมื่อเชื้อราเจริญเต็ม

ถุงใชระยะเวลาประมาณ 7 วัน จึงนําไปใชทดสอบตอไป 

 

7.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต  และเชื้อรา 

Trichoderma harzianum ตอการควบคุมโรคใบจุดของพริกและมะเขือเทศ 

ทําการการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-

R1 และเชื้อรา T. harzianum ตอการควบคุมโรคใบจุดของพริกและมะเขือเทศ โดยทําการทดลอง

กรรมวิธีละ 5 ซํ้า โดยการทดลองแบงเปน 4 กรรมวิธี ดังนี ้

 

กรรมวิธีท่ี 1 ฉีดพนเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 บริเวณตนพืชและปลูกเชื้อรา      

Alternaria sp. ภายหลังจากการฉีดพนเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 เปน

ระยะเวลา 7 วัน  

กรรมวิธีท่ี 2    คลุกเชื้อรา T. harzianum ลงในดินปลูก และปลูกเชื้อรา Alternaria sp. ภายหลังจาก

การคลุกเชื้อรา T. harzianum ลงในดินปลูก เปนระยะเวลา 7 วัน 

กรรมวิธีท่ี 3    คลุกเชื้อรา T. harzianum ลงในดินปลูก และฉีดพนเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท  

SSC2-R1 บริเวณตนและปลูกเชื้อรา Alternaria sp. ภายหลังจากการคลุกเชื้อรา  

T. harzianum ลงในดินปลูกและฉีดพนเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 

เปนระยะเวลา 7 วัน 

กรรมวิธีท่ี 4    ชุดควบคุม ปลูกดวยเช้ือรา Alternaria sp.  
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วิธีการนําเชื้อรา Trichoderma harzianum และเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 ไป

ใชในการทดลอง 

โดยในกรรมวิธีท่ีมีการใชเชื้อรา T. harzianum โดยทําการผสมเชื้อรา T. harzianum ท่ีเล้ียง

ในขาวฟาง ปริมาณ 50 กรัม/ถุง เทลงในกระถางที่มีดินที่ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาณ  800           

กรัม/กระถาง ผสมคลุกเคลาใหเขากัน จากนั้นจึงปลูกตนกลาพริกและมะเขือเทศอายุ 10 วันลงไป 

และในกรรมวิธีท่ีมีการใชเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 นําขาวเจาท่ีเล้ียงเชื้อ             

แอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 จํานวน 1 ถุงผสมกับน้ํากล่ันฆาเชื้อปริมาณ 200 มิลลิลิตร    

การกรองจนได spore suspension ของเชื้อ จากนั้นนํา spore suspension  ของเชื้อแอกติโนไมซีสต 

ไอโซเลท SSC2-R1 ฉีดพนบริเวณตนพืชใหท่ัว  

  

การปลูกเชื้อรา Alternaria sp. (ดัดแปลงจากวิธีการของ เกวลิน, 2547) 

การปลูกเชื้อรา Alternaria sp. ปลูกเชื้อโดยใช spore suspension ของเชื้อรา ท่ีความเขมขน 

106 สปอร/มิลลิลิตร โดยการพน spore suspension โดยใชท่ีฉีดพนละอองฝอยดวยมือ (Foggy) โดย

ฉีดหางตนประมาณ 1 ฟุต ใหท่ัวตน ใชถุงพลาสติกคลุมเพื่อรักษาความชื้น เก็บตนพืชไวในที่รม

และเย็น เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง จึงเปดถุงออก บันทึกผลการทดลอง โดยสังเกตอาการของโรค

และประเมินความรุนแรงของโรคภายหลังจากการปลูกเชื้อรา Alternaria sp. เปนระยะเวลา 10 วัน 

 

การประเมินความรุนแรงของโรค 

 ใชเกณฑการประเมินโรคโดยอางจาก สืบศักดิ์ (2540) โดยแบงความรุนแรงของโรค

ออกเปน 5 ระดับ ดังนี้ 

  ระดับ 0  ตนพืชไมมีอาการใบจุดเลย 

  ระดับ 1  ตนพืชมีอาการใบจุด 1-25 เปอรเซ็นต ของพื้นที่ใบสุม 

  ระดับ 2  ตนพืชมีอาการใบจุด 26-50 เปอรเซ็นต ของพื้นที่ใบสุม 

  ระดับ 3  ตนพืชมีอาการใบจุด 51-75 เปอรเซ็นต ของพื้นที่ใบสุม 

  ระดับ 4  ตนพืชมีอาการใบจุด 76-100 เปอรเซ็นต ของพื้นที่ใบสุม 

 

นําผลที่ไดจาการประเมินมาคํานวณเปอรเซ็นตใบเปนโรคและเปอรเซ็นตดัชนีการทําลายมีสูตร 

ดังนี้ 
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เปอรเซ็นตใบเปนโรค = จํานวนใบที่เปนโรค x 100   

     จํานวนใบทั้งหมด 

 

เปอรเซ็นตดัชนีการทําลาย   =   ผลรวมของการเปนโรคแตละระดับ1   x  100 

             จํานวนใบพืชท่ีสุม2  ระดับสูงสุดของการเปนโรค 

 
1 ผลรวมของการเปนโรคแตละระดับ คือ จํานวนใบเฉลี่ยท่ีเกิดโรค โดยนับจากใบยอดลงมาจํานวน      

   5 ใบ คูณดวยระดับการเกิดโรค 
2  จํานวนใบพืชท่ีสุม คือ ใบพืชท่ีนับจากใบยอดลงมา 5 ใบ 

 

7.3 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต และเชื้อรา

Trichoderma harzianum ตอการควบคุมโรคเหี่ยวของพริกและมะเขือเทศ 

ทําการการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-

R1 และเชื้อรา T. harzianum ตอการควบคุมโรคเห่ียวของพริกและมะเขือเทศ โดยทําการทดลอง

กรรมวิธีละ 5 ซํ้า โดยการทดลองแบงเปน 4 กรรมวิธี ดังนี ้

 

กรรมวิธีท่ี 1  ราดเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 บริเวณโคนตนพืชและปลูกเชื้อรา  

F.oxysporum ภายหลังจากการราดเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 เปน

ระยะเวลา 7 วัน  

กรรมวิธีท่ี 2  คลุกเชื้อรา T. harzianum ลงในดินปลูก และปลูกเชื้อรา F. oxysporium ภายหลังจาก 

การคลุกเชื้อรา T. harzianum ลงในดินปลูกเปนระยะเวลา 7 วัน 

กรรมวิธีท่ี 3  คลุกเชื้อรา T. harzianum ลงในดินปลูก และราดเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท   

SSC2-R1 บริเวณตนและปลูกเชื้อรา F. oxysporum ภายหลังจากการคลุกเชื้อรา 

T.harzianum ลงในดินปลูกและราดเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 เปน

ระยะเวลา 7 วัน 

กรรมวิธีท่ี 4  ชุดควบคุม ปลูกดวยเช้ือรา F. oxysporum 
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วิธีการนําเชื้อรา Trichoderma harzianum และเชื้อแอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 ไป

ใชในการทดลอง 

โดยในกรรมวิธีท่ีมีการใชเชื้อรา T. harzianum จะทําการผสมเชื้อรา T. harzianum ท่ีเล้ียง

ในขาวฟาง ปริมาณ 50 กรัม/ถุง เทลงในกระถางที่มีดินที่ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาณ  800           

กรัม/กระถาง ผสมคลุกเคลาใหเขากัน จากนั้นจึงปลูกตนกลาพริกและมะเขือเทศอายุ 10 วันลงไป 

และในกรรมวิธีท่ีมีการใชเชื้อ แอกติโนไมซีสต  ไอโซเลท SSC2-R1 นําขาวเจาท่ีเ ล้ียงเชื้อ             

แอกติโนไมซีสต ไอโซเลท SSC2-R1 1 ถุงผสมกับน้ํากล่ันฆาเชื้อปริมาณ 200 มิลลิลิตร ทําการ

กรองจนได spore suspension ของเชื้อ จากนั้นนํา spore suspension  ของเชื้อแอกติโนไมซีสต       

ไอโซเลท SSC2-R1 ราดบริเวณตนโคนพืชใหท่ัว ปริมาณตนละ 100 มิลลิลิตร  

  

การปลูกเชื้อรา Fusarium  oxysporum  (ดัดแปลงจากวิธีการของ เกวลิน, 2547) 

 การปลูกเชื้อรา F. oxysporum ปลูกเชื้อโดยใช spore suspension ของเชื้อรา ท่ีความเขมขน 

106 สปอร/มิลลิลิตร โดยการนําตนพืชกลาอายุ 10 วัน ทําการตัดปลายรากแลวนําตนกลามาจุมใน 

spore suspension เปนระยะเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําตนกลาไปปลูกในดิน บันทึกผลการทดลอง 

โดยสังเกตอาการของโรคและประเมินความรุนแรงของโรคภายหลังจากการปลูก เชื้อรา                  

F. oxysporum เปนระยะเวลา 2 สัปดาห  

 การประเมินความรุนแรงของโรค 

 ใชเกณฑการประเมินโรคโดยอางจาก Liu et al. (1995) โดยแบงความรุนแรงของโรค

ออกเปน 6 ระดับ ดังนี้ 

  ระดับ 0  ตนพืชไมแสดงอาการเหี่ยว 

  ระดับ 1  ตนพืชแสดงอาการเหี่ยวนอยกวา 25 เปอรเซ็นต  

  ระดับ 2  ตนพืชแสดงอาการเหี่ยว 26-50 เปอรเซ็นต  

  ระดับ 3  ตนพืชแสดงอาการเหี่ยว 51-75 เปอรเซ็นต  

  ระดับ 4  ตนพืชแสดงอาการเหี่ยว 76-100 เปอรเซ็นต  

  ระดับ 5  ตนพืชตาย 

และนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหเปอรเซ็นตจํานวนของตนพืชท่ีเกิดโรคเหี่ยวท่ีระดับความรุนแรงตาง  ๆ


