
 
บทท่ี 3  

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
1.    การรวบรวมเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส จากตัวอยางพืชที่เก็บจากแปลงศูนยวิจัยเพื่อเพิ่ม
ผลผลิตทางเกษตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม และแปลงศูนยพัฒนาโครงการหลวง
หนองหอย อําเภอแมริม จังหวัดเชียงใหม 
 

1.1 การเก็บตัวอยางพืชตระกูลกะหลํ่า และการแยกเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส 
 
การเก็บตัวอยางพืช 

เก็บตัวอยางของผักตระกูลกะหลํ่า 5 ชนิด จากพื้นท่ี 2 แหลงคือ แปลงศูนยวิจัยเพื่อเพิ่ม
ผลผลิตทางเกษตร และแปลงศูนยพัฒนาโครงการหลวงหนองหอย โดยเลือกเก็บตนที่สมบูรณ ไมมี
การเขาทําลายของโรคและแมลงหรือแสดงอาการของโรค ตัวอยางพืช 5 ชนิด ไดแก  

- ผักกาดฮองเต (Pai-tsai: Brassica chinensis var. chinensis Mansf.)  
- ผักคะนา   (Chinese kale: Brassica alboglabra Bailey) 
- กะหลํ่าดอก    (cauliflower: Brassica oleracea L.var.botrytis L.) 
- ผักกวางตุง   (chinese mustard: Brassica camprestris L. ssp. chinensis) 
- ผักกาดเขียวปลี  (indian mustard: Brassica Juncea   (L.), Czern.) 
 

การแยกเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีสจากสวนตางๆ ของพืช ( Shimizu et  al., 2000) 
1. นําตัวอยางพืช ใบ กาน ลําตน และรากมาลางน้ําใหสะอาด  โดยลางน้ําไหลผาน  
(running water) เปนเวลา  30  นาที จากนั้นผ่ึงลมใหแหง 
2. ตัดใบ กาน ลําตน และราก เปนช้ินเล็กๆ ส่ีเหลี่ยมจัตุรัส ขนาด 1×1 เซนติเมตร  
3. นําช้ินสวนของพืชทั้งหมดแชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทความเขมขน   
10 % เปนเวลา  2  นาที แลวแชในแอลกอฮอลความเขมขน 70 % เปนเวลา 5 นาที  
จากน้ันแชในสารละลาย heritage เขมขน 0.6 %  นาน  5   นาที 
4. ซับช้ินพืชใหแหงดวยกระดาษกรองฆาเช้ือ นํามาวางบนกระดาษกรอง Whatman 
เบอร 1 ท่ีผานการฆาเช้ือแลว ผ่ึงลมใหแหง 
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5. วางช้ินพืชบนอาหาร inhibitory mold agar (IMA-2) ท่ีผสมสารแอนติไบโอติก คือ 
amphotericin B, riphampin  viccillin solution และ heritage 
6.     บมไวในท่ีมืด อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 1 – 3 สัปดาห 
 

การแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิ และการเก็บเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส (Shimizu  et  al., 2000) 
  ใชเข็มเขี่ยเช้ือเอ็นโดไฟทท่ีคาดวาจะเปนเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ท่ีเจริญขึ้นบน
ช้ินพืช มาขีดลงบนแผนกรองเซลลูโลส (cellulose membrane filter) ขนาดรูเทากับ 0.22 μm. ท่ีวาง
บนอาหาร IMA-2 (ภาพที่ 1) นําไปบมเช้ือไวที่อุณหภูมิ 30  ºC เปนเวลา 3 - 5 วัน จากนั้นนําแผน
กรองเซลลูโลสออก หากเช้ือจุลินทรียนั้นเปนเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส จะพบวาเช้ือนั้น
สามารถเจริญผานแผนกรองไปยังผิวอาหารได แลวจึงเก็บเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ที่ได
ไวเปน stock  culture  ในหลอดอาหาร IMA-2  บมที่ อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 1 สัปดาห แลวเก็บใน
ตูเย็นอุณหภูมิ 4 ºC  
            

 
 
 

 
 

 
ภาพที่ 1 การขีด (streak) เช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ลงบนอาหาร IMA – 2 ท่ีผิวหนาของ

อาหารบนแผนกรองเซลลูโลส (cellulose membrane filter) 
 

1.2  การจําแนกชนิดของเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส (ดัดแปลงจากวธีิของ Williams et  
al., 1989) 

นําเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ที่แยกไดแตละไอโซเลท (isolate) มาเล้ียงบน
อาหาร IMA-2  โดยวิธี streak plate แลวปกแผนปดสไลด (cover glass) ท่ีผานการฆาเช้ือแลวในจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือบริเวณท่ีมีโคโลนีของเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส เจริญอยูหนาแนน โดยให
ทํามุมประมาณ 45 องศากับผิวหนาอาหาร บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 ºC  เปนเวลา 1 สัปดาห (ภาพที่ 2) 
แลวนําแผนปดสไลดที่มีเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีสที่เจริญขึ้นติดอยูบนแผนสไลดมายอมสี
แบบ simple stain โดยหยดดวยสารละลาย crystal violet 0.1% เพื่อตรวจดูลักษณะของ mycelium, 

กระดาษเมมเบรน

เอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส 
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conidium, sporangium, โครงสรางอ่ืนๆ และการเรียงตัวของสปอรภายใตกลองจุลทรรศนที่
กําลังขยาย 1,000 เทา โดยเปรียบเทียบลักษณะตางๆ ตามเอกสารของ Miyadoh et al. (1997 ) และ 
Stanley et  al. ( 1989 )  เพื่อจําแนกสกุลของเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีสเบ้ืองตน และต้ังช่ือ     
ไอโซเลท ของเช้ือท่ีไมซํ้ากันตามชื่อของพืชอาศัย 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 2 การทํา slide culture เพื่อตรวจดูลักษณะเสนใยและการสรางสปอรของเช้ือเอนโดไฟทติก     
แอคติโนมัยซีส 
 

2.      การคัดเลือกเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ที่มีผลยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคใบจุดที่

เกิดจากเชื้อรา Alternaria  brassicicola และ เชื้อรา Cercospora  sp. 
 

 2.1 การแยกเชื้อสาเหตุโรคใบจุดท่ีเกิดจากเชื้อรา Alternaria  brassicicola และ เชื้อรา 

Cercospora  sp. 
เช้ือราสาเหตุโรคใบจุดที่ใชในการทดสอบประสิทธิภาพในการเปนเช้ือปฏิปกษของเช้ือ  

เอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ไดแก 
1. เช้ือรา Alternaria  brassicicola สาเหตุโรคใบจุดวงแหวน 
2. เช้ือรา Cercospora  sp.  สาเหตุโรคใบจุดตากบ 
เก็บตัวอยางโรคใบจุดท่ีเกิดจากเช้ือราท้ัง 2 ชนิดในผักตระกูลกะหลํ่า โดยนําตัวอยางที่

ไดมาลางนําใหสะอาด แลวตัดช้ินสวนที่เปนโรคใหเปนช้ินเล็กๆ ขนาดประมาณ 3×4 mm. นําไป
วางบนอาหาร PDA บมใหเชื้อเจริญในอุณหภูมิ 25 ºC หลังจากนั้นประมาณ 2 – 3 วัน ทําการแยก
เช้ือราใหบริสุทธ์ิจากอาหาร PDA โดยวิธีการ hyphal tip isolate โดยใช cork borer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 4 mm. ตัดช้ินวุนบริเวณสวนปลายของเสนใยเช้ือรา จากน้ันนําช้ินวุนที่ไดมาวาง
บนอาหาร PDA ท่ีเตรียมไว และนําไปบมไวที่อุณหภูมิ 25 ºC จนเชื้อราสรางโคโลนีข้ึนเต็มจานเล้ียง
เช้ือ จากน้ันจึงนําเช้ือราท่ีไดท้ัง 2 ชนิดทําการเก็บเปน stock ไวทําการทดสอบตอไป 

 

แผนปดสไลด 
เอนโดไฟทตกิ แอคติโนมัยซีส
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2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีสในการควบคุมเชื้อรา

สาเหตุโรคใบจุดที่เกิดจากเชื้อรา Alternaria  brassicicola และ เชื้อรา Cercospora  sp. 
ทดสอบความสามารถในการเปนปฏิปกษของเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ที่มีผลใน

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

เล้ียงเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ท่ีไมซํ้ากันบนอาหาร IMA-2 จํานวน 4                
ไอโซเลทตอจานนาน 3 วัน กอนเพ่ือใหเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส เจริญเปนโคโลนีที่
สมบูรณและสรางสารปฏิชีวนะ จากนั้นนําเช้ือสาเหตุโรคพืชแตละชนิดมาวางตรงกลางจานอาหาร
ใหหางจากเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส แตละไอโซเลท 2 เซนติเมตร (ภาพท่ี 3) 

วางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design) โดยทดลอง 4 ซํ้า 
สําหรับเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส แตละชนิด เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่วางเช้ือราสาเหตุ
โรคเพียงอยางเดียวในจานอาหารเล้ียงเช้ือ บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 30 ºC เม่ือเช้ือราสาเหตุโรคในชุด
ควบคุม เจริญจนเกือบเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ จึงบันทึกผลโดยวัดขนาดบริเวณการยับยั้ง (clear 
zone) ท่ีเกิดข้ึนระหวางโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรค และเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ที่เปน
ปฏิปกษ รวมท้ังวัดขนาดรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุมและชุดทดสอบ จากนั้นจึง
นํามาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (Percent Inhibition of Radial Growth; PIRG) 

 

        
ภาพท่ี 3 ลักษณะการวัดผลในการเปนเช้ือปฏิปกษ (เช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส) ตอเช้ือรา

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 
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สูตรคํานวณเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ (PIRG) (เกษม, 2532) 
            PIRG =   R1 - R2   x 100 

                R1 
R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 

  
3. ปจจัยของอุณหภูมิ และคาความเปนกรดดาง (pH) ท่ีมีผลตอการเจริญของเชื้อเอนโดไฟทติก 
แอคติโนมัยซีสตอไอโซเลทท่ีคัดเลือกได ไอโซเลท PAI-D1, CAU1, IN-MUS1 และKAL8  
 

3.1 ปจจัยของอุณหภูมิที่มีผลตอการเจริญของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคตโินมัยซีส 
นําเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีสท่ีไดคัดเลือกเล้ียงบนอาหาร IMA-2 จากนั้นนําไปบม

ไวที่ระดับอุณหภูมิตางๆ กันไดแก 10, 20, 25, 30 และ 40 ºC เปนเวลา 2 สัปดาห สังเกตและ
เปรียบเทียบการเจริญของเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส 

 
3.2 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่มีผลตอการเจริญของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส

(Shimizu et  al., 2000) 
นําเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ท่ีไดคัดเลือกเล้ียงบนอาหาร IMA-2 ที่มีคาความเปน

กรดดางตางๆ กัน ตั้งแต pH 4 ถึง pH 9 โดยใช 0.1 N HCl, 0.1 N NaOH เปนตัวปรับคาความเปน
กรด-ดาง นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 3 - 5 วัน สังเกตการณเจริญของเช้ือเอนโดไฟทติก    
แอคติโนมัยซีส เปรียบเทียบระหวางอาหารที่มีคาความเปนกรดเปนดางตางๆ  
 
4.     การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคตโินมัยซีส ไอโซเลท CAU1, 
KAL8 และPAI-D1 ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด 
 

เล้ียงเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส บนอาหาร IMA-2 บมไวท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 
7 วัน เพื่อใหเช้ือมีการเจริญเติบโตเต็มที่ และสรางสปอรที่สมบูรณ นําเช้ือสงไปท่ีศูนยวิจัยและ
บริการจุลทรรศนศาสตรอิเล็กตรอน สวท-มช คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม เพื่อตรวจดู
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด โดยมีวิธีการเตรียม
ตัวอยางมี ดังนี้ 
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1. ตัดช้ินวุนตัวอยาง (cutting) ท่ีมีเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส เจริญอยูขนาด
ประมาณ 5 x 5 mm. จํานวน  3 - 4  ช้ิน ตอเช้ือตัวอยาง 

2. คงสภาพเน้ือเยื่อ (fixing) โครงสรางและสวนประกอบของเซลลของตัวอยาง โดย   
แชใน  glutaraldyhyde 2.5 % ใน 0.1 M phosphate buffer 

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

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

สูงข้ึนตามลําดับจาก 30  50  70  80  90  95 และ 100 % 2-3 คร้ังตามลําดับโดยใชเวลา
แชในแตละความเขมขน 5 - 10 นาที 

7. ทําใหแหง (drying) ดวยการรมตัวอยางดวยกาซคารบอนไดออกไซด 
8. การฉาบทอง (coating) โดยนําไปเคลือบดวยอนุภาคทองหนา 30 นาโนเมตร 
9. นําตัวอยางไปศึกษา SEM 
นําตัวอยางท่ีไดมาศึกษาสองดูลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  

(JEOL รุน JSM-5910LV) พรอมท้ังบันทึกภาพลักษณะของเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส คือ 
ลักษณะสปอรและรูปแบบของการสรางสปอร 
 
5. การวิเคราะหดีเอ็นเอของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ดวยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction – Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) 
 
การเพาะเล้ียงเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ในอาหารเหลว 

นําเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ท้ังหมดท่ีแยกได มาเล้ียงในอาหารเหลว 
International Streptomyces Project Medium 1 (ISP1) (Shirling and Gottlieb, 1966) 30 มิลลิลิตร 
แลวนําไปเขยาดวยเครื่อง shaker ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 3 วัน กอน
นําไปสกัดดีเอ็นเอ 

 
การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส 

ดูดเช้ือเอนโดไฟทติก แอคติโนมัยซีส ท่ีเลี้ยงในอาหารเหลวลงหลอด microtube 1 
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 1400 g เปนเวลา 3 นาที ลางและปนดวย TE (10:1) และ 
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sucrose (10%) แลวทําการหมุนเหวี่ยงท่ี 1400 g เปนเวลา 3 นาที จากนั้นตะกอนถูกละลายดวย 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) นําไปบมที่ 30 ºC และเขยาเปนเวลานาน 2-3 ช่ัวโมง จากนั้นเติม SDS (10%) บมท่ีอุณหภูมิ 
65 ºC เปนเวลา 20 นาที ตอมาเติมดวย Potassium acetate (5 mol) ผสมใหเขากัน วางลงบนนํ้าแข็ง
เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นทําการหมุนเหวี่ยงท่ี 1400 g เปนเวลา 10 นาที ดูดเอาสวน supernatant 
ยายลงหลอดใหม แลวทําการสกัดดีเอ็นเอดวย isopropanol และ ethanol 

 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน PCR 

นํา PCR ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยจะประกอบดวย 2 mM MgCl2, 2 U Taq polymerase, 
150 μM ของ deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP), 0.5 μM ของแตละ 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 เปนเวลา 2 นาที annealing ที่อุณหภูมิ 56 ºC เปนเวลา 30 วินาที และ extension ที่
อุณหภูมิ 72 ºC เปนเวลา 2 นาที  

 
การตัดผลผลิต DNA จากปฏิกิริยา PCR ดวยเอนไซม 

เม่ือได PCR product นําผลผลิต DNA ที่ไดมาทําการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ3 ชนิดคือ 
EcoRV, KpnI และ PstI ปริมาณของสารท่ีใช คือ ผลผลิตของ PCR 10 ไมโครลิตร buffer 2 
ไมโครลิตร BSA 10X 2 ไมโครลิตร เอนไซมตัดจําเพาะ 1 ไมโครลิตร และน้ํา 5 ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร นําบมที่อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันนํามาหยุด
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 ºC  นาน 20 นาที แลวจึงนําไปวิเคราะหบน agarose gel ตอไป 

 
การวิเคราะหแบบแผนลายพิมพ DNA บน agarose gel 

- การเตรียมแผน agarose gel 
การเตรียมถาดใส gel และการประกอบหวีลงในถาด gel ในการเท gel ระวังอยาใหเกิด

ฟองอากาศ จากนั้นถอดหวีออกจากถาดเม่ือ gel แข็งตัว นํา gel ใสลงในกลอง eletrophoresis 
- การทํา agarose gel eletrophoresis 
ใช DNA ที่ตองการตรวจสอบผสมกับ loading buffer นํา DNA ที่ผสมแลวคอยๆ หยอดลง

ไปในหลุม แลวปดฝากลอง electrophoresis เปดสวิทซใหกระแสไฟฟาวิ่งในทิศทางจากข้ัวลบไปยัง
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ข้ัวบวก สังเกตจากสีท้ังสองที่ผสมใน loading buffer เคลื่อนที่หางกันเปนระยะทาง 2.5 เซนติเมตร 
จึงทําการปดเคร่ืองจายกระแสไฟฟา นําเจลท่ีไดไปตรวจดูแถบ DNA ดวยเครื่อง gel document 

 
การวิเคราะหขอมูล 

บันทึกแถบลายพิมพดีเอ็นเอที่ปรากฏบน RFLP gel บนตาราง matrix โดยแตละแถบดีเอ็น
เอ (band) จะนํามาวิเคราะหเปนหนึ่งลักษณะ (character) ซ่ึงมีคาเปน 1 เมื่อปรากฏแถบดีเอ็นเอที่
ตําแหนงหนึ่งๆ และมีคาเปน 0 เมื่อไมมีแถบดเีอ็นเอที่ตําแหนงๆนัน้ จากน้ันนํามาวิเคราะหดวย
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) และวเิคราะห bootstrap (1,000 ซํ้า) ดวยโปรแกรม Winboot (Yap and 
Nelson, 1996) 

 
 


