
 
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการ 
 
3.1. การแยกเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท 

3.1.1 การเก็บตัวอยางพืช (sample collection) 

สุมเก็บตัวอยางสมพันธุสายนํ้าผ้ึงในพ้ืนท่ี ท่ีกําลังปรับเปล่ียนเปนระบบเกษตรอินทรีย โดย
เลือกเก็บใบ กิ่ง และราก ท่ีสมบูรณ ไมมีการเขาทําลายของโรคและแมลงหรือแสดงอาการของโรค 

จํานวน 3 พื้นท่ี ไดแกพื้นท่ีศูนยเกษตรยั่งยืน, สวนสมของคุณสุเทพ, สวนสมของคุณไมตรี ทีรอม          
ตําบล แมสูน อําเภอฝาง จังหวัดเชียงใหม 
 

3.1.2 การกําจัดเชื้อท่ีผิวชิ้นสวนของสม (surface sterilization) และการแยกเชื้อแอคติ
โนมัยซีท (isolation) (ดัดแปลงจากวิธีของ Shimizu et al., 2000) 

นําตัวอยางสมท่ีไดลางน้ําใหสะอาดโดยการเปดน้ําไหลผานช้ินสวนสม เปนเวลา 30 นาที 
ผ่ึงลมใหแหง ตัดใบสมขนาดประมาณ 1x1 เซนติเมตร ตัดกิ่งและรากยาวประมาณ 1 เซนติเมตร นํา
ช้ินสวนของพืชท้ังหมดแช alcohol ท่ีมีความเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที และแชใน
สารละลาย sodium hypochlorite ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที แลวลางดวยน้ํา
กล่ันท่ีผานการฆาเช้ือประมาณ 4 - 5 คร้ัง นําช้ินสวนของสมวางบนอาหาร IMA-2 (Inhibitory 

Mold Agar-2) (ภาคผนวก ก) และ Humic acid vitamin agar (ภาคผนวก ก) ท่ีผสมสาร
ปฏิชีวนะคือ heritage (Active in gradient : Azoxystrobin) เพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของ   
เช้ือรา และ naldixic acid ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย แลวทําการบมตัวอยางช้ินพืชไว
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 1 เดือน  
 

3.1.3 การแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิ และการเก็บเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท (Shimizu et al., 
2000) 

ใชเข็มเข่ียยายเช้ือเอนโดไฟทท่ีคาดวาจะเปนเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีเจริญข้ึนบน
ช้ินพืช มาขีดบนแผนกรองเซลลูโลส (Cellulose membrane filter) ท่ีมีขนาดรูเทากับ 0.2 

ไมโครเมตร ท่ีวางบนอาหาร IMA-2 นําเช้ือไปบมไวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 – 5 

วัน จากนั้นนําแผนกรองเซลลูโลสออก หากเช้ือนั้นเปนเช้ือแอคติโนมัยซีท พบวาเช้ือนั้นสามารถ
เจริญรอดผานแผนกรองเซลลูโลส (ภาพท่ี 9) และเก็บรวบรวมเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยก
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ไดไวเปน stock culture โดยเก็บเช้ือไวในหลอดอาหาร IMA-2 และเก็บใน glycerin 10 

เปอรเซ็นต ท่ีผสม DMSO 10 เปอรเซ็นต ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
ภาพท่ี 9 การขีดเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทลงบนอาหาร IMA-2 ท่ีผิวหนาของอาหารวางดวย

แผนเซลลูโลส  
 
3.2 ศึกษาลักษณะทางฟโนไทป (phenotype) 

3.2.1 การศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหาร International Streptomyces Project 
(ISP) (Williams et al, 1989; Holt et al., 1994) 

นําเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยกไดมาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ yeast-malt extract 

agar (ISP-2), oatmeal agar (ISP-3) และ starch agar with mineral salts (ISP-4) 

(ภาคผนวก ก) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซสเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห บันทึกลักษณะสีและการเจริญของ 
aerial mycelium, ลักษณะโคโลนี, การแพรของรงควัตถุ โดยอางอิงหมายเลขสี จาก Manual of 

color name (1987) และ ลักษณะของเสนสายสปอร ท่ีปรากฏอยูบนอาหารในแตละชนิด 
 

3.2.2 การผลิตเมลานิน (melanin production) 

นําเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยกไดมาเล้ียงบนอาหาร peptone-yeast extract iron 

agar (ISP-6) (ภาคผนวก ก) บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลลเซียส เปนเวลา 7 – 14 วัน บันทึกผล
การผลิตเมลานินซ่ึงสามารถสังเกตการแพรของรงควัตถุ จะมีสีน้ําตาลดําข้ึนบนอาหาร 
 

3.2.2 การศึกษาหา Diaminopimelic acid (DAP)  (ดัดแปลงจากวธีิการของ
Lechevalier and Lechevalier, 1970) 

การศึกษาหา Diaminopimelic acid (DAP) ภายในผนังเซลล โดยใชวิธีการแยกสีของ
สารละลายมาตรฐานจากเทคนิคโครโมโตกราฟฟ Thin Layer Chromatography (TLC) โดยใช
สารละลายมาตรฐาน LL and meso – A2pm 0.01 M เปนตัวทําละลาย เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีท

Endophytic Actinomycete 

Cellulose membrane filter 
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ในอาหารเล้ียงเช้ือ Non-sporulating medium (ภาคผนวก ก) เช้ือเจริญเติบโตเต็มท่ีใชระยะเวลา
ประมาณ 1-2 สัปดาห เก็บเกี่ยวเอาเซลลของเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทประมาณ 100 มิลลิกรัม 

ลงในหลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุ 6 N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ือง vortex mixture เปนเวลา 6 นาที นําไปน่ึงฆาเช้ือ ท่ี 121 องศา
เซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลาประมาณ 20 นาที แลวแยกสวนท่ีเปน
ของเหลว (supernatant) โดยนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที 5 นาที จะได
สารละลายท่ีไดใชเปนตัวอยางในการวิเคราะห DAP หยดสารละลายตัวอยาง 3 ไมโครลิตร และ
สารละลายมาตรฐาน (LL and meso – A2pm 0.01 M) 1 ไมโครลิตร ลงบนฐานของ TLC plate 

นํา TLC plate ท่ีไดไปแชใน TLC tank ท่ีบรรจุ solvent system (methanol-distilled : water 

: HCl 6 N : pyridine ; 80 : 26 : 4 : 10, v/v) โดยใชเวลาประมาณ   3 - 6 ช่ัวโมง และนํา TLC 

plate ออกมาทําใหแหงใน fume hood ประมาณ 3-5 นาที แลวฉีดพนสารละลาย ninhydrin 0.20 

เปอรเซ็นต ใหท่ัวแผน นําไปบมท่ี 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
  
3.2.3 การศึกษาหาสารประกอบน้ําตาลในผนังเซลล (whole-cell sugars) (ดัดแปลงจาก

วิธีการของ Lechevalier และ Lechevalier, 1970) 

การศึกษาหาสารประกอบของน้ําตาลในผนังเซลล (Whole cell hydrolysate) โดยวิธีการ
แยกสีของสารละลายมาตรฐานจากเทคนิคโครโมโตกราฟฟ Thin Layer Chromatography 

(TLC) และใชสารละลายมาตรฐาน 2 ชุด ดังนี้คือ ชุดท่ี 1 ประกอบไปดวยน้ําตาล xylose, 
arabinose และ galactose ชุดท่ี 2 ประกอบไปดวยน้ําตาล mannose, glucose และ ribose ท่ี
ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนไฟทในอาหารเล้ียงเช้ือ GY agar 

(ภาคผนวก ก) ใชระยะเวลาประมาณ 1 - 2 สัปดาห เก็บเกี่ยวเอาเซลลของเช้ือแอคติโนมัยซีทเอน-
โดไฟทประมาณ 200 มิลลิกรัม ใสลงในหลอดแกวฝาเกลียวท่ีบรรจุ 1 N H2SO4 จํานวน 4 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ือง vortex mixture นําหลอดดังกลาวไปนึ่งฆาเช้ือ ท่ี 121    
องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลาประมาณ 20 นาที ท้ิงใหเย็น ปรับ 
pH ของสวนผสมท่ีไดใหเปน pH 5.2-5.5 ดวย Ba(OH)2 ท่ีอ่ิมตัว แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว
รอบ 6,000 รอบตอนาที ประมาณ 10 นาที เทเอาเฉพาะสารละลายสวนใสและนําไประเหยจนแหง 
ละลายตัวอยางแหงในน้ํากล่ัน 300 ไมโครลิตร หยดสารละลายตัวอยาง 5 ไมโครลิตร และ
สารละลายมาตรฐานท้ัง 2 ชุด 1 ไมโครลิตร ลงบนฐานของ TLC plate นํา TLC plate ท่ีไดไปแช
ใน TLC tank ท่ีบรรจุ solvent system (n-butanol-distilled : water : pyridine: toluene; 10 

: 6 : 6 : 1, v/v)โดยใชเวลาประมาณ 3 - 6 ช่ัวโมง และนํา TLC plate ออกมาทําใหแหงใน fume- 
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hood ประมาณ 3 - 5 นาที แลวฉีดพนสารละลาย Aniline phthalate ใหท่ัวแผน นําไปบมท่ี 100 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
  

3.2.4 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยกได
ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (SEM : Scanning Electron Microscope) 

 เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทบนอาหาร IMA-2 บมไวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2-4 สัปดาห เพื่อใหเช้ือเจริญเต็มท่ีและสรางสปอรท่ีสมบูรณ นําเช้ือสงไปที่ศูนยวิจัยและ
บริการจุลทรรศนศาสตรอิเล็กตรอน สวท.–มช. คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม เพื่อ
ตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด มีวิธีการเตรียม
ตัวอยางดังนี้  คือ ตัดช้ินวุนท่ีมีเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทเจริญอยู มีขนาดประมาณ 5 x 5 

มิลลิเมตร จํานวน 3 - 4 ช้ิน ตอเช้ือตัวอยาง นําตัวอยางท่ีไดแชในสารละลาย glutaraldyhyde 2.5 

เปอรเซ็นต ใน 0.1 M phosphate buffer เพื่อรักษาสภาพ (fixing) โครงสรางและสวนประกอบ
ของเซลล แลวลางออกดวย 0.2 M phosphate buffer pH 7.2 และแชในสารละลาย osmium 

tetroxide 1 ปอรเซ็นต ใน 0.1 M phosphate buffer เพื่อรักษาสภาพเซลล แลวลางออกดวย 0.2 

M phosphate buffer pH 7.2 ข้ันตอนตอมาคือ การไลน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydration) โดย
การแทนท่ีน้ําดวย alcohol ท่ีมีความเขมขนสูงข้ึนตามลําดับ จาก 30, 50, 70, 80, 90, และ 100 

เปอรเซ็นต 2 - 3 คร้ังตามลําดับ โดยใชเวลาแชในแตละความเขมขน 5 - 10 นาที ทําใหแหง 
(drying) ดวยการรมตัวอยางดวย CO2 และทําการเคลือบตัวอยางดวยอนุภาคทองหนา 30 นาโน
เมตร นําตัวอยางท่ีไดมาศึกษาสองดูลักษณะสปอรและรูปแบบของการสรางสปอรภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ( JEOL รุน JSM-5910LV) พรอมท้ังบันทึกภาพลักษณะ
ของเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท 
 
3.3. การจําแนกชนิดของแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทดวยยีน 16S rDNA โดยใชเทคนิค PCR 

3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อแอคติโนมียซีท (DNA Extraction) (ดัดแปลงจาก 
Murray and Thompson, 1980) 
 เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทในอาหาร GY broth (ภาคผนวก ก) นําเช้ือท่ีไดไปบม
ท่ีอุณหภูมิหองและเขยาท่ีความเร็ว 125 รอบ/นาที เปนระยะเวลา 3 - 5 วัน ไปเปตเช้ือแอคติโนมัย-

ซีทเอนโดไฟท 1 มิลลิลิตร ลงในหลอด micro centrifuge มาแยกสวนสารละลายใสและเซลลโดย
วิธีการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที  เปนเวลา 5 นาที ลางเซลลดวยน้ํากล่ันท่ีผาน
การฆาเช้ือ 2 คร้ัง เก็บเซลลไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลล
แข็งตัว แลวเติม TE buffer 200 ไมโครลิตร และ Glass bead บดใหละเอียด เติม lysozyme (50 
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mg/ml) 100 ไมโครลิตร แลวบมไวท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง เติม Proteinase k (20 

mg/ml) 50 ไมโครลิตร และ 10 % SDS 10 ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ช่ัวโมง และเติม 5 M NaCl 50 ไมโครลิตร และ 10 % CTAB 300 ไมโครลิตร บมไวท่ี 
55 องศาเซลเซียส 30 นาที เติม Chloroform : Isoamyl Alcohol (24:1) 600 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากัน บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 30 นาที กลับหลอด micro centrifuge ทุก 10 นาที แลวนําไปปน
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที  เปนเวลา 15 นาที ไปเปตสารละลายสวนบนลงในหลอด 
micro centrifuge ประมาณ 500 ไมโครลิตร เติม Isopropanol ท่ีเย็นจัด 500 ไมโครลิตร นําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที  เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย Ethanol 
70 เปอรเซ็นต ท่ีเย็นจัด 1 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที  เปน
เวลา 10 นาที   (ลางตะกอนดีเอ็นเอ 2 คร้ัง) ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer 50 ไมโครลิตร 

เติม Rnase 0.002 เปอรเซ็นต 50 ไมโครลิตร บมไวท่ี 37 องศาเซลเซียส 30-60 นาที นํา
สารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดไปตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอ 
 

3.3.3 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแอคติโนมัยซีทดวยเทคนิค Polymerase chain reaction 
(PCR) 
 นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาใชเปน DNA template โดยใช  universal primers ดังตอไปนี้ทํา
ปฏิกิริยา 

Primer Nucleotide sequence 
Forward 27f 
Reverse 1525r 

5´AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3´ 
5´AAG GAG GTG WTC CAR CC 3´ 

 
หมายเหตุ Standard MixBase Definitions  

M  =  A, C 
    W  =    A, T 
  R   =    A, G 
 
องคประกอบปฏิกิริยา PCR (PCR Condition) 

ใชชุด PCR test kit (2X PCR Master mix Solution (i-Taq)) 
 ไมโครลิตร (µl) 
Master Mixture (kit) 10 
Forward Primer 1 
Reverse Primer 1 
DNA template  1 
H2O 7 

ผสมสวนประกอบท้ังหมดลงในหลอดพีซีอาร (PCR tube) ปริมาตรท้ังหมด 20 ไมโครลิตร 
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ขั้นตอนในการทํา PCR 
  Temperature 

(°C) 
time cycles 

step 1 pre-denaturation 94 5 min. 1 
step 2 template denaturation 94 30 sec.  
step 3 primer annealing 55 30 sec. 30 
step 4 extension 72 30 sec.  
step 5 Final extension 72 7 min 1 
 

3.3.4 การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี agarose gel 
electrophoresis 

การเตรียม agarose gel 

 เตรียม agarose gel 1 เปอรเซ็นต ช่ัง agarose 1 กรัม ละลายใน 1X TAE buffer 100 

มิลลิลิตร ลงในขวด (duran) นําไปหลอมใหเขากันในไมโครเวฟ รอใหเจลอุนพอจับได ประมาณ 
50-60 องศาเซลเซียส ผสม ethidium bromide ท่ีความเขมขน100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 7 

ไมโครลิตร แลวเทลงในถาดเจล (gel tray) ท่ีเสียบหวี (comb) มีจํานวนชอง (well) ตามตองการ 
โดยปกติแลวเจลควรมีความหนาประมาณ 5-7 มิลลิเมตร รอจนใหเจลแข็งตัวและดึงหวีออกอยาง
ระมัดระวัง 
 

การ run agarose gel electrophoresis 

 นําเจลท่ีไดวางลงใน electrophoresis gel tank จากนั้นเท 1X TAE buffer ใหทวมแผน
เจล ผสม PCR products 3-5 ไมโครลิตร และ loading buffer 1 ไมโครลิตร ใหเขากันบนแผน 
Parafilm สําหรับตัวอยางมาตรฐาน (Molecular weight marker) ใช 1 Kb Plus DNA Ladder 

(invitrogen) ผสมเชนเดียวกับตัวอยาง PCR ทําการโหลดตัวอยางและตัวอยางมาตรฐานลงใน 
well โดยใหตัวอยางมาตรฐานอยูในชองทางซายสุด หรือ ขวาสุด ปดฝาและเปดสวิตซ 
electrophoresis gel tank ใหกระแสไฟฟาวิ่งจากข้ัวลบไปขั้วบวก ใชความตางศักยไฟฟา 100 

โวลต เวลา 30 นาที จากนั้นนําแผนเจลไปตรวจสอบดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และ
บันทึกภาพดวยเคร่ือง Gel documentation (SYNGREN; Gene Genius Bio Imaging 
System) 
 

3.3.5 การทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิ (purification) 

การทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิจาก PCR products โดยใช Purification test kit (GP-1 PCR 
clean-up kit) 
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Gel Electrophoresis 
 ตรวจวิเคราะหผลดีเอ็นเอดวยวิธี Electrophoresis เพื่อยืนยันพบแถบดีเอ็นเอจริง 
 

Homogenization 
 เติม buffer PCR Mix thoroughly 5 เทา ของ PCR products และเติม 3 M 

CH3COONa pH 5.2   5 ไมโครลิตร 
 

Loading to column 
 ยายสารละลายตัวอยางลงใน column centrifuge และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
1000 g/1 นาที แลวเทสารละลายสวนลางท้ิง 
 

Column washing 
 เติม 750 ไมโครลิตร ของ wash buffer และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 1000 g/1 

นาที แลวเทสารละลายสวนลางท้ิง แลวตาก column ใหแหงไวท่ีอุณหภูมิหอง ใชระยะเวลา 2-5 

นาที 
 

Elution 
 ยาย Column centrifuge ลงในหลอด microcentrifuge tube เติม Elution buffer 30-

200 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว 2 นาที และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 1000 g/1 นาที แลวเก็บ
สารละลายดีเอ็นเอไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
  

นําสารละลายดีเ อ็นเอที่ไดมาตรวจวิ เคราะหดูความเขมของแถบดี เ อ็นเอดวยวิ ธี 
Electrophoresis อีกคร้ัง 
 

3.3.6 การจัดจําแนกชนิดของเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทโดยใชเทคนิคทางโมเลกุล 

 นําตัวอยาง PCR product ท่ีทําการ Purification เรียบรอยแลวสงไปทําการวิเคราะหทาง
ชีวโมเลกุล โดยเทคนิค 16s rDNA ท่ีบริษัท MARCROGEN Advancing through Genomics 

ประเทศเกาหลีใต 
 เม่ือไดขอมูลท่ีเปนลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือแอคติโนมัยซีท นําขอมูลท่ีไดไปวิเคราะหหา
ชนิดของแอคติโนมัยซีทโดยอาศัยฐานขอมูลจากอินเตอรเน็ทของ National Center for 

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใชโปรแกรม BLAST ใน
การคนหาและวิเคราะหชนิดของจุลินทรีย 
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3.3.7 การทําแผนภูมิวิเคราะหแสดงความสัมพันธและวิวัฒนาการของเชื้อแอคติโนมัยซีท 
(Phylogenetic tree) 
 Phylogenetic tree เปนการเปรียบเทียบลําดับเบสท่ีวิเคราะหจากเทคนิค 16S rDNA  

sequence โดยนําลําดับเบสท่ีไดจากการตรวจสอบ เทียบกับตัวอางอิง ท่ีหาไดจาก Gene Bank 

วิเคราะหความสําพันธโดยใชโปรแกรม Phydit รวมกับ Trecon (Bootstrep = 1000) 
 
3.4. ศึกษาศักยภาพของเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทตอการผลิตสารท่ีชวยในการเจริญเติบโต 

ของสม  
3.4.1 การวิเคราะหหาความสามารถในการผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) (ดัดแปลง

จากวิธีการของ Gordon and Weber (1951)) 

เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทในอาหาร IMA 2  ประมาณ 7 วัน ทําการ cock เช้ือ 
แอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีตองการ (ตองเลือกบริเวณที่มีการเจริญเติบโตท่ีใกลเคียงกัน) ลงใน
อาหาร NB ท่ีเติม tryptophan 2 กรัมตอลิตร  นําเช้ือท่ีไดไปบมโดยเขยาท่ีความเร็ว 125 รอบ/นาที 

เปนระยะเวลา 7 วัน นําเช้ือท่ีไดมาแยกสวนสารละลายใสโดยการกรองดวยกระดาษกรองเบอร 5 
นําสวนละลายใสไปวิเคราะหหา IAA และนําตะกอนเซลลไปวิเคราะหหาน้ําหนักแหงของเช้ือโดย
นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส และนํามาช่ังดวยเคร่ืองช่ังส่ีตําแหนง ไปเปตสารละลายของ 
standard series และสารละลายเชื้อตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก เติม 
salkovskii  reagent 2 มิลลิลิตรผสมใหเขากัน บมไวในท่ีมืด 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืนแสง 530 นาโนเมตร 
 
วิธีการเตรียม Standard series 

 ช่ังสาร Indole-3-acetic acid  (MW = 175.19) ใหมีความเขมขน 10 มิลลิโมล กอนโดย
ใชเปน stock solution (ละลายใน 50% methanol) แลวเจือจาง สารละลาย IAA 10 มิลลิโมล 

ใหเปน 1 มิลลิโมล ดวย 50% methanol แลวใชสารละลาย IAA ท่ีความเขมขน 1 มิลลิโมล นี้ ทํา
การเตรียมชุด standard series ท่ีมีความเขมขน 0, 10, 20, 50, 100, 150 ไมโครโมล 
 

ความเขมขน μM IAA 1 μM Medium (ml) 

0 0 1000 
10 10 990 
20 20 980 
50 50 950 
100 100 900 
150 150 850 
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3.4.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการยอยละลายฟอสฟอรัส 

 เล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยกไดในอาหารแข็ง Czapek’s agar (ภาคผนวก)

บมไวท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีและบริเวณใส
รอบโคโลนี clear zone หาคา clear zone ratio จากอัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลาง
ของบริเวณใสรอบโคโลนี (clear zone diameter) ตอขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 
(colony diameter) 
 

3.4.3 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการสังเคราะหเอนไซมเซลลูเลส (ดัดแปลงจาก
วิธีการของ นันพนา (2549)) 

เล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยกไดในอาหารแข็ง Carboxymenthyl cellulose 

(CMC) บมไวท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน แลวยอมดวยการเทสารละลาย congo red 0.1 

เปอรเซ็นต ใหทวมอาหารวุนท้ิงไว 3 นาที และลางดวยสารละลาย NaCI 1 โมลลาร วัดขนาดเสน
ผานศูนยกลางของโคโลนีและบริเวณใสรอบโคโลนี (clear zone) หาคา clear zone ratio จาก
อัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณใสรอบโคโลนี (clear zone diameter) ตอ
ขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี (colony diameter) 
 
3.5 ศักยภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตของสม 

คัดเลือกเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีสามารถผลิตสารสงเสริมการเจริญเติบโต (จากขอ 
3.4) เพื่อทดสอบศักยภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตและการเขาสูราก ดวยวิธีการปลูกเช้ือ    
แอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทลงในกลาสม และเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของตนสมกับตนสมท่ี
ไมไดรับการปลูกเช้ือ 

3.5.1 วิธีการตรวจสอบการเขาราก 

ทําการเพาะตนกลาสมพันธุสายนํ้าผ้ึง นําเมล็ดสมท่ีไดลางน้ําใหสะอาดและผ่ึงลมใหแหง 
ทําการฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดโดยแช alcohol ท่ีมีความเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที และแชใน
สารละลาย sodium hypochlorite ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที แลวลางดวยน้ํา-
กล่ันท่ีผานการฆาเช้ือประมาณ 4-5 คร้ัง นําเมล็ดสมวางบนจานเพาะเช้ือท่ีบรรจุทรายท่ีทําการฆา
เช้ือแลว ประมาณ 7 วัน ยายกลาสมลงในกระถางท่ีบรรจุทรายท่ีผานการฆาเช้ือ ใชระยะเวลาในการ
ปลูกประมาณ 1 เดือน จากนั้นทําการปลูกเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทลงในดินบริเวณรอบๆ 
ของรากตนกลาสม ท่ีระดับความเขมขน 107 สปอรตอมิลิลิตร จํานวน 5 มิลลิลิตร ตอ กระถาง ตน
กลาสมควบคุมไมมีการปลูกเช้ือ ใชระยะเวลาปลูกประมาณ 2 เดือน จากนั้นนํารากออกมาลางน้ําให
สะอาด แลวแชในสารละลาย KOH 10 เปอรเซ็นต นําไปฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 
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121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนํารากมาลางดวยน้ํา
สะอาด และแชในสารละลาย HCl 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาลางดวยน้ําสะอาดอีก
คร้ังแลวนํามาแชในสารละลาย water blue 0.06 เปอรเซ็นต เพื่อยอมสีราก จากน้ันนํารากท่ียอมมา
ตัด (section) วางบนแผนไลส แลวปดทับดวยแผนแกวปดไสล แลวนําไปตรวจสอบการเขาราก
ภายใตกลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ 

 
3.5.2 เปรียบเทียบศักยภาพของเชื้อตอการเจริญเติบโตของกลาสม 
3.5.2.1 การเพาะกลาสมและวางแผนการทดลอง 
ทําการเพาะกลาสมเหมือนกับวิธีในขอ 3.5.1 ยายกลาสมลงในกระถางท่ีบรรจุดินท่ีผาน

การฆาเช้ือ ใชระยะเวลาในการปลูกประมาณ 1 เดือน จากนั้นทําการปลูกเช้ือแอคติโนมัยซีทเอน-  
โดไฟทท่ีคัดเลือก คือ เช้ือไอโซเลท TGsR-02-21 ซ่ึงเปนเช้ือท่ีมีความสามารถในการสรางสาร
เจริญเติบโตท่ีหลากหลาย และเช้ือไอโซเลท TGsL-02-05 เปนเช้ือท่ีมีความสามารถในการผลิต 
IAA สูงท่ีสุดเชนกัน วางแผนการทดลองแบบ CRD 4 ทรีตเมนต 4 ซํ้า คือ ทรีตเมนต 1 ปลูกเช้ือ
ไอโซเลท TGsR-02-21, ทรีตเมนต 2 ปลูกเช้ือไอโซเลท TGsL-02-05, ทรีตเมนต 3 ปลูกเช้ือไอ
โซเลท TGsR-02-21 และ TGsL-02-05 และทรีตเมนต 4 เปนชุดควบคุม (ไมไดใสเช้ือ) ท่ีระดับ
ความเขมขนของสปอรท่ี 107 สปอรตอมิลลิลิตร จํานวน 5 มิลลิลิตร ตอ กระถาง ใชระยะเวลาปลูก
ประมาณ 2 เดือน 

 
3.5.2.2 เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของกลาสม 

เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของตน ดูการแตกแขนงของรากฝอย และปริมาณนํ้าหนักสด
และแหงเปรียบเทียบกับตนควบคุม  
 


