
บทท่ี 3 

อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 
1. การแยกและเก็บรวบรวมแอคติโนมัยซีสจากดินและวัสดุท่ีใชสําหรับปลูกปทุมมา 

1.1 การเก็บรวบรวมตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาติดอยสุเทพ-ปุย 
ทําการแยกและเก็บรวบรวมแอคติโนมัยซีสจากดินในบริเวณอุทยานแหงชาติดอยสุเทพ-ปุย 

โดยทําการสุมเก็บดิน 6 จุด เก็บจุดละประมาณ 1 กิโลกรัม นําดินท่ีเก็บไดมาผ่ึงใหแหงเปนเวลา 7 
วัน นําดินท่ีแหงแลวมาบดใหละเอียดดวยโกรง รอนดินโดยใชตะแกรง จากนั้นตักดินใสกระดาษ
ฟอยล (foil) 15 กรัม จึงนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

1.2 การเก็บรวบรวมตัวอยางจากวัสดุท่ีใชสําหรับปลูกปทุมมา 
ทําการเก็บตัวอยางวัสดุท่ีใชสําหรับปลูกปทุมมาจากสวนปลูกปทุมมา อําเภอดอยสะเก็ด 

จังหวัดเชียงใหม ทําการสุมเก็บตัวอยางจํานวน 4 จุด โดยเก็บตัวอยางวัสดุปลูกปทุมมาท่ีผานการใช
งานมาแลว 1, 2, 3 และ 4 ป แตละจุดเก็บมาประมาณ 1 กิโลกรัม จากนั้นนําตัวอยางมาผ่ึงใหแหง
เปนเวลา 7 วัน นําวัสดุปลูกปทุมมาท่ีแหงแลวมาบดใหละเอียดดวยเคร่ืองปน แลวรอนวัสดุปลูก
ปทุมมาท่ีบดแลวโดยใชตะแกรง จากนั้นนําวัสดุปลูกปทุมมาท่ีรอนไดไปช่ังประมาณ 15 กรัม ตอ
หนึ่งหอกระดาษฟอยด แลวนําไปทําการอบท่ีอุณหภูมิ 120 องศา-เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
 1.3 การแยกแอคติโนมัยซีสจากตัวอยางดินและวัสดุปลูกปทุมมา 

โดยการนําตัวอยางดินและวัสดุปลูกปทุมมาท่ีเก็บรวบรวมไดในขอ 1.1 และ 1.2 นํามาแยก
แอคติโนมัยซีสโดยทําตามข้ันตอน ดังนี้ 
  1.3.1 นําดินและวัสดุปลูกปทุมมาท่ีไดจากการอบมาโรยลงบนอาหาร Soil-extract 
Agar โดยใชชอนตักสาร โรยบางๆ ใหกระจายท่ัวผิวหนาอาหาร ท้ิงไวเปนระยะเวลา 7-14 วัน เก็บ
ไวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
  1.3.2 สังเกตลักษณะโคโลนีของแอคติโนมัยซีส ซ่ึงมีลักษณะคลายผงแปงสีขาว
แลวคัดเลือกแอคติโนมัยซีสออกมาโดยใชไมจิ้มฟนท่ีผานการฆาเช้ือแลว (autoclave) เข่ียสปอรหรือ
โคโลนีท่ีมีลักษณะคลายผงแปงมาขีดบนผิวหนาอาหาร Starch Casein Agar (SCA) ท่ีอุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 3-7 วัน จะพบแอคติโนมัยซีสเจริญอยูบนผิวหนาอาหาร (ภาพท่ี 5) จากนั้นจึงเข่ียแอคติโน-
มัยซีสมาขีดลงบนผิวหนาของแผนเซลลูโลส (Cellulose Membrane Filters) ท่ีวางบนอาหาร SCA 
อีกคร้ังเพื่อใหไดแอคติโนมัยซีสท่ีบริสุทธ์ิ (ภาพท่ี 6) ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-7 วัน จึงลอกเอา
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แผนเซลลูโลสออก จะพบแอคติโนมัยซีสเจริญบนผิวหนาอาหาร จึงเลือกเก็บแอคติโนมัยซีสเพื่อใช
เปน stock culture ในหลอดอาหาร Yeast Starch Agar (YSA) ซ่ึงเก็บรักษาในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศา-เซลเซียส เพื่อเก็บไวใชในการทดลองตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 5  การแยกแอคติโนมัยซีสใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Streak Plate Technique บนผิวหนาอาหาร  

Starch Casein Agar เพื่อใหไดลักษณะของโคโลนีเดี่ยว (ท่ีมา: Sembiring et al., 2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6  แผนภาพแสดงลักษณะการแยกแอคติโนมัยซีสจากดินและจากวัสดุปลูกปทุมมา โดยนํามา 

เพาะเล้ียงบนอาหาร Starch Casein Agar เพื่อใหไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ 
 
 
 
 

   เช้ือแอคติโนมัยซีส 
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2. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการจําแนกชนิดของแอคติโนมัยซีส (ดัดแปลงจากวิธีของ 
Williams et al., 1989) 
 นําแอคติโนมัยซีสแตละไอโซเลท (isolate) มาทําการเล้ียงบนอาหาร Yeast Starch Agar 
(YSA) โดยทําการขีดบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 30 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 14 วัน สังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการเจริญบนอาหารของแอคติโนมัยซีสแตละ
ไอโซเลท และนําแอคติโนมัยซีสแตละไอโซเลท เล้ียงบนอาหาร Inhibitory Mold Agar-2 (IMA-2) 
โดยวิธี streak plate แลวปกแผนปดสไลด (cover glass) ท่ีผานการฆาเช้ือแลวในจานอาหารเล้ียงเช้ือ
บริเวณท่ีมีโคโลนีของแอคติโนมัยซีส เจริญอยูหนาแนน โดยใหทํามุมประมาณ 45 องศากับผิวหนา
อาหาร เพื่อใหเสนใยเจริญข้ึนไปบนสไลด ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 สัปดาห (ภาพท่ี 
7) แลวนําแผนปดสไลดท่ีมีแอคติโนมัยซีสท่ีเจริญข้ึนติดอยูบนแผนสไลดมายอมสีแบบ simple 
stain โดยหยดดวยสารละลาย crystal violet 0.1 เปอรเซ็นต เพื่อตรวจดูลักษณะของ mycelium, 
conidium, sporangium, โครงสรางอ่ืนๆ และการเรียงตัวของสปอรภายใตกลองจุลทรรศนท่ี
กําลังขยาย 1,000 เทา โดยเปรียบเทียบลักษณะตางๆ ตามเอกสารของ Miyadoh et al. (1997) และ 
Stanley et al. (1989) เพื่อจําแนกชนิดของแอคติโนมัยซีสในเบ้ืองตน 
 
 
 

 
 
 

ภาพท่ี 7  การทํา slide culture เพื่อตรวจดูลักษณะเสนใยและการสรางสปอรของแอคติโนมัยซีส 
 
3. การแยกเชื้อ Ralstonia solanacearum จากหัวพันธุปทุมมาและทดสอบความสามารถในการทําให
เกิดโรคเหี่ยว 
 ทําการเก็บรวบรวมหัวพันธุและตนปทุมมาสายพันธุเชียงใหมสีชมพูท่ีเกิดโรคเห่ียว จาก
สวนปลูกปทุมมา มาแยกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุ (เกวลิน, 2547) โดยมีข้ันตอนดังนี้ 
 3.1 นําช้ินพืชไปฆาเช้ือท่ีผิว โดยแชช้ินพืชในสารละลาย sodium hypochloride (clorox) 1 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 3-5 นาที 

แผนปดสไลด
แอคติโนมัยซีส 
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 3.2 นําช้ินพืชมาหั่นละเอียดในน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือแลว เพื่อใหแบคทีเรียไหลออกมาจากรอย

ตัด จากนั้นใชเข็มเข่ียเช้ือปลายกลมส้ัน (loop) แตะไปขีดบนอาหาร Tetrazolium Chloride Medium 

(TZC) เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง นาน 2 วัน เพื่อใหเช้ือแบคทีเรียเจริญบนอาหาร TZC จากน้ันเลือก

โคโลนีเดี่ยวท่ีมีลักษณะเยิ้มสีขาวขุนตรงกลางโคโลนีมีสีชมพูออนหรือสีแดง แตะเช้ือไปขีดบน

อาหารเล้ียงเช้ือ TZC อีก 1-2 คร้ัง เพื่อเตรียมเช้ือบริสุทธ์ิและเก็บไวใชทดสอบในข้ันตอไป 

 การทดสอบความสามารถในการกอโรคเหี่ยวในปทุมมา โดยทําการเล้ียงเช้ือท่ีแยกไดใน 

TZC broth ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นใชนําเซลลแขวนลอย (cell suspension) เท

ราดลงบนหัวพันธุและลําตนปทุมมา สังเกตอาการของตนพืชวาเกิดโรคเหี่ยวหรือไม 

 

4. การทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Ralstonia 

solanacearum ในสภาพหองปฏิบัติการ 

 4.1 การเตรียมแอคติโนมัยซีสเพื่อใชในการทดสอบ 
 นําแอคติโนมัยซีสท่ีแยกไดมาเพาะเล้ียงในจานเพาะเช้ือบนอาหาร Glucose Soybean 
Medium (GSM) ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน เพื่อใหแอคติโนมัยซีสสรางสารปฏิชีวนะ เพื่อนํามา
ทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสท่ีมีผลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค 
โดยใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 มิลลิเมตร เจาะบริเวณอาหารท่ีมีการเจริญเติบโตของ
แอคติโนมัยซีสหนาแนน แลวนํา culture disc มาทดสอบในข้ันตอนตอไป 
 

 4.2 การเตรียมเชื้อ R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวเพื่อใชในการทดสอบ 
 นําเช้ือ R. solanacearum ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร TZC มายายเล้ียงในบนอาหารเหลว 
Nutrient Broth (NB) เปนระยะเวลา 1-2 วัน แลวนําเซลลแขวนลอยท่ีไดมาทดสอบในข้ันตอไป 
 

 4.3 การทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสตอเชื้อ R. solanacearum โดยวิธี Dual 

Culture 

 ในการทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสท่ีทําการเก็บรวบรวมจากดินบริเวณ

อุทยานแหงชาติดอยสุเทพ-ปุย และวัสดุท่ีใชปลูกปทุมมา จํานวน 88 ไอโซเลท เพื่อทําการคัดเลือก

แอคติโนมัยซีสไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ทําโดยวาง 
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2.5cm 

ผิวหนาอาหารท่ีทําการ spread plate ดวยเช้ือ    
R. solanacearum  

culture disc ของแอคติโนมัยซีสจํานวน 4 ไอโซเลท บนผิวหนาอาหาร Nutrient Agar (NA) ท่ีไดทํา

การ spread plate ดวยเช้ือ R. solanacearum ไวแลว แตละ culture disc วางหางจากจุดศูนยกลางของ

จานอาหารเล้ียงเช้ือ 2.5 เซนติเมตร (ภาพท่ี 8) วาง culture disc ของแอคติโนมัยซีส หลังจากทําการ 

spread plate ทันที ทําการทดสอบ 3 ซํ้า ทดสอบแอคติโนมัยซีสแตละไอโซเลท และในชุดควบคุม

ทําการ spread plate บนผิวหนาอาหารดวยเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum อยางเดียว จากนั้นเก็บไว

ในท่ีมืด อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน สังเกตประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสใน

การยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุ โดยตรวจสอบจากการเกิดวงใส (clear zone) บน

ผิวหนาอาหาร ทําการวัดเสนผานศูนยกลางของวงใสท่ีเกิดข้ึน เพื่อคัดเลือกแอคติโนมัยซีสไอโซเลท

ท่ีมีประสิทธิภาพดี สําหรับนําไปใชในการทดสอบข้ันตอไป 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                            
ภาพท่ี 8  การทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสในการยับยั้งการเจริญเช้ือแบคทีเรียสาเหตุ  

โดยวิธี dual culture 

 

 

ช้ินอาหาร GSM ท่ีมีแอคติโนมัยซีสเจริญอยู 
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5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสท่ีคัดเลือกได 3 ไอโซเลท ในการยับยัง้การเจริญ 

เติบโตของเชื้อ Ralstonia solanacearum ในสภาพเรือนปลูก 

นําแอคติโนมัยซีสท่ีใหผลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ R. solanacearum (ท่ีคัดเลือกไดใน

ขอ 4) มาทดสอบความสามารถในการปองกันกําจัดโรคเหี่ยวของปทุมมาในสภาพเรือนปลูกทดลอง 

ซ่ึงในข้ันตอนการเตรียมมีวิธีการดังตอไปนี้ 

1. เตรียมพันธุและตนปทุมมาสายพันธุเชียงใหมสีชมพูเพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพ

ของแอคติโนมัยซีสในการควบคุมเช้ือ R. solanacearum โดยการนําหัวปทุมมาเพาะลงในถุงขนาด 

8×12 นิ้ว ซ่ึงมีดินผสมแกลบและทราย ในอัตราสวน 2:7:1 ตามลําดับ 

2. การเตรียมแอคติโนมัยซีสท่ีคัดเลือกจากขอ 4 คือ แอคติโนมัยซีสไอโซเลท C4-8, C4-10 

และ S22 นํามาเล้ียงในอาหาร Starch Casein Broth (SCB) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู 

ขนาด 50 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 

3. การเตรียมเซลลแขวนลอย (cell suspension) ของเช้ือ R. solanacearum เพื่อใชทดสอบ 

โดยทําการเพาะเล้ียงเช้ือ R. solanacearum ใน TZC broth ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู 

ขนาด 50 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

ในการทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสท้ังสามไอโซเลทเพ่ือยับยั้งการเจริญของ

เช้ือ R. solanacearum ไดแบงการทดลองออกเปนดังนี้ 

 

 5.1 การใชแอคติโนมัยซีสควบคุมเชื้อ R. solanacearum ทันทีหลังปลูกหัวพันธุปทุมมา 

  ทําการปลูกเช้ือ R. solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยวดวยการราดเซลลแขวนลอย 

(cell suspension) ลงบนหัวปทุมมาที่เพิ่งปลูกลงในวัสดุปลูก โดยใชปริมาตร 25 มิลลิลิตร ตอตน 

(ถุง) แลวจึงนําแอคติโนมัยซีสไอโซเลท C4-8, C4-10 และ S22 ท่ีเตรียมไวในรูปสปอรแขวนลอย 

(spore suspension) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ราดลงบนหัวปทุมมาและวัสดุปลูก เชนเดียวกับท่ีได

ปฏิบัติกับเช้ือสาเหตุ สําหรับชุดควบคุมทําการปลูกเช้ือโรคอยางเดียวไมราดดวยแอคติโนมัยซีส 

สังเกตอาการพรอมบันทึกผลทุก 2 สัปดาห เปนเวลา 12 สัปดาห 
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 5.2 การใชแอคติโนมัยซีสควบคุมเชื้อ R. solanacearum เม่ือหัวปทุมมาเริ่มงอก 

  ทําการปลูกเช้ือสาเหตุและใชแอคติโนมัยซีสราดเชนเดียวกับขอ 5.1 แตทําเม่ือหัว
ปทุมมางอกแลว ประมาณ 2 สัปดาห หลังปลูก บันทึกผลจนครบ 12 สัปดาห เชนเดียวกัน 
 

5.3 การใชแอคติโนมัยซีสควบคุมเชื้อ R. solanacearum เม่ือปทุมมาอายุ 3 เดือน 
  ทําเชนเดียวกับขอ 5.1 และ 5.2 แตทําเม่ือปทุมมามีอายุ 3 เดือน หลังปลูก 
 

การทดลองในขอ 5.1, 5.2 และ 5.3 ทํากรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ 3 ตน (ถุง) 
 

6. การผลิตแอคติโนมัยซีสในรูปของชีวภัณฑ 

 ในการผลิตแอคติโนมัยซีสใหอยู ในรูปเม็ด  (pellet) ทําโดยนําแอคติโนมัยซีสท่ีมี
ประสิทธิภาพดีท่ีสุด คือ แอคติโนมัยซีสไอโซเลท C4-8 ซ่ึงใหผลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียวของปทุมมาท่ีเกิดจากเช้ือ R. solanacearum มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว
เล้ียงเช้ือ Yeast Extract-Malt Extract-Glucose Broth (YMGB) เปนเวลา 3 วัน หลังจากไดสปอร
แขวนลอย (spore suspension) ของแอคติโนมัยซีส จากนั้นจึงนํามาผลิตในรูปเม็ดโดยการเทลงใน 
sodium alginate 10 กรัม ท่ีผสมกับ hydrous aluminum silicate 100 กรัม เทน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือแลว 
1,000 มิลลิลิตร ลงไปทีละนอย แลวผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นจึงนําไปเทลงใน flask ท่ีมีสาย
ยางขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร ยาวประมาณ 30 เซนติเมตร ยึดดวยขาต้ังซ่ึงวาง
บีกเกอรขนาด 2,000 มิลลิลิตร (ภาพท่ี 9) ท่ีบรรจุสารละลาย calcium gluconate (Ca-gluconate) 
0.1M และ calcium chloride (CaCl2) 0.25M ซ่ึงแยกกันไวดานลาง ของเหลวจากสวนผสมท่ีมีแอคติ-
โนมัยซีสจะหยดลงในสารละลายและแข็งตัวเปนเม็ด (ภาพท่ี 10) นําแอคติโนมัยซีสท่ีจับตัวเปนเม็ด
ผ่ึงใหแหง (ภาพที่ 11) จากน้ันจึงทําการทดสอบความมีชีวิตรอดของแอคติโนมัยซีส หลังจากการ
ผลิตในรูปเม็ด โดยมีการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตางๆ คือ 4  องศาเซลเซียส และ 26 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 12 สัปดาห ทําการตรวจสอบความมีชีวิตรอดของแอคติโนมัยซีสทุกๆ สัปดาห 
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ภาพท่ี 9  อุปกรณในการผลิตแอคติโนมัยซีสในรูปของชีวภัณฑชนิดเม็ด 
 
 

 
ภาพท่ี 10  ของเหลวท่ีมีแอคติโนมัยซีสผสมกับ sodium alginate และ hydrous aluminum silicate  

    หยดลงในสารละลายและแข็งตัวเปนเม็ด 
 
 

 
ภาพท่ี 11  การนําแอคติโนมัยซีสท่ีเคลือบดวย calcium chloride มาผ่ึงใหแหง 

flask 

สายยาง 

ภาชนะบรรจุ calcium gluconate  
หรือ calcium chloride 

ภาชนะบรรจุ calcium chloride 

แอคติโนมัยซีสในรูปเม็ดที่
เคลือบดวย calcium chloride 
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7. การศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 

 ในการศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของแอคติโนมัยซีส ทําการทดสอบ

โดยเล้ียงแอคติโนมัยซีสลงบนอาหารสําหรับทดสอบเอนไซมเซลลูเลส เปนเวลา 7 วัน โดยบมไวท่ี

อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนําสารละลาย Congo Red 1 เปอรเซ็นต เทลงบนผิวหนาอาหาร เขยาเบาๆ 

ท้ิงไวประมาณ 10 นาที เพื่อทําการยอมสี แลวลางดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด เพื่อสังเกต

ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของแอคติโนมัยซีส โดยจะปรากฎเปนวงใส (clear 

zone) บริเวณผิวหนาอาหาร ทําการบันทึกผลโดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใส 

 

 
 


