
บทท่ี 3 

อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 
1. การแยกและเก็บรวบรวมแอคติโนมัยซีสจากดินและวัสดุท่ีใชสําหรับปลูกปทุมมา 

1.1 การเก็บรวบรวมตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาติดอยสุเทพ-ปุย 
ทําการแยกและเก็บรวบรวมแอคติโนมัยซีสจากดินในบริเวณอุทยานแหงชาติดอยสุเทพ-ปุย 

โดยทําการสุมเก็บดิน 6 จุด เก็บจุดละประมาณ 1 กิโลกรัม นําดินท่ีเก็บไดมาผ่ึงใหแหงเปนเวลา 7 
วัน นําดินท่ีแหงแลวมาบดใหละเอียดดวยโกรง รอนดินโดยใชตะแกรง จากนั้นตักดินใสกระดาษ
ฟอยล (foil) 15 กรัม จึงนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

1.2 การเก็บรวบรวมตัวอยางจากวัสดุท่ีใชสําหรับปลูกปทุมมา 
ทําการเก็บตัวอยางวัสดุท่ีใชสําหรับปลูกปทุมมาจากสวนปลูกปทุมมา อําเภอดอยสะเก็ด 

จังหวัดเชียงใหม ทําการสุมเก็บตัวอยางจํานวน 4 จุด โดยเก็บตัวอยางวัสดุปลูกปทุมมาท่ีผานการใช
งานมาแลว 1, 2, 3 และ 4 ป แตละจุดเก็บมาประมาณ 1 กิโลกรัม จากนั้นนําตัวอยางมาผ่ึงใหแหง
เปนเวลา 7 วัน นําวัสดุปลูกปทุมมาท่ีแหงแลวมาบดใหละเอียดดวยเคร่ืองปน แลวรอนวัสดุปลูก
ปทุมมาท่ีบดแลวโดยใชตะแกรง จากนั้นนําวัสดุปลูกปทุมมาท่ีรอนไดไปช่ังประมาณ 15 กรัม ตอ
หนึ่งหอกระดาษฟอยด แลวนําไปทําการอบท่ีอุณหภูมิ 120 องศา-เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
 1.3 การแยกแอคติโนมัยซีสจากตัวอยางดินและวัสดุปลูกปทุมมา 

โดยการนําตัวอยางดินและวัสดุปลูกปทุมมาท่ีเก็บรวบรวมไดในขอ 1.1 และ 1.2 นํามาแยก
แอคติโนมัยซีสโดยทําตามข้ันตอน ดังนี้ 
  1.3.1 นําดินและวัสดุปลูกปทุมมาท่ีไดจากการอบมาโรยลงบนอาหาร Soil-extract 
Agar โดยใชชอนตักสาร โรยบางๆ ใหกระจายท่ัวผิวหนาอาหาร ท้ิงไวเปนระยะเวลา 7-14 วัน เก็บ
ไวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
  1.3.2 สังเกตลักษณะโคโลนีของแอคติโนมัยซีส ซ่ึงมีลักษณะคลายผงแปงสีขาว
แลวคัดเลือกแอคติโนมัยซีสออกมาโดยใชไมจิ้มฟนท่ีผานการฆาเช้ือแลว (autoclave) เข่ียสปอรหรือ
โคโลนีท่ีมีลักษณะคลายผงแปงมาขีดบนผิวหนาอาหาร Starch Casein Agar (SCA) ท่ีอุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 3-7 วัน จะพบแอคติโนมัยซีสเจริญอยูบนผิวหนาอาหาร (ภาพท่ี 5) จากนั้นจึงเข่ียแอคติโน-
มัยซีสมาขีดลงบนผิวหนาของแผนเซลลูโลส (Cellulose Membrane Filters) ท่ีวางบนอาหาร SCA 
อีกคร้ังเพื่อใหไดแอคติโนมัยซีสท่ีบริสุทธ์ิ (ภาพท่ี 6) ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-7 วัน จึงลอกเอา
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แผนเซลลูโลสออก จะพบแอคติโนมัยซีสเจริญบนผิวหนาอาหาร จึงเลือกเก็บแอคติโนมัยซีสเพื่อใช
เปน stock culture ในหลอดอาหาร Yeast Starch Agar (YSA) ซ่ึงเก็บรักษาในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศา-เซลเซียส เพื่อเก็บไวใชในการทดลองตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 5  การแยกแอคติโนมัยซีสใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Streak Plate Technique บนผิวหนาอาหาร  

Starch Casein Agar เพื่อใหไดลักษณะของโคโลนีเดี่ยว (ท่ีมา: Sembiring et al., 2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6  แผนภาพแสดงลักษณะการแยกแอคติโนมัยซีสจากดินและจากวัสดุปลูกปทุมมา โดยนํามา 

เพาะเล้ียงบนอาหาร Starch Casein Agar เพื่อใหไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ 
 
 
 
 

   เช้ือแอคติโนมัยซีส 
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2. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการจําแนกชนิดของแอคติโนมัยซีส (ดัดแปลงจากวิธีของ 
Williams et al., 1989) 
 นําแอคติโนมัยซีสแตละไอโซเลท (isolate) มาทําการเล้ียงบนอาหาร Yeast Starch Agar 
(YSA) โดยทําการขีดบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 30 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 14 วัน สังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการเจริญบนอาหารของแอคติโนมัยซีสแตละ
ไอโซเลท และนําแอคติโนมัยซีสแตละไอโซเลท เล้ียงบนอาหาร Inhibitory Mold Agar-2 (IMA-2) 
โดยวิธี streak plate แลวปกแผนปดสไลด (cover glass) ท่ีผานการฆาเช้ือแลวในจานอาหารเล้ียงเช้ือ
บริเวณท่ีมีโคโลนีของแอคติโนมัยซีส เจริญอยูหนาแนน โดยใหทํามุมประมาณ 45 องศากับผิวหนา
อาหาร เพื่อใหเสนใยเจริญข้ึนไปบนสไลด ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 สัปดาห (ภาพท่ี 
7) แลวนําแผนปดสไลดท่ีมีแอคติโนมัยซีสท่ีเจริญข้ึนติดอยูบนแผนสไลดมายอมสีแบบ simple 
stain โดยหยดดวยสารละลาย crystal violet 0.1 เปอรเซ็นต เพื่อตรวจดูลักษณะของ mycelium, 
conidium, sporangium, โครงสรางอ่ืนๆ และการเรียงตัวของสปอรภายใตกลองจุลทรรศนท่ี
กําลังขยาย 1,000 เทา โดยเปรียบเทียบลักษณะตางๆ ตามเอกสารของ Miyadoh et al. (1997) และ 
Stanley et al. (1989) เพื่อจําแนกชนิดของแอคติโนมัยซีสในเบ้ืองตน 
 
 
 

 
 
 

ภาพท่ี 7  การทํา slide culture เพื่อตรวจดูลักษณะเสนใยและการสรางสปอรของแอคติโนมัยซีส 
 
3. การแยกเชื้อ Ralstonia solanacearum จากหัวพันธุปทุมมาและทดสอบความสามารถในการทําให
เกิดโรคเหี่ยว 
 ทําการเก็บรวบรวมหัวพันธุและตนปทุมมาสายพันธุเชียงใหมสีชมพูท่ีเกิดโรคเห่ียว จาก
สวนปลูกปทุมมา มาแยกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุ (เกวลิน, 2547) โดยมีข้ันตอนดังนี้ 
 3.1 นําช้ินพืชไปฆาเช้ือท่ีผิว โดยแชช้ินพืชในสารละลาย sodium hypochloride (clorox) 1 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 3-5 นาที 

แผนปดสไลด
แอคติโนมัยซีส 
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 3.2 นําช้ินพืชมาหั่นละเอียดในน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือแลว เพื่อใหแบคทีเรียไหลออกมาจากรอย

ตัด จากนั้นใชเข็มเข่ียเช้ือปลายกลมส้ัน (loop) แตะไปขีดบนอาหาร Tetrazolium Chloride Medium 

(TZC) เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง นาน 2 วัน เพื่อใหเช้ือแบคทีเรียเจริญบนอาหาร TZC จากน้ันเลือก

โคโลนีเดี่ยวท่ีมีลักษณะเยิ้มสีขาวขุนตรงกลางโคโลนีมีสีชมพูออนหรือสีแดง แตะเช้ือไปขีดบน

อาหารเล้ียงเช้ือ TZC อีก 1-2 คร้ัง เพื่อเตรียมเช้ือบริสุทธ์ิและเก็บไวใชทดสอบในข้ันตอไป 

 การทดสอบความสามารถในการกอโรคเหี่ยวในปทุมมา โดยทําการเล้ียงเช้ือท่ีแยกไดใน 

TZC broth ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นใชนําเซลลแขวนลอย (cell suspension) เท

ราดลงบนหัวพันธุและลําตนปทุมมา สังเกตอาการของตนพืชวาเกิดโรคเหี่ยวหรือไม 

 

4. การทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Ralstonia 

solanacearum ในสภาพหองปฏิบัติการ 

 4.1 การเตรียมแอคติโนมัยซีสเพื่อใชในการทดสอบ 
 นําแอคติโนมัยซีสท่ีแยกไดมาเพาะเล้ียงในจานเพาะเช้ือบนอาหาร Glucose Soybean 
Medium (GSM) ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน เพื่อใหแอคติโนมัยซีสสรางสารปฏิชีวนะ เพื่อนํามา
ทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสท่ีมีผลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค 
โดยใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 มิลลิเมตร เจาะบริเวณอาหารท่ีมีการเจริญเติบโตของ
แอคติโนมัยซีสหนาแนน แลวนํา culture disc มาทดสอบในข้ันตอนตอไป 
 

 4.2 การเตรียมเชื้อ R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวเพื่อใชในการทดสอบ 
 นําเช้ือ R. solanacearum ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร TZC มายายเล้ียงในบนอาหารเหลว 
Nutrient Broth (NB) เปนระยะเวลา 1-2 วัน แลวนําเซลลแขวนลอยท่ีไดมาทดสอบในข้ันตอไป 
 

 4.3 การทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสตอเชื้อ R. solanacearum โดยวิธี Dual 

Culture 

 ในการทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสท่ีทําการเก็บรวบรวมจากดินบริเวณ

อุทยานแหงชาติดอยสุเทพ-ปุย และวัสดุท่ีใชปลูกปทุมมา จํานวน 88 ไอโซเลท เพื่อทําการคัดเลือก

แอคติโนมัยซีสไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ทําโดยวาง 
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2.5cm 

ผิวหนาอาหารท่ีทําการ spread plate ดวยเช้ือ    
R. solanacearum  

culture disc ของแอคติโนมัยซีสจํานวน 4 ไอโซเลท บนผิวหนาอาหาร Nutrient Agar (NA) ท่ีไดทํา

การ spread plate ดวยเช้ือ R. solanacearum ไวแลว แตละ culture disc วางหางจากจุดศูนยกลางของ

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

spread plate ทันที ทําการทดสอบ 3 ซํ้า ทดสอบแอคติโนมัยซีสแตละไอโซเลท และในชุดควบคุม

ทําการ spread plate บนผิวหนาอาหารดวยเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum อยางเดียว จากนั้นเก็บไว

ในท่ีมืด อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน สังเกตประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสใน

การยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุ โดยตรวจสอบจากการเกิดวงใส (clear zone) บน

ผิวหนาอาหาร ทําการวัดเสนผานศูนยกลางของวงใสท่ีเกิดข้ึน เพื่อคัดเลือกแอคติโนมัยซีสไอโซเลท

ท่ีมีประสิทธิภาพดี สําหรับนําไปใชในการทดสอบข้ันตอไป 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                            
ภาพท่ี 8  การทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสในการยับยั้งการเจริญเช้ือแบคทีเรียสาเหตุ  

โดยวิธี dual culture 

 

 

ช้ินอาหาร GSM ท่ีมีแอคติโนมัยซีสเจริญอยู 
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5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสท่ีคัดเลือกได 3 ไอโซเลท ในการยับยัง้การเจริญ 

เติบโตของเชื้อ Ralstonia solanacearum ในสภาพเรือนปลูก 

นําแอคติโนมัยซีสท่ีใหผลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ R. solanacearum (ท่ีคัดเลือกไดใน

ขอ 4) มาทดสอบความสามารถในการปองกันกําจัดโรคเหี่ยวของปทุมมาในสภาพเรือนปลูกทดลอง 

ซ่ึงในข้ันตอนการเตรียมมีวิธีการดังตอไปนี้ 

1. เตรียมพันธุและตนปทุมมาสายพันธุเชียงใหมสีชมพูเพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพ

ของแอคติโนมัยซีสในการควบคุมเช้ือ R. solanacearum โดยการนําหัวปทุมมาเพาะลงในถุงขนาด 

8×12 นิ้ว ซ่ึงมีดินผสมแกลบและทราย ในอัตราสวน 2:7:1 ตามลําดับ 

2. การเตรียมแอคติโนมัยซีสท่ีคัดเลือกจากขอ 4 คือ แอคติโนมัยซีสไอโซเลท C4-8, C4-10 

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

ขนาด 50 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 

3. การเตรียมเซลลแขวนลอย (cell suspension) ของเช้ือ R. solanacearum เพื่อใชทดสอบ 

โดยทําการเพาะเล้ียงเช้ือ R. solanacearum ใน TZC broth ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู 

ขนาด 50 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

ในการทดสอบประสิทธิภาพของแอคติโนมัยซีสท้ังสามไอโซเลทเพ่ือยับยั้งการเจริญของ

เช้ือ R. solanacearum ไดแบงการทดลองออกเปนดังนี้ 

 

 5.1 การใชแอคติโนมัยซีสควบคุมเชื้อ R. solanacearum ทันทีหลังปลูกหัวพันธุปทุมมา 

  ทําการปลูกเช้ือ R. solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยวดวยการราดเซลลแขวนลอย 

(cell suspension) ลงบนหัวปทุมมาที่เพิ่งปลูกลงในวัสดุปลูก โดยใชปริมาตร 25 มิลลิลิตร ตอตน 

(ถุง) แลวจึงนําแอคติโนมัยซีสไอโซเลท C4-8, C4-10 และ S22 ท่ีเตรียมไวในรูปสปอรแขวนลอย 

(spore suspension) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ราดลงบนหัวปทุมมาและวัสดุปลูก เชนเดียวกับท่ีได

ปฏิบัติกับเช้ือสาเหตุ สําหรับชุดควบคุมทําการปลูกเช้ือโรคอยางเดียวไมราดดวยแอคติโนมัยซีส 

สังเกตอาการพรอมบันทึกผลทุก 2 สัปดาห เปนเวลา 12 สัปดาห 
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 5.2 การใชแอคติโนมัยซีสควบคุมเชื้อ R. solanacearum เม่ือหัวปทุมมาเริ่มงอก 

  ทําการปลูกเช้ือสาเหตุและใชแอคติโนมัยซีสราดเชนเดียวกับขอ 5.1 แตทําเม่ือหัว
ปทุมมางอกแลว ประมาณ 2 สัปดาห หลังปลูก บันทึกผลจนครบ 12 สัปดาห เชนเดียวกัน 
 

5.3 การใชแอคติโนมัยซีสควบคุมเชื้อ R. solanacearum เม่ือปทุมมาอายุ 3 เดือน 
  ทําเชนเดียวกับขอ 5.1 และ 5.2 แตทําเม่ือปทุมมามีอายุ 3 เดือน หลังปลูก 
 

การทดลองในขอ 5.1, 5.2 และ 5.3 ทํากรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ 3 ตน (ถุง) 
 

6. การผลิตแอคติโนมัยซีสในรูปของชีวภัณฑ 

 ในการผลิตแอคติโนมัยซีสใหอยู ในรูปเม็ด  (pellet) ทําโดยนําแอคติโนมัยซีสท่ีมี
ประสิทธิภาพดีท่ีสุด คือ แอคติโนมัยซีสไอโซเลท C4-8 ซ่ึงใหผลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียวของปทุมมาท่ีเกิดจากเช้ือ R. solanacearum มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว
เล้ียงเช้ือ Yeast Extract-Malt Extract-Glucose Broth (YMGB) เปนเวลา 3 วัน หลังจากไดสปอร
แขวนลอย (spore suspension) ของแอคติโนมัยซีส จากนั้นจึงนํามาผลิตในรูปเม็ดโดยการเทลงใน 
sodium alginate 10 กรัม ท่ีผสมกับ hydrous aluminum silicate 100 กรัม เทน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือแลว 
1,000 มิลลิลิตร ลงไปทีละนอย แลวผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นจึงนําไปเทลงใน flask ท่ีมีสาย
ยางขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร ยาวประมาณ 30 เซนติเมตร ยึดดวยขาต้ังซ่ึงวาง
บีกเกอรขนาด 2,000 มิลลิลิตร (ภาพท่ี 9) ท่ีบรรจุสารละลาย calcium gluconate (Ca-gluconate) 
0.1M และ calcium chloride (CaCl2) 0.25M ซ่ึงแยกกันไวดานลาง ของเหลวจากสวนผสมท่ีมีแอคติ-
โนมัยซีสจะหยดลงในสารละลายและแข็งตัวเปนเม็ด (ภาพท่ี 10) นําแอคติโนมัยซีสท่ีจับตัวเปนเม็ด
ผ่ึงใหแหง (ภาพที่ 11) จากน้ันจึงทําการทดสอบความมีชีวิตรอดของแอคติโนมัยซีส หลังจากการ
ผลิตในรูปเม็ด โดยมีการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตางๆ คือ 4  องศาเซลเซียส และ 26 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 12 สัปดาห ทําการตรวจสอบความมีชีวิตรอดของแอคติโนมัยซีสทุกๆ สัปดาห 
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ภาพท่ี 9  อุปกรณในการผลิตแอคติโนมัยซีสในรูปของชีวภัณฑชนิดเม็ด 
 
 

 
ภาพท่ี 10  ของเหลวท่ีมีแอคติโนมัยซีสผสมกับ sodium alginate และ hydrous aluminum silicate  

    หยดลงในสารละลายและแข็งตัวเปนเม็ด 
 
 

 
ภาพท่ี 11  การนําแอคติโนมัยซีสท่ีเคลือบดวย calcium chloride มาผ่ึงใหแหง 

flask 

สายยาง 

ภาชนะบรรจุ calcium gluconate  
หรือ calcium chloride 

ภาชนะบรรจุ calcium chloride 

แอคติโนมัยซีสในรูปเม็ดที่
เคลือบดวย calcium chloride 
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7. การศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 

 ในการศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของแอคติโนมัยซีส ทําการทดสอบ

โดยเล้ียงแอคติโนมัยซีสลงบนอาหารสําหรับทดสอบเอนไซมเซลลูเลส เปนเวลา 7 วัน โดยบมไวท่ี

อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนําสารละลาย Congo Red 1 เปอรเซ็นต เทลงบนผิวหนาอาหาร เขยาเบาๆ 

ท้ิงไวประมาณ 10 นาที เพื่อทําการยอมสี แลวลางดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด เพื่อสังเกต

ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของแอคติโนมัยซีส โดยจะปรากฎเปนวงใส (clear 

zone) บริเวณผิวหนาอาหาร ทําการบันทึกผลโดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใส 

 

 
 


