
 
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการ 
 
3.1. การแยกเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท 

3.1.1 การเก็บตัวอยางพืช (sample collection) 

สุมเก็บตัวอยางสมพันธุสายนํ้าผ้ึงในพ้ืนท่ี ท่ีกําลังปรับเปล่ียนเปนระบบเกษตรอินทรีย โดย
เลือกเก็บใบ กิ่ง และราก ท่ีสมบูรณ ไมมีการเขาทําลายของโรคและแมลงหรือแสดงอาการของโรค 

จํานวน 3 พื้นท่ี ไดแกพื้นท่ีศูนยเกษตรยั่งยืน, สวนสมของคุณสุเทพ, สวนสมของคุณไมตรี ทีรอม          
ตําบล แมสูน อําเภอฝาง จังหวัดเชียงใหม 
 

3.1.2 การกําจัดเชื้อท่ีผิวชิ้นสวนของสม (surface sterilization) และการแยกเชื้อแอคติ
โนมัยซีท (isolation) (ดัดแปลงจากวิธีของ Shimizu et al., 2000) 

นําตัวอยางสมท่ีไดลางน้ําใหสะอาดโดยการเปดน้ําไหลผานช้ินสวนสม เปนเวลา 30 นาที 
ผ่ึงลมใหแหง ตัดใบสมขนาดประมาณ 1x1 เซนติเมตร ตัดกิ่งและรากยาวประมาณ 1 เซนติเมตร นํา
ช้ินสวนของพืชท้ังหมดแช alcohol ท่ีมีความเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที และแชใน
สารละลาย sodium hypochlorite ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที แลวลางดวยน้ํา
กล่ันท่ีผานการฆาเช้ือประมาณ 4 - 5 คร้ัง นําช้ินสวนของสมวางบนอาหาร 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 แลวทําการบมตัวอยางช้ินพืชไว
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 1 เดือน  
 

3.1.3 การแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิ และการเก็บเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท (Shimizu et al., 
2000) 

ใชเข็มเข่ียยายเช้ือเอนโดไฟทท่ีคาดวาจะเปนเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีเจริญข้ึนบน
ช้ินพืช มาขีดบนแผนกรองเซลลูโลส (Cellulose membrane filter) ท่ีมีขนาดรูเทากับ 0.2 

ไมโครเมตร ท่ีวางบนอาหาร IMA-2 นําเช้ือไปบมไวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 – 5 

วัน จากนั้นนําแผนกรองเซลลูโลสออก หากเช้ือนั้นเปนเช้ือแอคติโนมัยซีท พบวาเช้ือนั้นสามารถ
เจริญรอดผานแผนกรองเซลลูโลส (ภาพท่ี 9) และเก็บรวบรวมเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยก
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ไดไวเปน stock culture โดยเก็บเช้ือไวในหลอดอาหาร IMA-2 และเก็บใน glycerin 10 

เปอรเซ็นต ท่ีผสม DMSO 10 เปอรเซ็นต ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
ภาพท่ี 9 การขีดเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทลงบนอาหาร IMA-2 ท่ีผิวหนาของอาหารวางดวย

แผนเซลลูโลส  
 
3.2 ศึกษาลักษณะทางฟโนไทป (phenotype) 

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

นําเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยกไดมาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ yeast-malt extract 

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

(ภาคผนวก ก) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซสเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห บันทึกลักษณะสีและการเจริญของ 
aerial mycelium, ลักษณะโคโลนี, การแพรของรงควัตถุ โดยอางอิงหมายเลขสี จาก Manual of 

color name (1987) และ ลักษณะของเสนสายสปอร ท่ีปรากฏอยูบนอาหารในแตละชนิด 
 

3.2.2 การผลิตเมลานิน (melanin production) 

นําเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยกไดมาเล้ียงบนอาหาร peptone-yeast extract iron 

agar (ISP-6) (ภาคผนวก ก) บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลลเซียส เปนเวลา 7 – 14 วัน บันทึกผล
การผลิตเมลานินซ่ึงสามารถสังเกตการแพรของรงควัตถุ จะมีสีน้ําตาลดําข้ึนบนอาหาร 
 

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

การศึกษาหา Diaminopimelic acid (DAP) ภายในผนังเซลล โดยใชวิธีการแยกสีของ
สารละลายมาตรฐานจากเทคนิคโครโมโตกราฟฟ Thin Layer Chromatography (TLC) โดยใช
สารละลายมาตรฐาน LL and meso – A2pm 0.01 M เปนตัวทําละลาย เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีท

Endophytic Actinomycete 

Cellulose membrane filter 
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ในอาหารเล้ียงเช้ือ Non-sporulating medium (ภาคผนวก ก) เช้ือเจริญเติบโตเต็มท่ีใชระยะเวลา
ประมาณ 1-2 สัปดาห เก็บเกี่ยวเอาเซลลของเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทประมาณ 100 มิลลิกรัม 

ลงในหลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุ 6 N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ือง vortex mixture เปนเวลา 6 นาที นําไปน่ึงฆาเช้ือ ท่ี 121 องศา
เซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลาประมาณ 20 นาที แลวแยกสวนท่ีเปน
ของเหลว (supernatant) โดยนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที 5 นาที จะได
สารละลายท่ีไดใชเปนตัวอยางในการวิเคราะห DAP หยดสารละลายตัวอยาง 3 ไมโครลิตร และ
สารละลายมาตรฐาน (LL and meso – A2pm 0.01 M) 1 ไมโครลิตร ลงบนฐานของ TLC plate 

นํา TLC plate ท่ีไดไปแชใน TLC tank ท่ีบรรจุ solvent system (methanol-distilled : water 

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

plate ออกมาทําใหแหงใน fume hood ประมาณ 3-5 นาที แลวฉีดพนสารละลาย ninhydrin 0.20 

เปอรเซ็นต ใหท่ัวแผน นําไปบมท่ี 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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) และใชสารละลายมาตรฐาน 2 ชุด ดังนี้คือ ชุดท่ี 1 ประกอบไปดวยน้ําตาล xylose, 
arabinose และ galactose ชุดท่ี 2 ประกอบไปดวยน้ําตาล mannose, glucose และ ribose ท่ี
ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนไฟทในอาหารเล้ียงเช้ือ GY agar 

(ภาคผนวก ก) ใชระยะเวลาประมาณ 1 - 2 สัปดาห เก็บเกี่ยวเอาเซลลของเช้ือแอคติโนมัยซีทเอน-
โดไฟทประมาณ 200 มิลลิกรัม ใสลงในหลอดแกวฝาเกลียวท่ีบรรจุ 1 N H2SO4 จํานวน 4 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ือง vortex mixture นําหลอดดังกลาวไปนึ่งฆาเช้ือ ท่ี 121    
องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลาประมาณ 20 นาที ท้ิงใหเย็น ปรับ 
pH ของสวนผสมท่ีไดใหเปน pH 5.2-5.5 ดวย Ba(OH)2 ท่ีอ่ิมตัว แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว
รอบ 6,000 รอบตอนาที ประมาณ 10 นาที เทเอาเฉพาะสารละลายสวนใสและนําไประเหยจนแหง 
ละลายตัวอยางแหงในน้ํากล่ัน 300 ไมโครลิตร หยดสารละลายตัวอยาง 5 ไมโครลิตร และ
สารละลายมาตรฐานท้ัง 2 ชุด 1 ไมโครลิตร ลงบนฐานของ TLC plate นํา TLC plate ท่ีไดไปแช
ใน TLC tank ท่ีบรรจุ solvent system (n-butanol-distilled : water : pyridine: toluene; 10 

: 6 : 6 : 1, v/v)โดยใชเวลาประมาณ 3 - 6 ช่ัวโมง และนํา TLC plate ออกมาทําใหแหงใน fume- 
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hood ประมาณ 3 - 5 นาที แลวฉีดพนสารละลาย Aniline phthalate ใหท่ัวแผน นําไปบมท่ี 100 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
  

3.2.4 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยกได
ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (SEM : Scanning Electron Microscope) 

 เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทบนอาหาร IMA-2 บมไวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2-4 สัปดาห เพื่อใหเช้ือเจริญเต็มท่ีและสรางสปอรท่ีสมบูรณ นําเช้ือสงไปที่ศูนยวิจัยและ
บริการจุลทรรศนศาสตรอิเล็กตรอน สวท.–มช. คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม เพื่อ
ตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด มีวิธีการเตรียม
ตัวอยางดังนี้  คือ ตัดช้ินวุนท่ีมีเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทเจริญอยู มีขนาดประมาณ 5 x 5 

มิลลิเมตร จํานวน 3 - 4 ช้ิน ตอเช้ือตัวอยาง นําตัวอยางท่ีไดแชในสารละลาย glutaraldyhyde 2.5 

เปอรเซ็นต ใน 0.1 M phosphate buffer เพื่อรักษาสภาพ (fixing) โครงสรางและสวนประกอบ
ของเซลล แลวลางออกดวย 0.2 M phosphate buffer pH 7.2 และแชในสารละลาย osmium 

tetroxide 1 ปอรเซ็นต ใน 0.1 M phosphate buffer เพื่อรักษาสภาพเซลล แลวลางออกดวย 0.2 

M phosphate buffer pH 7.2 ข้ันตอนตอมาคือ การไลน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydration) โดย
การแทนท่ีน้ําดวย alcohol ท่ีมีความเขมขนสูงข้ึนตามลําดับ จาก 30, 50, 70, 80, 90, และ 100 

เปอรเซ็นต 2 - 3 คร้ังตามลําดับ โดยใชเวลาแชในแตละความเขมขน 5 - 10 นาที ทําใหแหง 
(drying) ดวยการรมตัวอยางดวย CO2 และทําการเคลือบตัวอยางดวยอนุภาคทองหนา 30 นาโน
เมตร นําตัวอยางท่ีไดมาศึกษาสองดูลักษณะสปอรและรูปแบบของการสรางสปอรภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ( JEOL รุน JSM-5910LV) พรอมท้ังบันทึกภาพลักษณะ
ของเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท 
 
3.3. การจําแนกชนิดของแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทดวยยีน 16S rDNA โดยใชเทคนิค PCR 

3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อแอคติโนมียซีท (DNA Extraction) (ดัดแปลงจาก 
Murray and Thompson, 1980) 
 เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทในอาหาร GY broth (ภาคผนวก ก) นําเช้ือท่ีไดไปบม
ท่ีอุณหภูมิหองและเขยาท่ีความเร็ว 125 รอบ/นาที เปนระยะเวลา 3 - 5 วัน ไปเปตเช้ือแอคติโนมัย-

ซีทเอนโดไฟท 1 มิลลิลิตร ลงในหลอด micro centrifuge มาแยกสวนสารละลายใสและเซลลโดย
วิธีการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที  เปนเวลา 5 นาที ลางเซลลดวยน้ํากล่ันท่ีผาน
การฆาเช้ือ 2 คร้ัง เก็บเซลลไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลล
แข็งตัว แลวเติม TE buffer 200 ไมโครลิตร และ Glass bead บดใหละเอียด เติม lysozyme (50 
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mg/ml) 100 ไมโครลิตร แลวบมไวท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง เติม Proteinase k (20 

mg/ml) 50 ไมโครลิตร และ 10 % SDS 10 ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ช่ัวโมง และเติม 5 M NaCl 50 ไมโครลิตร และ 10 % CTAB 300 ไมโครลิตร บมไวท่ี 
55 องศาเซลเซียส 30 นาที เติม Chloroform : Isoamyl Alcohol (24:1) 600 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากัน บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 30 นาที กลับหลอด micro centrifuge ทุก 10 นาที แลวนําไปปน
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที  เปนเวลา 15 นาที ไปเปตสารละลายสวนบนลงในหลอด 
micro centrifuge ประมาณ 500 ไมโครลิตร เติม Isopropanol ท่ีเย็นจัด 500 ไมโครลิตร นําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที  เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย Ethanol 
70 เปอรเซ็นต ท่ีเย็นจัด 1 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที  เปน
เวลา 10 นาที   (ลางตะกอนดีเอ็นเอ 2 คร้ัง) ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer 50 ไมโครลิตร 

เติม Rnase 0.002 เปอรเซ็นต 50 ไมโครลิตร บมไวท่ี 37 องศาเซลเซียส 30-60 นาที นํา
สารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดไปตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอ 
 

3.3.3 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแอคติโนมัยซีทดวยเทคนิค Polymerase chain reaction 
(PCR) 
 นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาใชเปน DNA template โดยใช  universal primers ดังตอไปนี้ทํา
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 
 
องคประกอบปฏิกิริยา PCR (PCR Condition) 

ใชชุด 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 

ผสมสวนประกอบท้ังหมดลงในหลอดพีซีอาร (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 เปอรเซ็นต ช่ัง agarose 1 กรัม ละลายใน 1X TAE buffer 100 

มิลลิลิตร ลงในขวด (duran) นําไปหลอมใหเขากันในไมโครเวฟ รอใหเจลอุนพอจับได ประมาณ 
50-60 องศาเซลเซียส ผสม ethidium bromide ท่ีความเขมขน100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 7 

ไมโครลิตร แลวเทลงในถาดเจล (gel tray) ท่ีเสียบหวี (comb) มีจํานวนชอง (well) ตามตองการ 
โดยปกติแลวเจลควรมีความหนาประมาณ 5-7 มิลลิเมตร รอจนใหเจลแข็งตัวและดึงหวีออกอยาง
ระมัดระวัง 
 

การ run agarose gel electrophoresis 

 นําเจลท่ีไดวางลงใน electrophoresis gel tank จากนั้นเท 1X TAE buffer ใหทวมแผน
เจล ผสม PCR products 3-5 ไมโครลิตร และ loading buffer 1 ไมโครลิตร ใหเขากันบนแผน 
Parafilm สําหรับตัวอยางมาตรฐาน (Molecular weight marker) ใช 1 Kb Plus DNA Ladder 

(invitrogen) ผสมเชนเดียวกับตัวอยาง PCR ทําการโหลดตัวอยางและตัวอยางมาตรฐานลงใน 
well โดยใหตัวอยางมาตรฐานอยูในชองทางซายสุด หรือ ขวาสุด ปดฝาและเปดสวิตซ 
electrophoresis gel tank ใหกระแสไฟฟาวิ่งจากข้ัวลบไปขั้วบวก ใชความตางศักยไฟฟา 100 

โวลต เวลา 30 นาที จากนั้นนําแผนเจลไปตรวจสอบดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และ
บันทึกภาพดวยเคร่ือง Gel documentation (SYNGREN; Gene Genius Bio Imaging 
System) 
 

3.3.5 การทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิ (purification) 

การทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิจาก PCR products โดยใช Purification test kit (GP-1 PCR 
clean-up kit) 
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Gel Electrophoresis 
 ตรวจวิเคราะหผลดีเอ็นเอดวยวิธี Electrophoresis เพื่อยืนยันพบแถบดีเอ็นเอจริง 
 

Homogenization 
 เติม buffer PCR Mix thoroughly 5 เทา ของ PCR products และเติม 3 M 

CH3COONa pH 5.2   5 ไมโครลิตร 
 

Loading to column 
 ยายสารละลายตัวอยางลงใน column centrifuge และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
1000 g/1 นาที แลวเทสารละลายสวนลางท้ิง 
 

Column washing 
 เติม 750 ไมโครลิตร ของ wash buffer และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 1000 g/1 

นาที แลวเทสารละลายสวนลางท้ิง แลวตาก column ใหแหงไวท่ีอุณหภูมิหอง ใชระยะเวลา 2-5 

นาที 
 

Elution 
 ยาย Column centrifuge ลงในหลอด microcentrifuge tube เติม Elution buffer 30-

200 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว 2 นาที และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 1000 g/1 นาที แลวเก็บ
สารละลายดีเอ็นเอไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
  

นําสารละลายดีเ อ็นเอที่ไดมาตรวจวิ เคราะหดูความเขมของแถบดี เ อ็นเอดวยวิ ธี 
Electrophoresis อีกคร้ัง 
 

3.3.6 การจัดจําแนกชนิดของเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทโดยใชเทคนิคทางโมเลกุล 

 นําตัวอยาง PCR product ท่ีทําการ Purification เรียบรอยแลวสงไปทําการวิเคราะหทาง
ชีวโมเลกุล โดยเทคนิค 16s rDNA ท่ีบริษัท MARCROGEN Advancing through Genomics 

ประเทศเกาหลีใต 
 เม่ือไดขอมูลท่ีเปนลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือแอคติโนมัยซีท นําขอมูลท่ีไดไปวิเคราะหหา
ชนิดของแอคติโนมัยซีทโดยอาศัยฐานขอมูลจากอินเตอรเน็ทของ National Center for 

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใชโปรแกรม BLAST ใน
การคนหาและวิเคราะหชนิดของจุลินทรีย 
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3.3.7 การทําแผนภูมิวิเคราะหแสดงความสัมพันธและวิวัฒนาการของเชื้อแอคติโนมัยซีท 
(Phylogenetic tree) 
 Phylogenetic tree เปนการเปรียบเทียบลําดับเบสท่ีวิเคราะหจากเทคนิค 16S rDNA  

sequence โดยนําลําดับเบสท่ีไดจากการตรวจสอบ เทียบกับตัวอางอิง ท่ีหาไดจาก Gene Bank 

วิเคราะหความสําพันธโดยใชโปรแกรม Phydit รวมกับ Trecon (Bootstrep = 1000) 
 
3.4. ศึกษาศักยภาพของเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทตอการผลิตสารท่ีชวยในการเจริญเติบโต 

ของสม  
3.4.1 การวิเคราะหหาความสามารถในการผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) (ดัดแปลง

จากวิธีการของ Gordon and Weber (1951)) 

เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทในอาหาร IMA 2  ประมาณ 7 วัน ทําการ cock เช้ือ 
แอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีตองการ (ตองเลือกบริเวณที่มีการเจริญเติบโตท่ีใกลเคียงกัน) ลงใน
อาหาร NB ท่ีเติม tryptophan 2 กรัมตอลิตร  นําเช้ือท่ีไดไปบมโดยเขยาท่ีความเร็ว 125 รอบ/นาที 

เปนระยะเวลา 7 วัน นําเช้ือท่ีไดมาแยกสวนสารละลายใสโดยการกรองดวยกระดาษกรองเบอร 5 
นําสวนละลายใสไปวิเคราะหหา IAA และนําตะกอนเซลลไปวิเคราะหหาน้ําหนักแหงของเช้ือโดย
นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส และนํามาช่ังดวยเคร่ืองช่ังส่ีตําแหนง ไปเปตสารละลายของ 
standard series และสารละลายเชื้อตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก เติม 
salkovskii  reagent 2 มิลลิลิตรผสมใหเขากัน บมไวในท่ีมืด 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืนแสง 530 นาโนเมตร 
 
วิธีการเตรียม Standard series 

 ช่ังสาร Indole-3-acetic acid  (MW = 175.19) ใหมีความเขมขน 10 มิลลิโมล กอนโดย
ใชเปน stock solution (ละลายใน 50% methanol) แลวเจือจาง สารละลาย IAA 10 มิลลิโมล 

ใหเปน 1 มิลลิโมล ดวย 50% methanol แลวใชสารละลาย IAA ท่ีความเขมขน 1 มิลลิโมล นี้ ทํา
การเตรียมชุด standard series ท่ีมีความเขมขน 0, 10, 20, 50, 100, 150 ไมโครโมล 
 

ความเขมขน 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 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการยอยละลายฟอสฟอรัส 

 เล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยกไดในอาหารแข็ง Czapek’s agar (ภาคผนวก)

บมไวท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีและบริเวณใส
รอบโคโลนี clear zone หาคา clear zone ratio จากอัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลาง
ของบริเวณใสรอบโคโลนี (clear zone diameter) ตอขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 
(colony diameter) 
 

3.4.3 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการสังเคราะหเอนไซมเซลลูเลส (ดัดแปลงจาก
วิธีการของ นันพนา (2549)) 

เล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีแยกไดในอาหารแข็ง Carboxymenthyl cellulose 

(CMC) บมไวท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน แลวยอมดวยการเทสารละลาย congo red 0.1 

เปอรเซ็นต ใหทวมอาหารวุนท้ิงไว 3 นาที และลางดวยสารละลาย NaCI 1 โมลลาร วัดขนาดเสน
ผานศูนยกลางของโคโลนีและบริเวณใสรอบโคโลนี (clear zone) หาคา clear zone ratio จาก
อัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณใสรอบโคโลนี (clear zone diameter) ตอ
ขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี (colony diameter) 
 
3.5 ศักยภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตของสม 

คัดเลือกเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทท่ีสามารถผลิตสารสงเสริมการเจริญเติบโต (จากขอ 
3.4) เพื่อทดสอบศักยภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตและการเขาสูราก ดวยวิธีการปลูกเช้ือ    
แอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทลงในกลาสม และเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของตนสมกับตนสมท่ี
ไมไดรับการปลูกเช้ือ 

3.5.1 วิธีการตรวจสอบการเขาราก 

ทําการเพาะตนกลาสมพันธุสายนํ้าผ้ึง นําเมล็ดสมท่ีไดลางน้ําใหสะอาดและผ่ึงลมใหแหง 
ทําการฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดโดยแช alcohol ท่ีมีความเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที และแชใน
สารละลาย sodium hypochlorite ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที แลวลางดวยน้ํา-
กล่ันท่ีผานการฆาเช้ือประมาณ 4-5 คร้ัง นําเมล็ดสมวางบนจานเพาะเช้ือท่ีบรรจุทรายท่ีทําการฆา
เช้ือแลว ประมาณ 7 วัน ยายกลาสมลงในกระถางท่ีบรรจุทรายท่ีผานการฆาเช้ือ ใชระยะเวลาในการ
ปลูกประมาณ 1 เดือน จากนั้นทําการปลูกเช้ือแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟทลงในดินบริเวณรอบๆ 
ของรากตนกลาสม ท่ีระดับความเขมขน 107 สปอรตอมิลิลิตร จํานวน 5 มิลลิลิตร ตอ กระถาง ตน
กลาสมควบคุมไมมีการปลูกเช้ือ ใชระยะเวลาปลูกประมาณ 2 เดือน จากนั้นนํารากออกมาลางน้ําให
สะอาด แลวแชในสารละลาย KOH 10 เปอรเซ็นต นําไปฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 
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121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนํารากมาลางดวยน้ํา
สะอาด และแชในสารละลาย HCl 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาลางดวยน้ําสะอาดอีก
คร้ังแลวนํามาแชในสารละลาย water blue 0.06 เปอรเซ็นต เพื่อยอมสีราก จากน้ันนํารากท่ียอมมา
ตัด (section) วางบนแผนไลส แลวปดทับดวยแผนแกวปดไสล แลวนําไปตรวจสอบการเขาราก
ภายใตกลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ 

 
3.5.2 เปรียบเทียบศักยภาพของเชื้อตอการเจริญเติบโตของกลาสม 
3.5.2.1 การเพาะกลาสมและวางแผนการทดลอง 
ทําการเพาะกลาสมเหมือนกับวิธีในขอ 3.5.1 ยายกลาสมลงในกระถางท่ีบรรจุดินท่ีผาน

การฆาเช้ือ ใชระยะเวลาในการปลูกประมาณ 1 เดือน จากนั้นทําการปลูกเช้ือแอคติโนมัยซีทเอน-  
โดไฟทท่ีคัดเลือก คือ เช้ือไอโซเลท TGsR-02-21 ซ่ึงเปนเช้ือท่ีมีความสามารถในการสรางสาร
เจริญเติบโตท่ีหลากหลาย และเช้ือไอโซเลท TGsL-02-05 เปนเช้ือท่ีมีความสามารถในการผลิต 
IAA สูงท่ีสุดเชนกัน 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 เปนชุดควบคุม (ไมไดใสเช้ือ) ท่ีระดับ
ความเขมขนของสปอรท่ี 107 สปอรตอมิลลิลิตร จํานวน 5 มิลลิลิตร ตอ กระถาง ใชระยะเวลาปลูก
ประมาณ 2 เดือน 

 
3.5.2.2 เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของกลาสม 

เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของตน ดูการแตกแขนงของรากฝอย และปริมาณนํ้าหนักสด
และแหงเปรียบเทียบกับตนควบคุม  
 


