
 

 

 

บทที่ 3  

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

1. การเตรียมต้นแม่พนัธ์ุส้มทรอยเยอร์ในสภาพปลอดเช้ือ 
น ำเมล็ดส้มทรอยเยอร์ท่ีไดรั้บควำมอนุเครำะห์จำกโครงกำรเพิ่มขีดควำมสำมำรถในกำร

แข ่ง ข นั ข อ ง เ กษตรก รผู ป้ ล ูก ส ้ม ส ำ ยน ้ ำ ผึ ้ง  จ งั ห ว ดั เ ช ีย ง ใ หม ่ คณะ เ กษตรศ ำสต ร์ 
มหำวิทยำลยัเชียงใหม่ จ  ำนวน 100 เมล็ด โดยน ำมำลำ้งน ้ำให้สะอำดพร้อมทั้งคดัเลือกเมล็ดพนัธ์ุ
ที่จมน ้ ำ ซ่ึงมีลกัษณะสมบูรณ์ ไม่ลีบหรือฝ่อ และไม่พบกำรเขำ้ท ำลำยของเช้ือรำหรือแบคทีเรีย 
ฟอกฆ่ำเช้ือที่ผิวเมล็ดพนัธุ์ที่ผ่ำนกำรคดัเลือกดว้ย Clorox 15 % ที่ผสม Tween 20 ประมำณ 2 
หยด นำน 10 นำที ลำ้งออกดว้ยน ้ ำกลัน่น่ึงฆ่ำเช้ือ 5 คร้ัง แลว้ใช้คีมปอกเปลือกหุ้มเมล็ดออก 
จำกนั้นวำงลงบนอำหำร MS (Murashige and Skoog, 1962) ที่ไม่เติมสำรควบคุมกำร
เจริญเติบโต จ ำนวน 5 เมล็ดต่อขวด บ่มไวที้่อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส และให้แสง 12 ชัว่โมง
ต่อวนั และตดัขยำยเพื่อเพิ่มปริมำณเม่ือตน้กลำ้มีอำยุประมำณ 3 เดือน 

2. การทดสอบสูตรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการชักน าการเกิดยอดของส้มทรอยเยอร์ 
ทดลองเพิ่มปริมำณยอดส้มทรอยเยอร์ในอำหำรสังเครำะห์ MS โดยใชอ้ำหำรแขง็ดดัแปลง

ฮอร์โมนในกลุ่มไซโตไคนินท่ีระดบัควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ จ ำนวน 5 สูตร ดงัน้ี 
1. สูตร MS  ชุดควบคุมไม่เติม สำรควบคุมกำรเจริญเติบโต 
2. สูตร MS1 เติม BAP 1.5 mg/l, kinetin 1.5 mg/l และ NAA 0.1 mg/l 
3. สูตร MS2 เติม BAP 1.0 mg/l, kinetin 1.0 mg/l และ NAA 0.1 mg/l  
4. สูตร MS3 เติม BAP 2.0 mg/l และ NAA 0.1 mg/l 
5. สูตร MS4 เติม kinetin 2.0 mg/l และ NAA 0.1 mg/l 

แบ่งกำรทดลองออกเป็น 2 กลุ่มไดแ้ก่ กำรเพำะเล้ียงส่วนล ำตน้ และรำกของกล้ำส้มท่ี
เตรียมไวใ้นขอ้ 1 โดยเลือกส่วนของล ำตน้สีเขียวเขม้และรำกท่ีมีลกัษณะอวบใหญ่ สีขำวอมน ้ ำตำล 
ท่ีไดจ้ำกตน้แม่พนัธ์ุ น ำมำตดัให้ไดข้นำดยำวประมำณ 0.5 - 1 เซนติเมตร วำงบนผิวหนำ้อำหำรใน
แต่ละสูตร 
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วำงแผนกำรทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยท ำกำรทดลอง 4 ซ ้ ำ 
ซ ้ ำละ15 ช้ิน/จำน แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส และให้แสง 12 ชัว่โมงต่อวนั สังเกต
ลกัษณะกำรเกิดยอดและบนัทึกจ ำนวนยอดท่ีเกิดข้ึนต่อช้ินพืช บนอำหำรแต่ละสูตรเปรียบเทียบกบั
ชุดควบคุม  

3. การศึกษาอาการ และการแยกเช้ือสาเหตุโรคแคงเกอร์ 
 3.1 การศึกษาอาการ 

เก็บตวัอย่ำงใบมะกรูดจำกตน้ท่ีแสดงอำกำรของโรคแคงเกอร์อย่ำงรุนแรง จำกอ ำเภอ 
ขุนตำล จงัหวดัเชียงรำย แลว้บนัทึกลกัษณะอำกำรของโรค โดยสังเกตจำก กำรเปล่ียนแปลง
ของใบ ควำมผิดปกติ และกำรเกิดแผล ทั้งบนใบและใตใ้บ 
 3.2 การแยกเช้ือบริสุทธ์ิ 

แยกเช้ือสำเหตุโรคแคงเกอร์โดยน ำใบมะกรูดท่ีแสดงอำกำรโรคระยะเร่ิมแรกมำฆ่ำเช้ือ
ที่ผิวด้วย แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ แล้วใช้มีดผ่ำตดั ตดัเอำส่วนที่เป็นแผลให้มีขนำด 0.3 x 
0.3 ตำรำงเซนติเมตร น ำมำวำงบนแผ่นสไลด์ ใช้มีดหั่นช้ินพืชให้ละเอียด หยดน ้ ำกลัน่ฆ่ำเช้ือ
ลงไป 1-2 หยด ทิ้งไวป้ระมำณ 1 นำที จำกนั้นใช้เข็มเขี่ยแตะที่น ้ ำคั้นแล้วขีดลงบนอำหำร NA 
(Nutrient Agar) บ่มไวที้่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 3 วนั จำกนั้นเลือกโคโลนีเด่ียว
มำขีดลงบนอำหำร YDC (Yeast Extract Dextrose CaCO3) เพื่อแยกเช้ือสำเหตุให้บริสุทธ์ิ 
(Schaad et al., 2001) บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 3 วนั แล้วน ำไปตรวจแกรม
แบคทีเรียด้วยโปแตสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) พร้อมทั้งยอ้มสีแกรม (Suslow et al., 1982) 
เพื่อตรวจดูลกัษณะและกำรติดสีภำยใตก้ล้องจุลทรรศน์ก ำลงัขยำย 1,000 เท่ำ แล้วเก็บไว้
ส ำหรับกำรทดลองขั้นต่อไป  

4. การทดสอบความสามารถในการก่อโรคของเช้ือสาเหตุโรคแคงเกอร์ 

 4.1 การทดสอบในสภาพปลอดเช้ือ 

 น ำตน้กลำ้ส้มทรอยเยอร์อำยุ 3 เดือน ที่เพำะเล้ียงในสภำพปลอดเช้ือมำลำ้งอำหำรวุน้
ออกดว้ยน ้ำกลัน่ฆ่ำเช้ือ จ ำนวน 20 ตน้โดยแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม เพื่อทดสอบควำมสำมำรถในกำร
ก่อโรค ดงัน้ี กลุ่มที่ 1 ท ำแผลที่ใบให้มีขนำดเท่ำๆ กนั ดว้ยเข็มเขี่ย จ  ำนวน 10 ตน้ ส่วนกลุ่มที่ 2 
ไม่ท ำแผล จ ำนวน 10 ตน้ จำกนั้นจุ่มตน้กลำ้จ ำนวน 5 ตน้ ของแต่ละกลุ่มลงในเซลล์แขวนลอย
เช้ือแบคทีเรีย ปริมำตร 50 มิลลิลิตรซ่ึงเตรียมไดจ้ำกกำรเล้ียงเช้ือแบคทีเรียที่แยกไดจ้ำกขอ้ 3.2 
ในอำหำรเหลว NA แลว้บ่มเช้ือไวที้่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่ำที่ควำมเร็ว 120 
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รอบต่อนำที เป็นเวลำ 1 วนั จำกนั้นปรับควำมเขม้ขน้และนบัปริมำณเซลล์แขวนลอยดว้ยวิธีเจือ
จำง (dilution plating) ให้ไดค้วำมเขม้ขน้ 108 cfu/ml  ส่วนในชุดควบคุมจุ่มตน้กลำ้ จ  ำนวน 5 
ตน้ ของแต่ละกลุ่มในน ้ำกลัน่น่ึงฆ่ำเช้ือโดยจุ่มไวเ้ป็นเวลำ 5 นำที ทั้ง 2 กลุ่ม จำกนั้นยำ้ยตน้กลำ้
ปลูกลงใน vermiculite ท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 25±1องศำเซลเซียส สังเกตลกัษณะของตน้
กลำ้ท่ีเกิดโรค อำกำร ผิดปกติของตน้กลำ้ ตลอดจนระยะเวลำของกำรเกิดโรคหลงัจำกไดรั้บกำร
ปลูกเช้ือเปรียบเทียบกบัลกัษณะของตน้กลำ้ในชุดควบคุมที่ไม่ไดรั้บกำรปลูกเช้ือ พร้อมทั้งแยก
เช้ือสำเหตุกลบั 

 4.2 การทดสอบในสภาพโรงเรือน 

 น ำตน้กลำ้ส้มทรอยเยอร์และคลีโอพตัรำอำยุประมำณ 6 เดือน ที่เพำะเล้ียงในสภำพ
โรงเรือน จ ำนวน พนัธุ์ละ 24 ตน้ โดยเช็ดท ำควำมสะอำดใบดว้ย แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ 
จำกนั้นแบ่งตน้กลำ้ทั้ง 2 พนัธุ์ ออกเป็น 2 กลุ่ม เพื่อทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อโรค ดงัน้ี 
กลุ่มที่ 1 ท ำแผลที่ใบให้มีขนำดเท่ำๆ กนั ดว้ยเข็มเขี่ย จ  ำนวน 12 ตน้ ส่วนกลุ่มที่ 2 ไม่ท ำแผล 
จ ำนวน 12 ตน้ โดยในแต่ละกลุ่ม จะท ำกำรปลูกเช้ือดว้ยวิธีกำร 2 วิธี คือ วิธีที่ 1 ปลูกเช้ือดว้ย
วิธีกำรฉีดพ่นเซลล์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียที่เตรียมไดจ้ำกขอ้ 4.1  ลงบนตน้กลำ้จ ำนวน 3 
ตน้ ในชุดควบคุมฉีดพ่นดว้ยน ้ำกลัน่ฆ่ำเช้ือจ ำนวน 3 ตน้ วิธีท่ี 2 จุ่มตน้กลำ้เฉพำะส่วนใบและล ำ
ตน้ลงในเซลล์แขวนลอยของเช้ือเดียวกนั จ ำนวน 3 ตน้ ส่วนชุดควบคุมจุ่มลงในน ้ ำกลัน่ฆ่ำเช้ือ 
จ ำนวน 3 ตน้ จุ่มนำนเป็นเวลำ 5 นำที ซ่ึงทั้ง 2 วิธีจะใช้เซลล์แขวนลอยของเช้ือที่มีควำมเขม้ขน้
108 cfu/ml จำกนั้นคลุมดว้ยถุงพลำสติก เพื่อควบคุมควำมช้ืน สังเกตลกัษณะของตน้กลำ้ที่เกิด
โรค อำกำร ผิดปกติของตน้กลำ้ ตลอดจนระยะเวลำของกำรเกิดโรคหลงัจำกไดรั้บกำรปลูกเช้ือ
เปรียบเทียบกบัลกัษณะของตน้กลำ้ในชุดควบคุมที่ไม่ไดร้ับกำรปลูกเช้ือ พร้อมทั้งแยกเช้ือ
สำเหตุกลบั 
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5. การแยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์  
5.1 การแยกเช้ือ 

เก็บตวัอย่ำงพืชตระกูลส้ม 2 ชนิด ไดแ้ก่ มะขวิด (Wood apple: Limonia acidizssima L.) 
และ มะสัง (Wood apple, Java feroniella: Feroniella lucida Scheff.) เลือกเก็บใบและกำ้น 
เฉพำะส่วนที่สมบูรณ์ไม่มีกำรเขำ้ท ำลำยของเช้ือโรคและแมลงมำแยกเช้ือโดยดดัแปลงจำก
วิธีกำรของ Shimizu et al. (2000) ดว้ยกำรน ำตวัอย่ำงพืชทั้ง 2 ชนิด มำลำ้งน ้ำให้สะอำด โดยลำ้ง
น ้ำไหลผ่ำน (running water) เป็นเวลำ 30 นำที ผึ่งลมให้แห้ง แลว้ใช้มีดตดัใบพืชเป็นรูปส่ีเหล่ียม
จตุัรัสขนำดประมำณ 1x1 ตำรำงเซนติเมตร ส่วนกำ้นและล ำตน้ตดัเป็นท่อน ควำมยำวท่อนละ 1 
เซนติเมตร น ำช้ินส่วนของพืชทั้งหมดไปฆ่ำเช้ือทีผิว โดยแช่ในสำรละลำย Clorox ควำมเขม้ขน้ 
3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลำ 3 นำที จำกนั้นแช่ในแอลกอฮอล์ควำมเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลำ 5 
นำที แลว้แช่ในสำรฆ่ำเช้ือรำ carbendazim เขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ นำน 1 นำที ซับช้ินพืชให้แห้ง
ดว้ยกระดำษกรองฆ่ำเช้ือ โดยน ำมำวำงบนกระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 ที่น่ึงฆ่ำเช้ือแลว้ ผึ่ง
ลมให้แห้งภำยในตูถ้่ำยเช้ือ จำกนั้นน ำไปแยกเช้ือบนอำหำร Inhibitory Mold Agar 2 (IMA-2) 
โดยวำงช้ินพืชจ ำนวน 15 ช้ิน ต่อ 1 จำนอำหำร บ่มช้ินพืชท่ีมืด ภำยใตอุ้ณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 1 เดือน 

5.2 การแยกเช้ือบริสุทธ์ิ 

เมื่อตรวจพบกำรเจริญของเช้ือออกมำจำกชิ้นพืช ใช้เข็มเขี่ยยำ้ยเช้ือที่มีลกัษณะของ
โคโลนีคลำ้ยผงแป้งไปเล้ียงบนอำหำร IMA-2 โดยใช้เข็มเขี่ยที่ยำ้ยเช้ือขีดลงบนแผ่นกรอง
เซลลูโลส (cellulose membrane filter) ขนำดรูเท่ำกบั 0.22 ไมโครเมตร ที่วำงบนผิวอำหำร 
IMA-2 (ภำพ 2) บ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 7 วนั จำกนั้นน ำแผ่นกรอง
เซลลูโลสออก หำกเช้ือจุลินทรียน์ั้นเป็นเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์จะพบว่ำ เชื้อนั้น
สำมำรถเจริญผ่ำนแผ่นกรองไปยงัผิวอำหำรได ้(Meguro et al., 2006) เพิ่มปริมำณเช้ือบริสุทธ์ิท่ี
แยกได ้โดยเล้ียงบนอำหำร IMA-2 ดว้ยวิธี streak plate และเก็บเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์
ที่ไดไ้วเ้ป็น stock culture บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส พร้อมทั้งตรวจดูลกัษณะของเส้นใย 
กำรสร้ำงสปอร์ และกำรเรียงตวัของสปอร์ ภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ที่ก  ำลงัขยำย 1,000 เท่ำ โดย
ปักแผ่นปิดสไลด์ (cover glass) ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือแลว้บริเวณที่มีกำรเจริญของเช้ือแอกติโนไม
ซีสต์เอนโดไฟต์ ท ำมุม 45 อำศำ กบัผิวหน้ำอำหำรบ่มไวใ้นที่มืด อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 7 วนั จำกนั้นน ำแผ่นปิดสไลด์ที่มีกำรเจริญของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ติดอยู่
มำยอ้มสีแบบ simple stain ดว้ยสำรละลำย crystal violet 0.1 เปอร์เซ็นต์  

2 
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ภำพ 2 ขั้นตอนกำรแยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟตจ์ำกช้ินพืชบนอำหำร IMA-2 และกำรแยก

เช้ือบริสุทธ์ิท่ีเจริญผำ่นแผน่กรองเซลลูโลส 

เช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟตบ์ริสุทธ์ิ 

เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์
เจริญออกจำกช้ินพืช 

ช้ินพืช 
1 

3 4 

แผน่เซลลูโลส 

เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์
เจริญผำ่นแผน่เซลลูโลส 
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6. การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการยับยั้งเช้ือสาเหตุโรค 
 ทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ที่แยกไดจ้ำกเน้ือเยื่อส่วนก่ิง
และกำ้นของมะขวิดและมะสัง ในกำรเป็นเช้ือปฏิปักษ์ต่อเช้ือสำเหตุโรคแคงเกอร์ ดว้ยวิธี well 
diffusion ซ่ึงดดัแปลงจำกวิธีกำรของ Kafur and Khan (2011) โดยเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอน
โดไฟต์ ในอำหำรเหลว ISP-2 (Shirling and Gottlieb, 1966)  pH 7.3   แลว้บ่มเช้ือไวที้่อุณหภูมิ 
30 องศำเซลเซียส บนเคร่ืองเขยำ่ท่ีควำมเร็ว 130 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 7 วนั จำกนั้นใชไ้มโครปิเปต
ดูดเซลล์แขวนลอยของเช้ือแต่ละไอโซเลท ปริมำตร 50 µl หยดลงในหลุมบนอำหำร NA ที่เจำะ
ดว้ย cork borer ขนำดเส้นผ่ำศูนยก์ลำง 0.5 เซนติเมตร ท่ีเกล่ียผิวหน้ำอำหำรดว้ยเซลล์แขวนลอย
เช้ือแบคทีเรียสำเหตุโรค โดยปรับควำมเขม้ขน้และนบัปริมำณเซลล์แขวนลอยดว้ยวิธีเจือจำง 
(dilution plating) ให้ไดค้วำมเขม้ขน้ 5x108 cfu/ml น ำไปบ่มไวที้่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 72 ชัว่โมง  
 วำงแผนกำรทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยท ำกำรทดลอง 
4 ซ ้ ำ ต่อเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์แต่ละไอโซเลท เมื่อเช้ือแบคทีเรียเจริญเต็มจำนอำหำร
เล้ียงเช้ือ บนัทึกผลโดยวดัขนำดบริเวณยบัย ั้ง clear zone ในชุดทดสอบเปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุมที่หยดน ้ ำกลัน่ แลว้คดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่ให้ค่ำบริเวณยบัย ั้งดีที่สุด 
เพื่อศึกษำขั้นต่อไป 

7. การทดสอบความสามารถในการชักน าให้เกิดความต้านทานโรคของต้นกล้าส้ม 
    ในสภาพปลอดเช้ือ 

 ปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์ไอโซเลทท่ีคดัเลือกไดจ้ำกขอ้ 6 โดยน ำเช้ือแอกติโน
ไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่เล้ียงในอำหำรแข็ง IMA-2 จ ำนวน 3 ช้ินเช้ือ เล้ียงในอำหำรเหลว IMB-2 
แลว้บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่ำที่ควำมเร็ว 130 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 
1 วนั แลว้หยดเซลล์แขวนลอยของเช้ือ ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ที่มีควำมเขม้ขน้104 cfu/ml ลงบน
ผิวหน้ำอำหำรแข็ง MS ที่เพำะเล้ียงตน้กล้ำส้มทรอยเยอร์อำยุ 3 เดือน บ่มไวที้่อุณหภูมิ 25±1
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 วนั จำกนั้นเลือกถอนตน้กล้ำส้มทรอยเยอร์จ ำนวน 18 ตน้ท่ี
แข็งแรง มีล ำตน้ตั้งตรง ใบมีสีเขียวเขม้ รำกเจริญดี ไม่แสดงอำกำรเห่ียวหรือใบร่วง ข้ึนมำล้ำง
เอำอำหำรวุน้ออกจำกรำกด้วยน ้ ำกลัน่ฆ่ำเช้ือ แล้วปลูกเช้ือแบคทีเรียสำเหตุโรค เพื่อทดสอบ
ตำ้นทำนของตน้กล้ำส้มโดยดดัแปลงจำกวิธีกำรของ Meguro et al. (2004) จุ่มเฉพำะส่วนล ำตน้
และใบลงในเซลล์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียสำเหตุโรค ที่มีควำมเขม้ขน้ 108 cfu/ml เป็น
เวลำ 5 นำที จำกนั้นยำ้ยตน้กล้ำปลูกลงในขวดแก้วที่มี vermiculite 50 กรัม ผสมอำหำรเหลว 
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MS 20 มิลลิลิตร น่ึงฆ่ำเช้ือแล้ว บ่มไวที้่อุณหภูมิ 25±1องศำเซลเซียส สังเกตลกัษณะกำรเกิด
โรคและบนัทึกระยะเวลำกำรเกิดโรคระดบัควำมรุนแรงของโรคหลงัจำกปลูกเช้ือ ตลอดจน
ติดตำมกำรเกิดโรคบนตน้กล้ำส้มโดยใช้ตวัเลข 0-4 เพื่อประเมินระดบัควำมรุนแรงของโรค 

ระดบัควำมรุนแรงของโรคแคงเกอร์ 
0 =ไม่มีแผล (ไม่เกิดโรค) 
1 = มีแผลบนตน้กลำ้เป็นพื้นท่ี 1-10%  
2 = มีแผลบนตน้กลำ้เป็นพื้นท่ี 11-50% 
3 = มีแผลบนตน้กลำ้เป็นพื้นท่ี 50-80% 
4 = มีแผลบนตน้กลำ้เป็นพื้นท่ี 80 % และตน้กลำ้ตำย  

8. การทดสอบความสามารถของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการเข้าอาศัยภายในเนือ้เยือ่     
ของต้นกล้าส้ม 

 8.1 สภาพปลอดเช้ือ 

 น ำตน้กล้ำส้มทรอยเยอร์อำยุ 3 เดือนท่ีเพำะเล้ียงในสภำพปลอดเช้ือในอำหำรแข็งสูตร 
MS มำปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ไอโซเลทที่คดัเลือกได้ โดยหยดเซลแขวนลอย
ของเช้ือที่เตรียมด้วยวิธีกำรตำมที่ระบุในขอ้ 7 ควำมเขม้ขน้ 104 cfu/ml ปริมำตร 1 มิลลิลิตร 
ลงบนผิวหน้ำอำหำร บ่มไวที้่อุณหภูมิ 25±1องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 14 และ 30 วนั น ำตน้
กล้ำส้มที่ปลูกเช้ือแล้วส่งตรวจที่ศูนยว์ิจยัและบริกำรจุลทรรศนศำสตร์อิเล็กตรอน สวท.- มช. 
คณะวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลยัเชียงใหม่ เพื่อตรวจดูลกัษณะกำรเขำ้อำศยัภำยในเน้ือเยื่อตน้
กล้ำส้มภำยใตก้ล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกรำด (Scanning Electron Microscope: 
SEM) (JEOL รุ่น JMS-5910LV) พร้อมทั้งแยกเช้ือกลบัโดยกำรสุ่มตวัอย่ำงส่วนใบ ล ำตน้ 
และรำก มำฟอกฆ่ำเช้ือที่ผิวเช่นเดียวกบักำรทดลอง 5.1 โดยวำงช้ินพืชแต่ละส่วน บนอำหำร 
IMA-2 ท ำทั้งหมด 4 ซ ้ ำ ๆ ละ 5 ช้ิน บ่มไวที้่อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2-5 วนั 
สังเกตกำรเจริญของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์บนชิ้นพืช บนัทึกผลโดยกำรนับจ ำนวน
ช้ินพืชท่ีมีกำรเจริญของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่เจริญออกมำ แล้วค ำนวณเปอร์เซ็นต์
กำรแยกเช้ือกลบัได้จำกจ ำนวนชิ้นพืชทั้งหมดเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมที่ไม่ได้รับกำรปลูก
เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ดงัน้ี  

 

 

( จ  ำนวนช้ินพืชท่ีมีเช้ือเจริญออกมำ/จ ำนวนซ ้ ำ 

 จ  ำนวนช้ินพืชท่ีใช้แยกเช้ือทั้งหมด 
X   100 % แยกเช้ือกลบั  =  
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8.2 สภาพโรงเรือน 

น ำตน้กลำ้ส้มทรอยเยอร์อำยุ 3 เดือนที่เพำะเล้ียงในสภำพปลอดเช้ือในอำหำรแข็งสูตร 

MS มำปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ไอโซเลทที่คดัเลือกได้ หยดสำรแขวนลอยของเช้ือ 

ควำมเขม้ขน้ 104 cfu/ml ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ลงบนผิวหน้ำอำหำร บ่มไวที้่อุณหภูมิ 25±1องศำ

เซลเซียส เป็นเวลำ 30 วนั แลว้ยำ้ยปลูกลงในถำดหลุมที่มีวสัดุปลูกเป็นแกลบด ำน่ึงฆ่ำเช้ือ  

โดยปลูก 1 ตน้ ต่อ 1 หลุม คลุมถำดหลุมดว้ยถุงพลำสติกเพื่อให้ควำมช้ืนเป็นเวลำ 7 วนั แลว้น ำ

ถุงออก จำกนั้นแยกเช้ือกลบัที่ระยะเวลำ 7, 14, 21 และ 30 วนั หลงักำรออกปลูกโดยกำรสุ่ม

ตวัอย่ำงส่วนใบ ล ำตน้ และรำก มำฟอกฆ่ำเช้ือที่ผิวเช่นเดียวกบักำรทดลอง 5.1 โดยวำงช้ินพืช 

แต่ละส่วน บนอำหำร IMA-2 ท ำทั้งหมด 4 ซ ้ ำ ๆ ละ 5 ช้ิน บ่มไวที้่อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส 

เป็นเวลำ 2-5 วนั สังเกตกำรเจริญของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์บนช้ินพืช พร้อมทั้งบนัทึก

ผลโดยกำรนบัจ ำนวนช้ินพืชท่ีมีกำรเจริญของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่เจริญออกมำจำก

ช้ินพืช แลว้ค ำนวณเป็นเปอร์เซ็นต์กำรแยกเช้ือกลบัไดจ้ำกจ ำนวนช้ินพืชทั้งหมดเปรียบเทียบกบั 

ชุดควบคุมท่ีไม่ไดรั้บกำรปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ดงัน้ี 

 

 ( จ  ำนวนช้ินพืชท่ีมีเช้ือเจริญออกมำ/จ ำนวนซ ้ ำ 

 จ  ำนวนช้ินพืชท่ีใช้แยกเช้ือทั้งหมด 
X   100 % แยกเช้ือกลบั  =  


