
 

 

บทที ่4  

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

1. การเตรียมต้นแม่พนัธ์ุส้มทรอยเยอร์ในสภาพปลอดเช้ือ 

จากการเพาะเมล็ดส้มทรอยเยอร์ในอาหาร MS ท่ีไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ประมาณ 
2 สัปดาห์ เมล็ดจะเร่ิมงอกเป็นตน้กลา้ขนาดเล็ก จ านวน 3-4 ตน้ต่อ เมล็ด หลงัจากนั้นประมาณ 3 
เดือน ตน้กลา้จะมีความสูงประมาณ 4-5 เซนติเมตร มีล าตน้ลละใบมีสีเขียว เงา เป็นมนั ใบมีใบ
ประกอบ 3 ใบ (trifoliate) มีใบใหญ่ 1 ใบ ลละใบเล็ก 2 ใบ โดยลต่ละใบจะออกจากจุดเดียวกนั กา้น
ใบมีปีก (wing) ลคบๆ ลละมีหนามในซอกใบ รากมีสีขาวอมน ้ าตาลขนาดใหญ่เม่ือเปรียบเทียบกบั
ล าตน้ ลละมีความยาวโผล่พน้ผิวหนา้อาหาร (ภาพ 2) จากการทดลองน้ีจึงไดใ้ชส่้วนของล าตน้ลละ
ราก ส าหรับการทดลองต่อไปเพื่อเพิ่มปริมาณตน้กลา้ใหไ้ดจ้  านวนมากข้ึน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  ภาพ 3 ลกัษณะตน้กลา้ส้มทรอยเยอร์ (Citrange Troyer) ท่ีไดจ้ากการเพาะเมล็ด 
ก. ตน้กล้าส้มทรอยเยอร์ท่ีงอกจากเมล็ดมีจ านวน 3-4 ต้น ลละรากสีขาวอม

น ้าตาลขนาดใหญ่ อาย ุ3 เดือน 
ข. ลกัษณะใบสีเขียวเขม้ เงาเป็นมนั ใบมีใบประกอบ 3 ใบ ของตน้กลา้ส้ม 

ทรอยเยอร์ อาย ุ4 เดือน 
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2. การทดสอบสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการชักน าการเกิดยอด 

จากการทดลองเพิ่มปริมาณยอดส้มทรอยเยอร์ในอาหารสังเคราะห์ MS โดยใชอ้าหารลข็ง
ดดัลปลงฮอร์โมนในกลุ่มไซโตไคนินท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ จ านวน 5 สูตร ซ่ึงลบ่งการ
ทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม ไดล้ก่การเพาะเล้ียงส่วนของล าตน้สีเขียวเขม้ลละรากท่ีมีขนาดใหญ่  
สีขาวอมน ้ าตาล ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในขอ้ 1 พบวา่ เม่ือเพาะเล้ียงส่วนของพืชทั้ง 2 กลุ่มบน
ผิวหนา้อาหารในลต่ละสูตรเป็นเวลา 30 วนั ในอาหารสังเคราะห์สูตร MS3 เติม BAP ความ
เขม้ขน้ 2 mg/l ร่วมกบั NAA 0.1 mg/l สามารถชกัน ารากลละล าตน้ให้เกิดยอดมากท่ีสุด เฉล่ีย 
11.7 ลละ 7.5 ยอดต่อช้ินพืช ตามล าดบั รองลงมาคืออาหารสังเคราะห์สูตร MS2 เติม BAP 1 
mg/l ร่วมกบั Kinetin 1 mg/l ลละ NAA 0.1 mg/l สามารถชกัน ารากลละล าตน้ให้เกิดยอด 
เฉล่ีย 7 ลละ  5.6 ยอดต่อช้ินพืช ตามล าดบั ลตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติกบัชุดควบคุมท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต (ตาราง1) โดย พบการบวมลละขยายขนาดข้ึนของช้ิน
พืชที่ใช้ทดสอบ ลละมีการเกิดยอดสีเขียวอ่อนอมเหลืองขนาดเล็ก 0.1-1 เซนติเมตร อดัตวั
กนัลน่นบริเวณรอยตดัท่ีม่ีสีเขียวปนน ้าตาล ซ่ึงสอดคลอ้งกบัของ Maria et al. (2011) รายงาน
วา่ หลงัจากการเพาะเล้ียงส่วน epicotyls ของตน้ตอส้ม Carrizo citrange (Citrus sinensis (L.) 
Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf. บนอาหารเพาะเล้ียงเป็นเวลา 30 วนั บริเวณที่เป็นรอยตดั
บนช้ินพืชมียอดขนาดเล็กเกิดข้ึน หลงัจากนั้น ประมาณ 60 วนั ยอดขนาดเล็กสามารถเจริญ
เป็นตน้กลา้ขนาดเล็กสูงประมาณ 4-5 เซนติเมตร ประกอบดว้ยใบ ประมาณ 5-6 ใบ ล าตน้ตั้ง
ตรง ใบลละล าตน้เปล่ียนเป็นสีเขียวเข้มข้ึน (ภาพ 3) จากการทดลองคร้ังน้ีจะเห็นว่า การใช้
ฮอร์โมนกลุ่มไซโตไคนิน ที่มีความเขม้ขน้ค่อนขา้งต ่าสามารถชกัน าเน้ือเยื่อส่วนรากลละล า
ตน้ให้เกิดยอดจ านวนมากได ้ลตกต่างจากรายงานของ Da Silva et al. (2010) ซ่ึงไดศ้ึกษา
การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ epicotyls ลละ internode ของ sour orange (Citrus auantium L.) บน
อาหาร MT (Murashige and Tucker, 1969) ที่เติม BAP 1 mg/l ลละ NAA 0.3 mg/l พบว่า 
สามารถกระตุน้เน้ือเยื่อ epicotyls ลละ internode ให้เกิดยอดไดดี้ท่ีสุดเท่ากบั 1.8 ลละ 2 ยอด 
ต่อช้ินพืช ตามล าดบั หลงัเพาะเล้ียงเป็นเวลา 60 วนั ลละรายงานของ Tallon et al. (2012) ได้
ศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อส่วนยอดของตน้ตอส้ม จ านวน 3 พนัธุ์ ไดล้ก่ alemow (Citrus 
macrophylla) ส้มซ่า (Citrus aurantium) ลละคลีโอพตัรา (Citrus reshni) โดยใชอ้าหาร MS ท่ี
เติม BA ร่วมกบั adinine (AD) พบวา่ ส้มคลีโอพตัรา ลละส้มซ่า ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ท่ี
เติม BA 2 mg/l เป็นเวลา 60 วนัสามารถกระตุน้ให้เน้ือเยื่อส่วนยอดเกิดยอดไดดี้ที่สุด เท่ากบั 
1.76 ลละ 1.25 ยอดต่อช้ินพืช ตามล าดบั จากการทดลองน้ีไดล้สดงให้เห็นว่า ฮอร์โมนกลุ่ม 
ไซโตไคนิน ลละ ออกซิน มีความส าคญัต่อการเกิดกระบวนการ organogenesis ลละ embryogenesis 
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ซ่ึงการท างานร่วมกนัของฮอร์โมนทั้ง 2 กลุ่ม มีผลต่อการเปลี่ยนลปลงไปเป็นอวยัวะส่วน
ต่างๆ ของเซลล์พืช (Francesco and De Pasquale, 2003) เม่ือสัดส่วนของฮอร์โมนกลุ่มไซโต
ไคนินมีสูงกว่ากลุ่มออกซิน มีผลส่งเสริมให้เซลล์พืชเกิดเป็นตายอดข้ึน (Buchanan et al., 
2000)  

ดงันั้นสูตรอาหาร MS3 ท่ีไดจ้ากการทดลองน้ีน่าจะน ามาใช้ในการผลิตลละเพิ่มปริมาณ
ตน้ตอส้มทรอยเยอร์อย่างรวดเร็วได ้ซ่ึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการลกปั้ญหาการขาดลคลน
เมล็ดพนัธ์ุตน้ตอส้มทรอยเยอร์ลละยงัเป็นการผลิตตน้ตอ้ส้มปลอดโรคไดอี้กทางหน่ึงดว้ย 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 4  การพฒันาของยอดส้มทรอยเยอร์ท่ีถูกชกัน าดว้ยการเพาะเล้ียงส่วนล าตน้ลละรากใน 
อาหารสังเคราะห์สูตร MS3  

ก.   ส่วนรากส้มทรอยเยอร์บนอาหาร MS ในชุดควบคุม 
ข. ยอดท่ีเกิดจากการชกัน าส่วนราก บนอาหาร MS อาย ุ30 วนั 
ค. ตน้กลา้ท่ีเกิดจากการชกัน าส่วนราก บนอาหาร MS3 อาย ุ60วนั 
ง. ส่วนล าตน้บนอาหาร MS ในชุดควบคุม 
จ. ยอดท่ีเกิดจากการชกัน าส่วนล าตน้ บนอาหาร MS3 อาย ุ30 วนั 
ฉ. ตน้กลา้ท่ีเกิดจากการชกัน าส่วนล าตน้ บนอาหาร MS3 อาย ุ60 วนั 
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ตาราง 1 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตในอาหารสังเคราะห์สูตร MS ต่อการเพิ่มจ านวนยอด 
ของส้มทรอยเยอร์ เป็นเวลา 30 วนั 

     1 ค่าเฉล่ียจาก 4 ซ ้ า  
     2 ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนัในลนวตั้ง (column) เดียวกนัลสดงวา่ไม่มีความลตกต่าง  
      กนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติโดยวธีิ Least-significant difference  
      ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
 
3. การศึกษาอาการและการแยกเช้ือสาเหตุโรคแคงเกอร์ 

จากการเก็บตวัอยา่งใบมะกรูดจากตน้ที่ลสดงอาการของโรคลคงเกอร์อยา่งรุนลรง มา
ศึกษาลกัษณะอาการของโรค โดยสังเกตจาก การเปล่ียนลปลงของใบ ความผิดปกติ ลละการเกิด
ลผล ทั้งบนใบลละใตใ้บ พบวา่ บริเวณใบมีอาการใบจุดสีน ้ าตาลอ่อนอมเหลืองลผลนูน ขอบลผล
มีสีเหลือง ฉ ่าน ้ า เมื่อพลิกดูใตใ้บจะพบลผลนูนเป็นสะเก็ดลข็ง มีทั้งสีน ้ าตาลอมเหลืองลละสีเทา 
ขอบลผลฉ ่าน ้ า  เช่นเดียวกบัดา้นบนใบ (ภาพ 4) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Koizumi, 1985 ลละ 
Goto, 1992 ซ่ึงกล่าววา่ ลกัษณะอาการของโรคลคงเกอร์จะเร่ิมลสดงให้เห็นเป็นลผลคลา้ยกบัตุ่ม
ขนาดเล็กบนใบ เมื่อลผลมีอายุมากข้ึนจะเปล่ียนเป็นเหลือง สีน ้ าตาล ขอบลผลฉ ่าน ้ า ขยายขนาด
ใหญ่ข้ึน ลละเป็นสะเก็ด  

                       กรรมวิธี จ านวนยอดต่อช้ินพืช1 

 

NAA 

(ppm) 

BAP 

(ppm) 

Kinetin  

(ppm) 
ล าตน้ ราก 

MS (ชุดควบคุม)  - - - 0
c 

0
c 

MS1 0.1 1.5 1.5 0
c 

0
c 

MS2 0.1 1.0 1.0 5.6
a 2 

7.0
b 

MS3 0.1 2.0 - 7.5
a 

11.7
a 

MS4 0.1 - 2.0 0
c 

0
c 
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ภาพ 5 ลกัษณะอาการของโรคลคงเกอร์ บนใบมะกรูดท่ีเก็บจากจากอ าเภอ ขุนตาล   
           จงัหวดัเชียงราย มีอาการใบจุดสีน ้าตาลอมเหลือง ลผลเป็นสะเก็ดลหง้  
           ขอบลผล เหลืองฉ ่าน ้า 
 
ลละจากการลยกเช้ือสาเหตุโรคลคงเกอร์จากลผลโรคลละลยกเช้ือบริสุทธ์ิโดยการคดัเลือก

โคโลนีเด่ียวท่ีเจริญบนอาหาร NA มาขีดลงบนอาหาร YDC ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็น selective medium 
ลละบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั พบวา่ โคโลนีมีสีเหลืองเขม้ เหนียว เป็นเงา
มนั กลมมน มีขอบเรียบ ลละเม่ือน าไปตรวจลกรมลบคทีเรียดว้ยโปลตสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 
พร้อมทั้งยอ้มสีลกรมเพื่อตรวจดูลกัษณะลละการติดสีภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า 
พบเป็นลบคทีเรียลกรมลบ เซลล์มีลกัษณะเป็นท่อน (rod shape) หวั-ทา้ยมน (ภาพ 5) สอดคลอ้งกบั
รายงานของ Chand and Pal, 1982 ลละ Goto, 1992 ท่ีรายงานวา่ เช้ือลบคทีเรีย Xanthomonas 
axonopodis pv. citri. เป็นลบคทีเรียลกรมลบ มีลกัษณะเป็นรูปท่อน (rod-shape) ลกัษณะของ
โคโลนี มกัมีสีเหลือง เน่ืองจากเช้ือลบคทีเรียชนิดน้ีมีการสร้างรงควตัถุสีเหลือง เม่ือเล้ียงเช้ือใน
อาหารสังเคราะห์ท่ีมีส่วนประกอบของน ้ าตาลกลูโคส โคโลนีจะมีสีเหลืองเขม้ เป็นมนัเงา ลละ
เหนียว เจริญไดดี้ในอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส 
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ภาพ 6 ลกัษณะโคโลนี ลละเซลลข์องเช้ือลบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri  
ท่ีลยกไดจ้ากใบมะกรูด ลละเล้ียงบนอาหาร YDC อาย ุ7 วนั 
ก.   ลกัษณะโคโลนีของเช้ือ สีเหลืองเขม้ เหนียว เป็นเงามนั กลมมนขอบเรียบ    
ข.   ลกัษณะเซลลข์องเช้ือเป็นท่อน หวั-ทา้ยมน (rod-shape) ติดสีลดง ภายใต ้  
      กลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1000 เท่า 
 

4. การทดสอบความสามารถในการก่อโรคของเช้ือสาเหตุโรคแคงเกอร์ 

4.1 การทดสอบในสภาพปลอดเช้ือ 

จากการน าตน้กล้าส้มทรอยเยอร์อายุ 3 เดือน ท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือมาล้างอาหาร
วุน้ออกด้วยน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ จ านวน 20 ตน้ ลละลบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม เพื่อทดสอบความสามารถ
ในการก่อโรค กลุ่มท่ี 1 ท าลผลท่ีใบ ลละกลุ่มที่ 2 ไม่ท าลผล จ านวนกลุ่มละ 10 ตน้ ที่ปลูกเช้ือ
โดยการจุ่มตน้กล้าส้มลงในเซลล์ลขวนลอยเช้ือลบคทีเรียท่ีลยกได้ เป็นเวลา 5 นาที ลล้วสังเกต
ลกัษณะของตน้กล้าท่ีเกิดโรค อาการ ผิดปกติของตน้กล้า ตลอดจนระยะเวลาของการเกิดโรค 
พบวา่ ใบลละล าตน้ของตน้กลา้ส้มทรอยเยอร์ที่น ามาทดสอบ เร่ิมลสดงอาการของโรคลคงเกอร์ 
หลงัจากปลูกเช้ือเป็นเวลา 7 วนั โดยลกัษณะของลผลที่เกิดข้ึนกบัตน้กลา้ กลุ่มที่ 1 นั้นบริเวณ 
ใตใ้บที่ท  าลผล ลละล าตน้เร่ิมเกิดลผลที่มีสะเก็ดสีเขียวอ่อนนูนข้ึน จากนั้นลผลจะกลายเป็น 
สีเหลืองมีขนาดของลผลใหญ่ข้ึนลละเร่ิมลห้ง ขอบลผลมีสีเหลืองอ่อน ฉ ่าน ้ า (ภาพ 6) ส่วนกลุ่ม
ที่ 2 บริเวณใตใ้บลละล าตน้เกิดลผลขนาดเล็กเป็นสะเก็ดนูน มีสีเขียวอ่อน เช่นเดียวกบักลุ่มที่ 1  
ลต่อาการของโรคลละรอยลผลของกลุ่มที่ 1 จะมีความรุนลรงลละมีขนาดใหญ่กว่ากลุ่มที่ 2 
เน่ืองจากการท าลผลเป็นช่องทางให้เช้ือลบคทีเรียสาเหตุโรคลคงเกอร์สามารถเขา้ไปในเซลล์พืช
ไดง่้ายลละมีการเพิ่มปริมาณของเช้ืออย่างรวดเร็ว (อ าไพวรรณ ลละคณะ, 2542; Goto, 1992 )  

ข ก 
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4.2 การทดสอบในสภาพโรงเรือน 
จากการน าตน้กล้าส้มทรอยเยอร์ลละคลีโอพตัราอายุประมาณ 6 เดือน ที่เพาะเล้ียงใน

สภาพโรงเรือน มาทดสอบความสามารถในการก่อโรค โดยปลูกเช้ือด้วยวิธีฉีดพ่นเซลล์
ลขวนลอยของเช้ือลบคทีเรีย ลละจุ่มตน้กล้าลงในเซลล์ลขวนลอยของเช้ือ พบว่า ตน้กลา้ส้ม
ทรอยเยอร์ลละคลีโอพตัรา เร่ิมลสดงการของโรคหลงัจากปลูกเช้ือ เป็นเวลา 15 วนั โดยลกัษณะ
ของลผลที่เกิดข้ึนกบัตน้กลา้ กลุ่มที่ 1 ทั้งวิธีฉีดพ่นเซลล์ลขวนลอยของเช้ือ ลละการจุ่มตน้กล้า
ลงในเซลล์ลขวนลอยของเช้ือสาเหตุโรคลคงเกอร์ นั้นมีการเกิดลผลบริเวณใตใ้บที่ท  าลผล  
ลละล าตน้ ลผลมีลกัษณะเป็นสะเก็ดสีเขียวอ่อน นูนข้ึน จากนั้นลผลเปล่ียนเป็นสีเหลืองมีขนาด
ของลผลใหญ่ข้ึนลละเร่ิมลห้ง ขอบลผลมีสีเหลืองอ่อน ฉ ่าน ้ า (ภาพ 6) ส่วนกลุ่มที่ 2 ที่บริเวณใต้
ใบลละล าตน้มีการเกิดลผลขนาดเล็กเป็นสะเก็ดนูนสีเขียวอ่อนข้ึนที่บริเวณใตใ้บ ลละล าตน้ 
เช่นเดียวกบักลุ่มที่ 1 ลต่เกิดลผลลละลสดงอาการของโรคน้อยกว่ากลุ่มที่ 1 ผลการทดลองน้ี
สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Verniere et al. (1998)  ซ่ึงไดท้ดสอบความสามารถในการ
ก่อให้เกิดโรคใน Maxican lime โดยการฉีดพ่นเซลล์ลขวนลอยเช้ือ X. axonopodis pv. citri ลละ
พบการลสดงออกของโรค คือ เกิดลผลสีเหลืองนูนข้ึน ลกัษณะคลา้ยกบัลคลลสั มีขอบลผลฉ ่าน ้ า 
เช่นกนั 

จากการสังเกตพบว่า ในสภาพปลอดเช้ือ หลงัปลูกเช้ือสาเหตุโรค ตน้กลา้ส้มทรอยเยอร์ลละ
คลีโอพตัราลสดงอาการของโรคลคงเกอร์ไดเ้ร็วกว่า ตน้กลา้ที่ถูกปลูกเช้ือในสภาพโรงเรือน 
ทั้งน้ีอาจเป็นเพาะว่าภายใตส้ภาพปลอดเช้ือมีการควบคุมสภาพลวดลอ้ม ความช้ืน หรืออุณหภูมิ
เหมาะสมต่อการเกิดโรคลละการเพิ่มปริมาณของเช้ือสาเหตุโรค (Koizumi, 1985) 
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ภาพ 7 ลกัษณะลผลใบจุดเป็นสะเก็ดของส้มทรอยเยอร์ ลละส้มคลีโอพตัรา หลงัจากปลูก 
          เช้ือ Xanthomonas axonopodis pv. citri เพื่อทดสอบความสามารถในการก่อโรค  

ก. ใบส้มทรอยเยอร์ปกติถูกท าลผลท่ีไม่ได้รับการปลูกเช้ือในสภาพปลอดเช้ือ 
(ชุดควบคุม) 

ข. ใบส้มทรอยเยอร์ถูกท าลผลท่ีลสดงอาการของโรคลคงเกอร์หลงัการปลูกเช้ือ
เป็นระยะเวลา 7 วนัในสภาพปลอดเช้ือ 

ค. ใบส้มทรอยเยอร์ปกติถูกท าลผลท่ีไม่ได้รับการปลูกเช้ือในสภาพโรงเรือน  
(ชุดควบคุม) 

ง. ใบส้มทรอยเยอร์ถูกท าลผลท่ีลสดงอาการหลังการปลูกเช้ือเป็นระยะเวลา     
15 วนั ในสภาพโรงเรือน 

จ. ใบส้มคลีโอพตัราปกติถูกท าลผลท่ีไม่ได้รับการปลูกเช้ือในสภาพโรงเรือน 
(ชุดควบคุม) 

ฉ. ใบส้มคลีโอพตัราถูกท าลผลท่ีลสดงอาการของโรคลคงเกอร์หลงัการปลูกเช้ือ
เป็นระยะเวลา 15 วนัในสภาพโรงเรือน 
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5. การแยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 

จากการลยกเช้ือลอกติโนไมซีสต์ จากมะขวิด ลละมะสัง บนอาหาร IMA-2 ลละบ่มไวที้่มืด
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 เดือน พบโคโลนีท่ีมีลกัษณะคลา้ยผงลป้งสีขาวครีมเจริญ
ออกมาจากบริเวณรอยตดัลละผิวหน้าของชิ้นพืช ลละสามารถลยกเช้ือบริสุทธ์ิโดยให้เช้ือเจริญ
ผ่านลผ่นกรองเซลลูโลส (cellulose membrane filter) ไดท้ั้งหมด 4 ไอโซเลท ลยกไดจ้ากมะขวิด 
3 ไอโซเลท คือ LIM1, LIM2 ลละLIM4 ลยกไดจ้ากมะสัง 1 ไอโซเลท คือ FER1 ซ่ึงลต่ละไอโซเลท
มีลกัษณะดงัน้ี  

ไอโซเลท LIM1 ลกัษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหาร ISP-2 มีสี yellowish white (393) เจริญ
สม ่าเสมอตามลนวขีด (streak) ลกัษณะคลา้ยผงลป้ง สร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ าได ้สี pale 
greenish yellow (129) เมื่อตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า พบว่าเช้ือสร้าง
สปอร์ต่อกนัเป็นสายยาวคลา้ยลูกโซ่ เรียงต่อกนัเป็นเส้นตรงลละโคง้เล็กน้อย ลกัษณะเส้นสาย
ของสปอร์เป็นลบบ Rectiflexibiles type (ภาพ7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 8 ลกัษณะการเรียงตวัของสปอร์ลบบ Rectiflexibiles type ของเช้ือไอโซเลท LIM1 ภายใต ้
           กลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า (ก) ลละลกัษณะดา้นหน้า (ข ซ้าย) ลละดา้นหลงั     
           (ข ขวา) ของโคโลนีบนอาหาร ISP-2 อายุ 7 วนั  

ก ข 
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ไอโซเลท LIM2 ลกัษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหาร ISP-2 มีสี beige white (392) เจริญ
สม ่าเสมอตามลนวขีด ลกัษณะคลา้ยผงลป้ง สร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ าได ้สี yellowish brown 
(101) เม่ือตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า พบว่าเช้ือสร้างสปอร์ต่อกนัเป็นเส้น
สายยาวคลา้ยลูกโซ่ เส้นสายของสปอร์บิดเป็นเกลียว ลบบ Spira type (ภาพ8) 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 9 ลกัษณะการเรียงตวัของสปอร์ลบบ Spira type ของเช้ือไอโซเลท LIM2 ภายใตก้ลอ้ง 
           จุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า ลละลกัษณะดา้นหน้า (ข ซ้าย) ลละดา้นหลงั (ข ขวา)     
           ของโคโลนีบนอาหาร ISP-2 อายุ 7 วนั 
 

ไอโซเลท LIM4 ลกัษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหาร ISP-2 มีสี yellowish white (393) เจริญ
ตามลนวขีด (streak) ลกัษณะคลา้ยผงลป้ง สร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ าได ้สี light reddish yellow 
(131) เม่ือตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า พบว่าเช้ือสร้างสปอร์ต่อกนัเป็นเส้น
สายยาวคลา้ยลูกโซ่ เส้นสายของสปอร์บิดเป็นเกลียว ลบบ Spira type (ภาพ9) 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 10 ลกัษณะการเรียงตวัของสปอร์ลบบ Spira type ของเช้ือไอโซเลท LIM4 ภายใตก้ลอ้ง 
           จุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า ลละลกัษณะดา้นหน้า (ข ซ้าย) ลละดา้นหลงั (ข ขวา)   
           ของโคโลนีบนอาหาร ISP-2 อายุ 7 วนั 

ก ข 
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ไอโซเลท FER1 ลกัษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหาร ISP-2 มีสี yellowish white (393) 
เจริญสม ่าเสมอตามลนวขีด (streak) ลกัษณะคลา้ยผงลป้ง สร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ าได ้สี pale 
yellow (128) เม่ือตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า พบว่าเช้ือสร้างสปอร์ต่อกนั
เป็นเส้นสายยาวคลา้ยลูกโซ่ เส้นสายของสปอร์บิดเป็นเกลียว ลบบ Spira type (ภาพ10) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 11 ลกัษณะการเรียงตวัของสปอร์ลบบ Spira type ของเช้ือไอโซเลท FER1 ภายใตก้ลอ้ง  
             จุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า ลละลกัษณะดา้นหน้า (ข ซ้าย) ลละดา้นหลงั (ข ขวา)    
             ของโคโลนีบนอาหาร ISP-2 อายุ 7 วนั 

 
จากการทดลองคร้ังน้ีจะเห็นว่าเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่ลยกไดจ้ากพืชตระกูลส้ม

ทั้ง 2 ชนิด มีจ  านวนไอโซเลทน้อย ซ่ึงจากรายงานของ Sardi et al. (1992) ลละ Okazaki et al. 
(1995) ไดก้ล่าวว่า ความหลากหลายของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่อาศยัอยู่ในพืช ชนิด
ลละปริมาณของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่พบในพืชนั้นข้ึนอยู่กบัชนิดของพืช ลหล่งท่ี
ปลูกพืช รวมทั้งปัจจยัทางสภาพลวดลอ้มลละภูมิอากาศ นอกจากน้ีขั้นตอนลละวิธีการลยกเช้ือ 
ยงัส่งผลต่อ สกุล (genera) ลละจ านวนของเช้ือท่ีลยกได ้(Sheng et al., 2011) 

 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการยบัยั้งเช้ือสาเหตุโรค 

จากการน าเช้ือลอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ั้งหมด 4 ไอโซเลท มาทดสอบประสิทธิภาพของ
เช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ในการการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือลบคทีเรียสาเหตุโรคลคงเกอร์ 
ดว้ยวิธี well diffusion พบว่า เช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ไอโซเลท LIM1 สามารถยบัย ั้งเช้ือ
ลบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri ไดดี้ท่ีสุดลละให้ผลการวดับริเวณยบัย ั้ง (clear zone) 
มากท่ีสุด คือ 2.4 เซนติเมตร รองลงมาคือ ไอโซเลท LIM2 โดยให้ผลการวดับริเวณยบัย ั้งไดท่ี้ 1.6 
เซนติเมตร ซ่ึงทั้งสองไอโซเลทลตกต่างจากชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ส่วนไอโซเลท 

ก ข 
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LIM4 ลละ FER1 ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Xanthomonas axonopodis pv. citri ได ้(ภาพ 
11, ตาราง 2) ผลการทดลองท่ีไดน้ี้มีความสอดคลอ้งกบัรายงานของ Li et al. (2012) ไดล้ยกเช้ือ
ลบคทีเรียเอนโดไฟต์จากเน้ือเยื่อส่วนใบ ล าตน้ ลละราก ของตน้ anthurium โดยลยกไดเ้ช้ือ
ลบคทีเรีย Bacillus sp. ทั้งหมด 7 ไอโซเลท ลลว้น าไปทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือ Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae ซ่ึงเป็นเช้ือสาเหตุโรคไหมข้อง 
anthurium ดว้ยวิธี paper discs พบว่า เช้ือ Bacillus amyloliquefaciens B014 สามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือสาเหตุโรคไหมไ้ด ้โดยให้ผลการวดับริเวณยบัย ั้งไดเ้ท่ากบั 3.6 เซนติเมตร จากการ
ทดลองคร้ังน้ีจะสังเกตไดว้่า เช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ไอโซเลท LIM1 ลละ LIM2 มีผล
ต่อการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคลคงเกอร์ ซ่ึงน่าจะมีความเป็นไปไดว้ ่าเช้ือลอกติโนไมซีสต์ 
เอนโดไฟต์ ทั้ง 2 ไอโซเลท อาจจะสร้างสารทุติยภูมิ เช่น สารปฏิชีวนะ ตามรายงานของ  
Jonete et al. (2000)  ท่ีลยกเช้ือลอกติโนไมซีสต์จากใบลละรากของขา้วโพด โดยไดเ้ช้ือลอกติโน
ไมซีสต์ จากใบจ านวน 31 ไอโซเลท ลละจากราก 22 ไอโซเลท พบว่า 43.4% ของเช้ือทั้งหมด 
สามารถสร้างสารปฏิชีวนะตา้นทานเชื้อลบคทีเรียลละยีสต์ที ่น ามาทดสอบ นอกจากการ
ควบคุมโรคลคงเกอร์ด้วยวิธีทางชีวภาพลล้วยงัมีการทดสอบสารเคมีเพื่อใช้ในการควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคลคงเกอร์ ซ่ึงจากรายงานของ Shahbaz et al. (2007) ได้ทดสอบสารเคมีที่ใช้ในการ
ป้องกนัก าจดัโรคลคงเกอร์ในส้มkinnow (Citrus reticulate) จ านวน 10 ตวัอย่าง ไดล้ก่ 
Agrimycin-100 Cupravit Bavistin Dithane M-45 Vitavax Daconil Antracol Benlate Nimrod 
ลละ Afugan ที่ความเขม้ขน้ของสารละลายเท่ากบั 1% โดยใช้วิธี filter paper discs พบว่า 
Agrimycin-100 Cupravit Bavistin Dithane M-45 ลละ Vitavax สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
ลบคทีเรีย Xanthomonas camprestris pv. citri สาเหตุโรคลคงเกอร์ได ้โดยให้ผลการวดับริเวณ
ยบัย ั้งเท่ากบั 2.89, 2.46, 2.35, 2.0 ลละ 1.8 เซนติเมตร ตามล าดบั เมื่อน ามาทดสอบในสภาพ
ลปลง พบว่า หลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุ 50 วนั ลลว้ฉีดพ่น Agrimycin-100, Cupravit, Bavistin, 
Dithane M-45 ลละ Vitavax สามารถลดอาการลละการเกิดโรค โดยมีดชันีการเขา้ท าลายของ
เช้ือสาเหตุโรคลคงเกอร์เท่ากบั 3.03, 3.37, 3.60, 3.87 ลละ 4.2 ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุมท่ีมีดชันีการเขา้ท าลายเท่ากบั 4.83 

จากการทดลองขา้งต ้นจึงไดค้ดัเลือกเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ไอโซเลท LIM1  
เพื่อศึกษาความสามารถในการชกัน าให้เกิดความตา้นทานต่อโรคลคงเกอร์ในสภาพปลอดเช้ือ
ลละความสามารถในการเขา้อาศยัภายใน เน้ือเยื ่อส่วนต่างๆ ของตน้กลา้ส้มทรอยเยอร์ทั้ง 
ในสภาพปลอดเช้ือลละสภาพโรงเรือน 
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ภาพ 12 ลกัษณะการเกิดบริเวณ ยบัย ั้งการเจริญ (clear zone) (ศรช้ี) ของเช้ือลบคทีเรีย                   
       Xanthomonas axonopodis pv. citri โดยการเล้ียงร่วมกบัน ้าเล้ียงเช้ือลอกติโนไมซีสต์   
       เอนโดไฟต ์ดว้ยวธีิ well diffusion  เป็นเวลา 3 วนั  

 
 
ตาราง 2 ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้งการเจริญของเช้ือลบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis  

pv. citri ดว้ยเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต ์4 ไอโซเลท โดยวธีิ well diffusion 
 

ไอโซเลท ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางบริเวณยบัยั้ง (cm)1  

LIM1 2.4a 2 

LIM2 1.6b 

LIM4 0 

FER1 0 

LSD0.05 0.15 

CV (%) 21.11 
1 ค่าเฉล่ียจาก 4 ซ ้ า 
2 ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนัในลนวตั้ง (column) เดียวกนัลสดงวา่ไม่มีความ
ลตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเปรียบเทียบโดยวธีิ Least-significant difference  

          ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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การทดสอบความสามารถในการต้านทานโรคของต้นกล้าส้มในสภาพปลอดเช้ือ 

จากการปลูกเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ไอโซเลท LIM1 ลละ LIM2 ที่มีประสิทธิภาพ
ในการการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือลบคทีเรียสาเหตุโรคลคงเกอร์ โดยหยดสารลขวนลอยของ
เช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ลงบนผิวหน้าอาหารลข็ง MS ที ่เพาะเ ล้ียงตน้กล ้าส้ม 
ทรอยเยอร์อายุ 3 เดือน ลล้วปลูกเช้ือลบคทีเรียสาเหตุโรค เพื่อทดสอบตา้นทานของตน้กล้าส้ม
ทรอยเยอร์โดยจุ่มเฉพาะส่วนล าตน้ลละใบลงในเซลล์ลขวนลอยของเช้ือลบคทีเรียสาเหตุโรค 
ลล้วยา้ยตน้กล้าปลูกลงในขวดลก้วที่มี vermiculite ผสมอาหารเหลว MS ในสภาพปลอดเช้ือ 
พบว่า หลงัจากการปลูกเช้ือสาเหตุโรค 7 วนั ตน้กลา้ส้มลสดงอาการของโรคที่หลายระดบั  
(ภาพ 13) โดยตน้กลา้ส้มในชุดควบคุมที่ปลูกเช้ือสาเหตุโรคอย่างเดียว เช้ือสาเหตุโรคสามารถ
เจริญ ลละเขา้ท าลายตน้กลา้ ส่งผลให้ตน้กลา้ส้มลสดงระดบัความรุนลรงของโรคที่ระดบั 4  
ให้เปอร์เซ็นต์จ  านวนที่ลสดงอาการโรค 66.7 เปอร์เซ็นต์ ส่วนตน้กลา้ส้มที่ไดร้ับการปลูกเช้ือ
ลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ไอโซเลท LIM1 ลละ LIM2 ก่อน เป็นเวลา 30 วนั ลลว้จึงปลูกเช้ือ
สาเหตุโรค ลสดงลกัษณะการตา้นทานโรคไดด้ีที่สุดโดยตน้กลา้ลสดงระดบัความรุนลรงของ
โรคที่ระดบั 1 ให้เปอร์เซ็นต์จ  านวนที่ลสดงอาการโรค 50 ลละ 38.89 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
นอกจากน้ี ไอโซเลท LIM1 ลละ LIM2 ยงัสามารถป้องกนัไม่ให้ตน้กลา้ส้มเกิดโรคลละตายได ้
ท่ี 5.6 ลละ 16.67 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (ตาราง 3) 
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ภาพ 13 การเจริญของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต ์ไอโซเลท LIM1 บนผิวหนา้อาหารMS   
     (ก) หลงัการหยดเซลลล์ขวนลอยของเช้ือเป็นเวลา 10 วนั เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ข) 

 

จากการทดลอง พบการเจริญของเช้ือมีลกัษณะเป็นโคโลนีที่มีผงลป้งสีขาวครีม บนผิวหน้า
อาหาร MS หลงัจากหยดสารลขวนลอยของเช้ือประมาณ 10 วนั (ภาพ 12) ตน้กลา้ส้มทรอยเยอร์
มีการตอบสนองต่อเช้ือสาเหตุโรค หลงัจากท่ีได้รับการปลูกเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ คือ 
ในตน้กลา้ที่อ่อนลอต่อโรค พบอาการใบจุดเป็นลผลสะเก็ดนูน ขนาดเล็กร่วมกบัขนาดใหญ่  
มีสีเขียวอ่อน ขอบลผลมีสีเหลืองฉ ่ าน ้ า  ลผลจะลุกลามเพิ ่มจ านวนลละขยายขนาดใหญ่ข้ึน  
มีอาการใบร่วงลละตน้กลา้จะตายในที่สุด ส่วนในตน้กลา้ที่ลสดงความตา้นทานต่อโรคจะพบ
อาการใบจุด เป็นลผลสะเก็ดนูนขนาดเล็กสีเขียวอมเหลือง ลผลเป็นสะเก็ดลละขอบลผล 
มีลกัษณะเป็นขุยลห้ง ไม่ลุกลาม หรือขยายขนาดเพิ่มมากข้ึน ที่เป็นเช่นน้ีอาจเกิดจากพืชเกิดการ
ตอบสนองต่อตวัเช้ือ หรือสารทุติยภูมิที่เช้ือผลิตข้ึน ซ่ึงชกัน าให้เกิด phytoalexins ในเน้ือเยื่อพืช
ท าให้พืชเกิดกระบวนการป้องกนัตวัเองต่อเช้ือสาเหตุ โดยความตา้นทานที่เกิดข้ึนอาจเกิดลบบ 
local resistance ซ่ึงจะท าให้เซลล์หรือเน้ือเยื่อบริเวณนั้นเกิดการตาย ลละเกิดการสะสมของสาร 
phytoalexins ข้ึน เป็นผลจากระดบัความตา้นทานท่ีมีอยูใ่นพืชนั้นๆ หรือ ลบบ systemic resistance 
ซ่ึงจะไม่พบการตายของเน้ือเยื่อลละมีการสะสมของสาร phytoalexins ในปริมาณน้อย ดงันั้นการ

ก ข 
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ป้องกนัตวัเองของพืชลบบน้ีจะเกี่ยวขอ้งกบัระบบภายในพืช โดยเน้ือเยื ่อที่มีชีว ิตจะมีความ
ต า้นทานเพิ ่ม ขึ้นลละ เ ป็นล กัษณะการต า้นทานในระยะยาวลละ เก ิด ขึ้นก บัพ ืชทั้งต น้  
(Metlitskii and Ozeretskovskaya, 1985; Ozeretskovskaya and Chalova, 1989) ตามรายงานของ 
Shimizu et al. (2005) รายงานว่า การตา้นทานโรคลอนลทรคโนสของตน้กลา้ Arabidopsis ที่ถูก
ทดสอบโดยการใชเ้ช้ือ Streptomyces galbus R-5 มีผลท าให้เกิดกลไกการตา้นทานลบบ complex 
mechanism ข้ึน ซ่ึงประกอบดว้ยการสร้างสารปฏิชีวนะ ลละการตา้นทานลบบ systemic resistance  

 จากการทดลองปลูกเช้ือลอกติโนไมซีสเอนโดไฟต์ทั้ง 2 ไอโซเลท บนผิวหน้าอาหาร MS 
ที่ตน้กล้าส้มทรอเยอร์ พบว่า หลงัจากการปลูกเช้ือประมาณ 45 วนั เช้ือลอกติโนไมซีสต์ 
เอนโดไฟต์ไอโซเลท LIM2 ท าให้ตน้กล้าส้มเร่ิมลสดงอาการเห่ียว เหลือง ลละตายในที่สุด 
ทั้งน้ีอาจเกิดจากปริมาณของเช้ือลละสารทุติยภูมิที่เช้ือผลิตข้ึนที่เพิ่มจ านวนมากข้ึนจนเป็นพิษ
ต่อตน้กล้าส้ม ตามรายงานของ Okasaki (2003) ไดล้ยกเช้ือลอกติโนไมซีสต์ จากใบของ Setaria 
viridis var. pachystachys. พบเช้ือ Streptomyces sp. strain SANK63997 โดยเช้ือดงักล่าว
สามารถสร้างสารทุติยภูมิ Herbicidin H ท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าพืชได ้ลละนอกจากน้ียงัพบวา่เช้ือ 
Dactylosporangium sp. strain 61299 ท่ีลยกไดจ้าก Cucubalus sp. สามารถสร้างสาร streptol ลละ 
สารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพืชอีก 2 ชนิด ท่ีมีผลในการยบัย ั้งการงอกของ Brassica rapa.  

ดงันั้นจึงเลือกเช้ือลอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท LIM1 เพื่อใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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ภาพ 14 ลกัษณะของตน้กลา้ลละใบของส้มทรอยเยอร์ท่ีลสดงอาการของโรคลคงเกอร์ 
ท่ีระดบัความรุนลรงต่างๆ  

           ก = ความรุนลรงของโรคระดบั 0   
 ข = ความรุนลรงของโรคระดบั 1 

            ค = ความรุนลรงของโรคระดบั 2          
 ง = ความรุนลรงของโรคระดบั 3 

          จ = ความรุนลรงของโรคระดบั 4 

ก ข ค ง จ 
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ตาราง 3 เปอร์เซ็นตต์น้กลา้ส้มทรอยเยอร์ท่ีปลูกเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต ์ไอโซเลท LIM1 
ลละ LIM2 เป็นเวลา 30 วนั ลสดงอาการโรคลคงเกอร์ท่ีระดบัความรุนลรงต่างๆ  
หลงัการปลูกเช้ือสาเหตุโรค  Xanthomonas  axonopodis pv. citri เป็นเวลา 10 วนั 

          1 จากจ านวนตน้กลา้ส้ม 18 ตน้ 

7. การทดสอบความสามารถของเช้ือแอกติโนไมซีสเอนโดไฟต์ในการเข้าอาศัยภายในเนือ้เยือ่ 
ของต้นกล้าส้ม 

8.1 สภาพปลอดเช้ือ 
จากการน าตน้กล้าส้มทรอยเยอร์อายุ 3 เดือนท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ มาปลูกเช้ือ

ลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ไอโซเลท LIM1 โดยหยดสารลขวนลอยของเช้ือ ลงบนผิวหน้า
อาหาร เป็นเวลา 14 ลละ 30 วนั ลละน าไปตรวจดูลกัษณะการเขา้อาศยัภายในเน้ือเยื่อตน้กล้า
ส้มทรอยเยอร์ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด พบว่าเส้นใยของเช้ือลอกติโน
ไมซีสต์เอนโดไฟท์สามารถลทงผ่านชั้น cuticle เขา้สู่เน้ือเยื่อพืช มีการสร้างสปอร์ลละอาศยัอยู่
ภายในช่องว่างของปากใบ (ภาพ14) ผลการทดลองที่ได้น้ีมีความสอดคล้องกบัรายงานของ 
Suzuki et al. (2005) ซ่ึงได้ปลูกเช้ือ Streptomyces galbus strain R-5 ลงบนผิวหน้าอาหาร
สังเคราะห์ที่มีตน้กล้า rhododendron ในสภาพปลอดเช้ือ เป็นเวลา 14, 30 ลละ 60 วนั ลล้ว
ตรวจดูการเขา้อาศยัในเน้ือเยื่อโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนลบบส่องผ่าน (Transmission 
Electron Microscope) พบว่า หลงัจากปลูกเช้ือเป็นเวลา 30 วนั เส้นใยของเช้ือเขา้อาศยัอยู่ใกล้
ปากใบลละเขา้ไปในช่องว่างของ substomatal ลละที่ระยะเวลา 60 วนั พบเส้นใยเขา้ไปอาศยั

กรรมวธีิ ระดับความรุนแรง
ของโรค 

เปอร์เซ็นต์จ านวนต้นทีแ่สดงอาการโรค1 

0 1 2 3 4 

ชุดควบคุม 
ปลูกเช้ือสาเหตุ 
อย่างเดียว 

 0 0 5.6 27.78 66.7 

ปลูกเช้ือ 
ไอโซเลท LIM1 
ร่วมกบัเช้ือสาเหตุ 

 5.6 50 33.3 11.1 0 

ปลูกเช้ือ 
ไอโซเลท LIM2 
ร่วมกบัเช้ือสาเหตุ 

 16.7 38.9 22.2 22.2 0 
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อยู่ช่องว่างระหว่างเซลล์โดยผ่านทางช่องเปิดของปากใบ ลต่ไม่พบบนผิวชั้น epidermis ลละ 
mesophyll cell ลกัษณะการเขา้อาศยัของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ไอโซเลท LIM1 ที่พบ
จากการทดลองน้ียงัสอดคลอ้งกบัรายงานของ ฉัตรสุดา (2551) ซ่ึงไดศ้ึกษาลกัษณะการเขา้อยู่
อาศยัของเช้ือสเตรปโตมยัซีสเอนโดไฟต์ในใบลละรากของผกักาดฮ่องเต ้โดยการตรวจสอบ
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนลบบส่องกราด ลละพบว่า เช้ือสเตรปโตมยัซีสเอนโดไฟต์  
ไอโซเลท SC16 สามารถสร้างเส้นใยลบบ substrate mycelium ลละ aerial mycelium ปกคลุม
บริเวณผิวใบลละราก ตลอดจนมีการเจริญเขา้ไปในทางปากใบพืชดว้ย  จากการลยกเช้ือกลบัโดย
การสุ่มตวัอย่างส่วนเหนือผิวหน้าอาหาร ได้ลก่ ใบ ลละล าตน้ ลละส่วนใตผ้ิวอาหารได้ลก่ ราก 
เพื่อทดสอบความสามารถของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการเขา้อาศยัภายในเน้ือเยื ่อ
ของตน้กลา้ส้มทรอยเยอร์ พบว่า เช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ไอโซเลท LIM1 สามารถเขา้
อาศยัภายในเน้ือเยื่อของตน้กลา้ส้มได ้โดยมีการเจริญของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ออก
จากบริเวณรอยตดัของช้ินพืชส่วนล าตน้ ใบ ลละราก ของตน้กลา้ส้ม หลงัจากการลยกเช้ือกลบั 
ลลว้บ่มไวที้่ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั (ภาพ 15) ตน้กลา้ที่ไดรั้บการปลูกเช้ือ
เป็นเวลา 14 วนั มีจ  านวนของช้ินพืชส่วนเหนือผิวหน้าอาหาร ส่วนล าตน้ที่มีการเจริญของเช้ือ
ลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ไอโซเลท LIM1 มากที่สุด โดยให้เปอร์เซ็นต์การลยกเช้ือกลบั 
เท่ากบั 17.5 เปอร์เซ็นต์ ส่วนรากนั้นมีเปอร์เซ็นต์ การลยกเช้ือกลบัน้อย คือไดที้่ 10 เปอร์เซ็นต์ 
ในขณะที่ตน้กลา้ส้มที่ไดรั้บการปลูกเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ไอโซเลท LIM1 เป็นเวลา 
30 วนั ให้เปอร์เซ็นต์การลยกเช้ือกลบัเพิ่มมากข้ึน โดยช้ินส่วนล าตน้ลละใบเหนือผิวหน้าอาหาร
ให้เปอร์เซ็นต์การลยกเช้ือกลบั เท่ากบั 40 เปอร์เซ็นต์ ลละรากให้เปอร์เซ็นต์การลยกเช้ือกลบัได้
ที่ 10 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 4, ภาพ 16) ซ่ึงลตกต่างจากรายงานของ Meguro et al. (2004) ที่ได้
ทดลองปลูกเช้ือ Streptomyces padanus AOK-30 ลงบนผิวหน้าอาหารสังเคราะห์ท่ีมีตน้กลา้ของ 
Mountain Laurel ในสภาพปลอดเช้ือ พบว่า เช้ือดงักล่าวสามารถเขา้อาศยัภายในเน้ือเยื่อของตน้
กลา้ไดอ้ย่างรวดเร็ว โดยสามารถลยกเช้ือกลบัไดจ้ากช้ินพืชส่วนโคนตน้ถึงส่วนยอดของตน้กลา้
ไดภ้ายในระยะเวลา 10 วนั อย่างไรก็ตามจากการทดลองของ Meguro et al. (2004) ไม่มีการ 
ฆ่าเช้ือท่ีผิวก่อนการลยกเช้ือกลบั ลต่ในการทดลองคร้ังน้ี มีการฆ่าเช้ือที่ผิวก่อนการลยกเช้ือกลบั 
ดงันั้นจ านวนชิ้นพืชลละเปอร์เซ็นต์การลยกเช้ือกลบัจึงไดน้ ้อยกว่า เนื่องจากเช้ือลอกติโน 
ไมซีสต์เอนโดไฟต์ท่ีอยู่บนผิวพืชลละในเน้ือเยื่อบางส่วนไดถู้กก าจดัไป จึงท าให้ปริมาณของเช้ือ
ท่ีจะตรวจพบในช่วงการลยกเช้ือกลบัดงักล่าวมีน้อยลง 
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ภาพ 15 ลกัษณะการเขา้อาศยัของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ไอโซเลท LIM1      
             (ศรช้ี) บริเวณผิวของล าตน้ (ก) ลละปากใบ (ข) ของส้มทรอยเยอร์อายุ 3 เดือน   
             หลงัจากปลูกเช้ือเป็นเวลา 90 วนั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
             ลบบส่องกราด  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 16 ลกัษณะของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ไอโซเลท LIM1 เขา้อาศยัภายใน 

ปากใบของส้มทรอยเยอร์ 
 W = wax     C = cuticle 
  G = guard cell     S = spores of endophytic actinomycetes 
EP = epidermal cell  SP = stomatal pore 
SC = substomatal cavity  M = mycelium 

ก ข 

C 

M 

SP 
W 

EP SC 

G 
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ภาพ 17 การลยกเช้ือกลบัลละการเจริญออกจากช้ินพืชของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต ์

                    ไอโซเลท LIM1 ของตน้กลา้ส้มทรอยเยอร์ จากการปลูกเช้ือในสภาพปลอดเช้ือ           
                     หลงัวางบนอาหาร IMA-2 เป็นเวลา 3 วนั  

       ก = จานอาหารในชุดควบคุมท่ีไม่ปลูกเช้ือ  
       ข = ส่วนใบลละล าตน้ 
       ค = ส่วนราก 
       ง = จานอาหารในชุดทดสอบท่ีปลูกเช้ือไอโซเลท LIM1  
       จ,ฉ = เช้ือเจริญออกมาจากบริเวณรอยตดัของราก ลละ ล าตน้ 

ง 

ก 

จ 

ข ค 

ฉ 
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ตาราง 4 เปอร์เซ็นตก์ารลยกเช้ือกลบัหลงัจากปลูกเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟตไ์อโซเลท LIM1   
เป็นเวลา 14 ลละ 30 วนั ในสภาพปลอดเช้ือ 

1จ านวนช้ินพืช 
 

7.2 สภาพโรงเรือน 

จากการน าตน้กล้าส้มทรอยเยอร์อายุ 3 เดือนท่ีปลูกเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 
ไอโซเลท LIM1 ในสภาพปลอดเช้ือ บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 25±1องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั 
ลล้วยา้ยปลูก จากนั้นลยกเช้ือกลบัที่ระยะเวลา 7, 14, 21 ลละ30 วนั หลงัการออกปลูกโดย
การสุ่มตวัอย่างส่วนเหนือผิวหน้าอาหาร ได้ลก่ ใบ ลละล าตน้ ลละส่วนใตผ้ิวหน้าอาหาร 
ได้ลก่ ส่วนราก เพื่อทดสอบความสามารถของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการเขา้
อาศยัภายในเน้ือเยื่อของตน้กลา้ส้มในสภาพโรงเรือนพบว่า เช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์
ไอโซเลท LIM1 สามารถเขา้อาศยัภายในเน้ือเยื่อของตน้กลา้ส้มได ้โดยพบการเจริญของเช้ือ
ลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์เจริญออกจากบริเวณรอยตดัของชิ้นพืชส่วนเหนือผิวหน้า
อาหาร หลงัจากบ่มไวที้่ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั  มีจ  านวนของช้ินพืช
ส่วนล าตน้ลละใบเหนือผิวหน้าอาหารที่มีการเจริญของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์  
ไอโซเลท LIM1 ซ่ึงในลต่ละระยะเวลาทุก 7 วนั คือ 7,14, 21 ลละ 30 วนั ของการลยกเช้ือ
กลบัมีเปอร์เซ็นต์ลยกเช้ือกลบัเพิ่มข้ึน โดยให้เปอร์เซ็นต์การลยกเช้ือกลบั เท่ากบั 27.5, 45, 
50 ลละ 52.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ลต่ในส่วนรากนั้นไม่พบการเจริญของเช้ือลอกติโน 

After 
inoculation 

(day) 
Inoculum Part of tissue Plant No 

Positive 
Re-

isolation 
(%)  1 2 3 4 

14 
Control 

Leaf, stem (10)1 - - - - 0 
Root (5) - - - - 0 

LIM1 
Leaf, stem (10) +1a (stem) +2 (stem) +1 (stem) +3 (stem) 17.5 

Root (5) +1 - - +1 10 

30 

Control 
Leaf, stem (10) - - - - 0 

Root (5) - - - - 0 

LIM1 
Leaf, stem (10) 

+1 (leaf) 
+2 (stem) 

+1 (leaf) 
+3 (stem) +3 (stem) 

+1 (leaf) 
+5 (stem) 

40 

Root (5) - - +1 +1 10 
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ไมซีสต์เอนโดไฟต์หลงัจากการลยกเช้ือกลบั (ภาพ 17) ลตกต่างจากการทดลองของ  
Meguro et al. (2006) ท่ีไดท้ดลองปลูกเช้ือ Streptomyces sp. MBR-52 ลงบนผิวหน้าอาหาร
สังเคราะห์ท่ีมีตน้กลา้ของ rhododendron เป็นเวลา 10 วนั จากนั้นยา้ยปลูกลงในดินที่ฆ่าเช้ือ
ลลว้ ลลว้ท าการลยกเช้ือกลบัโดยใช้อาหาร IMA-2 หลงัยา้ยปลูก 10 วนั สามารถลยกเช้ือ
กลบัได ้โดยพบการเจริญของเช้ือในช้ินพืชส่วนราก ลละส่วนของล าตน้ตั้งลต่คู่ใบลรกจนถึง
คู่ใบที่ 3 ของตน้กลา้ rhododendron ซ่ึงจากการทดลองคร้ังน้ี พบว่า เน้ือเยื่อส่วนล าตน้ลละ
ใบของกลา้ส้มทรอยเยอร์ มีเปอร์เซ็นต์การลยกเช้ือเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ไอโซเลท 
LIM1 กลบัไดม้ากกว่าเน้ือเยื ่อส่วนราก ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากวิธีการปลูกเช้ือโดยการหยด 
น ้าเล้ียงเช้ือบนผิวหน้าอาหาร สปอร์ของเช้ือจึงมีโอกาสไดส้ัมผสัลละเขา้ไปในเน้ือเยื่อส่วน
นั้นทางช่องเปิดธรรมชาติ เช่น ปากใบ เลนติเซลล์ เป็นตน้  ส่วนรากนั้นอาจจะมีโอกาสได้
สัมผสักบัสปอร์ของเช้ือน้อย เน่ืองจากอยู่ใตผ้ิวอาหารเพาะเล้ียง ลละเช้ือลอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟต์ก็มีการเจริญลงใตผ้ิวอาหารเพาะเล้ียงไดน้้อยเช่นกนั ดงันั้นปริมาณของเช้ือที่พบ
บนช้ินพืชนั้นข้ึนอยู่กบัปริมาณ โอกาสของเช้ือที่จะไดส้ัมผสัส่วนต่างๆ ของพืช ลละวิธีการ
ปลูกเช้ือ ซ่ึงมีความส าคญัต่อการเขา้อยูอ่าศยัในเน้ือเยื่อของตน้กลา้ส้มทรอยเยอร์ อย่างไรก็
ตามในขั้นตอนของการออกปลูกไดใ้ช้ลกลบด าเป็นวสัดุปลูก โดยปกติลลว้ลกลบด าจะมีค่า 
pH 7-8.5 ลละมีลนวโน้มท่ีจะสูงข้ึนเม่ืออายุของกองข้ีเถา้ลกลบมากข้ึน (อิทธิสุนธร, ไม่ระบุ
ปีท่ีพิมพ)์ ซ่ึงอาจจะไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่จะเจริญ
ลงมาในส่วนราก หากมีการศึกษาในขั้นต่อไปของการทดลองคร้ังน้ีน่าจะมีการศึกษาความ
เหมาะสมของวสัดุปลูกที่ใช ้ในการออกปลูกตน้กลา้ส้มหลงัจากการปลูกเช้ือลอกติโน 
ไมซีสต์เอนโดไฟต์ 
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ตาราง 5 เปอร์เซ็นตก์ารลยกเช้ือกลบัหลงัจากปลูกเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟตไ์อโซเลท LIM1  
เป็นเวลา 30 วนั หลงัการยา้ยปลูกในสภาพโรงเรือน 

1จ านวนช้ินพืช 

After 
transplant 

(day) 

Inoculum Part of tissue 
Plant No 

Positive 
Re-isolation 

(%) 

 1 2 3 4 

7 

Control Leaf, stem (10)1 - - - - 0 
Root (5) - - - - 0 

LIM1 Leaf, stem (10) +1 (leaf) 
+1 (stem) 

+2 (leaf) 
+1 (stem) 

+2 (leaf) 
+2 (stem) 

+1 (leaf) 
+1 (stem) 27.5 

  Root (5) - - - - 0 

14 

Control Leaf, stem (10) - - - - 0 
Root (5) - - - - 0 

LIM1 Leaf, stem (10) +1 (leaf) 
+4 (stem) 

+2 (leaf) 
+2 (stem) 

+1 (leaf) 
+3 (stem) 

+2 (leaf) 
+3 (stem) 

45 

Root (5) - - - - 0 

21 

control Leaf, stem (10) - - - - 0 
Root (5) - - - - 0 

LIM1 Leaf, stem (10) +2 (leaf) 
+2 (stem) 

+3 (leaf) 
+3 (stem) 

+2 (leaf) 
+3 (stem) 

+2 (leaf) 
+3 (stem) 

50 

Root (5) - - - - 0 

30 

control Leaf, stem (10) - - - - 0 
Root (5) - - - - 0 

LIM1 Leaf, stem (10) +2 (leaf) 
+3 (stem) 

+2 (leaf) 
+4 (stem) 

+2 (leaf) 
+4 (stem) 

+2 (leaf) 
+2 (stem) 52.5 

Root (5) - - - - 0 
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ภาพ 18 เปอร์เซ็นตก์ารลยกเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟตไ์อโซเลท LIM1 กลบั                            

                        ในสภาพปลอดเช้ือ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 19 เปอร์เซ็นตก์ารลยกเช้ือลอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟตไ์อโซเลท LIM1 กลบั  

            ในสภาพโรงเรือน 

 

เปอร์เซ็นตก์ารลยกเช้ือกลบั 

เปอร์เซ็นตก์ารลยกเช้ือกลบั 


