
 21  

 

บทที ่3 

อุปกรณ์ และวธีิการ 
 

3.1 การแยกเช้ือสาเหตุโรครากเน่า 

เก็บตวัอย่างโรครากเน่าของสตรอวเ์บอร์รีพนัธ์ุ 329 (Yael) จากแปลงเพาะตน้กลา้ของเกษตรกร
ในอ าเภอสะเมิง จงัหวดัเชียงใหม่ น ามาแยกเช้ือสาเหตุดว้ยวิธี tissue transplant ดดัแปลงจากวิธีการของ 
Nelson and Abad (2010) โดยน าช้ินส่วนของรากและล าต้นสตรอว์เบอร์รีมาล้างน ้ าไหลให้สะอาด        
ตดับริเวณแผลให้มีขนาด 1 เซนติเมตร น าไปฆ่าเช้ือท่ีผิวด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ ความเข้มข้น        
10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3 นาที แล้วล้างช้ินพืชดว้ยน ้ ากลั้นฆ่าเช้ือจ านวน 1 คร้ัง ซับให้แห้ง น าช้ินพืช
วางบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA บ่มไว้ท่ี อุณหภูมิห้อง จากนั้ นแยกเช้ือให้บริสุทธ์ิด้วยวิธี hyphal tip 
isolation โดยใช ้cork borer ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร ตดัช้ินวุน้บริเวณปลายเส้นใยของเช้ือ
รา น าช้ินวุน้ท่ีได้มาวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง จนเช้ือราเจริญเต็มจานอาหาร
เล้ียงเช้ือ ท าการตรวจสอบลกัษณะของเส้นใย การสร้างสปอร์ และลกัษณะโคโลนีของเช้ือราสาเหตุเพื่อ
จ าแนก และเพิ่มปริมาณเช้ือเพื่อใชใ้นการทดสอบต่อไป 

3.2 การทดสอบความสามารถในการท าให้เกดิโรค  

ทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรค ด้วยวิธี soil infestation ดัดแปลงจากวิธีการของ 

Bowman et al. (2007)โดยเร่ิมจากเตรียม inoculums ของเช้ือราสาเหตุ โดยน าเมล็ดขา้วฟ่างมาแช่น ้ า      
1 คืน ลา้งให้สะอาด จากนั้นบรรจุในถุงทนความร้อนถุงละ 200 กรัม แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน  15 ปอนด์ ต่อตารางท่ี น้ิวเป็นเวลา 20 นาที จากนั้ นใช้ cork borer         
เจาะปลายเส้นใยของเช้ือราสาเหตุ (ท่ีแยกได้จากการทดลองท่ี 3.1) ท่ีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA       
เป็นเวลา 5 วนั จ านวน 3 ช้ิน วางลงในถุงเมล็ดขา้วฟ่างท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ในสภาพปลอดเช้ือ เขยา่ถุงเบา 
ๆ บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 - 7 วนั เม่ือเช้ือราเจริญเต็มถุงแลว้จึงน า inoculum ของเช้ือราสาเหตุ
ปลูกเช้ือในตน้สตรอวเ์บอร์รี ปริมาณ 3 กรัมต่อตน้ ลงในดินบริเวณรอบ ๆ โคนของตน้สตรอวเ์บอร์รี
พนัธ์ุ 329 (Yael) อายุ 30 วนั คลุมด้วยถุงพลาสติกเพื่อรักษาความช้ืนเป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนั้นน า
ถุงพลาสติกออก สังเกตการเกิดโรค และบนัทึกอาการเกิดโรคท่ีเกิดข้ึน 
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3.3 การแยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์  

แยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์จากพืชวงศ์กุหลาบ (Rosaceae) จ านวน 4 ชนิด และ            
พืชสมุนไพรจ านวน 12 ชนิด (ตารางท่ี 1) โดยดดัแปลงจากวิธีการของ Shimizu et al. (2000) เร่ิมจาก    
เก็บตวัอย่างพืชเฉพาะส่วนท่ีสมบูรณ์ไม่มีการเขา้ท าลายของโรคหรือแมลง น าตวัอยา่งพืชท่ีไดม้าลา้ง  
น ้ าไหลเป็นให้สะอาดเวลา 10 - 15 นาที (ข้ึนอยู่กบัชนิดของพืช) น ามาผึ่งลมให้แห้งแลว้ตดัใบให้เป็น
รูปส่ีเหล่ียมขนาด 1 x 1 เซนติเมตร ส่วนกา้นยาว 1 เซนติเมตร จากนั้นน าช้ินพืชท่ีไดม้าฆ่าเช้ือท่ีผิวดว้ย
โซเดียมไฮโปคลอไรตค์วามเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 3 นาที แลว้แช่ในแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต ์
เป็นเวลา 5 นาที และแช่ในสารละลายคาร์เบนดาซิม ความเขม้ข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 นาที     
ซบัให้แห้งโดยน าไปวางบนกระดาษกรองท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ผึ่งลมให้แห้งภายในตูถ่้ายเช้ือเป็นเวลา 2 วนั    
น าช้ินพืชมาวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ Inhibitory Mold Agar-2 (IMA-2) (ภาคผนวก ก) จ านวน 15 ช้ิน    
ต่อจานอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มในท่ีมืดอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั เม่ือเช้ือเจริญออกมาจาก
ช้ินพืช ใช้เข็มเข่ียเช้ือยา้ยเช้ือท่ีคาดว่าเป็นเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
IMA-2 ท่ีวางแผ่นกรองเซลลูโลส (cellulose membrane filters) (Whatman 0.22 ไมโครเมตร) (ภาพท่ี 4)          
เป็นเวลา 5 วนั จากนั้นน าแผ่นกรองเซลลูโลสออกหากเช้ือจุลินทรีย์นั้ นเป็นเช้ือแอกติโนไมซีสต ์        
เอนโดไฟต์จะพบว่าเช้ือสามารถเจริญลอดผ่านแผ่นกรองเซลลูโลสไปยงัผิวหน้าอาหารได้ แยกเช้ือ       
ให้บริสุทธ์ิอีกคร้ัง จากนั้นตั้งช่ือไอโซเลทของเช้ือจากช่ือวิทยาศาสตร์ 3 ตวัแรกของพืชแต่ละชนิด 
(ตารางท่ี 1) ท าการเพิ่มปริมาณเช้ือเก็บเป็น stock culture บนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 บ่มไวใ้นท่ีมืด
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4 การขีดเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์บนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 ท่ีวางแผน่กรอง           
เซลลูโลส (cellulose membrane filters) 

 

แผน่กรองเซลลูโลส 

เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์
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ตารางที ่1 ช่ือไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากพืชวงศ์กุหลาบ และ
สมุนไพร 

                     พืชอาศยั     ช่ือวทิยาศาสตร์ ช่ือไอโซเลท 

พืชวงศก์ุหลาบ 

1.นางพญาเสือโคร่ง  Prunus cerasoides PRU 
2. กุหลาบ  Rosa sp. ROS 
3. สตรอวเ์บอร์รี   Fragaria ananassa  FRA 
4. สตรอวเ์บอร์รีป่า Duchesnea indica Focke DUC 

พืชสมุนไพร 

1. สะระแหน่  Metha cordifolia Opiz. MET 
2.ผกัไผ ่ Polygonum odoratum Lour. POL 
3. กาแฟ  Coffea arabica  L. COF 
4. หม่อน  Morus alba L.  MOR 
5. อบเชย  Cinnamomum verum J. Presl CINv 
6. การบูร Cinnamomum camphora (L.) J.S. 

Presl 
CINc 

7. เอ้ืองหมายนา  Costus speciosus COS 
8. ตะไคร้ตน้  Litsea cubeba Per.       LIT 
9. ผกัชีฝร่ัง  Eryngium foetidum L. ERY 
10. โสม  Panax ginseng C. A. Meyer PAN 
11. สะเดา  Azadirachta indica AZA 
12. ดอกไมจี้น  Hemerocallis fulva Linn. HEM 

3.4 การคัดเลอืกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ทีม่ีประสิทธิภาพในการยบัยั้งเช้ือราสาเหตุโรครากเน่า  

ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใย     
เช้ือราสาเหตุด้วยวิธี  dual culture โดยเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์บนอาหารเล้ียงเช้ือ 
International Streptomyces Project-2 (ISP-2) (Taechowisan et al., 2005) (ภาคผนวก ก) ด้วยการขีดเช้ือ
บนผิวหนา้อาหารความยาว 4 เซนติเมตร และห่างจากขอบจานอาหาร 2 เซนติเมตร น าไปบ่มไวใ้นท่ีมืด
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั จากนั้นใช ้cork borer ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร 
เจาะบริเวณขอบโคโลนีของเส้นใยเช้ือราสาเหตุท่ีมีอายุ 5 - 7 วนั น ามาวางบนอาหารเล้ียงเช้ือบริเวณ
ตรงกนัขา้มกบัเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์ระยะห่าง 4 เซนติเมตร (ภาพท่ี 5) บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง           
เป็นเวลา 5 - 7 วนั วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยท าการทดลอง
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ไอโซเลทละ 4 ซ ้ า ซ่ึงชุดควบคุมเล้ียงเฉพาะเช้ือราสาเหตุโรค ตรวจสอบผลการทดลองโดยวดัขนาดรัศมี
ของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดทดสอบ เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้ง         
การเจริญ (Percent Inhibition of Radial Growth : PIRG) โดยใชสู้ตร 

PIRG = (R1-R2) x 100 
                                                                            R1 

R1 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเช้ือราท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP-2 ในชุดควบคุม 
R2 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเช้ือราท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP-2 ในชุดทดสอบ 

น าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งท่ีได ้มาประเมินประสิทธิภาพการยบัย ั้งตามวิธีการของ เกษม สร้อยทอง 
(2532) ดงัน้ี 

ระดบัสูงมาก      = เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งมากกวา่ 75 เปอร์เซ็นต ์
   ระดบัสูง              = เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง 61 – 75 เปอร์เซ็นต ์
  ระดบัปานกลาง  = เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง 51 – 60 เปอร์เซ็นต ์ 
   ระดบัต ่า              = เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งนอ้ยกวา่ 51 เปอร์เซ็นต ์

จากนั้ นคดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ท่ีมีประสิทธิภาพการยบัย ั้งในระดับสูงมาก         
มาตรวจสอบผลการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราสาเหตุ โดยบนัทึกลกัษณะเส้นใยของเช้ือราสาเหตุท่ี
ถูกยบัย ั้งการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP-2 จากการทดสอบด้วยวิธี dual culture และน าเส้นใยเช้ือรา
สาเหตุบริเวณท่ีถูกยบัย ั้งการเจริญมาตรวจสอบลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ บนัทึกลกัษณะของเส้นใย
เช้ือราสาเหตุท่ีพบเปรียบเทียบกบัเส้นใยเช้ือราสาเหตุในชุดควบคุม 

  
R1 

   
 R2 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 5 การทดสอบประสิทธิภาพของแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์ในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุด้วยวิธี

dual culture (            เช้ือสาเหตุ,                   เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์) โดยท่ี 
R1 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเช้ือราท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP-2 ในชุดควบคุม  
R2 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเช้ือราท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP-2 ในชุดทดสอบ 

 

ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 
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3.5 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์  

น าเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ท่ีคัด เลือกได้จากการทดลองท่ี  3.4 มา streak plate            
บนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 บ่มไวใ้นท่ีมืดอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั จากนั้นบนัทึก
ลกัษณะสีของโคโลนี (อา้งอิงหมายเลขสีจาก New Dictionary of Color Name, 1987) การเจริญของ
โคโลนี และการสร้างรงควตัถุท่ีละลายน ้าได ้และจ าแนกชนิดของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตด์ว้ย
วิธี slide culture โดยการ streak เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต ์บนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 แลว้ปัก
แผน่ปิดสไลด์ (cover glass) ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ท ามุม 45 องศา กบัผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ (ภาพท่ี 6)     
บ่มไวท่ี้มืดอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้น น าแผน่ปิดสไลด์ท่ีมีเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟต์เจริญติดอยู่มายอ้มสีด้วยสารละลาย cystal violet 0.1 เปอร์เซ็นต์ เพื่อตรวจสอบลกัษณะ
เส้นใย  การสร้างสปอร์ของเช้ือ และการเรียงตัวของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (compound 
microscope) ท่ีก าลังขยาย 1,000 เท่า เปรียบเทียบลักษณะต่าง ๆ ตามเอกสารของ Miyadoh et al. 
(1997) และ Stanley et al. (1989) เพื่อจดัจ าแนกเช้ือในเบ้ืองตน้ 

 

ภาพที ่6 การเตรียม slide culture ของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์เพื่อศึกษาลกัษณะทางสัณฐาน 
วทิยาของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 

3.6 การตรวจสอบความสามารถในการเข้าอาศัยของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในต้นตรอว์เบอร์รี 
ในสภาพปลอดเช้ือ  

3.6.1  การเพิ่มปริมาณตน้สตรอวเ์บอร์รีในสภาพปลอดเช้ือ 

เพิ่มปริมาณตน้สตรอวเ์บอร์รีพนัธ์ุ 329 (Yael) ด้วยเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
บริเวณปลายยอดโดยคัดเลือกต้นแม่พันธ์ุ มาปลูกเล้ียงในโรงเรือนดูแลจนให้ไหล         
น าไหลท่ีสมบูรณ์มาฟอกฆ่าเช้ือท่ีผิว ดว้ยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ 3 คร้ัง นานคร้ังละ 5 นาที ก่อนน าไปตดั
เน้ือเยื่อเจริญปลายยอดให้มีขนาดความยาวไม่เกิน 0.5 มิลลิเมตร น าไปเล้ียงในอาหาร
สูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) (ภ าคผนวก  ก ) เป็น เวลา 60 วัน  จากนั้ น          
เม่ือตรวจพบการเจริญของกลุ่มยอดสตรอวเ์บอร์รีจึงตดัแบ่ง และยา้ยลงเล้ียงในอาหาร

แผน่ปิดสไลด์ 
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กระตุน้การแตกกอเป็นเวลา 40 - 50 วนั ก่อนแยกเป็นตน้เด่ียว ๆ ไปเล้ียงในอาหาร MS               
ไม่มีฮอร์โมนโดยจดัใหมี้ระยะห่างระหวา่งตน้พอสมควรเพื่อให้ตน้เจริญเติบโตไดดี้ 

3.6.2 การปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตใ์นตน้สตรอวเ์บอร์รีในสภาพปลอดเช้ือ 

น าเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ท่ีคดัเลือกได้จากการทดลองท่ี 3.4 มา streak       
เพิ่มปริมาณบนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 บ่มไวใ้นท่ีมืดอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
7 วนั จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร ตดัช้ินวุน้บริเวณท่ีมี   
เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์เจริญเติบโตท่ีใกลเ้คียงกนั จากนั้นยา้ยเช้ือไอโซเลทละ     
5 ช้ิน  ไป เล้ียงในอาหารเล้ี ยงเช้ือ  Inhibitory Mold Broth-2 (IMB-2) (ภาคผนวก ก) 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องบนเคร่ือง orbital shaker ความเร็ว 125 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้ นหยดเซลล์แขวนลอยองเช้ือแอกติโนไมซีสต ์            
เอนโดไฟตค์วามเขม้ขน้ 1 x 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ต่อตน้ ลงบริเวณ
โคนต้นสตรอว์เบอร์รีพันธ์ุ 329 (Yael) อายุ 20 วัน ท่ี เพาะเล้ียงบนอาหาร MS ไม่มี
ฮอร์โมน จากนั้นเล้ียงตน้สตรอวเ์บอร์รีไวใ้นสภาพปลอดเช้ืออุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ภายใตแ้สง 1200 lux 16 ชัว่โมงต่อวนั  

3.6.3 การตรวจสอบความสามารถในการเข้าอาศัยของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ใน            
ตน้สตรอวเ์บอร์รีในสภาพปลอดเช้ือ 

ตรวจสอบความสามารถในการเขา้อาศยัพืชด้วยวิธีการแยกเช้ือกลบั (re-isolation) 
โดยน าต้นสตรอว์เบอร์รีพนัธ์ุ 329 (Yael) ท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ และได้รับการ 
ปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์จากวิธีการ 3.6.2 เป็นเวลา 7, 14 และ 21 วนั มา       
แยกเช้ือกลบั โดยตดัตน้สตรอวเ์บอร์รีเป็นช้ินเล็ก ๆ แยกเป็นส่วนใบ ล าตน้ และราก น าช้ิน
พืชทั้ งหมดมาฆ่าเช้ือท่ีผิวเช่นเดียวกับการทดลองท่ี 3.3 โดยแช่สารละลายโซเดียม-             
ไฮโปคลอไรต์ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3 นาที แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต ์      
เป็นเวลา 5 นาที และสารละลายคาร์เบนดาซิม ความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 1 - 2 
นาที ซับช้ินพืชให้แห้งโดยน ามาวางบนกระดาษกรองท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ผึ่งลมให้
แห้งภายในตู้ถ่ายเช้ือเป็นเวลา 2 - 3 วนั จากนั้ น วางช้ินพืชบนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 
ช้ินส่วนละ 10 ช้ินต่อจานอาหาร บ่มไวใ้นท่ีมืดอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 - 14 
วนั ตรวจสอบการเจริญของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์ท่ีเจริญออกมาจากช้ินพืช และ   
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x 100 

นับจ านวนช้ินพืชท่ีสามารถแยกเช้ือกลับได้ เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ได้ปลูกเช้ือ                        
แอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์ค านวณเปอร์เซ็นตก์ารแยกเช้ือกลบัจากสูตรดงัน้ี 

          เปอร์เซ็นตก์ารแยกเช้ือกลบั = จ านวนช้ินพืชท่ีแยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์ด ้ 
                                             จ  านวนช้ินพืชทั้งหมด  

3.7 การชักน าความต้านทานโรครากเน่าในต้นสตรอว์เบอร์รี 

3.7.1 การชกัน าความตา้นทานโรครากเน่าในตน้สตรอวเ์บอร์รีในสภาพปลอดเช้ือ 

ทดสอบความต้านทานโรครากเน่าโดยน าต้นสตรอว์เบอร์รีพันธ์ุ 329 (Yael)           
ท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ และได้รับการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต ์          
ท่ีคดัเลือกได้เป็นเวลา 30 วนั มาปลูกเช้ือราสาเหตุโรครากเน่า ดดัแปลงจากวิธีการของ 

Ingram (1967) โดยหยด oospore แขวนลอยของเช้ือราสาเหตุท่ีความเขม้ขน้ 1 x 104 สปอร์
ต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 10 ไมโครลิตร บริเวณโคนต้นสตรอว์เบอร์รีในสภาพปลอดเช้ือ 
จากนั้นบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั วางแผนการทดลองแบบ CRD
โดยท าการทดลองไอโซเลทละ 4 ซ ้ า ซ ้ าละ 5 ตน้ โดยชุดควบคุมปลูกเฉพาะเช้ือราสาเหตุ
เพียง อยา่งเดียว บนัทึกผลโดยประเมินระดบัความรุนแรงของโรครากเน่าในตน้   สตรอว์
เบอร์รีแต่ละตน้ซ่ึงให้เกณฑ์การประเมินท่ีดดัแปลงจากวิธีการของ Martí nez et al. (2010) 
โดยแบ่งเป็น 5 ระดบั (ภาพท่ี 7) ดงัน้ี 

ระดบั 0 ตน้สตรอวเ์บอร์รีไม่แสดงอาการของโรค  
ระดบั 1 โคนและรากของตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเน่าเป็นสีน ้าตาล และลาม

ไปสู่กา้นใบ 1 - 2 ใบ 
ระดบั 2 โคนและรากของตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเน่าเป็นสีน ้าตาล และลาม

ไปสู่กา้นใบ 3 - 5 ใบ 
ระดบั 3 โคนและรากของตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเน่าเป็นสีน ้าตาล และลาม

ไปสู่กา้นใบทุกยกเวน้ส่วนยอด  
ระดบั 4 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเน่าเป็นสีน ้าตาลทั้งตน้  

จากนั้นน าค่าท่ีไดม้าค านวณหาค่าเฉล่ียระดบัความรุนแรงของการเกิดโรคโดยใชสู้ตร 
ค่าเฉล่ียระดบัความรุนแรงของการเกิดโรค =  (0 x N0) + (1 x N1) + (2 x N2) + (3 x N3) + (4 x N4) 
                                                                                                              LN 
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หมายเหตุ 
ตวัเลข 0 - 4  = ระดบัความรุนแรงของโรคตั้งแต่ระดบั 0 ถึง ระดบั 4 
N0 = จ านวนตน้สตรอวเ์บอร์รีท่ีแสดงอาการของโรคในระดบัความรุนแรงท่ี 0 
N1 = จ านวนตน้สตรอวเ์บอร์รีท่ีแสดงอาการของโรคในระดบัความรุนแรงท่ี 1 
N2 = จ านวนตน้สตรอวเ์บอร์รีท่ีแสดงอาการของโรคในระดบัความรุนแรงท่ี 2 
N3 = จ านวนตน้สตรอวเ์บอร์รีท่ีแสดงอาการของโรคในระดบัความรุนแรงท่ี 3 
N4 = จ านวนตน้สตรอวเ์บอร์รีท่ีแสดงอาการของโรคในระดบัความรุนแรงท่ี 4 
LN = จ านวนตน้สตรอวเ์บอร์รีทั้งหมด  

 
  

 
 
 

 

 
 ระดับ 0 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 4  

ภาพที่ 7 ระดบัความรุนแรงโรครากเน่าของตน้สตรอวเ์บอร์รีที่ไดรั้บการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟต์เป็นเวลา 30 วัน หลังจากปลูกเช้ือรา Phytophthora cactorum เป็นเวลา 14 วัน          
ในสภาพปลอดเช้ือ 

ระดบั 0 ตน้สตรอวเ์บอร์รีไม่แสดงอาการของโรค  
ระดบั 1 โคนและรากของตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเน่าเป็นสีน ้ าตาล และลามไปสู่

กา้นใบ 1 - 2 ใบ 
ระดบั 2 โคนและรากของตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเน่าเป็นสีน ้ าตาล และลามไปสู่

กา้นใบ 3 - 5 ใบ 
ระดบั 3 โคนและรากของตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเน่าเป็นสีน ้ าตาล และลามไปสู่

กา้นใบทุกยกเวน้ส่วนยอด  
ระดบั 4 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเน่าเป็นสีน ้าตาลทั้งตน้  
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3.7.2 การชกัน าความตา้นทานโรครากเน่าในตน้สตรอวเ์บอร์รี ในสภาพโรงเรือน 

ทดสอบความต้านทานโรครากเน่าของต้นสตรอว์เบอร์รีพันธ์ุ 329 (Yael) ใน
สภาพโรงเรือน โดยเร่ิมจากน าต้นสตรอว์เบอร์รีท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ และ
ได้รับการปลูก เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ท่ีคัดเลือกได้  เป็น เวลา 21 ว ัน                 
มาออกปลูก โดยน าขวดท่ีเพาะเล้ียงตน้วางไวท่ี้อุณหภูมิห้องเพื่อปรับสภาพเป็นเวลา       
7 วนั จากนั้นน าตน้สตรอวเ์บอร์รีออกจากขวด ลา้งตน้ให้ปราศจากวุน้อาหารเพาะเล้ียง 
จากนั้นยา้ยลงปลูกในกระบะช าซ่ึงใช ้peat moss ผสมกบัแกลบด าในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 
ส่วน (w/w) ท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือเป็นวสัดุปลูก จากนั้นครอบ กระบะช าด้วยโครงผา้
พลาสติกเพื่อรักษาความช้ืน 80 - 10 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิ 22 - 25 องศาเซลเซียส และ
พรางแสงตลอดช่วงระยะปลูกภายในโรงเรือนกนัแมลงเป็นเวลา 3 วนัเพื่อให้ตน้ตั้งตวั 
จากนั้นปลูกเช้ือราสาเหตุโดยใช ้inoculums ของเช้ือราท่ีเตรียมในเมล็ดขา้วฟ่างจากการ
ทดลองท่ี 3.2 ปริมาณ 1 กรัมต่อต้น ลงบนดินบริเวณรอบ ๆ โคนของต้น บ่มไว้ท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วนั วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยท าการทดลอง            
ไอโซเลทละ 4 ซ ้ า ซ ้ าละ 5 ตน้ โดยชุดควบคุมปลูกเฉพาะเช้ือราสาเหตุเพียงอย่างเดียว 
บนัทึกผลโดยประเมินระดบัความรุนแรงของโรคจากอาการเห่ียวของตน้สตรอวเ์บอร์รี
ในแต่ละตน้ ซ่ึงให้เกณฑ์การประเมินท่ีดดัแปลงจากวิธีการของนุชนารถ จงเลขา (2544) 
โดยแบ่งเป็น 5 ระดบั (ภาพท่ี 8) ดงัน้ี  

ระดบั 0 ตน้สตรอวเ์บอร์รีไม่แสดงอาการของโรค 
ระดบั 1 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวโดยใบ และกา้นใบเห่ียว 1 - 2 ใบ 
ระดบั 2 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวโดยใบ และกา้นใบเห่ียว 3 - 5 ใบ 
ระดบั 3 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวโดยทุกใบเห่ียวยกเวน้ส่วนยอด 
ระดบั 4 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวทั้งตน้  

จากนั้นน าค่าท่ีได้มาค านวณหาค่าเฉล่ียระดับความรุนแรงของโรค (จากสูตร     
การหาค่าเฉล่ียระดบัความรุนแรงของโรคในการทดลองท่ี 3.7.1) 
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ภาพที ่8 ระดบัความรุนแรงโรครากเน่าของต้นสตรอวเ์บอร์รีท่ีได้รับการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต ์   
เอนโดไฟต์ในสภาพปลอดเช้ือเป็นเวลา 30 วนั และออกปลูกในโรงเรือน และได้รับการปลูก   
เช้ือรา Phytophthora cactorum เป็นเวลา 14 วนั  

ระดบั 0 ตน้สตรอวเ์บอร์รีไม่แสดงอาการของโรค 
ระดบั 1 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวโดยใบ และกา้นใบเห่ียว 1 - 2 ใบ 
ระดบั 2 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวโดยใบ และกา้นใบเห่ียว 3 - 5 ใบ 
ระดบั 3 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวโดยทุกใบเห่ียวยกเวน้ส่วนยอด 
ระดบั 4 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวทั้งตน้ 

3.8 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการควบคุมโรครากเน่า ในสภาพ
โรงเรือน 

3.8.1 การเตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์

น าเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท่ี์คดัเลือกไดจ้ากการทดลองท่ี 3.4 มา streak เพิ่ม
ปริมาณบนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 บ่มไวใ้นท่ีมืดอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา          
7 วนั จากนั้ นขูดสปอร์ของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ท่ีเจริญบนผิวหน้าอาหาร      
เล้ียงเช้ือ IMA-2 ด้วยแผ่นสไลด์ท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือ น าสปอร์ของเช้ือท่ีได้มาผสมกับ      
น ้ ากลั้นฆ่าเช้ือ ปรับปริมาตรให้มีความเขม้ขน้ของสปอร์เท่ากบั 1 x 106  สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาณ 1 ลิตร ผสม tween 80 ปริมาณ 2 - 3 หยด เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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3.8.2 ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการควบคุมโรครากเน่า
ของตน้สตรอวเ์บอร์รี  

ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการควบคุมโรค   
รากเน่าของตน้สตรอวเ์บอร์รี โดยน าตน้สตรอวเ์บอร์รีพนัธ์ุ 329 (Yael) อายุ 30 วนั ท่ีได้
จากไหลของตน้แม่พนัธ์ุ จากอ าเภอสะเมิง จงัหวดัเชียงใหม่ มาปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟตโ์ดยแบ่งเป็น 2 กรรมวธีิคือ 

กรรมวธีิท่ี 1 พ่นสปอร์แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์บนต้น         
สตรอวเ์บอร์รี   

กรรมวิธีท่ี 2 ราดสปอร์แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์บริเวณ
โคนตน้สตรอวเ์บอร์รี   

ซ่ึงในแต่ละกรรมวิธีท าการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ด้วยสปอร์
แขวนลอยของเช้ือท่ีเตรียมจากการทดลองท่ี 3.8.1 ความเข้มข้น 1 x 106  สปอร์ต่อ
มิลลิลิตร โดยในกรรมวิธีท่ี 1 พ่นสปอร์แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์
ลงบนใบ และล าตน้ของสตรอวเ์บอร์รี ปริมาณ 20 มิลลิลิตรต่อตน้ และกรรมวธีิท่ี 2 ราด
สปอร์แขวนลอยของเช้ือลงไปบริเวณโคนของตน้สตรอวเ์บอร์รี ปริมาณ 20 มิลลิลิตรต่อ
ตน้ ท าการปลูกเช้ือแต่ละไอโซเลททุก ๆ 7 วนั จ านวน 4 คร้ัง จากนั้นปลูก inoculums 
ของเช้ือราสาเหตุท่ีเตรียมในเมล็ดขา้วฟ่างจากการทดลองท่ี 3.2 ปริมาณ 3 กรัมต่อตน้    
ลงบนดินบริเวณรอบ ๆ โคนของตน้สตรอวเ์บอร์รี บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา  
14 วนั วางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) โดยใน
แต่ละกรรมวธีิท าการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลทละ 4 ซ ้ า ซ ้ าละ 5 ตน้ 
ซ่ึงชุดควบคุมปลูกเช้ือเฉพาะเช้ือราสาเหตุเพียงอย่างเดียว บนัทึกผลโดยประเมินระดบั
ความรุนแรงของโรค จากอาการเห่ียวของตน้สตรอวเ์บอร์รีในแต่ละตน้ ซ่ึงให้เกณฑ์การ
ประเมินออกเป็น 5 ระดับ เช่นเดียวกับการทดลองท่ี 3.7.2 (ภาพท่ี 9) จากนั้นน าค่าท่ี
ได้มาค านวณหาค่าเฉล่ียระดบัความรุนแรงของการเกิดโรค (จากสูตรการหาค่าเฉล่ีย
ระดบัความรุนแรงของโรค ในการทดลองท่ี 3.7.1) 
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ภาพที่ 9 ระดบัความรุนแรงของโรคในตน้สตรอวเ์บอร์รีที ่ไดร้ับการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต ์         

เอนโดไฟต์ทุก ๆ 7 วัน จ านวน 4 คร้ัง หลังจากปล ูก เชื้อ รา  Phytophthora cactorum        
เป็นเวลา 14 วนัในสภาพโรงรือน 

ระดบั 0 ตน้สตรอวเ์บอร์รีไม่แสดงอาการของโรค 
ระดบั 1 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวโดยใบ และกา้นใบเห่ียว 1 - 2 ใบ 
ระดบั 2 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวโดยใบ และกา้นใบเห่ียว 3 - 5 ใบ 
ระดบั 3 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวโดยทุกใบเห่ียวยกเวน้ส่วนยอด 
ระดบั 4 ตน้สตรอวเ์บอร์รีแสดงอาการเห่ียวทั้งตน้ 

3.9 การศึกษาการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รี หลังการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์   
เอนโดไฟต์ในสภาพปลอดเช้ือ 

ศึกษาการส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้สตรอวเ์บอร์รี โดยเร่ิมจากคดัเลือกตน้สตรอวเ์บอร์รี
พนัธ์ุ 329 (Yael) ท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ืออายุ 20 วนัให้มีขนาดใกลเ้คียงกนั น ามาตดัแต่งใบให้
เหลือ 4 ใบต่อต้น แล้วน าไปเพาะเล้ียงในอาหาร MS ท่ีไม่มีฮอร์โมน ปริมาณ 15 มิลลิลิตรต่อต้น 
จากนั้นน าตน้สตรอวเ์บอร์รีท่ีไดม้าปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท่ี์คดัเลือกไดจ้ากการทดลองท่ี 
3.4 โดยหยดเซลล์แขวนลอยของเช้ือแต่ละไอโซเลทความเขม้ขน้ 1 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 
0.1 มิลลิลิตรต่อตน้ บริเวณโคนตน้สตรอวเ์บอร์รี เล้ียงตน้สตรอวเ์บอร์รีไวส้ภาพปลอดเช้ือ อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส ภายใตแ้สง 1200 lux 16 ชัว่โมงต่อวนั เป็นเวลา 30 วนั จากนั้นน าตน้สตรอวเ์บอร์รี
มาวดัอตัราการเจริญเติบโตโดยดดัแปลงจากวิธีการของ El-Tarabily et al. (2010) วางแผนการทดลอง
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แบบ CRD โดยแบ่งการทดลองแต่ละไอโซเลทเป็น 4 ซ ้ า ซ ้ าละ 5 ตน้ โดยวดัค่าเฉล่ียของน ้ าหนกัสด 
น ้าหนกัแห้ง ความสูงตน้ ความยาวราก จ านวนใบ และจ านวนราก เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 1 ท่ีหยด
น ้ ากลั่นฆ่าเช้ือเพียงอย่างเดียว และชุดควบคุม 2 ท่ีหยดเฉพาะอาหารเล้ียงเช้ือ IMB-2 ปริมาณ 0.1 
มิลลิลิตรต่อตน้ 

3.10 การตรวจสอบความคงอยู่ของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในต้นสตรอว์เบอร์รีหลังการออก
ปลูกในสภาพโรงเรือน 

ตรวจสอบความคงอยู่ของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในต้นสตรอว์เบอร์รีหลังการ        
ออกปลูกในสภาพโรงเรือน ด้วยวิธีการแยกเช้ือกลับ โดยน าต้นสตรอว์เบอร์รีพันธ์ุ 329 (Yael)             
ท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ และได้รับการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ท่ีคัดเลือกได ้    
เป็นเวลา 21 ว ัน มาออกปลูก โดยน าขวดท่ีเพาะเล้ียงต้นวางไว้ท่ี อุณหภูมิห้องเพื่อปรับสภาพ            
เป็นเวลา 7 วนั จากนั้ นยา้ยลงปลูกในกระบะช าซ่ึงใช้ peat moss ผสมกับแกลบด าในอัตราส่วน              
1 ต่อ 1 ส่วน (w/w) ท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือเป็นวสัดุปลูก จากนั้นครอบกระบะช าดว้ยโครงผา้พลาสติก
เพื่อรักษาความช้ืน 80 - 10 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิ  22 - 25 องศาเซลเซียส และพรางแสงตลอด             
ช่วงระยะปลูกภายในโรงเรือนกนัแมลงเป็นเวลา 3 วนัเพื่อให้ตน้ตั้งตวั จากนั้นแยกเช้ือกลบัจากตน้    
สตรอวเ์บอร์รีหลงัจากออกปลูกเป็นเวลา 7, 14, 21 และ 28 วนั โดยสุ่มเก็บตวัอยา่งตน้สตรอวเ์บอร์รี
คร้ังละ 5 ตน้ในแต่ละไอโซเลท น าตน้สตรอวเ์บอร์รีท่ีไดม้าตดัช้ินเป็นช้ิน ๆ แยกเป็นส่วนราก ล าตน้ 
และใบ จากนั้นน าช้ินพืชทั้ งหมดมาฆ่าเช้ือท่ีผิวเช่นเดียวกับการทดลองท่ี 3.3 โดยแช่สารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรต์ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 3 นาที ในแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต ์เป็น
เวลา 5 นาที และสารละลายคาร์เบนดาซิมความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา1 นาที ซับช้ินพืช     
ให้แห้งโดยน ามาวางบนกระดาษกรองท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือ แล้วผึ่งลมให้แห้งในตูถ่้ายเช้ือเป็นเวลา       
2 - 3 วนั จากนั้นวางช้ินพืชในอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 ช้ินส่วนละ 10 ช้ินต่อจานอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มไว้
ในท่ีมืดอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 - 14 วนั ตรวจสอบการเจริญของเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟต์ท่ีเจริญออกมาจากช้ินพืช และนับจ านวนช้ินพืชท่ีสามารถแยกเช้ือกลบัได ้เปรียบเทียบ    
กับชุดควบคุมท่ีไม่ได้ปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ น าค่าท่ีได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การ       
แยกเช้ือกลบั (จากสูตรการหาเปอร์เซ็นตก์ารแยกเช้ือกลบัในการทดลองท่ี 3.6.3) 
 


