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บทที ่3  
การด าเนินงานวจิยั 

 
3.1 การเกบ็ตัวอย่างข้าว 

งานวิจัย น้ีท าการเก็บตัวอย่างข้าวหอมจากภาคกลาง  (พัน ธ์ุหอมปทุม)  และภาค 
ตะวนัออกเฉียงเหนือ (ทุ่งกุลาร้องไห้) (พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105) ของประเทศไทย โดยวิธีการเก็บ
ตวัอย่างจะเลือกสุ่มเก็บตวัอย่างตน้ขา้วจงัหวดัละประมาณ 5 ตวัอย่างๆละ 4-5 ตน้ เลือกขา้วท่ีมีอายุ
ประมาณ 3 เดือน  ลกัษณะแข็งแรงไม่มีการแสดงอาการของโรคต่างๆและใบและตน้สีเขียวสด ถอน
ตน้ขา้วทั้งตน้พร้อมราก จากนั้นเก็บตวัอยา่งขา้วใส่ในถุงพลาสติก ไม่ปิดปากถุงเพื่อไม่ให้ขา้วเน่าและ
เก็บตวัอย่างทั้งหมดไวใ้นท่ีเยน็ตลอดเวลา เม่ือน าตวัอย่างทั้งหมดกลบัมาท่ีห้องปฏิบติัการ หากไม่
น ามาแยกราเอนโดไฟทใ์นทนัทีจะเก็บตวัอยา่งในท่ีเยน็ (4-8oC) เพื่อท าการแยกในวนัรุ่งข้ึน โดยทัว่ไป
จะตอ้งน าตวัอยา่งมาใชง้านภายใน 24 ชัว่โมง  

บนัทึกภาพและลกัษณะของตวัอย่างขา้วอย่างละเอียด ไดแ้ก่ลกัษณะล าตน้ สี ความยาวของ
รวงขา้ว และใบ บนัทึกขอ้มูลเก่ียวกบัขา้ว ไดแ้ก่ พนัธ์ุขา้ว ท่ีมาของพนัธ์ุขา้ว อายุ ลกัษณะท่ีอยูอ่าศยั 
(habitat) และพื้นท่ีท่ีเก็บตวัอยา่ง  

 
3.2 การคัดแยกราเอนโดไฟท์และท าให้บริสุทธ์ิ 
3.2.1 การฆ่าเช้ือภายนอกตัวอย่างข้าว (Surface sterilization) 

ลา้งตวัอย่างขา้วดว้ยน ้ าประปาให้สะอาดเพื่อก าจดัส่ิงสกปรกและเศษดินออก น าขา้วท่ีลา้ง
สะอาดแลว้มาตากบนกระดาษหนังสือพิมพ์รอให้แห้ง เลือกตดัส่วนล าตน้ ใบและเมล็ดให้เป็นช้ิน
เล็กๆ ขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร ลา้งให้ทัว่ดว้ยน ้ ากลัน่ประมาณ 2-3 นาที จากนั้นป่ันลา้งใน 70% 
ethanol เป็นเวลา 1 นาที แลว้น าไปลา้งคร้ังท่ี 2 ในสารละลาย 50% (v/v) Clorox ความเขม้ขน้ 5.25% 
(w/w) ปริมาตร 200 มล. ต่อขา้ว 1 ชนิด ประมาณ 5 นาที ลา้งคร้ังสุดทา้ยดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 
(150 มล.) เป็นเวลา 3 นาที  (Liewkongsataporn และคณะ, 2002) กรองเก็บตวัอยา่งขา้วดว้ยผา้ก๊อซท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ น าไปพกัให้แห้งบนกระดาษกรองท่ีผา่นการฆ่าเช้ือเช่นกนั รอจนตวัอยา่งช้ินขา้ว
แห้ง น าไปวางลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ water agar (WA) (ภาคผนวก ก) ท่ีมี chloramphenicol 
(Sigma, Germany) ความเขม้ขน้ 50 mg/l ผสมอยู ่โดยวางช้ินส่วนของขา้ว 4 ช้ินต่อ 1 จานอาหาร ท า 3 
จาน (triplicate) ต่อตวัอย่างช้ินขา้ว 1 ตวัอย่าง ดงันั้นขา้วแต่ละตวัอย่างจะใช้ช้ินขา้วจ านวน 36 ช้ิน 
น าไปบ่มในตูบ้่มควบคุมอุณหภูมิท่ี 25oC เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 7 วนั  
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3.2.2 การคัดแยกราเอนโดไฟท์จากช้ินตัวอย่างข้าวทีผ่่านการฆ่าเช้ือภายนอกแล้ว 
เม่ือมีเส้นใยของรางอกออกมาจากช้ินตวัอย่างของขา้ว จะตดัส่วนเส้นใยดงักล่าวดว้ย cork 

borer เบอร์ 1 (เส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 มม.) จากอาหารเล้ียงเช้ือ WA แลว้น ามาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
1/4xPDA (ภาคผนวก ก) (HiMedia, India) น าไปบ่มในตูบ้่มควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 25oC คดัเลือก
ราซ่ึงมีการเจริญบนอาหารดงักล่าวมากกวา่ 7 วนัจะจดัเป็นราเอนโดไฟทท่ี์ไดจ้ากการทดลองทั้งหมด 
เก็บขอ้มูลลกัษณะและสีของเส้นใยท่ีเจริญบนจานอาหาร ดา้นหลงัของจานอาหาร สังเกตลกัษณะและ
สีของของเหลว (exudate) ท่ีราเอนโดไฟทส์ร้างข้ึน และนบัจ านวนวนัในการเจริญ บนัทึกภาพเช้ือราท่ี
คดัแยกได ้เม่ือไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิแลว้จะเก็บไวใ้นหลอดอาหารวุน้เอียง 1/4xPDA ส าหรับการเก็บในระยะ
สั้น ส่วนการเก็บในระยะยาวจะเก็บในสารละลาย 15% glycerol ท่ีอุณหภูมิ -80 oC 
 
3.2.3 การท า Hyphal tipping 

ท า Hyphal tipping เพื่อให้มัน่ใจวา่เช้ือราท่ีแยกไดเ้ป็นเช้ือราบริสุทธ์ิ (pure culture) ไม่มีการ
ปนเป้ือนจากแบคทีเรีย ยีสต์ หรือราชนิดอ่ืน โดยหลงัจากท่ีแยกโคโลนีของราไดแ้ลว้จะน าเช้ือรานั้น
มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ WA อีกคร้ังเป็นเวลา 2-3 วนั เม่ือเร่ิมมีเส้นใยเกิดข้ึนพอมองเห็นภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์จะตดัปลายเส้นใยของเช้ือรา (hyphal tip) ท่ีเจริญแยกเป็นเส้นเด่ียวดว้ยเข็มเข่ียเช้ือ
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ แลว้น าส่วนท่ีตดัมาไดน้ั้นไปเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ 1/4xPDA ท่ีอุณหภูมิ 25 

oC อีกคร้ังหน่ึง 
 

3.3 การจัดจ าแนกชนิดของราเอนโดไฟท์โดยอาศัยลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ 
      สปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
3.3.1 การท าสไลด์ของรา (slide culture) 

การศึกษาลกัษณะโครงสร้างราเอนโดไฟท์ของขา้วท่ีแยกมาไดท้ั้งหมดท าไดโ้ดยใช้เทคนิค 
slide culture ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีนิยมปฏิบติักนัอย่างกวา้งขวาง เพราะโครงสร้างต่างๆของราจะถูก
กระทบกระเทือนนอ้ยกวา่การเข่ียเช้ือเพื่อน ามาท า wet mount การท าสไลด์ของรามีวตัถุประสงคเ์พื่อดู
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของโครงสร้างท่ีใชใ้นการสืบพนัธ์ุ ไดแ้ก่ เส้นใย กา้นสปอร์ ถุงหุ้มสปอร์ สี 
ขนาดและลกัษณะของสปอร์ เป็นตน้ การเล้ียงราบนสไลด์ (slide culture) ท าไดโ้ดยเทอาหารเล้ียงเช้ือ 
WA ลงในจานเพาะเช้ือใหร้ะดบัอาหารสูงประมาณ 2 มม. ทิ้งไวใ้หเ้ยน็และผวิหนา้อาหารแห้ง จากนั้น
ใชมี้ดผ่าตดัจุ่มแอลกอฮอล์ 95% เผาไฟเพื่อฆ่าเช้ือแลว้จึงกรีดอาหารเล้ียงเช้ือ WA ออกเป็นส่ีเหล่ียม
จตุัรัสให้มีขนาดประมาณ 1   คีบสไลด์จุ่มแอลกอฮอล์ 95% เผาไฟ แลว้วางลงบนแท่งแกว้รูปตวัวีใน
จานเพาะเช้ือ ใชมี้ดผา่ตดัยกช้ินวุน้ท่ีตดัไวม้าวางบนสไลดท่ี์เตรียมไว ้ใชเ้ข็มเข่ียเช้ือรามาแตะทั้งส่ีดา้น
ของช้ินวุน้ น ากระจกปิดสไลดจุ่์มแอลกอฮอล ์95% เผาไฟ แลว้ค่อยๆวางปิดช้ินวุน้ดงักล่าว เทน ้ ากลัน่
น่ึงฆ่าเช้ือลงไปให้ชุ่มกระดาษกรองปลอดเช้ือ เบอร์ 1 (Whatman, England) ท่ีวางไวก้น้จานเพาะเช้ือ 
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ดงัแสดงในรูปท่ี 3.1 น าไปบ่มในห้องบ่มควบคุมอุณหภูมิ 25 OC จนเส้นใยของราแผข้ึ่นมาบน cover 
slip แยกแผน่สไลดแ์ละ cover slip ออกจากกนัจะได ้slide culture ของราชนิดชนิดนั้นๆ 2 อนั หยดน ้ า
กลัน่ลงบนสไลดเ์ปล่า วาง cover slip ท่ีมีเช้ือปิดทบัลงไป พยายามอยา่ให้มีฟองอากาศ แลว้น าไปส่อง
ดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เพื่อน าไปจดัจ าแนกในระดบัจีนสัและระดบัสปีชีส์ สไลด์ท่ีเก็บในระยะยาว
จะยอ้มดว้ย lactophenol รอใหแ้หง้แลว้ปิดทบัดว้ย lacquer 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่3.1 การเล้ียงราบนสไลด ์(slide culture) 

 
3.3.2 การเหน่ียวน าให้เกดิการสร้างสปอร์ 

ส าหรับราเอนโดไฟท์ท่ีไม่สามารถสร้างสปอร์ไดจ้ะน ามาเหน่ียวน าให้สร้างสปอร์ดว้ยสูตร
อาหารท่ีคาดว่ามีความเหมาะสมต่อการชกัน าให้สร้างสปอร์ได้ เช่น น ามาเล้ียงบนช้ินส่วนของขา้ว
โดยตรง นอกจากน้ียงัมีการใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ Czapek agar (ภาคผนวก ก) (Merck, Germany) เพื่อ
ตอ้งการให้เห็นลกัษณะของสปอร์ท่ีชัดเจนเน่ืองจากเป็นสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการจดั
จ าแนกราในกลุ่ม Aspergillus โดยการเหน่ียวน าใหเ้กิดการสร้างสปอร์ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือต่างๆ นั้นจะ
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 OC และคอยสังเกตการงอกของสปอร์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ทุกๆ 2 วนั   
 
3.3.3 วธีิการจัดจ าแนกราเอนโดไฟท์ในระดับจีนัสและสปีชีส์ 

ราเอนโดไฟทท์ั้งหมดน ามาเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างสปอร์ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ WA ดว้ยการ
เล้ียงราบนสไลด์เพื่อน าไปจดัจ าแนกอย่างน้อยในระดบัจีนัส (Genus) โดยการสังเกตลกัษณะของ
สปอร์ เส้นใย และสีของสปอร์ของราเอนโดไฟทภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ สังเกตการเจริญของโคโลนี
เช้ือราเอนโดไฟทจ์ากการเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ 1/4xPDA ในระยะโคโลนีของราเอนโดไฟท์มีขนาด
เส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ 7 เซนติเมตร และลักษณะการเจริญของเส้นใยเช้ือราทั้งด้านบนและ
ดา้นล่างของจานเพาะเช้ือ รวมถึงการสังเกตลกัษณะสปอร์ของเช้ือราเอนโดไฟทท่ี์ไดจ้ากการเล้ียงรา
บนสไลด์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (Stereomicroscope, Olympus รุ่น SZ30, Japan; Fluorescent 
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microscope, Olympus รุ่น BX60, Japan) แลว้จึงน ามาจดัจ าแนกลกัษณะของราแต่ละชนิดตามขอ้มูลท่ี
มีเทียบกบัคียซ่ึ์งใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของรา  
 
การสังเกตลกัษณะของเช้ือเพื่อใชจ้ดัจ าแนกรา (Morphological examination) 
1. ความแตกต่างของสีของโคโลนีของราบนจานเพาะเช้ือทั้งดา้นบนและดา้นล่าง 
2. ลกัษณะกล่ินท่ีมีของรานั้น 
3. ลกัษณะของพื้นผิวโคโลนีของราดา้นบนจานอาหารเพาะเล้ียงว่ามีลกัษณะอย่างไร เช่น เส้นใยมี
ความเป็นปุย ฟู  มว้นตวั เป็นฝุ่ นผง อ่อนนุ่มเหมือนก ามะหยี่ มีน ้ าเกาะ เหนียว หรือเหมือนยีสต ์ เป็น
ตน้  
4. โคโลนีของรามีขอบลกัษณะเรียบหรือไม่เรียบ 
5. สีของเหลวท่ีราสร้าง  
6. ลกัษณะอวยัวะของราท่ีสร้าง เช่น โครงสร้างของ fruiting body sclerotia และ stroma เป็นตน้  
 
การสังเกตลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์ท่ีส าคญัเพื่อใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของรา (Species 
identification) 
1. ขนาด หมายความรวมถึง ความกวา้ง ความยาว และความหนา  
2. สี 
3. รูปร่าง 
3.1 ในการแยกชนิดของราทัว่ๆ ไปจะท าการสังเกตลกัษณะของเส้นใย (hyphae) ว่ามีลกัษณะ มีผนงั
กั้น (septate) ไม่มีผนงักั้น (aseptate) เส้นใยเป็นเส้นยาวหรือมีลกัษณะแตกแขนงเป็นก่ิง 
3.2 ลกัษณะท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคลาส 
Mastigomycetous : จะมี oogonium antheridium oospores sporangium และการบวมของเส้นใย 
(hyphal swelling) 
Zygomycetous : จะมี sporangium sporangiospores และ zygospores เป็นตน้ 
Ascomycetous : จะมี ascocarp ascus ascospores และ stroma เป็นตน้ 
Basidiomycetous : จะมี basdiocarp basidia spore print และ basidiospores 
Deuteromycotina : จะมี pycnedium apothecium conidial types และ conidiophore เป็นตน้ 
3.3 ลกัษณะภายนอกของผวิสปอร์ เช่น มีผวิเรียบ ยาวรี เป็นปุ่มปม มีหนาม มีขน หรือโคง้งอ เป็นตน้ 
3.4 รูปร่าง ลกัษณะของ protuberances   
 

คีย์ (keys) ถือเป็นเคร่ืองมืออีกชนิดซ่ึงใช้ในการจดัจ าแนกชนิดของราเพื่อเป็นเคร่ืองช่วย
ยืนยนัให้มีความแม่นย  าเพิ่มมากข้ึนโดยการใชข้อ้มูลท่ีมีอยูม่าท าการลองผิดลองถูก (trial and error) 
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คียส์ามารถจดัจ าแนกราไดใ้นระดบั division class order family และ genusในบางกรณีอาจแยกไดถึ้ง
ในระดบัสปีชีส์ (species) ได ้เม่ือสามารถคียช์นิดของราไดต้ามตอ้งการแลว้ตอ้งท าการตรวจสอบซ ้ า
เทียบกบัรายงานการวิจยัท่ีเคยมีมาก่อนจึงจะเสร็จส้ินขั้นตอนการจดัจ าแนกชนิดของรา ทั้งน้ีในการ
สังเกตลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของสปอร์เป็นตวัส าคญัแลว้ยงัตอ้งอาศยัลกัษณะสัณฐานวิทยาของรา
นั้นจากการเพาะเล้ียงดว้ย (Tsuneo, 1994) ตวัอยา่งของคียท่ี์ใชใ้นการจดัจ าแนกในงานวจิยัน้ีไดแ้ก่ 
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