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ศึกษาเทคนิคการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรีย Erwinia carotovora 

Study on preservation technique of Erwinia carotovora 

 
ณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกลุ     ดารณุี  ปุญญพิทักษ    สุรยีพร  บัวอาจ 

1/ กลุมวิจยัโรคพืช    สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 

 

บทคัดยอ 

 นําเช้ือแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  จํานวน 10 ไอโซเลท ที่มีลักษณะโคโลนกีลม 

ตรงกลางนนูข้ึนเล็กนอยคลายไขดาว สีขาวขุน มีคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม Bergey’s manual of 

Determinative Bacteriology (1974)  มาทดสอบวธิีการเก็บรักษาวธิีตางๆ จาํนวน  8 วธิี โดยมวีาง

แผนการทดลองแบบ CRD มี 8 กรรมวธิี จํานวน 4 ซ้าํ ทําการตรวจสอบความอยูรอดของเช้ือ

แบคทีเรียและความบริสุทธิ์ ทุก 3 เดือน บันทกึลักษณะโคโลนี  ความมชีีวิตของเช้ือแบคทีเรีย และ

อัตราการเจริญเติบโตในแตละกรรมวิธ ีผลการทดลองพบวา เชื้อแบคทีเรีย E. carotovora  จาํนวน 

10 ไอโซเลท เก็บไวดวยวิธตีางๆ ทั้ง 8 วิธีเปนเวลา 24 เดือนยังคงมีชวีิตอยู ทั้ง 10 ไอโซเลทที่มี

ลักษณะโคโลนีและคุณสมบัติทางชีวเคมตีรงตามเดิมทกุประการ 
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คํานํา 

วิธีการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชมหีลายวิธกีาร ไดแก การเก็บรักษาไวภายใต

น้ํามนั (Zensen et al. 1944, และ Graham, 1952) วิธีเก็บไวในน้าํกล่ันนึ่งฆาเช้ือ ซึ่งมีรายงานวา

สามารถเก็บไวไดนาน 2-3 ป (Devay et al. 1963,  Kelman and Person, 1961) เก็บดวยวิธี 15 

% glycerol ใน Deep freezing (Quadling, 1960, Sleemsman and Leben, 1978) วิธีการนี้สวน

ใหญใชในเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช Quadling (1960) ไดรายงานสามารถเก็บรักษาเช้ือ 

Xanthomonas campestris pv. phascoli และ Erwinia spp และ Pseudomonas spp. ไวไดนาน 

18 เดือนที่อุณหภูมิ –200C   Sleesman and Leben (1978) รายงานการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรีย

สาเหตุโรคพชืได 2 ถึง 3 ปที่อุณหภูมิ –700C และวิธี Lyophilization เปนวธิีการเกบ็รักษาเช้ือที่ใช

ในการเก็บระยะยาว (long-term preservation) (Dhimgra and Simclair, 1985)  ไดมีรายงาน

วิธีการ Lyophilization สามารถเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพชืไดเปนระยะเวลามากกวา 10 

ป (Proom and Hemmon, 1949,  Stark and Herrington, 1931) 

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
1. อุปกรณมาตรฐานในหองปฏิบัติการแบคทีเรีย ไดแก ตูเข่ียเช้ือชนดิปลอดเชื้อ ตูควบคุม
อุณหภูมิ ตูเยน็สําหรับเก็บตัวอยาง หมอนึ่งความดันไอ  เคร่ืองเขยาชนิดควบคุมอุณหภูม ิ
เคร่ืองวัดคาดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตูอบ (oven) อุปกรณการแยกเช้ือแบคทีเรีย 
2.  เคร่ืองแกวและอุปกรณอ่ืนๆที่ใชในหองปฏิบัติการ เชน เคร่ืองชัง่, pH meter  เปนตน 
3. สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ  

 
วิธีการ 

ทดสอบวิธกีารเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  วธิตีางๆ จาํนวน  8 วิธ ี
ทําการวางแผนการทดลองแบบ CRD มี 8 กรรมวิธี จาํนวน 4 ซ้าํ ไดแก 

กรรมวิธีที ่1 เก็บไวในน้ํากล่ันนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิหอง 
กรรมวิธีที ่2 เก็บไวในน้ํากล่ันนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ10 oC 
กรรมวิธีที ่3 เก็บภายใตน้าํมัน ที่อุณหภูมหิอง 
กรรมวิธีที ่4 เก็บภายใตน้าํมัน ที่อุณหภูม1ิ0 oC 
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กรรมวิธีที ่5 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 20 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 10 %  
กรรมวิธีที ่6 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 20 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 50 %  
กรรมวิธีที ่7 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 80 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 10 %  
กรรมวิธีที ่8 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 80 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 50 %  
 

ขั้นตอนและวิธีการวิจัย ดําเนินการตามขั้นตอนตอไปน้ี 
1. ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพนัธุเช้ือ Erwinia carotovora จํานวน  5  สายพนัธุ 

ที่แยกไดจากพืชตระกูลกระหลํ่า และตระกูลผักกาด 
2. เล้ียงเชื้อแบคทีเรียทัง้หมดในอาหารเล้ียงเชื้อ Potato semisynthetic agar (PSA) ให

ไดโคโลนีเด่ียวอายุ 48 ชัว่โมง 
3. เก็บรักษาดวยวิธีการตางๆตามกรรมวธิีทดลอง 
4. ตรวจสอบความอยูรอดของเช้ือแบคทีเรียทีท่ดสอบในทกุๆกรรมวิธ ีทุก 3 เดือน โดย

ในกรรมวิธทีี่เก็บภายใตเหยอืกแข็งเมื่อนาํออกมาตองแชในน้าํแข็งไวตลอดเพื่อใหอุณหภูมิไม
เปล่ียนแปลงฉับพลัน คอยๆเย็นลง  

5. บันทกึลักษณะโคโลน ี ความมีชีวิตของเช้ือแบคทีเรีย และอัตราการเจริญเติบโตในแต
ละกรรมวิธ ี
 
เวลาและสถานที ่

ต.ค.50 – ก.ย.53 ทีก่ลุมวจิัยโรคพืช สํานักวจิัยพฒันาการอารักขาพชื 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
นําเช้ือแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  จํานวน 10 ไอโซเลท ที่มีลักษณะโคโลนกีลม 

ตรงกลางนนูข้ึนเล็กนอยคลายไขดาว สีขาวขุน มีคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม Bergey’s manual of 

Determinative Bacteriology (1974)  มาทดสอบวธิีการเก็บรักษาวธิีตางๆ จาํนวน  8 วธิี โดยมวีาง

แผนการทดลองแบบ CRD มี 8 กรรมวธิี จํานวน 4 ซ้าํ ทําการตรวจสอบความอยูรอดของเช้ือ

แบคทีเรียและความบริสุทธิ์ ทุก 3 เดือน บันทกึลักษณะโคโลนี  ความมชีีวิตของเช้ือแบคทีเรีย และ

อัตราการเจริญเติบโตในแตละกรรมวิธ ีผลการทดลองพบวา เชื้อแบคทีเรีย E. carotovora  จาํนวน 

10 ไอโซเลท เก็บไวดวยวิธีตางๆ ทั้ง 8 วิธีเปนเวลา 24 เดือนยังคงมีชวีิตอยู ทั้ง 10 ไอโซเลทที่มี

ลักษณะโคโลนีและคุณสมบัติทางชีวเคมตีรงตามเดิมทกุประการ 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

เชื้อแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  จํานวน 10 ไอโซเลท เมื่อนํามาศึกษาวธิีการเก็บ
รักษาวธิีตางๆ จํานวน  8 วธิ ีพบวา เก็บไวดวยวิธีตางๆ ทั้ง 8 วิธีเปนเวลา 24 เดือนยงัคงมีชวีิตอยู 
ทั้ง 10 ไอโซเลทท่ีมีลักษณะโคโลนีและคุณสมบัติทางชีวเคมีตรงตามเดิมทุกประการ 
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