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บทคัดย่อ 

              ไลเคนเป็นความสัมพันธ์ของสิ>งมีชีวิตที>อยู่ร่วมกันแบบพึ>งพาอาศัยกันระหว่างรากับ

สาหร่ายและเป็นดัชนีบ่งบอกถึงความสมดุลของสภาพแวดล้อม โดยความหลากหลายด้าน

พนัธุกรรมของสาหร่ายในไลเคนเป็นเรื>องสําคญัทําให้ทราบถึงบทบาทของสาหร่ายที>อยู่ร่วมกบัรา

เป็นไลเคนในระบบนิเวศ ในงานวิจยันี Eมีวตัถุประสงค์เพื>อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม

ของสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae ที>พบในประเทศไทยด้วยเทคนิคทางอณูวิทยา  

โดยเก็บตัวอย่างไลเคนจากในภูมิภาคต่างๆ 4 จังหวัด จํานวน 11 ตัวอย่าง ได้แก่ น่าน ระยอง 

หนองบวัลําภ ูและกระบี> จากการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสาหร่ายในไลเคนจาก

ทุกตัวอย่างที>บริเวณยีน 18S rDNA และ rcbL พบว่าสามารถเพิ>มปริมาณดีเอ็นเอที>บริเวณยีน  

18S rDNA ได้ทั Eง 11 ตวัอย่าง จากการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูใน 

GenBank พบว่าลําดบันิวคลีโอไทด์ทั Eง 11 ตวัอย่างเป็นสาหร่ายชนิด Trentepohlia cf. annulate 

โดยค่าดัชนีความเหมือน 100% แสดงให้เห็นถึงความไม่หลากหลายของสาหร่ายในไลเคน 

Trypethelium eluteriae และจากการเพิ>มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน rcbL ได้ 8 ตวัอย่างจากการ

วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูใน GenBank พบวา่ลําดบันิวคลีโอไทด์ทั Eง 8 

ตวัอย่างเป็นชนิดของต้นไม้ที>ไลเคนอาศยัอยู่ แสดงให้เห็นว่าตําแหน่งยีน rbcL ไม่จําเพาะต่อชนิด

ของสาหร่ายเทา่นั Eน 

คําสําคญั: Trypethelium eluteriae, สาหร่าย, อนกุรมวิธานเชิงโมเลกลุ, 18S rDNA 

 

 

 



จ 
 

Senior Project Title Genetic diversity of algal photobionts in lichen 
Trypethelium eluteriae 

Student name Mr.Sittidach Suesatsak 

Senior Project Advisor Assistant Professor Dr. Jittra Piapukiew 

Senior Project Co-Advisor Assistant Professor Dr. Ek Sangvichien 

Department Botany 

Major Genetics 

Academic Year 2018 

 

Abstract 

               Lichens are symbiotic associations of fungi and green algae or cyanobacteria. 

They are widely used as environmental indicators and genetic diversity of algae in lichen 

is important for their roles in ecosystem. The objective of this research was to study the 

genetic diversity of green algae in lichen Trypethelium eluteriae. Eleven lichen samples 

were collected from various locations, Nan, Rayong, Nongbualumphu and Krabi 

provinces. Genetic diversity of all collected samples were studies based on 18S rDNA 

and rbcL gene fragments. The results showed that 18S rDNA amplification of all collected 

samples were successful. Based on 18S rDNA sequence analysis, all photobionts in 

lichen T. eluteriae were identified as Trentepohlia cf. annulate with the highest similarity 

100 %. The phylogenetic analysis revealed no genetic diversity of photobionts in lichen  

T. eluteriae based on 18S rDNA . The rbcL gene of all photobionts was successful to 

amplify in 8 samples. According to rbcL sequence analysis, all samples were identified 

as host of T. eluteriae. As a result, it showed that rbcL was not specify for photobiont. 

Keywords: Trypethelium eluteriae, photobiont, molecular phylogeny,  18S rDNA 
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บทนํา 

 ไลเคน ( lichen) เป็นความสัมพันธ์ของสิ>งมีชี วิตที>อยู่ ร่วมกันแบบพึ>งพาอาศัยกัน 
(symbiosis) ระหว่างรา ( lichen-forming fungi หรือ mycobiont) กับสาหร่ายหรือไซยาโน
แบคทีเรีย (photobiont) (Ahmadjian, 1993; Purvis, Jones and Mace, 2000) โดยรามีบทบาท
ในการเก็บความชื Eนและป้องกันอนัตรายให้กับสาหร่าย (photobiont) ส่วนสาหร่ายมีบทบาทใน
การสงัเคราะห์ด้วยแสงเพื>อสร้างคาร์โบไฮเดรตซึ>งสว่นใหญ่เป็นนํ Eาตาลแอลกอฮอล์ เพื>อสง่ให้ราใช้
เป็นอาหาร (Honegger, 1991; Hawksworth & Honegger, 1994) โดยราที>ก่อให้เกิดไลเคนมี
รายงานพบว่ามีประมาณ 13,500 ชนิด จดัอยู่ใน 525 สกลุ (Honegger, 2008)  ส่วนสาหร่ายที>มี
ความสมัพนัธ์กบัราที>ก่อให้เกิดไลเคนเป็นกลุม่สาหร่ายสีเขียว (Chlorophyte algae) ซึ>งมีประมาณ 
100 ชนิด จัดอยู่ใน 40 สกุล (Tschermak-Woess, 1998; Peršoh, Beck and Rambold, 2004) 
โดยในเอกสารการจดัจําแนก (classification) ไลเคนโดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาลา่สดุ ระบุ
ว่าทั>วโลกมีไลเคนทั Eงหมด 19,409 ชนิด 1,002 สกุล 119 วงศ์ 40 อันดับ และ 8 ชั Eน (Lucking, 
Hodkinson and Leavitt, 2017) 

 Trypethelium eluteriae เป็นไลเคนชนิดครัสโตสที>มีลกัษณะแทลลสัสีนํ Eาตาลอมเขียวถึง
เหลือง จดัอยู่ในวงศ์ Trypetheliaceae (Kirk et al., 2008; Aptroot et al., 2008)  ไลเคนในชนิดนี E
ส่วนใหญ่เจริญอยู่บนเปลือกไม้ของต้นไม้ที>ขึ Eนในป่าฝนเขตร้อน ป่าดิบแล้ง และป่าชายเลน 
สาหร่ายที>พบในไลเคนวงศ์ Trypetheliaceae เป็นสาหร่ายในสกุล Trebouxia, Trentepohlia, 
Phycopeltisc และ Cephaleuros (Sanders, 2001)  ซึ> งจะเ ห็นไ ด้ว่าจากการศึกษาความ
หลากหลายของสาหร่ายที>มีความสัมพันธ์แบบไลเคนจะมีน้อยกว่าความหลากหลายของราที>
ก่อให้เกิดไลเคน แตก่ารศกึษาความหลากหลายทางด้านพนัธุกรรมของสาหร่ายเป็นเรื>องที>สําคญัที>
จะทําให้ทราบถึงบทบาทของสาหร่ายที>อยู่ร่วมกับราที>ก่อให้เกิดไลเคนในระบบนิเวศ รวมถึง
ความสมัพนัธ์ของสาหร่ายดงักล่าวในเชิงวิวฒันาการ การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของสาหร่ายสีเขียวในไลเคนยงัมีการศกึษาน้อยมาก ทั Eงนี Eเนื>องจากการแยกสาหร่ายในไลเคนออก
จากราและการเพาะเลี Eยงให้บริสทุธิBในห้องปฏิบติัการทําได้ยากมาก และไม่ค่อยประสบผลสําเร็จ
เพราะในแต่ละขั Eนตอนต้องใช้เวลาและความชํานาญเป็นอย่างมาก (Ahmadijian, 1958, 1967; 
Tschermak-Woess, 1988) อีกทั Eงลกัษณะทางสณัฐานวิทยามีความใกล้เคียงกนัมากจึงยากที>จะ
ระบคุวามแตกต่างในระดบัสปีชีส์ได้  ปัจจบุนัเทคนิคทางอณวิูทยา (molecular techniques) เข้า
มามีบทบาททําให้การศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสาหร่ายในไลเคนได้ง่ายขึ Eน โดย
ใช้เครื>องหมายทางดีเอ็นเอ (DNA marker) ที>จําเพาะตอ่กลุม่สาหร่าย (Kroken and Taylor, 2000; 
Helms et al., 2001; Guzow-Krzeminska, 2006; Oliveira, Timsina and Piercey-Normore, 
2012) ซึ>งเครื>องหมายดีเอ็นเอเหล่านี Eสามารถบ่งบอกความแตกต่างทางพันธุกรรมได้ถึงระดับ 
สปีชีส์และตํ>ากวา่ระดบัสปีชีส์ ดงันั Eนโครงงานวิทยาศาสตร์นี Eจงึมุง่เน้นที>จะศกึษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของสาหร่ายสีเขียวที>อยู่ร่วมกันในไลเคน Trypethelium eluteriae ที>พบเจริญอยู่
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ทั>วไปในป่าตามภมิูภาคของไทยข้อมลูที>ได้จากการศึกษาจะเป็นฐานข้อมลูที>สําคญัในการศึกษา
ชนิดและความสมัพนัธ์ของสาหร่ายสีเขียวที>อาศยัอยูใ่นไลเคน Trypethelium eluteriae 

วัตถุประสงค์ 

  ศกึษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae ที>

พบในประเทศไทย 

ประโยชน์ที#คาดว่าจะได้รับ 

  ทราบความหลากหลายทางพนัธกุรรมของสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae ที>
พบในประเทศไทย 
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ตรวจเอกสาร 

2.1 ไลเคน 

          ไลเคน ( lichen) เ ป็นความสัมพันธ์ของสิ> ง มี ชี วิตที>อยู่ ร่วมกันแบบพึ>งพาอาศัยกัน 

(symbiosis) ระหว่างรา ( lichen-forming fungi หรือ mycobiont) กับสาหร่ายหรือไซยาโน

แบคทีเรีย (photobiont) (Ahmadjian, 1993; Purvis, Jones and Mace, 2000) โดยรามีบทบาท

ในการเก็บความชื Eนและป้องกันอันตรายให้กับสาหร่ายหรือไซยาโนแบคทีเรีย (photobiont)  

ส่วนสาหร่ายหรือไซยาโนแบคทีเรียมีบทบาทในการสงัเคราะห์ด้วยแสงเพื>อสร้างคาร์โบไฮเดรตซึ>ง

ส่วนใหญ่เป็นนํ Eาตาลแอลกอฮอล์ เพื>อส่งให้ราใช้เป็นอาหาร (Honegger, 1991; Hawksworth & 

Honegger, 1994) โครงสร้างของไลเคนจะเรียกว่า แทลลสั (thallus) โดยแทลลสัมีสดัส่วนเป็น 

เส้นใยรา 90-93% ส่วนสาหร่ายมีเพียง 1-10% (Collin and Farrar, 1978; Ahmadjian, 1993; 

Sundberg et al., 1999) โดยโครงสร้างภายในของไลเคนประกอบด้วย 4 ชั Eน (ภาพที> 1) ได้แก่ 

1. ชั Eนคอร์เท็กซ์บน (upper cortex layer) เป็นชั Eนที>อยู่ ด้านบนสุดของแทลลัส ชั Eน 
คอร์เท็กซ์นี Eมีหน้าที>สําคัญคือป้องกันอันตรายจากสิ>งแวดล้อมภายนอก โดยเฉพาะ 
ความเข้มแสงสงู และการกดักินของสตัว์จําพวกแมลง  

2. ชั Eนสาหร่าย (algae layer) เป็นชั Eนที>อยู่ด้านลา่งของชั Eนคอร์เท็กซ์บน มีหน้าที>สําคญัคือ
สร้างอาหารโดยกระบวนการสัง เคราะห์ ด้วยแสง สาหร่ายในชั Eน นี Eเ รียกว่า 
photobiont ไล เคนส่วนใหญ่ประมาณ 85 เปอ ร์ เซ็น ต์  มีสาห ร่ายสี เ ขียว เ ป็น
องค์ประกอบของชั Eนนี E, ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่าย 
สีเขียวแกมนํ Eาเงิน, ประมาณ 3-4 เปอร์เซน็ต์ มีทั Eงไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียว 
(cephalodiate lichens และ photosymbiodemes) เป็นสาหร่ายสีนํ Eาตาล (brown 
algae) (Sanders et al., 2004; Friedl and Budel, 2008) 

3. ชั Eนเมดลัลา (medulla layer) ชั Eนนี Eเป็นชั Eนของรา อยู่ถดัจากชั Eนสาหร่ายลงมา ราในไล
เคน เรียกวา่ mycobiont สว่นใหญ่เป็นราในกลุม่ Ascomycota (ca. 98%) (Honegger, 
2008) ชั Eนนี Eมีหน้าที>สําคญัคือกกัเก็บความชื Eนและสร้างสารที>จําเป็นต่อการเติบโตและ
การอยูร่อดของไลเคน 

4. ชั Eนคอร์เท็กล่าง (lower cortex layer) เป็นชั Eนที>อยู่ล่างสดุของแทลลสั มีหน้าที>หลกัคือ
ยึดเกาะกับพื Eนที>ยึดเกาะอาศัย (substrate) ไลเคนบางชนิดมีชั Eนนี E แต่บางชนิดไม่มี 
โดยเฉพาะไลเคนในกลุม่คลสัโตส 
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ภาพที# 1 ภาพตดัตามขวางแทลลสัของไลเคน (มหาวิทยาลยัรามคําแหง, 2558: ออนไลน์) 

        จากการศกึษาความหลากหลายของไลเคนโดยมีรายงานการจดัจําแนกไลเคนล่าสดุ ระบวุ่า
ทั>วโลกมีไลเคนทั Eงหมด 19,409 ชนิด (species) 1,002 สกุล (genera) 119 วงศ์ ( families)  
40 อันดับ (orders) และ 8 ชั Eน (classes) (Lucking, Hodkinson and Leavitt, 2017) โดยพบได้
ตั Eงแต่พื Eนที>ที>หนาวจดัอย่างเขตขั Eวโลกถึงพื Eนที>ที>ร้อนจดัอย่างทะเลทราย และที>ทุกระดบัความสงู
ตั Eงแตท่ะเลถงึยอดเขาสงู (Larson, 1987; Seaward, 2008) 

 

2.2 ไลเคน Trypethelium eluteriae 

        เป็นไลเคนที>จดัอยูใ่นวงศ์ Trypetheliaceae และอยูใ่นสกลุ Trypethelium (Kirk et al., 2008; 

Aptroot et al., 2008) แทลลสัครัสโตส ผิวเรียบถึงขรุขระ เป็นเงามนั สีเทาถึงสีเขียวมะกอก พบชั Eน

คอร์เทกซ์แอสโคมาตาแบบเพอริทริเซียสีดํา พบผงผลกึสีเหลืองกระจายทั>วแอสโคมาตา (ภาพที> 2) 

ทรงกลมอยู่ เ ดี> ยวๆ   ห รืออยู่ เ ป็นกลุ่ม เจ ริญอยู่ ใน เ นื Eอ เ ยื Eอซู โดโสตรมาตา (ภาพที>  2) 

(pseudostromata) สร้างสปอร์แบบมีผนังกั Eนตามขวาง 3-14 ผนัง ทรงรี ยาวทรงกระสวย สีใส 

ลกัษณะเซลล์ภายในเป็นแบบทรงกระบอกถงึทรงเหลี>ยม (ภาพที> 2) (Phokaeo et al., 2013) พบ 8 

สปอร์ในแอสคสัพบและไม่พบหยดนํ Eามนัในชั Eนไฮเมเนียม ไลเคนในชนิดนี Eส่วนใหญ่เจริญอยู่บน

เปลือกไม้ของต้นไม้ที>ขึ Eนในป่าฝนเขตร้อน ป่าดิบแล้ง และป่าชายเลน (Kirk et al., 2008) 

 

ภาพที# 2 ลกัษณะของแทลลสัและสปอร์ของ Trypethelium eluteriae (Phokaeo et al., 2013) 
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2.3 สาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae 

          สาหร่ายที>พบในไลเคน Trypethelium eluteriae ซึ>งอยู่ ในวงศ์ Trypetheliaceae เป็น
สาหร่ายสีเขียวในสกลุ Trentepohlia (Wil-wolf et al, 2004) สาหร่ายสีเขียวในสกลุ Trentepohlia 
เมื>ออยู่แบบอิสระจะมีโครงสร้างเป็นเส้นใยเกาะอยู่บนหินปริมาณมาก เปลือกไม้และใบไม้ โดย
เซลล์จะประกอบด้วยสารแคโรทีนอยด์ที>มีเบต้าแคโรทีนและเฮมาโตโครม ทําให้มองเห็นเป็น 
โครงสร้างสีเหลืองไปจนถึงสีนํ Eาตาลแดง โดยรงควตัถสีุส้มจะบดบงัรงควตัถสีุเขียว (chlorophyll) 
ไว้ชั Eนในของเซลล์ ทําให้ไมส่ามารถมองเห็นเป็นสีเขียวได้ (Friedl and Budel, 1996) 

2.4 ความสาํคัญของสาหร่ายในไลเคน 

        สาหร่ายที>พบในไลเคนทั>วไปคือ สาหร่ายในสกุล Trebuoxia Trentepohlia และ Nostoc 
โดยสาหร่ายในสกลุ Trebuoxia และ Irentepohlia ซึ>งคิดเป็น 85% ของสาหร่ายที>ก่อให้เกิดไลเคน 
ส่วนสาหร่ายในสกุล Nostoc เป็นพวกโปรคาริโอตและเป็นสาหร่ายสีเขียวแกมนํ Eาเงิน เรียกว่า 
cyanobiont (Rankovic and Kosanic , 2015) ราและสาหร่ายในไลเคนมีความสมัพนัธ์แบบพึ>งพา
อาศัยกัน โดยราจะทําหน้าที>ปกป้องสาหร่ายจากความเข้มแสงและความชื Eนที>มากเกินไป 
นอกจากนั Eนยงัดดูซึมสารอาหารจากสาหร่ายอีกส่วนหนึ>งจากสิ>งแวดล้อมภายนอก โดยการที>รา
ปกปอ้งสาหร่ายจากสภาพแวดล้อมที>ไม่เหมาะสมทําให้สาหร่ายเจริญเติบโตได้ดีกว่าการอยู่อย่าง
อิสระ ส่วนสาหร่ายทําหน้าที>สังเคราะห์สารอินทรีย์จากคาร์บอนไดออกไซด์ ในกรณีที>เป็น 
cyanobiont จะสังเคราะห์แอมโมเนียมจากแก๊สไนโตรเจนโดยกระบวนการตรึงไนโตรเจน  
(Hale, 1983; Nash, 1996)  
 
2.5 การศึกษาสาหร่ายในไลเคน 
 
        การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสาหร่ายสีเขียวในไลเคนยังมีการศึกษา 
น้อยมาก รวมถึงการศกึษาชนิดของสาหร่ายยงัมีจํากดั เนื>องจากการศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยา
ไม่สามารถแยกชนิดของสาหร่ายได้ เพราะสาหร่ายที>อยู่ในสกลุเดียวกนัมีความคล้ายคลงึกนัมาก 
ทั Eงนี Eเนื>องจากการแยกสาหร่ายในไลเคนออกจากราและการเพาะเลี Eยงให้บริสทุธิBในห้องปฏิบติัการ
ทําได้ยากมาก และไม่ค่อยประสบผลสําเร็จเพราะในแต่ละขั Eนตอนต้องใช้เวลาและความชํานาญ
เป็นอยา่งมาก (Ahmadijian, 1958, 1967; Tschermak-Woess, 1988) อีกทั Eงลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยามีความใกล้เคียงกนัมากจงึยากที>จะระบคุวามแตกตา่งในระดบัสปีชีส์ได้ และอีกประการหนึ>ง
คือการแยกสาหร่ายออกจากราทําได้ยากเพราะสาหร่ายมีขนาดเล็กมาก (Grube and Muggia, 
2010) ต่อมามีการนําเทคนิคทางอณูวิทยาเข้ามาใช้ศึกษาสาหร่ายในไลเคนมากขึ Eน ทําให้ทราบ
ชนิดของสาหร่ายแม้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาจะเหมือนกนั โดยการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์
ในสาหร่ายสีเขียวนิยมทําในยีน rbcL (ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
large subunit) ซึ>งเป็นยีนที>จะแปลรหสัเป็นเอนไซม์ RubisCo ที>มีอยู่ในสาหร่ายสีเขียวแต่ไม่มีใน
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ราและเป็นตําแหน่งยีนที>มีการอนรัุกษ์ นอกจากนี Eยงัมีการศกึษาในยีนอื>น ควบคู่ไปด้วยเพื>อความ
แมน่ยําในการระบชุนิดของสาหร่าย เชน่ ยีน 18S rDNA เป็นต้น งานวิจยัที>มีการใช้ เทคนิคทางอณู
วิทยาศึกษาสาหร่ายในไลเคนส่วนใหญ่เป็นการศึกษาโดยใช้ตัวอย่างไลเคนในเขตอบอุ่น เช่น 
งานวิจัยของ Yahr และคณะในปี 2015 ที>ศึกษาสาหร่ายในไลเคนสกุล Micarea ซึ>งใช้ตัวอย่าง 
ไลเคนที>พบใน ทวีปยโุรปและศกึษาโดยใช้ยีน rbcL และ nuclear ribosomal (nucSSU)  
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วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิดาํเนินการ 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ 

1) เครื>องแก้วชนิดตา่งๆ เชน่ บีกเกอร์ ขวดรูปชมพู ่กระบอกตวง และกรวยแก้ว เป็นต้น 

2) ตู้ เย็นอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส 

3) ตู้ เย็นอณุหภมิู -20 องศาเซลเซียส 

4) หม้อนึ>งความดนัไอ (Autoclave) 

5) คีมคีบ 

6) มีดโกน 

7) กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ (Stereo Microscope) 

8) เครื>องชั>งละเอียด รุ่น Adventurer 

9) ไมโครเวฟ (Microwave) 

10) พาราฟิล์ม 

11) เครื>องบด (Blender) Mixer MM 400 

12) หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ (Micro centrifuge tube) ขนาด 2 มิลลลิติร  

      และ 1.5 มิลลลิติร    

13) เครื>องเขยา่ผสมสาร (Vortex Mixer) 

14) เครื>องปั>นเหวี>ยงสารปริมาณน้อย (Micro centrifuge) 

15) เครื>องปั>นเหวี>ยง (Centrifuge) 

16) ไมโครปิเปตต์ (Automatic adjustable micropipette) P2 (0.1-2 ไมโครลติร), P10       

                  (0.5-10 ไมโครลติร), P20 (5-20 ไมโครลติร), P200 (50-200 ไมโครลติร) และ P1000        

                  (0.1-1 มิลลลิติร) 

17) ปิเปตต์ทิป (Pipette tip) 

18) หลอดพีซีอาร์ (PCR tube) ขนาด 200 ไมโครลติร 

19) เครื>องเพิ>มปริมาณดีเอ็นเอ (Authorized thermal cycler) 
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20) เครื>องควบคมุอณุหภมิูแบบแห้ง (Digital Dry Bath) 

21) ชดุตรวจสอบดีเอ็นเอสนามไฟฟา้ (Electrophoresis chamber set) 

22) เครื>องจา่ยไฟฟา้กระแสตรง (Power Supply) 

23) เครื>องกําเนิดแสงอลัตราไวโอเลต (UV-Transilluminator 

24) กล้องถ่ายรูปเจล (Gel Documentation) 

3.2 สารเคมี 

1) Tris-HCI 

2) Polyvinylpyrrolidone (PVP) 

3) Chloroform 

4) Isoamyl alcohol 

5) Isopropanol 

6) Ethanol 

7) Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

8) NaCI 

9) Cetryitrimethylammoniumbromide (CTAB) 

10) Boric acid 

11) Tris (hydroxymethyl) amino methane 

12) 1.25 U Pfu DNA polymerase 

13) Gelstarâ Nucleic Acid Gel Stain 

14) Agarose 
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3.3 วธีิการดาํเนินการ 

           1. เกบ็รวบรวมและบันทกึข้อมูลเบื rองต้นที#สาํคัญของตัวอย่างไลเคน 
Trypethelium eluteriae 

             ตัวอย่ า ง ไล เคน  Trypethelium eluteriae ที> นํ ามาศึกษาสุ่ ม เ ก็บตัวอย่ า ง ไล เคน 

Trypethelium eluteriae จากจงัหวดัต่างๆ ในแต่ละภูมิภาคของประเทศไทยจํานวน 11 ตวัอย่าง

และได้รับความอนุเคราะห์มาจากหน่วยวิจัยไลเคน ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัรามคําแหง จํานวน 7 ตวัอยา่ง รวม 18 ตวัอยา่ง ดงัแสดงในตารางที> 1 

ตารางที# 1 ตวัอยา่งไลเคน Trypethelium eluteriae ที>เก็บจากแหลง่ตา่งๆ  ในประเทศไทย และ 
                 ได้รับมาจากหน่วยวิจยัไลเคนมหาวิทยาลยัรามคําแหงจํานวน 18 ตวัอยา่ง         

สกุล ชื#อวทิยาศาสตร์ รหสัตัวอย่าง สถานที#เกบ็ 

 

 

 

 

 

 

 

Trypethelium 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trypethelium eluteriae     NANA0 จงัหวดัน่าน 

Trypethelium eluteriae NANA1 จงัหวดัน่าน 

Trypethelium eluteriae NANA2 จงัหวดัน่าน 

Trypethelium eluteriae BR01 บงึจํารุง จงัหวดัระยอง 

Trypethelium eluteriae BR02 บงึจํารุง จงัหวดัระยอง 

Trypethelium eluteriae BR03 บงึจํารุง จงัหวดัระยอง 

Trypethelium eluteriae BR04 บงึจํารุง จงัหวดัระยอง 

Trypethelium eluteriae BR05 บงึจํารุง จงัหวดัระยอง 

Trypethelium eluteriae NBP1 จงัหวดัหนองบวัลําภ ู

Trypethelium eluteriae KB จงัหวดักระบี> 

Trypethelium eluteriae KB2 จงัหวดักระบี> 

Trypethelium eluteriae RAT50 จงัหวดันครราชสีมา 

Trypethelium eluteriae PAR49 จงัหวดัแพร่ 

Trypethelium eluteriae NAN59 จงัหวดัน่าน 

Trypethelium eluteriae NAN90 จงัหวดัน่าน 

Trypethelium eluteriae TLN3 จงัหวดัปราจีนบรีุ 

Trypethelium eluteriae TAK49 จงัหวดัตาก 

Trypethelium eluteriae PL35 จงัหวดัพิษณโุลก 
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      2. การสกัดดีเอน็เอของสาหร่ายจากไลเคน 

           สกัดดีเอ็นเอของสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae ทั Eง 18 ตวัอย่าง โดยใช้วิธี 

CTAB ซึ>งดัดแปลงจากวิธีการของ Cubero and Crespo (2002) โดยเริ>มจากการนําตัวอย่าง        

ไลเคนส่องใต้กล้องกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (Stereo Microscope) จากนั Eนใช้มีดโกนขูด

บริเวณที>เป็นสีเขียวและหลีกเลี>ยงบริเวณที>เป็นจุดสีดํา ใส่ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด 2 

มิลลิลิตรให้ได้ประมาณหนึ>ง แล้วใช้คีมคีบเม็ดบีท 10 เม็ดใส่ในหลอด เติม 2x CTAB extraction 

buffer 50 ไมโครลิตร จากนั Eนนําหลอดไปใสใ่นเครื>องบด โดยตั Eงคา่เครื>องให้ความถี>เป็น 30 ครั Eงตอ่

วินาที เป็นเวลา 2 นาที หากตวัอย่างยงัเป็นชิ Eนใหญ่อยู่ ให้นําเข้าเครื>องบดอีก 1 ครั Eง หลงัจากบด

เสร็จนํามาเติม 2X CTAB extraction buffer เพิ>มอีก 350 ไมโครลิตร และเติมสารละลาย PVPP 

(Washing buffer) 100 ไมโครลิตร เขย่าสารและนําไป Vortex ให้เข้ากัน จากนั Eนนําไปบ่มที>

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที หลังจากบ่มนํามาเติม Chloroform : Isoamyl 

alcohol (24 :1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วเขย่าให้เข้ากัน จากนั Eนนําไปปั>นเหวี>ยงที>ความเร็ว 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที>อุณหภูมิห้อง แล้วดูดสารละลายชั Eนบนไปใส่ในหลอด      

ไมโครเซนทริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลลิติร จากนั Eนเติม Chloroform : Isoamyl alcohol (24 :1) ปริมาตร 

500 ไมโครลิตรแล้วเขย่าให้เข้ากัน จากนั Eนนําไปปั>นเหวี>ยงที>ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 5 นาที ที>อณุหภมิูห้อง ซํ Eาแบบเดิม แล้วดดูสารละลายชั Eนบนไปใสใ่นหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตรโดยบนัทึกปริมาตรของสารละลายชั Eนบนด้วย หลงัจากนั Eนเติม isopropanol 

โดยใส่ในปริมาตรเป็น 0.6 เท่าของสารละลายที>มีอยู่ในหลอด จากนั Eนนําไปปั>นเหวี>ยงที>ความเร็ว 

13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที ที>อณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส เทสว่นใสในหลอดออกให้หมด 

เติม 70% ethanol 500 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนัจากนั Eนนําไปปั>นเหวี>ยงที>ความเร็ว 13,000 รอบ

ตอ่นาที เป็นเวลา 3 นาที ที>อณุหภมิู 4 องศาเซลเซียสจากนั Eนเทสารละลายในหลอดออกให้ได้มาก

ที>สุดโดยให้ตะกอนยังติดอยู่ในหลอดแล้ว นําไปตากให้แห้ง เมื>อแห้งแล้วจึงเติม TE buffer 50 

ไมโครลติร แล้วเก็บในตู้ เย็นอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส 

 

           3. การเพิ#มปริมาณดีเอน็เอและหาลาํดับนิวคลีโอไทด์ที#ตาํแหน่งยีน 18S rDNA 

และ rbcL  

           นําดีเอ็นเอที>ได้จากข้อ 2 มาทําการเพิ>มปริมาณที>ตําแหน่งยีน 18S rDNA และ rbcL ด้วย

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ที>ตําแหน่งยีน 2 ตําแหน่งดงัตารางที> 

2 และเตรียมสารละลายพีซีอาร์ปริมาตร 30 ไมโครลติรด้วยอตัราสว่นดงัตารางที> 3 
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ตารางที# 2 ลําดบัเบสและอณุหภมิูในการเข้าจบักบัสายดีเอ็นเอ (Tm) ของไพรเมอร์ 

ยีน ไพรเมอร์ ลาํดับนิวคลีโอไทด์ (5’->3’) 
Tm 
(oC) 

ที#มา 

18S rDNA 

Tre18S_ 
N2.for TAGGGTAGTGGCCTACCG 

56 

Hametner, Stocker-Wörgötter 
and Grube, 2014. 

18H GCCCTTCCGTCAATTCCTTT
AAGTTTCAGG 

Hamby et al., 1988; Aburai  
et al., 2013. 

rbcL 
rbcL203F GAATCWTCWACWGG ACT 

TGG ACWAC 
51 

Nelsen et al., 2011. 

rbcL901R CCTTCTARTTTACCWACAAC Nelsen et al., 2011. 

 

ตารางที# 3 ความเข้มข้นและปริมาตรของสารที>ใช้ในการทําปฏิกิริยาลกูโซพ่อลเิมอเรส 

สาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

EmeraldAmpâ  GT PCR  
Master Mix  - 15 

Forward Primer 20 µM 0.3 

Reverse Primer 20 µM 0.3 

DNA template - 3 

dH2O - 11.4 

 Total 30 

             

             จากนั Eนนําสารละลายที>พีซีอาร์ไปใส่เครื>องเพิ>มจํานวนดีเอ็นเอ (Authorized thermal 

cycler) โดยตั Eงค่า สภาวะของปฏิกิริยาดังนี E ปฏิกิริยา Initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส นาน 5 นาที จํานวน 1 รอบ ปฏิกิริยา Denaturation อณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส นาน 1 

นาที จํานวน 30 รอบ ปฏิกิริยา Annealing อณุหภมิู Tm องศาเซลเซียส (ขึ Eนอยูก่บัไพรเมอร์) นาน 1 

นาที จํานวน 30 รอบ ปฏิกิริยา Extention อณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที> จํานวน 30 รอบ 

และปฏิกิริยา Final extention อณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที จํานวน 1 รอบ 

              ทําการตรวจสอบผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วย 1.5% Agarose gel ที>ผสม Gelstarâ 

Nucleic Acid Gel Stain 1 ไมโครลิตร ในสารละลาย 0.5X TBE buffer โดยใช้สารละลายดีเอ็นเอ

ที>ได้จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส 5 ไมโครลิตร ผสมกบั loading dye 2 ไมโครลิตร โดยตั Eงคา่ชดุ

ตรวจสอบดีเอ็นเอสนามไฟฟา้ (Electrophoresis chamber set) ให้มีความตา่งศกัย์ไฟฟา้เป็น 100 
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โวลต์ นาน 30 นาที และใช้ชิ Eนส่วนดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp+1500 kb DNA ladder 

ตรวจสอบขนาดชิ Eนส่วนดีเอ็นเอที>ปรากฏภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตด้วยเครื>องกําเนิดแสง 

อลัตราไวโอเลต (UV-Transilluminator) แล้วบนัทึกภาพ จากนั Eนนําสารละลายดีเอ็นเอที>เหลือ 30 

ไมโครลติรมาทํา สง่ไปหาลําดบัดีเอ็นเอที>บริษัท Bioneer ประเทศเกาหลี 

 

               4. การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายที#อยู่ในฐานข้อมูล GenBank 

และจัดทาํ Phylogenetic tree 

               นําลําดับนิวคลีโอไทด์จากข้อ 3 ไปวิเคราะห์เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของ

สาหร่ายในฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST ใน NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) เพื>อ

หาชนิดของสาหร่ายที>มีความใกล้เคียงกบัสาหร่ายตวัอย่างโดยเลือกชนิดสาหร่ายจากฐานข้อมลู 

GenBank ที>มีค่า E value และเปอร์เซ็นต์ความเหมือนที>มากที>สดุ 20 อนัดบัแรก จากนั Eนนําลําดบั

นิวคลีโอไทด์จากข้างต้น มา alignment และเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์ที>ได้ด้วยโปรแกรม 

MEGA เวอร์ชัน X (https://www.megasoftware.net/) คํานวณแบบจําลอง สร้าง Phylogenetic 

tree และแสดงผล Phylogenetic tree  
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ผลการศกึษา 

4.1 การศึกษาสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae โดยใช้เทคนิคทางอณูวทิยา 

          จากการศกึษาสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae โดยใช้ตวัอย่างไลเคนทั Eงหมด 18 

ตวัอย่าง ในปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสที>ตําแหน่งยีน 18S rDNA ซึ>งใช้ไพรเมอร์ Tre18S_N2.for 

และ 18H มี target size ยาว 700-800 bp พบว่าสามารถเพิ>มปริมาณดีเอ็นเอสาหร่ายได้ 11 

ตวัอย่างได้แก่ น่าน 3 ตวัอย่าง ระยอง 3 ตวัอย่าง หนองบวัลําภ ู1 ตวัอย่าง และ กระบี> 2 ตวัอย่าง 

โดยได้กําหนดรหสัสาหร่ายที>ได้จากตวัอย่างไลเคนแตล่ะตวัอย่างดงัตารางที> 4 และในตําแหน่งยีน 

rbcL ซึ>งใช้ไพรเมอร์ rbcL203F และ rbcL901R มี target size ยาว 800-900 bp พบว่าสามารถ

เพิ>มปริมาณดีเอ็นเอสาหร่ายได้ 8 ตวัอย่าง ได้แก่ ระยอง 3 ตวัอย่าง หนองบวัลําภ ู1 ตวัอย่าง และ

กระบี> 2 ตวัอยา่ง 

           จากตารางที> 4 ตวัอย่างสาหร่ายที>สามารถเพิ>มปริมาณดีเอ็นเอในตําแหน่งยีน 18S rDNA 

ได้มีทั Eงหมด 11 ตวัอย่าง ได้แก่ BR01, BR02, BR03, BR04, BR05, NANA0, NANA1, NANA2, 

NBP1, KB และ KB2 และตวัอย่างสาหร่ายที>สามารถเพิ>มปริมาณดีเอ็นเอในตําแหน่งยีน rbcL ได้

มีทั Eงหมด 8 ตวัอย่าง ได้แก่ BR01, BR02, BR03, BR04, BR05, NBP1 KB และ KB2 ซึ>งสาหร่าย

ที> เพิ>มปริมานดีเอ็นได้ทั Eง  2 ตําแหน่งยีนได้แก่ BR01, BR02, BR03, BR04, BR05, NANA0, 

NANA1, NANA2, KB และ KB2  

ตารางที# 4 ตวัอยา่งสาหร่ายที>เพิ>มปริมาณดีเอ็นเอในตําแหน่งยีน rbcL และ 18S rDNA ได้  

ตัวอย่างไลเคน รหสัสาหร่าย rbcL 18S rDNA 

Trypethelium eluteriae BR01 - P 

Trypethelium eluteriae BR02 - P 

Trypethelium eluteriae BR03 - P 

Trypethelium eluteriae BR04 P P 

Trypethelium eluteriae BR05 P P 

Trypethelium eluteriae NANA0 P P 

Trypethelium eluteriae NANA1 P P 

Trypethelium eluteriae NANA2 P P 

Trypethelium eluteriae NBP1 P P 

Trypethelium eluteriae KB P P 

Trypethelium eluteriae KB2 P P 
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ตัวอย่างไลเคน รหสัสาหร่าย rbcL 18S rDNA 

Trypethelium eluteriae RAT50 - - 

Trypethelium eluteriae PAR49 - - 

Trypethelium eluteriae NAN59 - - 

Trypethelium eluteriae NAN90 - - 

Trypethelium eluteriae TLN3 - - 

Trypethelium eluteriae TAK49 - - 

Trypethelium eluteriae PL35 - - 

 

4.2 การคัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายที#อยู่ในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้

โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)       

 ลําดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างสาหร่ายที>ได้จากการทํา DNA sequencing ที>ตําแหน่งยีน 

18S rDNA ดงัตารางที> ก1 (ภาคผนวก ก) และลําดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอยา่งสาหร่ายที>ได้จากการ

ทํา DNA sequencing ที>ตําแหน่งยีน rbcL ดังตารางที> ก2 (ภาคผนวก ข) นําไปวิเคราะห์และ

เปรียบเทียบเพื>อหาชนิดของสาหร่ายในฐานข้อมูล GenBank ที>มีความใกล้เคียงกับตัวอย่าง

สาหร่ายที>โครงงานวิทยาศาสตร์นี Eทําการศึกษามากที>สุด โดยใช้โปรแกรม nucleotide BLAST 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) โดยจะแสดงผลเป็นชื>อสาหร่ายและ %similarity ที>มีค่ามาก

ที>สดุอนัดบัแรก ดงัตารางที> 7 และจะนําลําดบันิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายในฐานข้อมลูใน 20 อนัดบั

แรกมาพิจารณาในการจดัทํา Phylogenetic tree โดยใช้โปรแกรม MEGA เวอร์ชนั X 
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ตารางที# 5 ชนิดของสาหร่ายจากฐานข้อมลู GenBank ที>มีความใกล้เคียงกบัตวัอยา่งสาหร่ายที> 

                 ตําแหน่งยีน 18S rDNA 

ไลเคน 
รหสั 

สาหร่าย 

 ยีน 18S rDNA 
ชนิดสาหร่ายจากฐานข้อมูล GenBank 

 (Accession no.) 
%Similarity E value 

Trypethelium 
eluteriae 

 

NANA0 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

NANA1 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

NANA2 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

BR01 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

BR02 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

BR03 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

BR04 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

BR05 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

NBP1 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

KB 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

KB2 
Trentepohlia cf. annulata TreFI87 

(KC469122.1) 
100% 0.0 

 
 จากตารางที> 5 ในตําแหน่งยีน 18s rDNA สาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae ใน

ตัวอย่าง 11 ตัวอย่างได้แก่  BR01, BR02, BR03, BR04, BR05, NANA0, NANA1, NANA2, 

NBP1, KB และ KB2 มีความคล้ายคลงึกบัสาหร่ายในฐานข้อมลู GenBank คือ Trentepohlia cf. 

annulata มากที>สดุโดยมีคา่ความเหมือน 100% 
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             ส่วนในตําแหน่งยีน rbcL ตวัอย่างสาหร่าย BR01, BR02, BR03, BR04, BR05, NBP1, 

KB และ KB2 ไม่พบความคล้ายคลึงกับสาหร่ายในฐานข้อมูล GenBank แต่พบว่ามีความ

คล้ายคลงึกบัชนิดของต้นไม้ ดงัตารางที> 6 

ตารางที# 6 ชนิดของต้นไม้จากฐานข้อมลู GenBank ที>มีความใกล้เคียงกบัตวัอยา่ง 

                 ที>ตําแหน่งยีน rbcL 

ไลเคน 
รหสั 

สาหร่าย 

 ยีน rbcL  
ชนิดสาหร่ายจากฐานข้อมูล GenBank 

 (Accession no.) 
%Similarity E value 

Trypethelium 
eluteriae 

NANA0 - - - 
NANA1 - - - 

NANA2 - - - 
BR01 Intsia bijuga 100% 0.0 

BR02 Intsia bijuga 99.63% 0.0 
BR03 Intsia bijuga 100% 0.0 

BR04 Intsia bijuga 99.82% 0.0 
BR05 Intsia bijuga 99.84% 0.0 

NBP1 Mangifera indica 100% 0.0 
KB Litsea morrisonensis 99.87% 0.0 

KB2 Laurus sp. 99.70% 0.0 

RAT50 - - - 
PAR49 - - - 

NAN59 - - - 
NAN90 - - - 

TLN3 - - - 
TAK49 - - - 

 
4.3 การวเิคราะห์โดย Phylogenetic tree 

             ตัวอย่างสาหร่ายทั Eงหมดที>ได้จากการ BLAST นํามาจัดทํา phylogenetic analysis 

แสดงผลเป็น phylogenetic tree ด้วยวิธี Maximum likelihood (ML) โดยรูปแบบที>เหมาะสมที>สดุ

ที>จากการคํานวณโปรแกรม MEGA เวอร์ชั>น X คือ Kimura 2-parameter model +G +I  และใช้คา่ 

bootstrap value เป็น 1000 pseudoreplicates  
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ภาพที# 3 Phylogenetic tree ของสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae ที>ตําแหน่งยีน  
              18S rDNA โดยใช้รูปแบบ Kimura 2-parameter model +G +I  และใช้คา่ 

              bootstrap value เป็น 1000 pseudoreplicates  
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 จากภาพที> 3 เป็น phylogenetic tree ที>ได้จากการวิเคราะห์ทางสถิติโดยวิธี Maximum 

likelihood โดยใ ช้ ยีน  18S rDNA ของสาหร่าย BR01, BR02, BR03, BR04, BR05, NANA0, 

NANA1, NANA2, NBP1, KB และ KB2 รวมถึงเปรียบเทียบกับตัวอย่าง AL11 ซึ>งเป็นตัวอย่าง

สาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae (Potising, 2017) จากผลการศกึษาพบวา่  

             Phylogenetic tree ที>ได้จากการวิเคราะห์ทางสถิติโดยวิธี Maximum likelihood โดยใช้

ยีน 18S rDNA ของสาหร่าย  BR01, BR02, BR03, BR04, BR05, NANA0, NANA1, NANA2, 

NBP1, KB, KB2 และ  AL11 ซึ> งพบว่ าสาห ร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae มีความ

เหมือนกบั Trentepohlia cf. annulata TreFI87 และมีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการใกล้เคียงกบั

สาหร่าย  Trentepohlia cf. annulata TreFI83 โดยมีคา่ bootstrap value เทา่กบั 99 (กลอ่งสีชมพ)ู 
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อภปิรายผลการศกึษา 

โครงงานวิทยาศาสตร์นี Eได้ทําการศึกษาสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae ใน

ประเทศไทยโดยใช้เทคนิคทางอณูวิทยา (molecular technique) เพื>อหาความสมัพันธ์วงศ์วาน

วิวฒันาการเชิงโมเลกุลเปรียบเทียบกับสาหร่ายในฐานข้อมลู GenBank ซึ>งพิจารณาจากลําดบั    

นิวคลีโอไทด์ในตําแหน่งยีน 18S rDNA และ rbcL โดยตวัอย่างสาหร่ายที>ได้จากไลเคนที>นํามา

วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์มีทั Eงหมด 18 ตวัอยา่ง 

            อดีตมีการศกึษาสาหร่ายอยู่ในไลเคนวงศ์ Trypetheliaceae ในประเทศไทย โดยตวัอย่าง

สาหร่ายที>ได้จากไลเคนที>นํามาวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์มีทั Eงหมด 4 สกุล คือ Trypethelium, 

Astrothelium, Nigrovothelium  และ  Viridothelium โดยใ ช้ เทค นิคทางอณู วิทยาพบว่ า มี

ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้เคียงกับสาหร่ายทั Eงหมด 12 สกุล ได้แก่ สาหร่ายในสกุล 

Chlamydomonas, Halosarcinochlamys, Dunaliella, Hamakko, Trebouxia, Trentepohlia, 

Coccomyxa, Symbiochloris, Dictyochloris, Cephaleuros, Ulva และ  Printzina (Potising, 

2017)  ซึ>งพบความหลากหลายของสาหร่ายในระดบัวงศ์ 

            ในระดับสกุลจากรายงานการศึกษาสาหร่ายที>ตําแหน่งยีน ITS rDNA ในไลเคนสกุล 

Cladonia ซึ>งมีสปีชีส์ Cladonia crinite, Cladonia fissidens, Cladonia perforate และ Cladonia 

verticillaris (Cordeiro et al., 2005) พบว่าเป็นสาหร่ายชนิดเดียวกันคือ Asterochloris sp. 

รวมถึงจากรายงานการศึกษาสาหร่ายที>ตําแหน่งยีน SSU, ITS และ rbcL ในสาหร่ายสกุล 

Roccella ที>เก็บจากเขตร้อนและเมดิเตอร์เรเนียน (Hametner and Grube, 2014) พบว่าเป็นชนิด 

Trentepohlia sp. ทั Eงหมดแสดงให้เห็นว่าสาหร่ายในไลเคนสกุลเดียวกนัมีความหลากหลายทาง

พนัธกุรรมที>ตํ>ามาก 

            การวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์และศึกษาความสมัพนัธ์วงศ์วานวิวฒันาการเชิงโมเลกลุ

ของสาหร่ายที>อยู่ในไลเคน Trypethelium eluteriae ที>ตําแหน่งยีน 18S rDNA พบว่าเป็นชนิด 

Trentepohlia cf. annulata TreFI87 ทั Eงหมดทุกตัวอย่าง โดยมีค่าความเหมือน 100% และมี

ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้เคียงกับสาหร่าย  Trentepohlia cf. annulata TreFI83 ซึ>ง

สาหร่าย Trentepohlia cf. annulata TreFI87 มีรายงานพบว่าเป็นสาหร่าย (photobiont) ที>อยู่

ร่วมกบัรา (mycobiont) แล้วอยู่ร่วมกนัแบบพึ>งพาอาศยัเป็นไลเคน ซึ>งในการศกึษาพบว่าสาหร่าย

สีเขียวพวกนี Eเมื>อมีการกระจายสปอร์จะสามารถทําให้เกิดปรากฏการณ์ฝนสีเลือดหรือฝนสีแดงได้ 

ซึ>งเคยเกิดในประเทศอินเดีย จากตําแหน่งยีน 18SrDNA พบว่าสาหร่ายในไลเคน Trypethelium 

eluteriae ทกุตวัอย่างเป็นสาหร่ายชนิดเดียวกัน ซึ>งสอดคล้องกับผลการศึกษาสาหร่ายในไลเคน 

Graphis scripta ได้ตวัอยา่งจากประเทศออสเตรียและอิตาลี จากการศกึษาชนิดของสาหร่ายด้วย

ตําแหน่งยีน 18S rRNA, ITS, rbcL พบว่าเป็นสาหร่ายชนิดเดียวกันคือ Printzina lagenifera  
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(Hametner and Grube, 2014) รวมถึงผลการศึกษาสาหร่ายในไลเคน Ramalina peruviana ที>

เก็บจากสถานที>ต่างกันในบราซิล จากการศึกษาชนิดของสาหร่ายด้วยตําแหน่งยีน ITS rDNA 

พบว่า เป็นสาหร่ายชนิดเดียวกันคือ Trebouxia sp. (Cordeiro et al., 2005) ซึ>งจากการศึกษา

แสดงให้เห็นว่าในสาหร่ายที>อยู่ใน ไลเคนชนิดเดียวกันแม้จะเก็บจากต่างที>กัน แสดงให้เห็นว่า

สาหร่ายที>อยูใ่นไลเคนชนิดเดียวกนัมีความหลากหลายทางพนัธกุรรมตํ>ามาก  

การวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์และศกึษาความสมัพนัธ์วงศ์วานวิวฒันาการเชิงโมเลกลุ

ของสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae ที>ตําแหน่งยีน rbcL พบวา่ลําดบัของ นิวคลีโอไทด์

เป็นชนิดของต้นไม้ ซึ>งชนิดของต้นไม้ก็แตกต่างกันตามแหล่งที>เก็บ แสดงให้เห็นว่าตําแหน่งยีน 

rbcL ซึ>งเป็นยีนที>สําคัญในการดูความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของสิ>งมีชีวิตที>มีคลอโรพลาส 

(Freeman, 2008) เนื>องจากเป็นยีนสําคัญในกระบวนการที>สร้าง  ribulose-1, 5-biphosphate 

carboxylase/oxygenase (rubisco) ซึ>งเป็นเอนไซม์สําคญัในกระบวนการสงัเคราะห์ด้วยแสงของ

พืช และมีปริมาณมากที>สุดในโลก (Geilly, Taberlet, 1994) ดังนั Eนจึงเป็นยีนถูกใช้ในการหา

ความสัมพันธ์ของสิ>งมีชีวิตที>มีคลอโรพลาสทุกชนิด ได้แก่ ไซยาโนแบคทีเรีย สาหร่าย และพืช 

แสดงให้เห็นว่ายีน rbcL ไม่จําเพาะต่อชนิดของสาหร่ายเพียงอย่างเดียวเท่านั Eน ซึ>งตวัอย่างไลเคน 

Trypethelium eluteriae ที>โครงงานวิทยาศาสตร์นี Eใช้เป็นไลเคนที>อาศยัอยู่บนเปลือกไม้ ส่งผลให้

เกิดการปะปนดีเอ็นเอของพืช ดงันั Eนผลการหาลําดบันิวคลีโอไทด์ที>ตําแหน่งยีน rbcL ของสาหร่าย

ในไลเคน Trypethelium eluteriae ซึ>งเป็นชนิดของต้นไม้ในทุกตวัอย่างที>เก็บมา ได้แก่ ตวัอย่าง

จากบงึจํารุง 4 ตวัอยา่งเป็น Intsia bijuga หรือหลมุพอทะเล ตวัอยา่งจากหนองบวัลําภ ู1 ตวัอยา่ง

เป็น Mangifera indica หรือมะมว่ง ตวัอยา่งจากกระบี> 2 ตวัอยา่งเป็น Litsea morrisonensis และ 

Laurus sp. หรือ หมีเหม็น และกระวาน ซึ>งแสดงให้เห็นว่าในการศึกษาครั Eงต่อไป หากจะใช้

ตําแหน่งยีน rbcL ควรใช้ไลเคนจากบริเวณอื>น เช่น โขดหิน พื Eนดิน เป็นต้น เพื>อที>จะไม่ให้มีดีเอ็นเอ

ของต้นไม้ปะปนมา หรือหากไลเคนนั Eนมีที>อยูแ่คบ่นเปลือกไม้ ควรแยกสาหร่ายออกจากไลเคนก่อน 

จากนั Eนนํามาเพาะเลี Eยงเพื>อให้ได้สาหร่ายบริสทุธิB จะทําให้การหาชนิดของสาหร่ายในไลเคนไม่มีดี

เอ็นเอของต้นไม้ที>ไลเคนอาศยัอยูป่ะปนมาด้วย แตท่ั Eงนี Eการเพาะเลี Eยงสาหร่ายโดยการนําไลเคนมา

แยกสาหร่ายออกจากราและทําการเพาะเลี Eยงในห้องปฏิบติัการโดยการปรับอุณหภูมิ แสง และ

ปัจจยัอื>นๆให้มีความใกล้เคียงกบัสภาพถิ>นที>อยู่ของไลเคนที>เก็บมา แต่ยงัไม่สําเร็จเพราะการแยก

สาหร่ายออกจากราทําได้ยาก (Grube and Muggia, 2010) รวมถึงขั Eนตอนในการแยกสาหร่าย

ออกราในไลเคนมีขั Eนตอนที>ซบัซ้อน ดงันั Eนใช้ตําแหน่งยีนอื>นๆ อาจะเป็นอีกหนึ>งวิธีที>เหมาะสม ทั Eงนี E

มีรายงานว่าสามารถหาชนิดของสาหร่ายในไลเคนโดยใช้ตําแหน่งยีน ITS โดยใช้ไพร์เมอร์จําเพาะ 

ITS5 และ ITS 4 ซึ>งพบว่าตําแหน่งยีน ITS เป็นตําแหน่งที>เหมาะสมในการหาชนิดของสาหร่าย

ในไลเคน (Hametner and Grube, 2014) ทั Eงนี Eในยืนยนัชนิดของสาหร่ายในไลเคน ในการศึกษา

ครั Eงตอ่ไปควรใช้ตําแหน่งยีนอยา่งน้อย 2 ตําแหน่งเพื>อยืนยนัชนิดของสาหร่ายได้ชดัเจนมากขึ Eน  
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  จากผลการศกึษาจะเห็นวา่ตวัอย่างสาหร่ายทกุตวัอย่างเป็นชนิดเดียวกนั จงึสามารถบอก

ได้ว่าสาหร่ายที>อยู่ในไลเคนสปีชีส์เดียวกันเป็นสาหร่ายชนิดเดียวกัน แสดงให้เห็นว่าไม่มีความ

หลากหลายของสาหร่ายในไลเคนชนิดเดียวกัน รวมทั Eงมีวิวฒันาการใกล้เคียงกับสาหร่ายที>พบ

ในไลเคนชนิดใกล้เคียงกนั แสดงให้เห็นถึงความจําเพาะของสาหร่ายชนิดนี Eที>จะอยู่ร่วมกบัราแบบ

พึ>งพาอาศยัแล้วเกิดเป็นไลเคน ซึ>งสามารถเชื>อถือได้เพราะมีค่า bootstrap value ค่อนข้างสงูถึง 

99  แต่ทั Eงนี Eหากต้องการเห็นความหลากหลายและความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของสาหร่ายใน 

ไลเคน Trypethelium eluteriae อาจจะต้องเพิ>มจํานวนตัวอย่างให้มากขึ Eนหรือใช้ตําแหน่งยีน

มากกว่า 1 ตําแหน่ง แต่อย่างไรก็ตามผลการศึกษาจากโครงงานนี Eยงัสามารถใช้เป็นแนวทางใน

การทํางานวิจยัในโอกาสต่อไปได้เพราะเป็นโครงงานแรกที>ศกึษาสาหร่ายในไลเคน Trypethelium 

eluteriae ในประเทศ 
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สรุปผลการศกึษา 

 จากการศึกษาสาหร่ายที>อยู่ในไลเคน Trypethelium eluteriae ในประเทศไทยโดยใช้

เทคนิคทางอณูวิทยา (molecular technique) ซึ>งพิจารณาจากลําดบันิวคลีโอไทด์ในตําแหน่งยีน 

rbcL และ 18S rDNA  โดยตวัอยา่งสาหร่ายที>ได้จากไลเคนที>นํามาศกึษามีทั Eงหมด 18 ตวัอยา่ง  

              วิเคราะห์ความหลากหลายของสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae ที>ตําแหน่งยีน 

18S rDNA พบว่าสาหร่ายที>อยู่ในไลเคน Trypethelium eluteriae ในทกุตวัอย่างรวม 11 ตวัอย่าง

ที>สามารถเพิ>มปริมาณดีเอ็นเอได้ ได้แก่ ตวัอย่างจากบึงจํารุง จงัหวดัระยอง 5 ตวัอย่าง ตวัอย่าง

จากจงัหวดัน่าน 3 ตวัอย่าง ตวัอย่างจากจงัหวดัหนองบวัลําภ ู1 ตวัอย่าง และตวัอย่างจากจงัหวดั

กระบี> 2 ตวัอยา่ง เป็นชนิดเดียวกนัทั Eงหมด คือ Trentepohlia cf. annulata TreFI87 (KC469122.1) 

แสดงให้เห็นวา่ ไมมี่ความหลากหลายของสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae  

               วิเคราะห์ความหลากหลายของสาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae ที>ตําแหน่ง

ยีน rbcL พบว่าสามารถเพิ>มปริมาณดีเอ็นเอที>ตําแหน่งนี Eได้แต่ไม่พบสาหร่ายที>อยู่ในไลเคน  

Trypethelium eluteriae ที>พบดีเอ็นเอของพืชที>ไลเคน Trypethelium eluteriae อาศัยอยู่แทน 

ได้แก่ ตัวอย่างจากบึงจํารุง 4 ตัวอย่างเป็น Intsia bijuga หรือหลุมพอทะเล ตัวอย่างจาก

หนองบวัลําพู 1 ตวัอย่างเป็น Mangifera indica หรือมะม่วง ตวัอย่างจากกระบี> 2 ตวัอย่างเป็น 

Litsea morrisonensis และ Laurus sp. หรือ หมีเหม็น และ กระวาน ซึ>งแสดงให้เห็นถึงความ 

ไมจํ่าเพาะของยีน rbcL ตอ่สาหร่ายในไลเคน Trypethelium eluteriae  

             ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการเชิงโมเลกุลจาก Phylogenetic tree ของสาหร่ายที>ได้จาก

ยีน 18S rDNA มี 11 ตวัอย่าง คือสาหร่ายที>พบในไลเคน Trypethelium eluteriae มีความสมัพนัธ์

ทางวิวัฒนาการใกล้เคียงกับสาหร่าย Trentepohlia cf. annulata TreFl83 ซึ>งเป็นสาหร่ายใน      

ไลเคนเช่นเดียวกนั 

 การศกึษาความหลากหลายและความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการเชิงโมเลกลุของสาหร่ายที>

อยู่ในไลเคน Trypethelium eluteriae ในประเทศไทย ทําให้ทราบว่าในระดับสปีชีย์ไม่มีความ

หลากหลายของสาหร่ายในไลเคน และทําให้มีข้อมูลที>เฉพาะเจาะจงมากขึ Eนในการเลือกใช้

ตําแหน่งยีนเพื>อระบชุนิดของสาหร่ายในระดบัสปีชีส์ได้เหมาะสมมากขึ Eน 
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ภาคผนวก ก 

ตารางที#  ก1 ลําดับนิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายไลเคน Trypethelium eluteriae ที> ตําแหน่ง  
                       18S rDNA 

รหสั
สาหร่าย 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 

(bp) 
BR01 5’ GCCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA 

GCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAA
TCCCAACTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCATCGGTCGGGTA
ATCGGAATGAGGACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAA
AAGCTCGTAGTCGGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGTGTACTGGTA
GGCGCCACCTTTCTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGGCCCGGAG
TCGGCGACGTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTATGCTCTGAATACA
CTAGCATGGGATGACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCTGTAGATCGGAGT
AATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTT
GGATTTACGGAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAA
GAACGAAAGTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAAC
GATGCCGACTAGGGATCGGAGGTGGTTTTACGATGACCTCTCCGGCACCTTACGAGA
AATCAAAGTTTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAAT
TGAC 3’ 

808 

BR02 5’ TGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGA 
AACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAATCCCAACTC
GGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCATCGGTCGGGTAATCGGAAT
GAGGACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAAAAGCTCGTA
GTCGGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGTGTACTGGTAGGCGCCAC
CTTTCTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGGCCCGGAGTCGGCGAC
GTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTATGCTCTGAATACACTAGCATG
GGATGACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCTGTAGATCGGAGTAATGATTAA
GAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACG
GAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAA
GTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAACGATGCCGA
CTAGGGATCGGAGGTGGTTTTACGATGACCTCTCCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGT
TTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCT 3’ 

781 
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รหสั
สาหร่าย 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 

(bp) 
BR03 5’ GTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAG 

AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAATCCCAACT
CGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCATCGGTCGGGTAATCGGAAT
GAGGACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAAAAGCTCGTA
GTCGGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGTGTACTGGTAGGCGCCAC
CTTTCTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGGCCCGGAGTCGGCGAC
GTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTATGCTCTGAATACACTAGCATG
GGATGACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCTGTAGATCGGAGTAATGATTAA
GAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACG
GAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAA
GTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAACGATGCCGA
CTAGGGATCGGAGGTGGTTTTACGATGACCTCTCCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGT
TTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA 3’ 

792 

BR04 5’ GCCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG 
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAA

ATCCCAACTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCATCGGTCGGGT

AATCGGAATGAGGACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGG

TGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAA

AAAGCTCGTAGTCGGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGTGTACTGGT

AGGCGCCACCTTTCTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGGCCCGGA

GTCGGCGACGTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTATGCTCTGAATAC

ACTAGCATGGGATGACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCTGTAGATCGGAG

TAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTT

GGATTTACGGAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAA

GAACGAAAGTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAAC

GATGCCGACTAGGGATCGGAGGTGGTTTTACGATGACCTCTCCGGCACCTTACGAGA

AATCAAAGTTTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAGACTTAAAGGAA

TTGACGGAAGGGCAGA 3’ 

819 
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รหสั
สาหร่าย 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 

(bp) 
BR05 5’ GAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAATC 

CCAACTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCATCGGTCGGGTAAT
CGGAATGAGGACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAAAA
GCTCGTAGTCGGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGTGTACTGGTAG
GCGCCACCTTTCTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGGCCCGGAGT
CGGCGACGTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTATGCTCTGAATACAC
TAGCATGGGATGACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCTGTAGATCGGAGTA
ATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTTG
GATTTACGGAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAG
AACGAAAGTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAACG
ATGCCGACTAGGGATCGGAGGTGGTTTTACGATGACCTCTCCGGCACCTTACGAG 3’ 

686 

NANA0 5’ GGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAAC 
GGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAATCCCAACTCGG
GGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCATCGGTCGGGTAATCGGAATGAG
GACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTC
GGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGTGTACTGGTAGGCGCCACCTTT
CTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGGCCCGGAGTCGGCGACGTCA
CTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTATGCTCTGAATACACTAGCATGGGAT
GACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCTGTAGATCGGAGTAATGATTAAGAG
GGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACGGAA
GACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTC
GGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAACGATGCCGACTA
GGGATCGGAGGTGGTTTTACGATGACCTCTCCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTTTC
TGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTG 3’ 

778 
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รหสั
สาหร่าย 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 

(bp) 
NANA1 5’ CCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA 

GCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAA
TCCCAACTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCATCGGTCGGGTA
ATCGGAATGAGGACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAA
AAGCTCGTAGTCGGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGTGTACTGGTA
GGCGCCACCTTTCTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGGCCCGGAG
TCGGCGACGTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTATGCTCTGAATACA
CTAGCATGGGATGACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCTGTAGATCGGAGT
AATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTT
GGATTTACGGAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAA
GAACGAAAGTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAAC
GATGCCGACTAGGGATCGGAGGTGGTTTTACGATGACCTCTCCGGCACCTTACGAGA
AATCAAAGTTTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAAT
TGAC 3’ 

807 

NANA2 
 

5’ CCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA 
GCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAA
TCCCAACTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCATCGGTCGGGTA
ATCGGAATGAGGACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAA
AAGCTCGTAGTCGGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGTGTACTGGTA
GGCGCCACCTTTCTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGGCCCGGAG
TCGGCGACGTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTATGCTCTGAATACA
CTAGCATGGGATGACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCTGTAGATCGGAGT
AATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTT
GGATTTACGGAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAA
GAACGAAAGTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAAC
GATGCCGACTAGGGATCGGAGGT 3’ 

711 
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รหสั
สาหร่าย 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 

(bp) 
NBP1 5’ GCCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA 

GCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAA
TCCCAACTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCATCGGTCGGGTA
ATCGGAATGAGGACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAA
AAGCTCGTAGTCGGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGTGTACTGGTA
GGCGCCACCTTTCTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGGCCCGGAG
TCGGCGACGTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTATGCTCTGAATACA
CTAGCATGGGATGACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCTGTAGATCGGAGT
AATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTT
GGATTTACGGAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAA
GAACGAAAGTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAAC
GATGCCGACTAGGGATCGGAGGTGGTTTTACGATGACCTCTCCGGCACCTTACGAGA
AATCAAAGTTTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAAT
TG 3’ 

806 

KB 
 

5’ TTAGGGTAGTTGCCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTC 
CGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCA
AATTACCCAAATCCCAACTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCA
TCGGTCGGGTAATCGGAATGAGGACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGG
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTG
CTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTCGGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGT
GTGTACTGGTAGGCGCCACCTTTCTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTG
GGGCCCGGAGTCGGCGACGTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTAT
GCTCTGAATACACTAGCATGGGATGACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCT
GTAGATCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGA
GGTGAAATTCTTGGATTTACGGAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTT
TTCATTGATCAAGAACGAAAGTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCT
CGACCATAAACGATGCCGACTAGGGATCGGAGGTGGTTTTACGATGACCTCTCCGGC
ACCTTACGAGAAATCAAAGTTTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAA
ACTTAAAGGAATTGA 3’ 

818 
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รหสั
สาหร่าย 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 

(bp) 
KB2 5’ TTAGGGTAGTTGCCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTC 

CGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCA
AATTACCCAAATCCCAACTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCA
TCGGTCGGGTAATCGGAATGAGGACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGG
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTG
CTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTCGGATTTCGGGTGGTGCCTACCGGTCCGCCTTTGGT
GTGTACTGGTAGGCGCCACCTTTCTGCCGAGGACGGGTTCCTGGGCTTAACTGTCTG
GGGCCCGGAGTCGGCGACGTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTTAAAGCAGGCTTAT
GCTCTGTATACACTAGCATGGGATGACACGATAGGACTTCGGTCTATCTTGTCGGTCT
GTAGATCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGA
GGTGAAATTCTTGGATTTACGGAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTT
TTCATTGATCAAGAACGAAAGTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCT
CGACCATAAACGATGCCGACTAGGGATCGGAGGTGGTTTTACGATGACCTCTCCGGC
ACCTTACGAGAAATCAAAGTTTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAA

ACTTAAAGGAATTGACGGAA 3’ 

823 
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ตารางที# ก2 ลําดบันิวคลีโอไทด์ในไลเคน Trypethelium eluteriae ที>ตําแหน่ง rbcL 

 
 
 
 
 
 

รหสั
สาหร่าย 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 

(bp) 
BR01 5’ CCGACGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATCGAGCCC 

GTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTACCCCTTAGACCTTTTTGAA
GAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTCTTTGGGTTCAAGGCC
CTGCGCGCTCTACGTCTGGAAGATTTGCGAATCCCTACTGCTTATATTAAAACTTTCCA
GGGTCCGCCTCACGGTATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCC
CCTATTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAATTACGGTAGAG
CGGTTTATGAATGTCTTCGCGGTGGACTTGATTTTACCAAAGATGATGAGAACGTGAAT
TCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGACCGTTTCTTATTTTGTGCGGAAGCAATTTATAAA
GCACAGGCCGAAACGGGTGAAATTAAAGGGCATTACTTGAATGCTACTGCGGGTACA
TGTGAAGAAATGATAAAAAGAGCTGTATTTGCGAGAGAATTAGGAGTTCCTATCGTAAT
GCATGACTACTTAACAGGGGGATTCACCGCAAATACTAGCTTGGCTCATTATTGTCGG
GATAATGGTCTACTTCTTCACATCCATCGTGCAATGCATGCAGTTATCGATAGACAGAA
GAATCATGGTATGCATTTTCGTGTACTAGCTAAAGCGTTACGTTTGTCTGGTGGAGATC
ATATTCACGCTGGT 3’ 

776 

BR02 5’ GTACTTGGACTACTGTGTGGACCGACGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGA 
CGATGCTACCACATCGAGCCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATTGCTTATGTAG
CTTACCCCTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGG
GTAATGTCTTTGGGTTCAAGGCCCTGCGCGCTCTACGTCTGGAAGATTTGCGAATCCC
TACTGCTTATATTAAAACTTTCCAGGGTCCGCCTCACGGTATCCAAGTTGAGAGAGATA
AATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTA
TCCGCTAAGAATTACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTCTTCGCGGTGGACTTGATTTTAC
CAAAGATGATGAGAACGTGAATTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGACCGTTTCTTAT
TTTGTGCGGAAGCAATTTATAAAGCACAGGCCGAAACGGGTGAAATTAAAGGGCATTA
CTTGAATGCTACTGCGGGTACATGTGAAGAAATGATAAAAAGAGCTGTATTTGCGAGA
GAATTAGGAGTTCCTATCGTAATGCATGACTACTTAACAGGGGGATTCACCGCAAATA
CTAGCTTGGCTCATTATTGTCGGGATAATGGTCTACTTCTTCACATCCATCGTGCAATG
CATGCAGTTATCGATAGACAGAAGAATCATGGTATGCATTTTCGTGTACTAGCTAAAGC
GTTACGTTTGTCTGGTGGAGATCATATTCACGCTGGTACTGTTGTAGGT 3’ 

809 
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รหสั
สาหร่าย 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 

(bp) 
BR03 5’ AGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATCGAGCCCGTTGCTGGAGAAGA 

AAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTACCCCTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACT
AACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTCTTTGGGTTCAAGGCCCTGCGCGCTCTACG
TCTGGAAGATTTGCGAATCCCTACTGCTTATATTAAAACTTTCCAGGGTCCGCCTCACG
GTATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTAC
TATTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAATTACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTC
TTCGCGGTGGACTTGATTTTACCAAAGATGATGAGAACGTGAATTCCCAACCATTTATG
CGTTGGAGAGACCGTTTCTTATTTTGTGCGGAAGCAATTTATAAAGCACAGGCCGAAA
CGGGTGAAATTAAAGGGCATTACTTGAATGCTACTGCGGGTACATGTGAAGAAATGAT
AAAAAGAGCTGTATTTGCGAGAGAATTAGGAGTTCCTATCGTAATGCATGACTACTTAA
CAGGGGGATTCACCGCAAATACTAGCTTGGCTCATTATTGTCGGGATAATGGTCTACTT
CTTCACATCCATCGTGCAATGC 3’ 

667 

BR04 5’ GCCTTGATCGTTACAGAGGACGATGCTACCACATCGAGCCCGTTGCTGGAGAAGAA 
AATCAATATATTGCTTATGTAGCTTACCCCTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTA
ACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTCTTTGGGTTCAAGGCCCTGCGCGCTCTACGT
CTGGAAGATTTGCGAATCCCTACTGCTTATATTAAAACTTTCCAGGGTCCGCCTCACGG
TATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTA
TTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAATTACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTCTT
CGCGGTGGACTTGATTTTACCAAAGATGATGAGAACGTGAATTCCCAACCATTTATGC
GTTGGAGAGACCGTTTCTTATTTTGTGCGGAAGCAATTTATAAAGCACAGGCCGAAAC
GGGTGAAATTAAAGGGCATTACTTGAATGCTACTGCGGGTACATGTGAAGAAATGATA
AAAAGAGCTGTATTTGCGAGAGAATTAGGAGTTCC 3’ 

596 
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รหสั
สาหร่าย 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 

(bp) 
BR05 5’ CTGTGTGGACCGACGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAGAGGACGATGCTACCAC 

ATCGAGCCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTACCCCTTAGA
CCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTCTTTGG
GTTCAAGGCCCTGCGCGCTCTACGTCTGGAAGATTTGCGAATCCCTACTGCTTATATTA
AAACTTTCCAGGGTCCGCCTCACGGTATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTA
TGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAATT
ACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTCTTCGCGGTGGACTTGATTTTACCAAAGATGATGA
GAACGTGAATTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGACCGTTTCTTATTTTGTGCGGAAG
CAATTTATAAAGCACAGGCCGAAACGGGTGAAATTAAAGGGCATTACTTGAATGCTAC
TGCGGGTACATGTGAAGAAATGATAAAAAGAGCTGTATTTGCGAGAGAATTAGGAGTT
CCTATCGTAATGCATGACTACTTAACAGGGGGATTCACCGCAAATACTA 3’ 

633 

NBP1 5’ AATAAATAACAATACCGGGCTCTTCGAGCTTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAAT 
CCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCA
GCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGACCTTGGGT
TGGGTCGACCGGTCCGCCTCGCGGTGTGCACCGGTCGGCTCGTCCCTTCTGTCGGC
GATGCGCTCCTGGCCTTAACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCTGTTACTTTGAAGA
AATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGTATACATTAGCATGGGATAACATCATA
GGATTTCGGTCCCTATTCTGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATTAACAGGGACAG
TCGGGGGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAAC
AACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCT
CGAAGACGATCAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACCAGGGATCA
GCGGATGTTGCTTTTAGGACTCCGCTGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC
CGGGGGGAGTATGGTCGC 3’ 

655 



36 
 

 

 

 

 

 

 

 

รหสั
สาหร่าย 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 

(bp) 
KB 5’ GTGGACCGATGGACTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATCG 

AGCCCGTTGCTGGGGAGGAAAGTCAATTTATTGCCTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTT
TTTGAAGAAGGTTCTGTTACGAACATGTTTACTTCTATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTC
AAAGCTCTACGAGCTCTACGTCTGGAGGATCTGCGAATTCCTCCTGCTTATTCCAAAAC
TTTCCAAGGCCCGCCCCATGGCATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGT
CGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCAAAATTGGGGTTATCCGCCAAGAACTACG
GTAGAGCGGTTTATGAATGTCTCCGTGGTGGACTTGATTTTACCAAGGATGATGAGAA
CGTGAACTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGACCGTTTCGTATTTTGTGCCGAAGCA
ATTTATAAAGCGCAGGCCGAAACAGGCGAAATCAAAGGACATTACTTGAATGCTACTG
CAGGTACATGCGAAGAAATGATCAAAAGGGCCGTATTTGCCAGAGAATTGGGAGTTC
CTATCGTAATGCATGACTATTTAACGGGGGGATTCACTGCAAATACTAGCTTGGCTCAT
TATTGCCGGGACAACGGCCTACTTCTTCACATCCATCGCGCAATGCATGCAGTTATTG
ATAGACAGAAGAATCATGGTATGCACTTTCGCGTACTGGCTAAAGCGTTACGTATGTCT
GGTGGAGATCATATTCACGCTGGTACCGTTG 3’ 

821 

KB2 5’ AGCCAAGCTAGTATTTGCAGTGAATCCCCCCGTTAAATAGTCATGCATTACGATAGG 
AACTCCCAATTCTCTGGCAAATACGGCCCTTTTGATCATTTCTTCGCATGTACCTGCAG
TAGCATTCAAGTAATGTCCTTTGATTTCGCCTGTTTCGGCCTGCGCTTTATAAATTGCTT
CGGCACAAAATACGAAACGGTCTCTCCAACGCATAAATGGTTGGGAGTTCACGTTCTC
ATCATCCTTGGTAAAATCAAGTCCACCACGGAGACATTCATAAACCGCTCTACCGTAGT
TCTTGGCGGATAACCCCAATTTTGGTTTAATAGTACATCCCAATAGGGGACGACCATAC
TTGTTCAATTTATCTCTCTCAACTTGGATGCCATGGGGCGGGCCTTGGAAAGTTTTGGA
ATAAGCAGGAGGAATTCGCAGATCCTCCAGACGTAGAGCTCGTAGAGCTTTGAACCC
AAATACATTACCCACAATAGAAGTAAACATGTTCGTAACAGAACCTTCTTCAAAAAGGT
CTAAAGGGTAAGCTACATAGGCAATAAATTGACTTTCCTCCCCAGCAACGGGCTCGAT
GTGGTAGCATCGTCCTTTGTAACGATCAAGGCTGGTAAGTCCATCGGTCCACACAGTA
GTCCAAGTACCAG 3’ 

656 
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ภาคผนวก ข 

วธีิการเตรียมสารเคมี 

1. สารเคมีในการสกัดดีเอน็เอ 

1.1 1 M Tris buffer pH 8.0 

Tris base     121 กรัม 

นํ Eากลั>น     800 มิลลลิติร 

ละลาย Tris base กบันํ Eากลั>นให้เข้ากนั จากนั Eนปรับ pH ให้เทา่กบั 8.0 ด้วย HCl 

จากนั Eนเติมนํ Eากลั>นจนปริมาตรเป็น  1 ลติร นําไปฆา่เชื Eอโดยความร้อนชื Eนที>อณุหภมิู 121 องศา

เซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ Eว เป็นเวลา 15 นาที จากนั Eนเก็นไว้ที>อณุหภมิู 4 องศาส

เซลเซียส 

1.2 0.5 M EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid)   

EDTA     186.10 กรัม 

นํ Eากลั>น     800 มิลลลิติร 

ละลาย EDTA กบันํ Eากลั>นให้เข้ากนั จากนั Eนปรับ pH ให้เทา่กบั 8.0 ด้วย NaOH 

จากนั Eนเติมนํ Eากลั>นจนปริมาตรเป็น  1 ลติร นําไปฆา่เชื Eอโดยความร้อนชื Eนที>อณุหภมิู 121 องศา

เซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ Eว เป็นเวลา 15 นาที จากนั Eนเก็นไว้ที>อณุหภมิู 4 องศาส

เซลเซียส 

1.3 2X CTAB extraction buffer 

1 M Tris buffer pH 8.0   20 มิลลลิติร  

NaCl     16.4 กรัม  

0.5 M EDTA pH 8.0   18 มิลลลิติร 

2% (w/v) CTAB     4 กรัม 

1% (w/v) PVP-40     2 กรัม   

0.2% (v/v) ß-mercaptoethanol   1 มิลลลิติร 

ผสมสารทั Eงหมดให้เข้ากนัจากนั Eนเติมนํ Eากลั>นที>ฆา่เชื Eอแล้วจนได้ปริมาตรเป็น 200 

มิลลลิติร ผสมให้เข้ากนัแล้วเก็บไว้ที>อณุหภมิูห้อง 

1.4 สารละลาย PVP  

1% (w/v) PVP-40    2.24 กรัม 

นํ Eากลั>น     80 มิลลลิติร 
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1.5 Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) 

Chloroform     192 มิลลลิติร 

Isoamyl alcohol     8 มิลลลิติร 

1.6 TE buffer 

1 M Tris buffer pH 8.0   10 มิลลลิติร  

0.5 M EDTA pH 8.0    2 มิลลลิติร 

เติมนํ Eากลั>นจนได้ปริมาตรเป็น 1 ลติร แล้วผสมให้เข้ากนั นําไปฆา่เชื Eอโดยความร้อน

ชื Eนที>อณุหภมิู 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ Eว เป็นเวลา 15 นาที แล้วเก็บ

ไว้ที>อณุหภมิูห้อง 

 
2. สารเคมีในการทาํพีซีอาร์ และอเิลคโตรโฟรีซสิ 

2.1 10X TBE (10X Tris-boric acid EDTA) 

Tris (hydroxymethyl) amino methane 54 กรัม 

EDTA     4.65 กรัม 

กรดบอริก (boric acid)   27.50 กรัม 

เติมนํ Eากลั>นที>ฆา่เชื Eอแล้วให้ได้ปริมาตรเป็น 500 มิลลลิติร ผสมให้เข้ากนั แล้วเก็บไว้ที>

อณุหภมิู 

2.2 1.5% Agarose gel (w/w) 

Agarose     1.5 กรัม 

1X TBE     100 มิลลลิติร 

ละลาย agarose ลงใน 1X TBE แล้วให้ความร้อนระดบัปานกลางด้วยไมโครเวฟให้ผง agarose 

ละลายจนหมด 
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ประวัตผู้ิเขียน 

 

ชื#อ-นามสกุล: สทิธิเดช ซื>อสตัย์ศกัดิB 

วันเกดิ:  5 เมษายน พ.ศ. 2539 

ที#อยู่ปัจจุบัน: 106/114 หมูบ้่านพฤกษาทาวน์ ถนนราชพฤกษ์ ต.บางกร่าง อ.เมือง จ.นนทบรีุ 

11000 

ประวัตกิารศึกษา 

 ชั Eนประถมศกึษา: โรงเรียนปรียาโชติ 

 ชั Eนมธัยมศกึษา: โรงเรียนตาคลีประชาสรรค์ 

             ปริญญาตรี: คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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