
บทที่ 3

อ ุปกรณ ์ สารเคม ื และว ิธ ีดำเน ินการท ดลอง

3.1 อุปกรณ์
Rotary evaporator 

Stainless steel beads

- TLC aluminium sheet รุ่น silica gei 60 F254 บริษัท Merck, Germany

กลองจุลทรรศน์คอมพาวดีไมโครสโคป (compound microscope) Olympus รุ่น 

BX51 บริษัท Olympus optical Co.,Ltd. Japan

กล้องจุลทรรศน์ลเตอริโอไมโครสโคป (stereo microscope) Olympus ร ุ่น SZ60

บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan

กล้องถ่ายรูป Nikon Coolpix P5100 และ Nikon Coolpix 4500

- กล้องถ่ายรูปเจล (Gel-Doc)

เครื่องกำเนิดแลงอัลตราไวโอเลต (UV-Transilluminator)

- เครื่องชั่งละเอียด รุ่น AG204 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland

- เครื่องชั่งหยาบ รุ่น AG204 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland

- เครื่องตรวจวิเคราะห ์ขนาดดีเอ ็นเอและอาริเอ ็นเอ (Microchip Electrophoresis 

System) รุ่น MEC-202 MultiNA บริษัท Shimudzu, Japan

เครื่องป่นผสม (Vortex mixer) รุ่น VX-100 บริษัท Labnet International, Inc.

- เครื่องป่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (micro centrifuge) รุ่น CM-6010 บริษัท Hslangtai 

เครื่องป่นเหวี่ยงชนิดตังโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น stratagene บริษัท Profuge 

เครืองป ันเหว ียงปรับความเย ็น (micro refrigerated centrifuge) Kubota รุ่น 3700 

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan

เครื่องเพ ิ่มปริมาณดีเอ ็นเอ (Authorized thermal cycler) ร ุ่น TP 600 บริษัท 

TaKaRa

เครื่องระเหยแห้งส ุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุ่น N-

100 บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan

เครื่องวัดค ่าความเป ็นกรด-ด ่าง รุ่น 2000 บริษัท Cyberscan

- จานเลี้ยงเชื้อพลาสติก บริษัท Greiner bio-one Gmbh, Austria 

ต ู้ควบคุมอ ุณหภูม ิ (incubator) รุ่น BE600 บริษัท Memmert
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ตู้แซ่แข็งจุดเยือกแข็งตำ (deep freezer) Sharp อ ุณหภ ูม ิ -20°c

- ตู้ถ่ายเชือ (laminar flow) CLEAN รุ่น H1 บริษัท Lab Service Ltd, Part

- ต ู้เย ็น -20  องศาเซลเชียล

- ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส รุ่น Adventurer

ต ู้อบความร้อนแห้ง (hot air oven) รุ่น UE600 บริษัท Memmert 

ตู้อบฆ่าเซือ (hot air oven) รุ่น D06063 บริษัท Memmert

- ป ิเปตต์ท ิป (pipette tip) ขนาด 1-200 pi แ ล ะ 1 ml บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA

พาราทิเล์ม บริษัท Whatman, England

ไมโครป ิเปตต์(Automatic adjustable micropipette) P2 (0.1-2 ไมโครลิตร) P10 

(0.5-10ไมโครลิตร) P20 (5-20ไมโครลิตร) P200 (20-200ไมโครลิตร) P1000 (0.1-1 

มลลลตร)

ไมโครเวฟ (Microwave)

- หม ้อน ึ่งความด ัน (autoclave) TOMY รุ่น SS-325 บริษัท Tomy Seiko Co., Ltd. 

Tokyo, Japan

- หลอดเซนตริฟวจ์ ขนาด 15 มิลลิล ิตร บริษัท Corning Incorporated, USA

- หลอดพีช ีอาร์ (PCR tube) ขนาด 0.2 ml บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA

- หลอดพีช ีอาร์ (PCR tube) ขนาด 200 ไมโครลิตร บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA

- หลอดไมโครเซนติทิเวส์ (Micro centrifuge tube) ขนาด 2 มิลล ิล ิตร และขนาด

1.5 ม ิลล ิล ิตร

หลอดไมโครทิวป๋ (microtubes) ข น าด 1.5 ml บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA

3.2 สารเคมี

10x Tris boric acid disodium ethylenediamine tetracetic acid (10xTBE buffer) 

- Agar

Agarose molecular biology grade บริษัท ISC Bio Express 

Boric acid (H3BO3)

Cetyltrimethylammonum bromide (CTAB) บริษัท Serva

Dichloromethane
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Ethanol

- Ethylènediamine tetraacetic acid (EDTA) บริษัท Scharlau 

GelStar® Nucleic Acid Gel Stain บริษัท Lonza

- Hydrochloric acid (HCl) บริษัท Merck. Germany

- Isoamyl alcohol บริษัท Carbo Erba

- Isopropanol alcohol บริษ ั,ท Merck. Germany 

Malt extract

Methanol

Polyvinylpyrrolidone

Restriction enzyme บริษั'ท Fermentas

RNAase A u ? ษัท Fermentas

- Taq DNA polymerase บริษัท Fermentas 

Trypsin-EDTA บริษัท Hyclone

Yeast extract

3.3 วิธีดำเนินการทดลอง

3.3.1 สำรวจและเก็บตัวอย่าง

สำรวจและเก ็บต ัวอย ่างไลเคนบนเปล ือกไม ้ โดยเล ือกเก ็บเฉพาะไลเคนท ี่ม ีล ักษณะทาง 

สัณฐานวิทยาตรงกับไลเคนลกุลทริพ ิท ิเล ียม (Trypethelium spp.) จากแหล่งต ่างๆ ในประเทศไทย 

ได้แก่ กระบ ี่ กาญ'จนบ ุร ี ชลบ ุร ี เชียงไหม่ น ่าน นนทบ ุร ี นครนายก นครราชส ีมา นครศรีธรรมราช 

ปราจ ีนบ ุร ี พิษณุโลก เพชรบ ูรณ ์ ระนอง สำพ ูน เลย ตังแลดงในภาพที่ 3.1 โดย1ไซ้ม ีดคัตเตอร์1ลอก 

เปลือก1ไม้,ที่ม ีน,ทลลัลไลเคนเกาะอย ู่ ขนาดเล ันผ ่านศ ูนย ์กลางประมาณ  3-5 เซ ็นต ิเมตร ห ่อด ้วย 

กระดาษทิชชู ไล ่ในถ ุงกระดาษ บ ันท ึกระด ับความส ูงจากระต ับน ํ้าทะเล และลถานท ี่เก ็บ หลังจาก 

นั้นนำต ัวอย่างแทลลัสไลเคนมาตากไห ้แห ้งท ี่อ ุณหภูม ิห ้อง เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจ ัดเก ็บไล ่ 

ซองกระดาษ และใส'รห ัสในแต่ละตัวอย่าง แล ้วจ ึงเก ็บในต ู้เย ็นท ี่อ ุณหภูม ิ 4 องศาเซลเชียล เพื่อไซ้ 

ในการสืกษ'าในขั้นตอนต่อ'ไป
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ภาพท ี่ 3.1 แสดงบริเวณแหล่งท ี่ใช ีในการสำรวจและเก็บตัวอย่างกับไลเคนสกุลทริพ ิท ิเล ียมใน 

จังหวัดต ่างๆ ได้แก่ 1 .เชียงใหม่ 2.น ่าน 3.ลำพูน 4.เลย ร-พิษณุโลก 6.เพชรบ ูรณ ์

7.ชัยภูมิ 8.กาญจนบ ูร 9.อุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ จ.นครนายก และ นครราชสีมา 

10. ป ราจ ีน บ ูร11.นนทบูร 12.ช ล บ ุร ี13.ระนอง 14.นครศรีธรรมราช และ 15. กระบี่
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3.3.2 การแยกเสัอบริสุทธ์และเพาะเลี้ยงราที่ก่อ'ใ,ห้เกิดไลเคน

แยกราทกอใ,หเกดไลเคนจากตัวอย่างทเก็บได โดยวิธ Ascospore discharge technique 

ชงด ัดแปลงจากวิธ ีของ Yoshimura และคณะ (2002) โดยเร ิมจากเตรียมอาหารเล ียงเช ื้อแข ็ง 

Water Agar (WA) (ภาคผนวก ก) ลงบนจานเล ียงเช ือพลาสต ิก จากน ันทาป ิโตรเล ียมเจลล ี่ 

(petroleum jelly) ท ีฝาดานบนชิดไปทางขอบด้านใดด้านหนึงของจานเลียงเซ ือพลาสติก หลังจาท 

น ันนำต ัวอย่างแทลลัลไลเคนตัดเป ็นช ินเล ็กๆ ขนาดประมาณ  0.5 X 0.5 เซนติเมตร 1-2 ชื้น โดย 

เล ือกต ัดให ้ครอบคล ุมบร ิเวณ ท ีม ีโครงสร ้างส ืบพ ันธ ์แบบอาศ ัย เพศ ได้แก่ ส ่วนของ perithecia 

จากน ันนำช ินส ่วนมาต ิดบนป ิโตรเล ียมเจลล ี่ โดยควํ่าจานเล ียงเช ื้อพลาสติกให้อาหารเล ี้ยงเช ื้อแข็ง 

อย ู่ด ้านบน ทีงไว้ 24 ชั่วโมง สปอร์จะถ ูกย ิงข ึ้นไปติดอยู่บนผิวอาหารเล ี้ยงเช ื้อแข ็ง คัดเลือกสปอร์ที, 

ต ิดอยู่บนผิวอาหารเล ี้ยงเช ื้อแข็งด้วยกล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ โดยใช้มีดผ่าตัด ต ัดเฉพาะบริเวณที่ 

ม ีส ป อ ร ์ ย ้ายไป เพ าะเล ี้ย งในอาหารเล ี้ย งเช ื้อแข ็งชน ิด  Malt-Yeast Extract Agar (MYA) 

(ภาคผนวก ก) ท ี่อ ุณหภูม ิห ้อง เป ็นเวลาประมาณ  9-12 ส ัปดาห ์ เพ ื่อให ้สปอร์ม ีการงอกเป ็นเล ้นใย 

และพัฒนาเป็นโคโลนี (Colony)

3.3.3 การจัดจำแนกไลเคนด้วยลักษณะทางลัณฐานวิทยา

จำแนกไลเคนในระด ับสก ุล (Genus) ซ ึ่งอาศ ัยล ักษณะทางส ัณฐานว ิทยาภายนอก โดย 

ศ ึกษ'าลีของแทลลัล (thallus) และล ักษณ ะของโครงสร ้างส ืบพ ันธ ุแบบอาศ ัยเพศ (perithecia) 

ภายใต้กล ้องจุลทรรศน์สเตอริโอ และถ ่ายร ูปล ักษณะทางส ัณฐานวิทยาท ี่ปรากฏด ้วยกล ้องถ ่ายร ูป 

จากน ั้นศ ึกษาล ักษณ ะทางส ัณ ฐานว ิทยาภายใน โดยการต ัดแทลล ัสและโครงสร้างส ืบพ ันธ ุแบบ 

อาศ ัยเพศตามขวาง (cross-section) ด ้วยใบม ีดโกนภายใต ้กล ้องจ ุลทรรศน ์สเตอร์ร ิโอ นำไปส่อง 

ด ้วยกล ้องจ ุลทรรศน ์ เพ ื่อศ ึกษาล ักษณะของสปอร์ โดยทำการศ ึกษาล ักษณะ ส ีของสปอร์ จำนวน 

ผน ังก ั้นภ ายในของสปอร ์ ขน าดและร ูป ร ่างของสป อร ์ แล ะการท ำปฏ ิก ิร ิย า เคม ี เพ ื่อทดลอบ 

ล ัก ษ ณ ะก าร เป ล ี่ย น แ ป ล งส ีข อ งส ารเค ม ีบ น แ ท ล ล ัล ห ร ีอ โค รงส ร ้า งส ืบ พ ัน ธ ุแ บ บ อ าศ ัย เพ ศ  

(perithecia) ด ้วยวิธ ี Spot test (Hale, 1979) โดยใช ้สารละลาย 10% Potassium hydroxide 

(KOH) โดยสารละลายจะเก ิดการเปล ี่ยนแปลงส ีจากไม ่ม ีส ีเป ็นม ่วงส ีแดงถ ึงส ีน ํ้าตาล การทดสอบ 

เป ็นบวก และสารละลายไม ่เก ิดการเปล ี่ยนแปลงใดๆ เม ื่อผลการทดสอบเป ็นลบ จากน ันถ ่ายร ูป  

ล ักษณะท ี่ปรากฏด ้วยกล ้องถ ่ายรูป เพื่อใช้ในการจักจำแนก โดยจัดจำแนกตามรูปวิธานไลเคน
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3.3.4 การศกษาความสมพนธระดบโมเลกุลของราทีก่อให้เกิดไลเค■นสทลทริพิทิเลึU JJ

ด้วยเทคนิคทางด้านอณูวิทยา

3.3.4.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากราที่ก่อให้เกิดไลเคน

ทำการสก ัดด ีเอ ็นเอจากต ัวอย ่างราท ี่ก ่อให ้เก ิดไลเคนตามวิธ ีของ Cubero และ 

คณะ (2000) โดยนำช ิ้นส ่วนต ัวอย ่างท ี่เตร ียมจากข ้อ 3.3.2 ป ระมาณ  20-50 ม ิลล ิกร ัม และ 

stainless steel beads ขนาด 1 ม ิลล ิเมตร จำนวน 10 เม็ด ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริพ ีวกํขนาด

2.0 ม ิลล ิล ิตร แช่ในไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา 1 นาที จากน ั้นนำไปบดด ้วยเครื่อง Mixer MM 400 

โดยความถ ี่ 30 เฮิรตซ์ เป ็นเวลา 2 นาท ีหร ือจนกว ่าต ัวอย ่างจะละเอ ียด เติม CTAB extraction 

buffer (ภาคผนวก ข) หลอดละ 400 ไมโครล ิตร และ เติม 5%(พ/v) PVPP (Polyvinyl 

polypyrrolidone) 100 ไมโครลิตร จากน ั้นบ ่มท ี่อ ุณหภูม ิ 70 องศาเซลเชียล เป ็นเวลา 30 นาที เติม 

สารละลายคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิล แอลกอฮอล์ (Choloroform / isoamyl alcohol) ในอ ัตราส ่วน 

24 : 1 (ภาคผนวก ข) ปร ีมาณ  500 ไมโครลิตร ผลมให้เข ้าก ันโดยใช้เครื่องเขย่าผสมสาร (vortex) 

'ป ่นเหวี่ยงท ี่ความเร ็ว 10,000 รอบต่อนาท ี เป ็นเวลา 5 นาที ถ ่ายส ่วนใสท ี่อย ู่ช ั้นบนใส ่ในหลอด 

ไมโครเซนตริพ ีวก์หลอดใหม่เจือจางส่วนใส 3 เท่า ด้วย CTAB precipitation buffer (ภาคผนวก ข) 

ป ่นเหวี่ยงท ี่ความเร ็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้งให้เหลือเพียงตะกอน เติม 

สารละลาย 1.2 M NaCI ป ร ีม าต ร2 5 ไมโครลิตร เพ ื่อละลายตะกอน เติม RNAase buffer ความ 

เข้มข้น 10 เท่า ปร ิมาตร 3 ไมโครลิตร และเติม RNAase A ความเข ้มข ้น 10 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร 

ป ร ิม าต ร 2 ไมโครล ิตร ผสมให ้เข ้าก ัน โดยใช ้เค ร ื่อ งเขย ่าผลมสาร (vortex) บ ่มท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เต ิมละลาย 1.2 M NaCI ปร ิมาตร 370 ไมโครลิตร จากน ั้น 

เต ิมสารละลายคลอโรฟอร ์ม/ไอโซเอม ิล  แอลกอฮอล ์ (Choloroform  / isoam yl a lcohol) ใน 

อ ัต ราส ่วน 24 : 1 ป ร ิม าต ร500 ไมโครลิตร อ ีกคร ั้งผสมให ้เข ้าก ันโดยใช ้เคร ื่องเขย ่าผลมสารป ่น 

เหวี่ยงท ี่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 5 นาที ถ ่ายส่วนใลที่อย ู่ช ั้นบนใส่ในหลอดไมโคร- 

เซ็นตริพ ีวก์หลอดใหม่ เต ิมสารละลาย 2 -โพรพานอล (isopropanol) ปร ิมาณ  0.6 เท่า ของปรีมาตร 

ส ่วนใสในแต ่ละหลอด (ถ ้าม ีส ่วนใส 100 ไมโครลิตร จะเต ิม  2 -โพรพานอล 60 ไมโครลิตร) ป ่น 

เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท ี่อ ุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใลทิง 

ให ้เหล ือเพ ียงตะกอน เต ิมเอทานอลความเข ้มข ้น 70 เปอร ์เซ ็นต ์ป ร ิมาตร 500 ไมโครลิตร ป ่น 

เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท ี่อ ุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใลทีง 

ทิ้งตะกอนให้แห้งท ีอุณหภูมิห ้อง เต ิมน ํ้ากล ั่น1น ึ่งฆ ่า เช ื้อ ป ร ิม าต ร5 0 ไมโครลิตร เพ ื่อละลายตะกอน 

ด ีเอ ็นเอ และเก ็บต ัวอย ่างด ีเอ ็น เอท ี่อ ุณ หภ ูม ิ -20 องศาเซลเซียส จนกว ่าจะนำมาใช ้ศ ึกษ าใน  

ชั้นตอนต่อไป
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3.3.4.2 การเพ ิ่มฐ ้นส ่วนดีเอ ็นเอท ี่ตำแหน ่ง Internal transcribed spacer (ITS)

นำดีเอ ็นเอของราท ี่ก ่อให ้เก ิดไลเคนที่สก ัดได ้ตามวิธ ีในข ้อ 3.3.4.1 ไปทำการเพิ่ม 

ช ินส ่วนดีเอ ็นเอที่ตำแหน่ง ITS ด ้วยปฏ ิก ิร ิยาล ูกโร่พอล ิเมอร์เรล (Polymerase Chain Reaction, 

PCR) โ ด ย ใ ช ้ไ พ ร เม อ ร ์จ ำ เพ า ะ ล ำ ห ร ับ ต ำ แ ห น ่ง  ITS ได ้แก ่ ITS1F (5-

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) (Gardes และ Bruns, 1993) และ ITS4 (5’- 

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White และคณะ, 1990) โดยเตรียมสารละลาย PCR ให้มี 

ปร ิมาตรรวมเป ็น 1 0 ไมโครลิตร ซึงมีส ่วนประกอบของปฏิก ิร ิยาด ังแสดงในตารางท ี่ 3.1

ตารางท่ี 3.1 ส ่วนประกอบของสารท ี่ใช ้ในการทำปฏิก ิร ิยาล ูกโร่พอล เิมอร์เรส

สาร ความ เข ้มข ้นส ุดท ้าย ป ร ิม าต ร  (ไมโครล ิตร)

10X PCR buffer without MgCI2 1X 1.0

2 mM dNTP mixed 0.2 mM 1.0

5U/pl Tag DNA polymerase 0.5 units/ pi 0.1

25 mM MgCI2 2.5 mM 1.0

20pM Primer I (ITS1F) 1 0.5

20pM primer ll(ITS4) 1 0.5

DNA template - 1.0

Sterilized distilled water - 5.3

ป ร ิม าต รรวม 10

นำส ่วนผสมท ั้งหมดท ี่ม ีปร ิมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ไปทำปฏิก ิร ิยาล ูกโร่พอล ิเมอร์- 

เรส เพ ื่อ เพ ิ่มจำนวนช ิ้นส ่วนด ีเอ ็น เอท ี่ตำแหน ่ง ITS ด ้วยเครองเพ ิ่มปร ิมาณ ด ีเอ ็น เออ ัตโนม ัต ิ 

(Authorized DNA thermal cycler ) โดยกำหนดสภาวะของการทำปฏ ิก ิร ิยาล ูกโร ่พอล ิเมอร์เรส 

ดังต่อไปนี้
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สภาวะของการท ำปฏ ิก ิร ิย าล ูกโซ ่พอล ิเมอแรสท ี่ต ำแหปง ITS

Initial dénaturation 94 องศาเซลเซียส 5 นาที

Amplification

Dénaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที T

Annealing 51 องศาเซลเซียส 1 นาที *38 รอบ

Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที -

Final Extension 72 องศาเซลเซียส 5 นาที

Hold 4 องศาเซลเซียส

ตรวจลอบผลการเพ ิ่มจำนวนดีเอ ็นเอด้วยวิธ ีอ ิเลคโทรโฟเรชีส (Electrophoreses) 

โดยการแยกช ิ้นส ่วนด ีเอ ็นเอบนอะกาโรสเจล 1.5 เปอร์เซ ็นต ์ (ภาคผนวก ข )ใน  1X TBE buffer 

(ภาคผนวกข) ที่เติม Gel Star ป ร ิม าต ร0.1 ไมโครล ิตรต ่ออะกาโรลเจล10 ม ิลล ิล ิตร โดยใช้ 

กระแสไฟฟ ้าความต ่างศ ักย ์ 100 โวลต์ เป ็นเวลา 45 นาที และใช ้ช ิ้นส ่วนด ีเอ ็นเอมาตรฐานขนาด 

100 bp + 1.5 kb DNA ladder ตรวจลอบขนาดช ิ้นส ่วนด ีเอ ็นเอท ี่เก ิดข ึ้นภายใต ้แสง

อ ัลตราไวโอเลตความยาวคล ื่น  312 นาโนเมตร โดยใช ้เครื่องกำเน ิดแลงอ ัลตราไวโอเลต (UV- 

Transilluminator) และบันท ึกภาพด้วยกล้องถ่ายรูปเจล

นำต ัวอย ่างท ี่ทำการเพ ิ่มปร ิมาณด ีเอ ็นเอสำเร็จแล ้วไปเก ็บร ักษาไว้ท ี่อ ุณหภ ูม ิ -20 

องศาเซลเซียสจนกว่าจะนำมาใช้ส ืกษาในขั้นตอนต่อไป

3.3.5 ก า รศ ึก ษ าค วาม แ ป รผ ัน ท าง พ ัน ธ ุก ร รม ข อ ง ราท ี่ก ่อ ให ้เก ิด ไ ส เค น ใน ส ก ุล ท ร ิพ ิท ี-  

เล ียม ด ้วยเทคน ิค  ITS-RFLP (ITS-Restriction Fragment Length Polymorphism)

3.3.5.1 การต ัดด ้วย เอนไซ ม ์ต ัดจำเพ าะ

นำผลิตผลพีซ ีอาร์ฃองตัวอย่างท ี่ได ้จากการเพ ิ่มปริมาณชิ้นส ่วนดีเอ ็นเอท ี่ตำแหน่ง 

ITS จากช้อที่ 3.3.4.1 มาทำการต ัดด ้วยเอนไซม์ต ัดจำเพาะ (Restriction enzyme) โดย'ใช้เอ็น1ไชม์ 

ต ัด'จำเพาะ 3 ชนิด ได้แก่ Alu\ Hinf\ และ Mbo\ ซ ึ่งเอนไซม์แต่ละชนิดมีตำแหน่งนิวคลีโอไทต์ท ี่ม ี 

การตัดด้วยเอ็นไซม์ต ัดจำเพาะตังแสดงในตารางที่ 3.2 และเตรียมสารละลายสำหรับการทำ RFLP 

ปร ิมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ตังแสดงในตารางที่ 3.3 บ ่นสารละลายท ี่อ ุณหภ ูม ิ 37 องศาเซลเซียส 

เป ็น เวลา 3 ช ั่วโมง ต รวจส อบ ผ ล การต ัดด ้วย เอนไซ ม ์ต ัด จำเพ าะด ้วย เค ร ื่อ ง  M ic ro ch ip

Electrophoresis System (MCE-202 MultiNA) และหาขนาดของแถบด ีเอ ็นเอด ้วยโปรแกรม

MultiNa view
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ตารางท 3.2 แลดง'ชนิดของเอ็น!'ซม์และตำแหน่ง'นิวคลโอไ'ทด์ที่มีการตัดด้วยเอนไซม์ตัด'จำเพาะ

เอนไซม ์ บ ัฟ เฟ อ ร ์ ตำแหน ่งน ิวคล ีโอไทด ์

Alu\ Tango 5’ ... AG^CT ...3'

3’ ... T C fG A  ...5’

H/'nfl R 5’ ... G^ANTC ...3'

3’... CTN A fG ...5 ’

Mbo\ R 5'... ^GATC ...3'

3'... CTAG^.,.5 '

ตารางท ี่ 3.3 แสดงลาร ความเข้มข ้น แล:ะปริมาตรที่ใช ้ในการทำปฏิก ัร ิยา RFLP

สาร ความ เข ้มข ้น ป ร ิม าต ร  (pil)

Sterilized distilled water - 3.5

Restriction enzyme 10 units/pl 0.5

KDXBuffer 1X 1

PCR product 5

Total 10

3.3.5.2 ว ิเค ราะห ์ค วาม แ ป รผ ัน ท างพ ัน ธ ุก รรม

นำขนาดของแถบด ีเอ ็น เอท ี่ได ้จากการต ัดด ้วยเอนไซม ์ต ัดจำเพาะ มาว ิเค ราะห ์ 

รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ โดยตัวอย่างราท ี่ม ีร ูปแบบของแถบดีเอ ็นเอที่ต ัดด ้วยเอนไซม์ต ัดจำเพาะทัง 

3 ชนิด เหม ือนก ันจะจ ัดอย ู่ในกล ุ่มเด ียวก ัน จากน ั้นเล ือกต ัวแทนกล ุ่มไปส ืกษาความส ัมพ ันธ ์ระด ับ 

โมเลกุลด้วยเทคนิคอณูวิทยา
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3.3.5.3 การศกษาลำดบน ิวคล ีโอไทศ ์ของราท ี่ก ่'ฐให ้เก ิด ้ไล เคนสก ุลทร ิพ ิท ีเล ียม 

ด ้วย เทคน ิคอณ ูว ิทยาท ี่ต ำแหน ่ง  แ ร  และ m tssu

นำตัวแทนของราที่ก ่อให ้เก ิดไลเคนที่ได ้จากการจัดทลุ่มในข้อท ี่ 3 .3 .5.2 มาเพ ิ่ม 

ปริมาณด ีเอ ็นเอท ีตำแหน่ง ITS อีกครัง โดยมีว ิธ ีการเพ ิมช ินส ่วนของดีเอ ็นเอด ังกล ่าวมาแล้วไนข้อ

3.3.4.2 และตำแหน่ง m tssu โดยใช้ใพรเมอร์ mrSSUI (5’-AGCAGTGAGGAATATTGGTC-3 ’) 

(Zoller และคณ ะ, 1999) และ MSU7 (5 '-GTCG AG TTACAG ACTACAATCC-3 ’) (Zhon และ 

Stanosz, 2001) โดยมีว ิธ ีการเพ ิ่มช ิ้นส ่วนของดีเอ ็นเอเช ่นเด ียวก ับตำแหน่ง ITS ยกเว ้นลภาวะการ 

ทำปฏ ิกรยาล ูกโซ ่พอล ิเมอร ์เรสในข ันตอน Annealing และ Extension ม ีก ารฟ ล ียน แป ล งเป ็น  

53 องศาเซลเซียส 0.45 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1.30 นาที ตามลำด ับ จากนั้นนำผลิตผล 

พ ีซ ีอาร ์ท ี่เพ ิ่มปร ิมาณ ส ่งตรวจเพ ื่อว ิเคราะห ์หาลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ณ  บริษัท Macrogen ประเทศ 

เกาหลใต้ ด ้วยเครอง ABI 3730 xl automatic sequencer (Applied Biosystems, USA) จากน ัน 

นำลำดับนิวคลีโอไทด์ท ี่ว ิเคราะห ์ได ้เปรียบเท ียบความเหมือนของ ITS และ m tssu  ท ี่ได ้ม ีรายงาน 

ไว ้ในฐานข ้อม ูลของ GenBank โดยใช ้โปรแกรม Blast version 2.2.18 ที่จ ัดทำโดย DDBJ 

(www.ddbj.nig.ac.jp)

3.3.5.4 การว ิเค ราะห ์ค วามส ัมพ ันธ ์ของราท ี่ก ่อ ให ้เก ิด ไล เคนสก ุลท ร ิพ ิท ีเล ียมโดย  

ส ร ้างวงศ ์วาน ว ิว ิฒ นาการ (Phylogenetic tree)

นำลำดับน ิวคล ีโอไทด์ของต ัวอย ่างท ั้งหมดท ี่ได ้มาทำการ alignment รวมก ันก ับ 

ข ้อมูลลำด ับน ิวคล ีโอไทด์ท ี่ม ีรายงานในฐานข้อม ูล GeneBank (www.ddbj.nig.ac.jp) ดังแสดงใน 

ตารางที่ 3.4 ด ้วยโปรแกรม Clustal X (Thompson และคณะ, 1997) และ ปรับการจ ัดเร ียงอ ีกครั้ง 

ด ้วยโปรแกรม MacClade 4.05 (Maddison และ Maddison, 2002). จากนั้นนำข้อมูลที'ได้มา 

ว ิเค ราะห ์วงศ ์วาน ว ิว ัฒ นาการ (Phylogenetic tree) ท ี่ตำแหน่ง ITS m tssu  และวงศ ์วาน 

ว ิว ัฒ นาการเฉพาะราท ี่ก ่อให ้เก ิดไลเคนสก ุลทร ิพ ิท ิเล ียมจากลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ท ี่ตำแหน ่ง ITS 

ร ่วมก ับ m tssu  ด้วยโปรแกรม PAUP* 4.0 ช10 (Swofford, 2000) โดยใช้ Neighbor-joining (NJ) 

modes (Saitou และ Nei, 1987) ร ่วมก ับ Kimura 2-parameter model (Kimura, 1980) ทำการ 

ว ิเคราะห ์ค ่า bootstrap 1000 ครั้ง เพ ื่อย ืนย ันความแม ่นยำของแต ่ละก ิ่งของวงศ ์วานว ิว ัฒนาการ 

(Phylogenetic tree)

http://www.ddbj.nig.ac.jp
http://www.ddbj.nig.ac.jp
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ต า ร า ง ท  3.4 แลดงตัวอย่างลำดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูลของ GeneBank ทิมีความใกล้ชิด 

ก ับต ัวอย่างราท ีก ่อ1ให้เกิด1ใลเคน,ในสกุลท'ริพิทิเลียมที่ใช้คึกษา

Species Order
GeneBank accession

ITS mtssu
Bathe lium  degenerans Trypetheliales - DQ328988

Pyrenu la cruenta Pyrenulales - AY584719

Pyrenu la laev iga ta Pyrenulales - AY568029

Pyrenu la subp rae luc ida Pyrenulales - DQ328986

Pyrg illus javan icus Pyrenulales DQ826741 -
Trypethelium  sp. Trypetheliales DQ782839 -
Trypethelium  e lu teriae Trypetheliales - DQ328990

Trypethelium  n itid iuscu lum Trypetheliales - GU327706

Trypethelium  papu losum Trypetheliales - GU327707

Trypethelium  sube lu te riae Trypetheliales - DQ329009

Trypethelium  trop icum Trypetheliales - GU327708

Xyla ria  hypoxylon Xylariales DQ491487 AY544760

3 . 3 . 6  ก า ร ศ ึ ก ษ า ก า ร ส ร ้ า ง ส า ร ท ุ ต ิ ย ภ ู ม ิ ข อ ง ร า ท ี ่ ก ่ อ ใ ห ้ เ ก ิ ด ไ ล เ ค น ส ก ุ ล ท ร ี พ ิ ท ิ เ ส ิ ย ม

3.3.6.1 ก ารเต ร ียม ราท ี่ก ่อ ให ้เก ิด ไล เคน

นำราที่ก ่อให ้เก ิดไลเคนที่เป ็นตัวแทนจากข้อ 3.3.5.2 ที่แยกได้จากแทลลัลด้วยวิธ ี 

A sco spo re  d ischa rge  technique ในข ้อ 3.3.2 มาเพาะเล ียงบนอาหารเล ียงเช ือแข ็งชน ิด  

Malt-Yeast Extract Agar (MYA) (ภาคผนวก ก) บ ่มท ี่อ ุณหภูม ิห ้องเป็นเวลา 12 ส ัปดาห ์

3.3.6 .2 ก ารสก ัดส ารท ุต ิยภ ูม ิ ในอาห ารเล ี้ย ง เล ี้อ แล ะเส ้น ใยด ้วยต ัวท ำละลาย

นำเล ้นใยของราท ี่ได ้จากการเล ี้ยงในข ้อ 3.3.6.1 มาสก ัดด ้วยต ัวทำละลาย คือ 

เมทานอล (methanol) โดยใช ้ปร ิมาตรเมทานอลต ่อบ ่รมาณต ัวอย ่างท ี่นำมาสก ัดในอ ัตราส ่วน 1:1 

(ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร นำส ่วนของเล ้นใยบดให ้ละเอ ียดด ้วยโกร่งบดยาเพ ื่อให ้เซลล์แตก ใส่หลอด 

ทดลองจากน ั้นสก ัดด ้วยต ัวทำละลายท ิ้งไว ้ประมาณ 24 ชั่วโมง จ ึงนำมาแยกส ่วนของเล ้นใยออก 

จากต ัวทำละลายด ้วยใช ้กระดาษกรอง ระเหยเมทานอลออกด ้วยเคร ื่องระเหยส ุญ ญ ากาศแบบ 

หมุน (rotary evaporator) ที่อ ุณหภูม ิ 40 องศาเซลเซียส จนสารลกัดแห้ง จากน ั้นละลายคราบ 

สารสก ัดด ้วยสารละลายเมท านอลบ ่ร ิม าตร 1 ม ิลล ิล ิตร เก ็บสารสก ัดไว ้ในหลอดไมโครท ิวป ็ท ี 

อุณหภูม ิห ้อง เพื่อนำไปทดสอบการออกฤทธิ้ย ับยังจุลินทรีย ์ทดสอบต่อไป
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3.3.6.3 ก ารศ ึกษ าร ูปแบ บ  การแยก และท ำให ้ส ารท ุต ิยภ ูม ิบ ร ีส ุท ธเบ ี้อ งต ้น โดยว ิธ ี

ท ิน เล เยอรโครมาโท กราฟ  (Thin layer Chromatography : TLC)

นำสารลกัดหยาบ'จากส่วน'ของเต้น'ใยทีสกัดด้วยเมทานอล ที่ระเหยตัวทำละลาย 

ออกและละลายลารสก ัดด ้วยต ัวทำละลายเด ิมในปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตรในข ้อ 3.3.6.2 มาแยกลาร 

สกัดให ้บริล ุทธ ี้เบ ื้องต ้นโดยวิธ ีท ินเลเยอร์โครมาโทกราฟ โดยหยดลารสก ัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ลงบนแผ ่น TLC แล ้วนำไปแยกองค ์ประกอบด ้วยระบบต ัวทำละลายผลมระหว่างไดคลอโรม ีเทน 

และเมทานอลในอ ัตราส ่วน 10 : 0.2 เป ็นต ัวทำละลายสารท ุต ิยภ ูม ิ ตรวจลอบตำแหน่งของสารบน 

แผ่น TLC  โดยการส ่องภายใต ้ร ังส ีอ ัลตราไวโอเลตท ี่ความยาวคล ื่น 254 และ 365 นาโนเมตร 

จากน ั้นทำการว ัดระยะทางการเคล ื่อนท ี่ของลาร คำนวณหาค ่า retention factor (Rf) และจัดทำ 

ข้อมูลของรูปแบบของสารท ุต ิยภ ูม ิท ี่แยกได้จากตัวแทนราท ี่ก ่อให ้เก ิดไลเคนแต่ละกลุ่ม จากนั้นเก ็บ 

รักษาแผ่น TLC ในถุงพลาสติก เพื่อใช้ศึกษาในขั้นตอนต่อไป

3.3.7 การศ ึกษ าฤท ธ ึในการย ับย ั้งจ ุส ินท ร ีย ์ท ดสอบของสารสก ัดท ี่แยกไต ้บนแผ ่น

TLC  โดยว ิธ ีไบโอออโตกราท ีเ (Bioautography)

ทำการศึกษาความสามารถในการยับยั้งจ ุล ินทรีย ์ทดลอบของสารสกัดท ี่แยกได้จากวิธ ี 

ทินเลเยอริโครมาโทกราทีเ โดยวิธีไบโอออโตกราทีเ (Bioautography) ตามวิธ ีของ Zitouni และคณะ 

(2005) โดยม ีจ ุล ินท ร ีย ์ท ี่ใช ้ท ดสอบต ังน ี้แบคท ีเร ียแกรมบวก Staphylococcus aureus

(ATCC 25923), แบคท ีเร ียแกรมลบ Escherichia coli (ATCC 25922), ย ีสต ์ Candida 

albicans (ATCC 10231) และ ราเล้นใย Aspergillus niger

3.3.7.1 ก ารเต ร ียมแบคท ีเร ียท ดสอบ

นำแบคทีเรียทดสอบขีด (steak) บนอาหาร Nutrient Agar (NA) (ภาคผนวก ก) 

เพ ื่อให้เป ็นโคโลนีเดี่ยว บ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิ 37 ๐C เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง ใช้ล ูป (loop) เขียโคโลนีเดียว 

4-5 โคโลนี ลงในอาหารเล ียงเช ือ Nutrient Broth (NB) (ภาคผนวก ก) 5 ม ิลล ิล ิตร บ ่มท ีอ ุณหภูม ิ 

37 ๐C จนสังเกตเห็นว่าหลอดเชื้อขุ่น ปร ับความข ุ่น 1ของแบคทีเรีย'ทดสอบด้วยอาหารเลียงเชือ NB 

ให ้ม ีความข ุ่น เท ียบเท ่า 0.5 McFarland standard (ภาคผนวก ข ) ซ ึงเท ียบเท ่าก ับการอ ่านค ่า 

จาก spectrophotom eter ที,ความยาวคล ื่น  625 นาโนเมตร ค ่าความด ูดกล ืนแสงอย ู่ในช ่วง

0.08-0.10 เพ ื่อให ้ม ีเช ื้อประมาณ 108 CFU/ml
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3.3.7.2 ก ารเต ร ียมย ีสต ์ท ดสอบ

นำย ีสต ์ทดลอบข ีด  (steak) บนอาหาร M alt-Yeast Extract Agar (MYA) 

(ภาคผนวกก) เพ ื่อให้เป ็นโคโลนีเดี่ยว บ ่มท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ30 °c  เป ็น เวล า4 8 ชั่วโมง ใช้ลูป (loop) 

เขยโคโลนีเดยว 2-3 โคโลน ละลายใน 0.85% NaCI ทีฆ ่าเซือแล้ว ปรับความขุ่นของยีลต ์ทดสอบ 

ดวย 0.85% NaCI ใหมีความข ุ่นเทยบเท ่า 0.5 McFarland Standard ซ ึงเท ียบเท ่าก ับการอ่าน 

ค ่าจาก spectrophotometer ท ี่ความยาวคล ื่น  530 นาโนเมตร ค ่าความด ูดกล ืนแสงอย ู่ในช ่วง

0.08-0.10 เพ ื่อ'ให้ม ีเช ื้อประมาณ 1x10'6- 3x106 CFU/ml

3.37.3 ก ารเต ร ีย ม รา เส ้น ใยล ้าห ร ับ ท ด ส อบ

เล ี้ยงราในอาหารผ ิวเอ ียง Malt-Yeast Extract Agar (MYA) (ภาคผนวก ก) 

3-5 ว ัน ห ร ือจนม ีการสร ้างสปอร ์ เต ิมสารละลาย 0.85% NaCI ใช้ล ูป (loop) ขูดสปอร์ให ้หลุด 

เป ็นสปอร์แขวนลอย กรองสปอร์ด ้วยสำลีปลอดเช ื้อ จากน ั้น เจ ือจางสปอร์ด ้วยสารละลาย 0.85% 

NaCI ป ร ับ จ ำน วน ส ป อ ร ์ให ้เท ่าก ับ  1x10"4-3 x 1 0 4 CFU /m l โดยน ับด ้วยฮ ีม าช ัย โตม ิเตอ ร ์ 

(haemacytometer)

3.37.4 การท ดสอบฤทธการย ับย ั้งจ ุล ินท ร ีย ์โดยว ิธ ีไบโอออโตกราท ี!

(B io a u to g ra p h y )

นำสารสกัดของราที่ก ่อให ้เก ิดไลเคนที่ถ ูกแยกบนแผ่น TLC จากข้อ 3.3.6.3 ตั้งท้ิง 

ไว ้ป ระมาณ  2 ชั่วโมง เพ ื่อให ้ต ัวทำละลายระเหยออกไปจนหมด หล ังจากน ั้นนำแผ ่น TLC มาตั้ง 

บนจานอาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่ม ีอาหารเล ี้ยงเช ื้อแข ็งอย ู่ด ้านล ่าง นำเช ื้อทดสอบแต ่ละชน ิดท ี่เตร ียมได ้ 

จาก ข้อ 3.37.1-3.37.3 มาทดสอบการย ับย ั้งบนแผ ่น  TLC โดยป ิเปตเช ื้อทดสอบแขวนลอย 

ปร ิมาตร 1% v/v ใส ่ลงในอาหารเล ี้ยงเช ื้อก ึ่งแข ็งก ึ่งเหลวท ี่ม ีว ุ้น 0.7% (semi solid) โดยอาหาร 

เล ี้ยงเช ื้อย ังเป ็นของเหลวม ีอ ุณ หภ ูม ิ 42-45 ° c  เขย ่าให ้เช ื้อทดสอบกระจายอย ่างสม ํ่าเสมอใน 

อาหารเล ี้ยงเช ื้อ หล ังจากน ั้นทำการเทอาหารท ับลงบนแผ ่น TLC ตั้งท ิ้งไว้ให ้อาหารแข็งตัว ดังนั้น 

ในจานอาหารเล ี้ยงเช ื้อจะประกอบด้วยอาหารเล ี้ยงเช ื้อก ึ่งแข ็งก ึ่งเหลวท ี่แขวนลอยด ้วยเช ือทดสอบ 

อย ู่ช ั้นบน  ต รงกลางเป ็นแผ ่น  TLC  และช ั้นล ่างเป ็นอาหารแข ็ง  อาหารเล ียงเซ ือท ี่ใช ้สำหร ับ  

แบคทีเรียทดลอบ คือ Mueller-Hinton Agar (ภาคผนวก ก) และอาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่ใช ้สำหรับย ีสต ์ 

และราเล ้นใยค ือ Malt-Yeast Extract Agar (ภาคผนวก ก) หล ังจากอาหารแข ็งต ัวแล ้วนำจาน 

เล ี้ยงเช ื้อไปบ่มท ี่อ ุณหภูม ิ 37 °c  เป ็นเวลา 18 ชั่วโมง ในกรณ ีท ี่เช ื้อทดสอบเป ็นแบคท ีเร ีย, บ่มที่ 

อ ุณหภ ูม ิ 30 ๐C เป ็นเวลา 48 ซม. ในกรณ ีท ี่เช ื้อทดสอบเป ็นย ีสต ์ และบ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิ 28 °c เป็น 

เวลา 48 ช ั่วโมง ใน ก รณ ีท ี่เช ื้อ ท ด ส อ บ เป ็น รา เล ้น ใย  ต รว จ ส อ บ บ ร ิเวณ ใส บ น แ ผ ่น  TLC
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เปร ียบเท ียบก ับตำแหน ่งค ่า retention factoc (Rf) ของลารท ี่แยกองค ์ประกอบได ้ จากข้อที่

3.3.6.3 ในการทดลอบการย ับย ังจ ุล ินทร ีย ์ โดยม ีช ุดควบค ุมลบค ือ แผ่น TLC ที่หยดเฉพาะตัวทำ

ละลายเมทานอล
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