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บทคัดยKอ 

 

ไมคอไวรัส (Mycovirus) คือไวรัสที่ติดเชื ้อและเพิ่มจำนวนในรา โดยพบไดSอยeางแพรeหลายในราและ

สิ่งมีชีวิตคลSายรา ไมคอไวรัสสeวนใหญeมีสารพันธุกรรมชนิดอารWเอ็นสายคูe โดยทั่วไปเมื่อราติดไวรัสมักจะไมeมีการ

แสดงอาการ แตeไวรัสบางชนิดมีความสามารถในการลดความรุนแรงของราในการกeอโรค ซ่ึงในปtจจุบันน้ีไดSรับความ

สนใจเปdนอยeางมากในการนำมาใชSควบคุมรากeอโรคพืช โดยในงานวิจัยนี้ผูSวิจัยไดSศึกษาไวรัสอารWเอ็นเอสายคูeในรา

น้ำไอโซเลท R152 ซึ่งกeอโรคใบรeวงในตSนยางพาราท่ีเคยมีรายงานมาในงานวิจัยกeอนหนSานี้  จากการทดลองการทำ

ราใหSบริสุทธิ์ดSวยวิธีแยกสปอรWเดี่ยวพบวeาราน้ำไอโซเลท R152 มีไฟทอฟธอราและพิเทียมอยูeรeวมกัน แตeไฟทอฟ

ธอราไมeสรSางสปอรWแรงเจียมจึงไมeสามารถแยกออกจากกันไดS ตeอมาผูSวิจัยไดSสกัดสารพันธุกรรมจากสายใยของรา 

และพบสารพันธุกรรมท่ีคาดวeาเปdนอารWเอ็นเอสายคูeในไฟทอฟธอราจำนวน 2 แถบ ท่ีมีขนาดประมาณ 1.0 และ 0.8 

กิโลเบส ซึ่งมีจำนวนและขนาดแตกตeางกับที่เคยมีรายงานไวSกeอนหนSานี้ ดังนั้นผูSวิจัยจึงมีความสนใจที่จะทำการ

ทดลองสeงผeานสารพันธุกรรมที่คาดวeาเปdนอารWเอ็นเอสายคูeไปยัง Phytophthora botryosa เพื่อสรSางสายพันธุWไอ

โซเจนิกท้ังท่ีมีและไมeมีไวรัส โดยพบวeาสามารถสeงผeานสารพันธุกรรมท่ีคาดวeาจะเปdนอารWเอ็นเอสายคูeจำนวน 2 แถบ 

ที่มีขนาดประมาณ 1.0 และ 0.8 กิโลเบส และจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. botryosa ที่ถูก

สeงผeานไวรัสพบการสรSางสปอรWแรงเจียมที่เพิ่มมากขึ้นกวeาในสายพันธุWปกติ ซึ่งการเพิ่มขึ้นของสปอรWแรงเจียมนั้นมี

ความหมายวeาโอกาสในการกeอโรคท่ีเพิ่มขึ้นมากอีกดSวย แตeทั้งน้ียังไมeสามารถสรุปไดSวeาการสรSางสปอรWแรงเจียมท่ี

เพ่ิมข้ึนเปdนผลมาจากไวรัสจริงหรือไมe  

 

 

 

 

 

 

 



 ข 

Department of Microbiology, Faculty of Science, Chulalongkorn University 

Project title  Mycovirus transfection in Phytophthora botryosa 

Investigator  Mister Thanakorn Detechote ID 6032323723 

Advisor  Associate Professor Wanchai Assavalapsakul, Ph.D.	
	

Abstract 

 

Mycovirus is a virus that infects and replicates in fungi. It can be found widely in fungi and 

fungal-like organisms. Most mycoviruses genome contain double-stranded RNA. When fungi were 

infected, they typically showed no signs. But some viruses were capable of decreasing 

(Hypovirulence) the severity of the phytopathogenic fungi which presently received a lot of 

interest in using mycovirus as an application for plant disease control. In this research, researcher 

studied the double-stranded RNA virus in an isolate R152, which cause leaf fall in para rubber 

tree (Hevea brasiliensis), which has been reported in the previous study. Isolation of fungi by 

single sporing technique was found that an isolate R152 was a co-culture of Phytophthora sp. 

and Pythium sp. Surprisingly, Phytophthora sp. was incapable of producing sporangia. Therefore, 

they cannot be separated. Screening for double-stranded RNA virus was conducted. An isolate 

R152 was found to carry elements those expected to be double-stranded RNA elements with 

estimated size of approximately 1.0 and 0.8 kb by agarose gel electrophoresis. The attempt to 

transmit the expected viral elements to Phytophthora botryosa virus-free strain was succeed. 

Therefore, the isogenic strains of P. botryosa both virus-containing and virus-free were generated. 

The morphology study of its isogenic strains showed the transmitted P. botryosa was increasing 

in sporangia production, which means a higher chance of phytopathogenic fungi to cause diseases. 

However, it cannot be concluded whether the increasing in sporangia production is an effect of 

mycovirus.  
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 โครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณWฉบับน้ีสำเร็จลุลeวงไดSดSวยดี อันเน่ืองมาจากความกรุณาย่ิง

ของ ดร.ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒนW และรองศาสตราจารยW ดร.วันชัย อัศวลาภสกุล อาจารยWท่ีปรึกษาโครงการท่ีใหS

ความรูS คำแนะนำ ขSอคิดเห็นตeาง ๆ ท่ีเปdนประโยชนWในการทำโครงการตลอดระยะเวลาของการทำวิจัย ตลอดจน

ความอนุเคราะหWในการปรับปรุงแกSไขโครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณWฉบับน้ีใหSสำเร็จลุลeวงไปดSวยดี

ผูSวิจัยขอกราบขอบพระคุณเปdนอยeางสูงไวS ณ ท่ีน้ี 

 ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยWภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรW จุฬาลงกรณWมหาวิทยาลัยทุกทeาน 

ท่ีไดSมอบความรูSและคำแนะนำอันเปdนประโยชนWตeอโครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณWและตัวผูSวิจัยเอง 

 ขอกราบขอบพระคุณเจSาหนSาท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรW จุฬาลงกรณWมหาวิทยาลัยทุกทeาน ท่ี

ไดSใหSความชeวยเหลือ ตลอดจนคำปรึกษาท่ีทำใหSโครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณWสำเร็จไปดSวยดี 

 ขอขอบคุณทุนโครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณW จากงบประมาณภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตรW จุฬาลงกรณWมหาวิทยาลัย ท่ีไดSอนุเคราะหWเงินทุนสนับสนุนงานวิจัย 

 ขอขอบคุณเพ่ือน ๆ  ภาควิชาจุลชีววิทยารุeนท่ี 44 คณะวิทยาศาสตรW จุฬาลงกรณWมหาวิทยาลัย ท่ีไดSมอบ

กำลังใจ ความคิดเห็นและขSอเสนอแนะในการทำโครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณWใหSสำเร็จไปดSวยดี 

 ขอขอบคุณนางสาว วิรัชนันทW วุฒา (พ่ีอîอมแอîม) นิสิตระดับปริญญามหาบัณฑิตในหSองปฏิบัติการ 2019 ท่ี

ใหSความชeวยเหลือ ความรูS คำแนะนำและประสบการณWตeาง ๆ ในการทำโครงการฉบับน้ี 

 ขอขอบคุณพ่ี ๆ และนักวิจัย ในช้ัน 20 ทุกคนท่ีใหSคำแนะนำ และการชeวยเหลือตลอดระยะเวลาการทำ

โครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณW 

 ขอขอบคุณคล่ืนวิทยุ Easy FM 105.5 ท่ีมอบเสียงเพลงเปdนกำลังใจในการเขียนเลeมโครงการการเรียนการ

สอนเสริมประสบการณWใหSมีความสำเร็จลุลeวงไปดSวยดี 

 และสุดทSายน้ี ขอกราบขอบพระคุณบิดาและมารดา ท่ีใหSการสนับสนุน ดูแล อำนวยความสะดวก รวมถึง

การขับรถไปรับสeงตลอดระยะเวลาการทำโครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณW  
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บทท่ี 1 

บทนำ 

ยางพารา (Hevea brasiliensis) หรือ para rubber tree เปdนพืชท่ีมีความสำคัญทางเศรษฐกิจของ

ประเทศไทยอีกชนิดหน่ึง พบวeามีเกษตรกรตลอดจนผูSท่ีทำธุรกิจเก่ียวขSองกับยางพาราประมาณ 1 ลSานครอบครัว 

จำนวนไมeนSอยกวeา 6 ลSานคน (กลุeมสารสนเทศการเกษตร สํานักงานเกษตรและสหกรณWจังหวัดยะลา, 2019) โดย

ประเทศผูSผลิตยางพารารายใหญeของโลก 3 ประเทศ ไดSแกe ไทย อินโดนีเซีย และมาเลเซีย ในป̂พ.ศ. 2561 มีเน้ือท่ี

ปลูกยางพารารวม 49.87 ลSานไรe คิดเปdนรSอยละ 56.03 ของเน้ือท่ีปลูกยางพาราของโลก และมีผลผลิตรวม 8.94 

ลSานตัน คิดเปdนรSอยละ 61.27 ของผลผลิตโลก ในชeวง 5 ป̂ท่ีผeานมา ความตSองการการใชSยางพาราของโลกมี

แนวโนSมเพ่ิมข้ึนรSอยละ 3.78 ตeอป̂ จาก 12.18 ลSานตันในป̂พ.ศ. 2557 เพ่ิมข้ึนเปdน 14.05 ลSานตันในป̂พ.ศ. 2561 

(สำนักงานวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2018) ดังน้ันยางพาราจึงเปdนพืชท่ีมีความสำคัญตeอเศรษฐกิจของโลก  

ยางพาราในประเทศไทยนิยมปลูกในภาคใตS ภาคตะวันออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ตามการ

รายงานของกรมวิชาการเกษตรในป̂พ.ศ. 2555 ท่ีรายงานถึงพ้ืนท่ีปลูกยางพาราท้ังหมด 65 จังหวัดในประเทศไทย

ประมาณ 19 ลSานไรe (กรมวิชาการเกษตร, 2012) ซ่ึงเปdนพ้ืนท่ีท่ีเหมาะสมตeอการปลูกยางพาราคือ มีปริมาณน้ำฝน

ไมeนSอยกวeา 1,350 มิลลิเมตรตeอป̂ มีฝนตกไมeนSอยกวeา 120 วันตeอป̂ และมีอุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 24-27 องศา

เซลเซียส (กรมสeงเสริมการเกษตร, 2003) ซ่ึงสภาพแวดลSอมท่ีมีความช้ืน และมีฝนตกในปริมาณมากและเปdน

เวลานานน้ีเอง   ท่ีเปdนปtจจัยในการสนับสนุนใหSตSนยางพาราเกิดโรค  

ในชeวงฤดูฝนท่ีมีฝนตกหนักในพ้ืนท่ีปลูกยางพาราทางภาคใตS เกษตรกรชาวสวนยางพบผลกระทบอยeาง

หนัก ไมeวeาจะเปdนการเก็บผลผลิตท่ีทำไดSอยeางไมeเต็มท่ีนัก และโรคระบาดท่ีมักเกิดข้ึนในชeวงฤดูฝนคือโรคใบรeวงของ

ยางพารา ซ่ึงสรSางความเสียหายใหSกับเกษตรกรชาวสวนยาง (ศรีนรา แมเรüาะ, 2003) โรคใบรeวงในยางพารา 

(Abnormal leaf fall) มีสาเหตุในการเกิดโรคมาจากเช้ือราไฟทอฟธอรา ซ่ึงเปdนโรคท่ีมีความรุนแรงและมีการเกิด

ซ้ำทุก ๆ ป̂ โรคน้ีจะระบาดบริเวณพ้ืนท่ีปลูกยางท่ีมีฝนตกชุก ความช้ืนสูง เช้ือราแพรeกระจายไดSโดยลมและฝน 

ความรุนแรงของการเกิดโรคข้ึนอยูeกับปริมาณน้ำฝนและจำนวนวันท่ีฝนตก โดยปกติโรคจะเกิดข้ึนอยeางกวSางขวาง

และรุนแรงในระยะท่ีมีฝนตกหนักติดตeอกันเปdนเวลาหลาย ๆ วัน ซ่ึงมักจะเกิดข้ึนในระหวeางเดือนมิถุนายนถึงเดือน

พฤศจิกายนของทุก ๆ ป̂ (ครองทรัพยW สิงหราช, 2019) ซ่ึงเช้ือราไฟทอฟธอราจะเขSาทำลายสeวนตeาง ๆ ของตSน

ยางพาราไดSแกe ฝtก ใบ ก่ิงกSาน และหนSากรีดยาง ฝtกท่ีถูกทำลายจะเนeาดำแตeไมeรeวงหลeนตามธรรมชาติ จนกลายเปdน

แหลeงพักตัวของเช้ือราไฟทอฟธอรา ใบจะเกิดการรeวงหลeนท้ัง ๆ ท่ีใบยังมีสีเขียวสดหรือสีเหลืองอยูe โดยใบท่ีรeวงจะ

สามารถพบรอยช้ำสีดำตรงบริเวณกSานใบ และในรอยช้ำสีดำน้ันจะพบหยดน้ำยางสีเทาเกาะอยูe ตSนยางพาราท่ีเกิด

ใบรeวงจะไมeสามารถผลิใบใหมeออกมาไดSในป̂น้ัน ตSองรอใหSใบรeวงหมดท้ังตSนกeอนจึงจะสามารถงอกใบใหมeไดS ซ่ึงใบท่ี
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งอกมาใหมeจะมีประมาณ 5% ของปริมาณพุeมใบในตSนยางพาราท่ีไมeเกิดโรค และท่ีสำคัญผลผลิตยางจะเร่ิมลดลงถSา

ยังมีการระบาดของเช้ือราไฟทอฟธอราอยูe และหากปลeอยใหSเกิดโรคระบาดตeอไปโดยไมeมีการควบคุมโรค ใบจะรeวง

ถึง 75% และสeงผลใหSผลผลิตของตSนยางพาราลดลง 30-50% (ครองทรัพยW สิงหราช, 2019)  

Phytophthora spp. เปdนราน้ำท่ีจัดอยูeใน Phylum Oomycota, Class Peronosporomycetes, Order 

Peronosporales, Family Peronosporaceae โดยราใน Family Peronosporaceae น้ันถือวeาเปdนส่ิงมีชีวิต

คลSายรา (Fungal-like-organisms) หรือ Pseudofungi เน่ืองจากมีการสรSาง Oogonia ทรงกลมในการสืบพันธุW

แบบอาศัยเพศจึงจัดมันอยูeใน Phylum Oomycota ถึงแมSวeาราใน Phylum Oomycota น้ันจะมีความคลSายกับรา

สายใยแตeก็ไมeถูกจัดอยูeใน Kingdom Fungi แตeกลับจัดอยูeใน Kingdom Chromista เฉกเชeนเดียวกับสาหรeาย

สังเคราะหWแสง เชeน สาหรeายสีน้ำตาลและไดอะตอม เปdนตSน (Ho, H. H., 2018) มี Phytophthora spp. 

หลากหลายสป̂ชีสWดSวยกันท่ีพบวeากeอโรคในพืชไดS โดยสามารถกeอโรคไดSในพืชท่ีหลากหลาย และทำลายพืชผลท่ี

สำคัญทางเศรษฐกิจท่ัวโลก เชeน Phytophthora palmivora ท่ีกeอโรครากเนeาโคนเนeาในทุเรียน (Vawdrey และ

คณะ, 2005) Phytophthora infestans ท่ีกeอโรคใบไหมSในมันฝร่ังและมะเขือเทศ (Cai, G., 2019) รวมถึงโรคใบ

รeวงในตSนยางพาราท่ีมี Phytophthora spp. หลากลายสป̂ชีสWท่ีสามารถกeอโรคไดS (ตารางท่ี 1)  

ตามคำแนะนำในการป£องกันการเกิดโรคจากสำนักงานเกษตรจังหวัดตราด แนะนำใหSเกษตรกรชาวสวน

ยางใชSสารเคมี Fosetly-Aluminium ฉีดพeนพุeมใบทุก 7 วัน เม่ือเร่ิมพบการระบาดของโรคหรือทาท่ีหนSากรีดยาง

อยeางสม่ำเสมอเพ่ือป£องกันการเกิดโรค แตeท้ังน้ีการควบคุมโรคโดยใชSสารเคมีอาจไมeมีประสิทธิภาพสำหรับรากeอโรค

ท่ีด้ือสารฆeารา และมีความจำกัดในแงeผลกระทบตeอส่ิงแวดลSอม (D. L. Nuss, 2005) จึงมีทางเลือกใหมeท่ีไดSรับความ

สนใจอยeางมากในปtจจุบันคือ การใชSกลไกการควบคุมโรคทางชีวภาพ โดยการลดความรุนแรงในการกeอโรคของเจSา

บSานดSวยไมคอไวรัส (Mycovirus-mediated attenuation of fungal virulence) ซ่ึงมีรายงานการใชSไมคอไวรัส

ลดความรุนแรงในการกeอโรคของรากeอโรคดังน้ี (ภาพท่ี 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงการใชSไมคอไวรัสลดความรุนแรงในการกeอโรคของรากeอโรค 

(Donald L. Nuss, 2005) 
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Species Country Disease Caused 

P. meadii India, Sri Lanka, Malaysia, Thailand, 

Myanmar, China, Nigeria 

Abnormal leaf fall, 

Pod rot, 

Stripe canker, 

Black stripe 

P. palmivora 
Malaysia, Indonesia, Brazil, China, Sri Lanka, 

Thailand, Vietnam, Philippines, Nigeria, 

Liberia, Costa Rica 

Abnormal leaf fall, 

Stripe canker 

P. botryosa Thailand, Vietnam, Malaysia, Nigeria 
Abnormal leaf fall, 

Stripe canker 

P. citrophthora 
Ivory Coast, Brazil, Indonesia, China, Nigeria, 

Thailand 
Abnormal leaf fall 

P. capsici Brazil, China, Nigeria 
Black stripe, 

Stem canker 

P. nicotianae China, Nigeria 

Abnormal leaf fall, 

Pod rot, 

Stripe canker, 

Black stripe 

P. phaseoli Philippines Seedling blight 

P. hevea Malaysia Pod rot, Black stripe 

ตารางท่ี 1 แสดง Phytophthora spp. ท่ีมีรายงานกeอโรคใบรeวงในตSนยางพารา (Krishnan และคณะ, 2019) 
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ไมคอไวรัส (Mycovirus) คือไวรัสที่ติดเชื้อและมีการเพิ่มจำนวนในรา โดยมีรายงานวeาไวรัสที่ติดเชื้อใน

ส่ิงมีชีวิตกลุeมยูแคริโอตช้ันต่ำจะไมeแสดงอาการหรือแสดงอาการนSอยมากในเจSาบSาน (Cai, G., 2019) และท่ีไดSกลeาว

ไปขSางตSนแลSววeาไมคอไวรัสในราที่กeอโรคพืชมีความสามารถในการลดการกeอโรคของเจSาบSานหรือที่เรียกวeา

Hypovirulence เชeน ไมคอไวรัสในราที่กeอโรคใบไหมSของเกาลัด (Chestnut blight) ที่มีความสามารถในการลด

ความรุนแรงในการเกิดโรค (Romon-Ochoa และคณะ, 2019) โดยความสามารถนี้เองทำใหSไดSรับความสนใจและ

นำมาประยุกตWใชSในการจัดการโรคพืช (ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒนW, 2019) การสeงผeานของไมคอไวรัส (Mycovirus 

transmission) ตามธรรมชาติสามารถเกิดขึ้นไดS 2 ทางคือ การแพรeในแนวราบ (Horizontal transmission) ดSวย

การรวมกันของสายใยระหวeางราที่มีไวรัสและไมeมีไวรัส (Anastomosis) แตeมีขSอจำกัดในดSานความเขSากันไดSของ

สายใยราที่อาจทำใหSการสeงผeานไมคอไวรัสเกิดความยากลำบาก (Brusini และคณะ, 2013) และการแพรeในแนวด่ิง 

(Vertical transmission) ดSวยการสรSางสปอรWจากการสืบพันธุWแบบอาศัยเพศและไมeอาศัยเพศ ไมคอไวรัสสeวนใหญe

มีสารพันธุกรรมชนิดอารWเอ็นเอสายคูe แตeก็มีอารWเอ็นเอสายเด่ียวและดีเอ็นเออยูeบSาง (Chun และคณะ, 2018) 
 
โดยมีรายงานในโครงการกeอนหนSาน้ีท่ีไดSคัดแยกราน้ำจากกSานใบยางพารา และพบวeามีไมคอไวรัสซ่ึงมีสาร

พันธุกรรมชนิดอารWเอ็นเอสายคูeอยูe (กุลนันทW รุeงนาไรe, 2016) ดังน้ันโครงการน้ีผูSวิจัยจึงสนใจท่ีจะศึกษาการมีอยูeของ

ไวรัสอารWเอ็นเอสายคูeในราน้ำไอโซเลท R152 และสeงผeานไวรัสอารWเอสายคูeไปใหS Phytophthora botryosa เพ่ือ

สรSางสายพันธุWไอโซเจนิกท้ังท่ีมีและไมeมีไวรัส หากในอนาคตสามารถนำผลของการศึกษาน้ีไปใชSในการควบคุมการ

เกิดโรคใบรeวงในยางพาราไดSจะเปdนประโยชนWอยeางย่ิง 

 

วัตถุประสงคDของงานวิจัย 

 

เพ่ือศึกษาไวรัสอารWเอ็นเอสายคูeในราน้ำไอโซเลท R152 และสeงผeานไวรัสอารWเอสายคูeไปใหS Phytophthora 

botryosa เพ่ือสรSางสายพันธุWไอโซเจนิกท้ังท่ีมีและไมeมีไวรัส  
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บทท่ี 2 

วัสดุอุปกรณDและเคมีภัณฑDท่ีใชsในการทดลอง 

2.1 วัสดุอุปกรณDท่ีใชsในการทดลอง 

1. ไมโครป¶เปต (Micropipette) ขนาด 2.5, 20, 200, 1000 ไมโครลิตร บริษัท Eppendorf, Germany 

2. เข็มเข่ียเช้ือปลายงอ (Hook)  

3. เข็มเข่ียเช้ือปลายแหลม (Needle)  

4. แทeงแกSวกระจายเช้ือ (Spreader) 

5. ตะเกียงแอลกฮอลW ( Alcohol lamp) 

6. ถุงมือยาง ขนาด L บริษัท Sri Trang Glove, Thailand  

7. ทิป (Tip) ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร บริษัท Bio Science, Inc., USA 

8. พาราฟ¶ลWม เอ็ม (Parafilm) บริษัท M&P IMPEX, Thailand 

9. กรรไกร (Scissor)  

10. คัตเตอรW (Cutter) 

11. คีมคีบ (Forcep) 

12. กระบอกตวงแกSว (Cylinder) ขนาด 50, 100, 500 มิลลิลิตร  

13. ขวดแกSวขนาดเล็ก (Vial)  

14. กรวยแกSว (Funnel)  

15. ขวดมีเดียดูแรน (Duran® bottle) บริษัท Duran®, Germany 

16. บีกเกอรW (Beaker) ขนาด 50, 250, 600 ml บริษัท Pyrex®, Germany 

17. ขวดรูปชมพูe (KIMAX® flask) ขนาด 50, 125, 300 มิลลิลิตร บริษัท Kimble®, USA 

18. เคร่ืองช่ังสารไฟฟ£ารุeน AG285 บริษัท Mettler Toledon, Switzerland  

19. เคร่ืองช่ังสารไฟฟ£ารุeน PG2002-S บริษัท Mettler Toledon, Switzerland 

20. กลSองจุลทรรศนWแบบสเตอริโอ (Stereo microscope) รุeน SZ-PT บริษัท Olympus, Japan 

21. กลSองจุลทรรศนWแบบใชSแสง (Light microscope) รุeน BX51 บริษัท Olympus, Japan 

22. จานเล้ียงเช้ือแกSว (Petri dish) 

23. จานเล้ียงเช้ือพลาสติก (Plastic petri dish) บริษัท Greiner bio-one, Thailand 

24. หลอดไมโครเซนตริฟ¶วจW (Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท QSP, USA 

25. หลอดเซนตริฟ¶วจW (Centrifuge tube) ขนาด 15, 50 มิลลิลิตร บริษัท Accumax, India 

26. พาสเจอรWป¶เปต (Pasteur pipette)  

27. แผeนป¶ดสไลดW (Coverslip) ขนาด 22x22 มิลลิเมตร บริษัท Menzel-Glaser 
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28. สไลดWแกSว (Microscope slide) บริษัท Sail brand, China  

29. ขวดฉีดน้ำกล่ัน 

30. ขวดรีเอเจSนทW (Reagent bottle)  

31. ชSอนตักสาร 

32. แทeนต้ังหลอดไมโครเซนตริฟ¶วจW (Microcentrifuge tube stand) 

33. แทeนต้ังหลอดเซนตริฟ¶วจW (Centrifuge tube stand) 

34. แทeนต้ังหลอดทดลอง (Tube stand) 

35. ถุงพลาสติก (Plastic bag) ขนาด 30”- 40” บริษัท Lotus, Thailand 

36. เคร่ืองเพาะเช้ือเขยeาแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) บริษัท Eppendorf, Germany 

37. ตูSอบความรSอน (Drying oven) บริษัท Memmert, Germany  

38. เคร่ืองเขยeาสาร (Vortex) บริษัท Scientific industries, Inc., USA 

39. เคร่ืองกวนสารละลายพรSอมเตาใหSความรSอน (Hot plate stirrer) บริษัท IKA, Germany 

40. เคร่ืองใหSความรSอนหลอดทดลอง (Heat blocks) บริษัท Merck, Germany 

41. เคร่ืองวัดคeาความเปdนกรดดeาง (pH meter) บริษัท Mettler Toledo, USA 

42. เคร่ืองปt∞นเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิขนาดใหญe (Centrifuge) บริษัท Beckman Coulter, USA 

43. เคร่ืองปt∞นเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) บริษัท Eppendorf, Germany 

44. เคร่ืองปt∞นเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) บริษัท Kubota, Japan 

45. เคร่ืองปt∞นเหว่ียงตกตะกอน (Mini centrifuge) บริษัท Nippon genetics, Japan  

46. เคร่ืองน่ึงฆeาเช้ือ (Autoclave) บริษัท Tomy, Japan 

47. เคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR thermocycler) บริษัท Bio rad, USA 

48. เคร่ืองวัดคeาดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) บริษัท Eppendorf, Germany  

49. ตูSชีวนิรภัยระดับ 2 (Bio safety cabinet class II) บริษัท Lab micro, Thailand  

50. อะลูมิเนียมฟอยลW (Aluminium foil)  

51. เทป (Tape)   

52. ป£ายสต๊ิกเกอรW (Label sticker)   

53. ผSาขาวบาง  (Cloth)  

54. ผSาวีราเนe (Virone)  

55. โกรeงและสาก (Mortar and pestle)  

56. กระบอกฉีดยา (Syringe) ขนาด 3 มิลลิลิตร บริษัท Merck, Germany 

57. ตูSแชeจุดเยือกแข็งต่ำ (freezer) อุณหภูมิ -20 °C บริษัท Panasonic, Japan  
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58. ตูSแชeจุดเยือกแข็งต่ำ (Ultra-low temperature freezer) อุณหภูมิ -86 °C บริษัท Thermo fisher 

scientific, USA 

59. ตูSแชeเย็น (Refrigerator) อุณหภูมิ 4 °C บริษัท Mitsubishi, Japan  

60. อุปกรณWเตรียมเจล บริษัท Major science, USA 

61. เคร่ืองเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส (Gel electrophoresis) บริษัท Major science, USA 

62. เคร่ืองอeานผลเจล (Gel documentation) บริษัท Uvitech, UK 

63. เคร่ืองทำน้ำปลอดประจุ (Ultra-pure water) บริษัท Alga, UK  

64. เคร่ืองไมโครเวฟ (Microwave) บริษัท Samsung, Korea  

 

2.2 เคมีภัณฑDท่ีใชsในการทดลอง 

 

1. ผงวุSน (Agar) บริษัท Sigma, USA 

2. ผงอะกาโรส (Agarose) บริษัท Sigma, USA 

3. ผงเซลลูโลส (Cellulose) C6288 บริษัท Sigma, USA 

4. ไดเอทิล ไพโรคารWบอเนต (Diethyl pyrocarbonate, DEPC) บริษัท Amresco, USA 

5. แอมพิซิลิน (Ampicillin) บริษัท Kos introtech, Thailand  

6. ไฮเมซาโซล (Hymexazol) บริษัท Thepwatana, Thailand  

7. ฟ̂นอล (Phenol) บริษัท Amresco, USA 

8. คลอโรฟอรWม (Chloroform) บริษัท Merck, Germany  

9. เอทานอล (Ethanol) บริษัท RCI labscan, Thailand  

10. เอทิเดียมโบรไมดW (Ethidium bromide) บริษัท Amresco, USA 

11. ไอโซเอมิลแอลกฮอลW (Isoamyl alcohol) บริษัท RCI labscan, Thailand 

12. โซเดียมอะซิเตต (Sodium acetate) บริษัท Merck, Germany 

13. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, SDS) บริษัท Sigma, USA 

14. เบตSา-เมอรWแคปโตเอทานอล (b-mercaptoethanol) บริษัท Sigma, USA 

15. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) บริษัท VWR chemical, USA 

16. โซเดียมไฮดรอกไซดW (Sodium hydroxide) บริษัท Merck, Germany 

17. ทริส (Tris) บริษัท Research organic, USA 

18. โซเดียมคลอไรดW (Sodium chloride) บริษัท Merck, Germany 

19. อีดีทีเอ (EDTA) บริษัท Bio Basic Canada Inc., Canada 
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บทท่ี 3 

วิธีดำเนินการทดลอง 

 

3.1 การเพาะเล้ียงราไฟทอฟธอราไอโซเลท R152 และการแยกเช้ือใหsบริสุทธ์ิ 

3.1.1 การเพาะเล้ียงราน้ำไอโซเลท R152 

ข้ันตอนการเพาะเล้ียงราน้ำไอโซเลท R152 ท่ีคาดวeาเปdน Phytophthora botryosa ท่ีแยกไดSจากกSานใบ

ยางพาราท่ีหลeนบริเวณรอบตSน จากสวนยางพาราในจังหวัดระยองและจังหวัดจันทบุรีในประเทศไทย ท่ีมาจาก

โครงการวิจัยในหัวขSอ “ไวรัสอารWเอ็นเอสายคูeของ Phytophthora botryosa และ Pythium cucurbitacearum 

จากตSนยางพารา” ของนางสาวกุลนันทนW รุeงนาไรe ซ่ึงมีรายงานถึงการพบไวรัสอารWเอ็นเอสายคูeในราน้ำไอโซเลท 

R152 ทำไดSโดยนำช้ินวุSนของราน้ำไอโซเลท R152 จาก Stock culture มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 

(ภาคผนวก ก) ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ Ampicillin บeมท่ีอุณหภูมิ 28 °C เปdนเวลา 7 วัน จากน้ันตัดช้ินวุSนบริเวณท่ีมี

สายใยของราเจริญดSวยพาสเจอรWป¶เปตปลอดเช้ือ และนำมาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 บeมท่ีอุณหภูมิ 28 

°C เปdนเวลา 7 วัน และนำไปตรวจสอบสกุลของราวeาเปdนสกุลเดิมตามท่ีมีรายงานไปแลSวหรือไมeดSวยวิธี Nested-

Polymerase Chain Reaction (PCR) 

3.1.2 การแยกเช้ือใหSบริสุทธ์ิ  

ข้ันตอนการแยกเช้ือใหSบริสุทธ์ิโดยใชSวิธีแยกสปอรWเด่ียว (Single spore isolation) ทำไดSโดยเพาะเล้ียงรา

น้ำไอโซเลท R152 ดSวยเทคนิคการใชSเมล็ดงาเปdนเหย่ือลeอ (Baiting technique) โดยตัดช้ินวุSนของราน้ำไอโซเลท 

R152 ท่ีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 ประมาณ 2-3 มาใสeในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเมล็ดงาและน้ำ P3 

ปลอดเช้ือ แลSวบeมท่ีอุณหภูมิ 28 °C ในท่ีมีแสง เปdนเวลา 5 วันหรือจนกวeาจะสังเกตเห็นการเจริญของสายใยราบน

เมล็ดงา จากน้ันจะเหน่ียวนำใหSมีการปลeอยของซูโอสปอรW ทำไดSโดยนำจานอาหารเล้ียงเช้ือมาเปล่ียนน้ำจากน้ำ P3 

ปลอดเช้ือ เปdนน้ำ DI ปลอดเช้ือ และนำไปแชeในตูSเย็นอุณหภูมิ 4-5 °C เปdนเวลา 30 นาที จากน้ันนำออกมาต้ังไวSท่ี

อุณหภูมิหSอง เปdนเวลาอีก 30 นาที และตรวจสอบการปลeอยของซูโอสปอรWใตSกลSองจุลทรรศนWแบบสเตอริโอ หากพบ

การปลeอยของซูโอสปอรW ใชSพาสเจอรWป¶เปตดูดสารแขวนลอยสปอรW (Spore suspension) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

5% V8 จากน้ันใชSแทeงแกSวกระจายเช้ือเกล่ียเช้ือใหSท่ัวผิวหนSาของอาหารเล้ียงเช้ือ บeมท่ีอุณหภูมิ 28 °C เปdนเวลา  

7 วัน จากน้ันตรวจสอบลักษณะการเจริญของราแตeละโคโลนีและนำไปตรวจสอบสกุลราดSวยวิธี Nested-

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
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3.2 การระบุสกุลของราโดยวิธี Nested-Polymerase Chain Reaction (PCR) 

3.2.1 การเพาะเล้ียงราน้ำไอโซเลท R152 เพ่ือสกัดดีเอ็นเอ 

 ตัดช้ินวุSนของราน้ำไอโซเลท R152 ท่ีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

5% V8 ใหมe บeมท่ีอุณหภูมิ 28 °C เปdนเวลา 3-5 วัน เพ่ือใหSมีการสรSางสายใยท่ีใหมeสำหรับสกัดดีเอ็นเอ 

3.2.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW ITS1 และ ITS4 

นำเข็มเข่ียเช้ือปลายงอปลอดเช้ือขีดสายใยบริเวณขอบโคโลนีของราน้ำไอโซเลท R152 ประมาณ 3 คร้ัง ใหS

มีการแตกหักของสายใยรา จากน้ันนำมาผสมกับสารท้ังหมดในปริมาตรตามตารางท่ี 3 และนำเขSาเคร่ือง PCR 

thermocycler เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสภาวะท่ีเหมาะสมตามตารางท่ี 4 ท้ังหมด 30 รอบ โดยการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอในรอบแรกน้ีจะใชSไพรเมอรW ITS1 และ ITS4 ท่ีมีความจำเพาะตeอราและส่ิงมีชีวิตคลSายรา เพ่ือเปdน

การยืนยันวeาราน้ำไอโซเลท R152 เปdนราหรือส่ิงมีชีวิตคลSายราจริง โดยตัวแปรควบคุมท่ีใชSในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็น

เอดSวยไพรเมอรW ITS1 และ ITS4 จะใชSน้ำกล่ันปลอดเช้ือเปdนตัวควบคุมลบ และใชS Phytophthora species ใน

หSองปฏิบัติการเปdนตัวควบคุมบวกในการทดลองน้ี  

 

ตารางท่ี 2 ขSอมูลไพรเมอรW ITS1 และ ITS4 

ไพรเมอรD ฟÇงกDชัน ลำดับนิวคลีโอไทดD (5’® 3’) Tm (°C) ขนาดผลิตภัณฑD (คูKเบส) 

ITS 1a Forward TCCGTAGGTGAACCTGCGG 61 
870-900 

ITS 4a Reward TCCTCCGCTTATTGATATGC 56 

(White และคณะ, 1990)a 
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ตารางท่ี 3 สeวนประกอบท่ีใชSในปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW ITS1 และ ITS4 

สKวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเขsมขsนสุดทsาย 

10X PCR buffer 2.5 1X 

50 mM MgCl2 0.75 1.5 mM 

10 mM dNTPs mix 0.5 0.2 mM 

10 µM ITS1 (Forward primer) 1.25 0.5 µM 

10 µM ITS4 (Reward primer) 1.25 0.5 µM 

Taq polymerase 0.125 0.05 mM 

น้ำกล่ันปลอดเช้ือ 18.625  

ปริมาตรรวม 25.0  

ตารางท่ี 4 สภาวะท่ีใชSในปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW ITS1 และ ITS4 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) 

Initial denaturation 94 3.00 

Denaturation 94 0.30 

Annealing 55 0.30 

Initial extension  72 1.00 

Final extension 72 5.00 

3.2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW A2 และ I2 

หลังจากการเพ่ิมจำนวนปริมาณดีเอ็นเอรอบแรกเสร็จแลSว นำผลิตภัณฑWจากการเพ่ิมจำนวนปริมาณดีเอ็น

เอรอบแรกมาเจือจาง 100 เทeา และนำมาใชSเปdนดีเอ็นเอแมeแบบสำหรับการเพ่ิมจำนวนปริมาณดีเอ็นเอรอบท่ีสอง

ดSวยไพรเมอรW A2 และ I2 ท่ีมีความจำเพาะตeอตำแหนeง ITS1-5.8s-ITS2 ของราในสกุลไฟทอฟธอราเพ่ือยืนยันวeารา

น้ำไอโซเลท R152 เปdนราในสกุลไฟทอฟธอราจริง โดยนำดีเอ็นเอแมeแบบมาผสมกับสารท้ังหมดในปริมาตรตาม

ตารางท่ี 6 และนำเขSาเคร่ือง PCR thermocycler เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสภาวะท่ีเหมาะสมตามตารางท่ี 

7 ท้ังหมด 30 รอบ ตัวแปรควบคุมท่ีใชSในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW A2 และ I2 จะใชSน้ำกล่ันปลอดเช้ือ

เปdนตัวควบคุมลบ และใชS Phytophthora botryosa  เปdนตัวควบคุมบวก 
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ตารางท่ี 5 ขSอมูลไพรเมอรW A2 และ I2 

ไพรเมอรD ฟÇงกDชัน ลำดับนิวคลีโอไทดD (5’® 3’) Tm (°C) ขนาดผลิตภัณฑD (คูKเบส) 

A2b Forward ACTTTCCACGTGAACCGTTTCAA  61 
782 

I2b Reward GATATCAGGTCCAATTGAGATGC  61 

(Drenth และคณะ, 2006) b 

ตารางท่ี 6 สeวนประกอบท่ีใชSในปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW A2 และ I2 

สKวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเขsมขsนสุดทsาย 

10X PCR buffer 2.5 1X 

50 mM MgCl2 0.75 1.5 mM 

10 mM dNTPs mix 0.5 0.2 mM 

10 µM A2 (Forward primer) 1.25 0.5 µM 

10 µM I2 (Reward primer) 1.25 0.5 µM 

Taq polymerase 0.125 0.05 mM 

DNA template 1  

น้ำกล่ันปลอดเช้ือ 17.625  

ปริมาตรรวม 25.0  

ตารางท่ี 7 สภาวะท่ีใชSในปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW A2 และ I2 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) 

Initial denaturation 94 3.00 

Denaturation 94 0.30 

Annealing 56 0.30 

Initial extension  72 1.00 

Final extension 72 5.00 
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3.2.4 วิเคราะหWผลดSวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส 

เตรียม 1% อะกาโรสเจลโดยช่ังผงอะกาโรส 0.3 มิลลิกรัม ละลายใน 1X TAE buffer ปริมาตร 30 

มิลลิลิตร เม่ือเจลแข็งตัวนำไปใสeในเคร่ืองเจลอิเล็กโทรโฟลิซิสท่ีมี 1X TAE buffer จากน้ันนำผลิตภัณฑWท่ีไดSจาก

การเพ่ิมจำนวนดีเอ็นเอดSวยคูeไพรเมอรW ITS1/ITS4 และ A2/I2 มาหยอดลงแตeละหลุมโดยผสมกับ 6X Loading 

dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และใชS 1kb plus DNA ladder เปdนตัวระบุขนาดของดีเอ็นเอ โดยใชSความตeางศักยW

ของกระแสไฟฟ£า 100 โวลตW เวลา 30 นาที จากน้ันนำเจลมาแชeในเอทิเดียมโบรไมดWเปdนเวลา 10 นาที และ แชeใน

น้ำเปลeาเปdนเวลาอีก 10 นาที กeอนท่ีจะนำไปวิเคราะหWผลดSวยเคร่ือง Gel documentation ท่ีจะทำใหSเห็นแถบ

ของดีเอ็นเอและขนาดจากน้ันบันทึกผลการวิเคราะหWและถeายภาพ 

 

3.3 การตรวจหาไวรัสอารDเอนเอสายคูK 

3.3.1 การเล้ียงราน้ำไอโซเลท R152 เพ่ือสรSางสายใยและการเก็บสายใยเพ่ือสกัดสารพันธุกรรม 

ตัดช้ินวุSนของราน้ำไอโซเลท R152 ท่ีเล้ียงอยูeบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 ประมาณ 8-10 ช้ินวุSน ดSวย

พาสเจอรWป¶เปตปลอดเช้ือ มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 20% V8 (ภาคผนวก ก) ท่ีมี Ampicillin ปริมาตร 30 

มิลลิลิตร บeมแบบเขยeาท่ี 150 rpm อุณหภูมิ 25°C เปdนเวลา 7 วันหรือจนกวeาสายใยจะมีปริมาณท่ีเหมาะสม 

จากน้ันเก็บสายใยโดยการกรองผeานผSาขาวบางปลอดเช้ือ และลSางทำความสะอาดดSวยน้ำปลอดประจุปลอดเช้ือ

ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จากน้ันทำใหSแหSงและนำมาเก็บรักษาท่ีตูSแชeจุดเยือกแข็งต่ำอุณหภูมิ -80°C จนกวeาจะนำมา

สกัดสารพันธุกรรมในข้ันตอนตeอไป  

3.3.2 การสกัดสารพันธุกรรม (Total nucleic acid extraction) 

ข้ันตอนการสกัดสารพันธุกรรมในโครงการน้ีดัดแปลงมาจากวิธีของ Okada และคณะ (2015) และวิธีของ 

กุลนันทW รุeงนาไรe (2016) ทำโดยนำสายใยราท่ีแชeแข็งท่ีอุณหภูมิ -80°C น้ำหนัก 500 มิลลิกรัม มาบดในโกรeงท่ีเก็บ

รักษาในตูSแชeจุดเยือกแข็งต่ำอุณหภูมิ -80°C เม่ือบดจนละเอียดแลSว เติม Extraction buffer ท่ีประกอบดSวย 2X 

STE buffer ท่ีมี 1% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1,250 ไมโครลิตร ลงในโกรeงและผสมใหSเขSากัน กeอนท่ีจะดูดสาร

แขวนลอยท่ีไดSใสeลงไปในหลอดเซนตริฟ¶วจWขนาด 15 มิลลิลิตร จากน้ันเติม b-mercaptoethanol ปริมาตร 12.5 

ไมโครลิตร ตามดSวย Saturated phenol ปริมาตร 625 ไมโครลิตร และ chloroform:isoamyl alcohol (24:1) 

ปริมาตร 625 ไมโครลิตร จากน้ันผสมใหSเขSากันแลSวแบeงสารสกัดหยาบท่ีไดSใสeในหลอดไมโครเซนตริฟ¶วจWขนาด 1.5 

มิลลิลิตร 2 หลอดเทeาๆกัน แลSวนำไปปt∞นเหว่ียงดSวยความเร็ว 13,000 rpm เปdนเวลา 15 นาที อุณหภูมิ 4°C จะไดS
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เปdนสeวนตะกอนและสeวนใสแยกช้ันกัน ดูดสeวนใสท่ีไดSใสeในหลอดไมโครเซนตริฟ¶วจWหลอดใหมe เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -

20°C จนกวeาจะนำไปสกัดอารWเอ็นสายคูeตeอไป   

3.3.3 การสกัดอารWเอ็นสายคูe (dsRNA extraction by cellulose column chromatography) 

ข้ันตอนการสกัดอารWเอ็นเอสายคูeดSวย Cellulose column chromatography ดัดแปลงจากวิธีของ Das 

และคณะ (2014), บุณยฤทธ์ิ จันทวิมล (2011) และกุลนันทW รุeงนาไรe (2016) ทำโดยผสมผงเซลลูโลส (Sigma 

C6288) 0.5 กรัมกับ 1X STE buffer ท่ีมี 15% ethanol (v/v) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ในหลอดเซน

ตริฟ¶วจWขนาด 15 มิลลิลิตร จากน้ันนำสeวนใสท่ีไดSจากการสกัดสารพันธุกรรมในขSอ 3.3.2 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร 

มาผสมกับสารแขวนลอยเซลลูโลสท่ีเตรียมไวS และเติม Ethanol เพ่ือปรับใหSไดSความเขSมขSน 17% (v/v) ผสมใหSเขSา

กัน จากน้ันเตรียมคอลัมนWโดยใชSกระบอกฉีดยาปลอดเช้ือขนาด 3 มิลลิลิตร ดึงสeวนท่ีเปdนลูกสูบ (Plugger) ออกจาก

กระบอกฉีดยา จากน้ันนำผSาวีราเนe (Interlining) ปลอดเช้ือท่ีแชeอยูeใน 1% DEPC (ภาคผนวก ข) มาใสeลงไปใน

กระบอกฉีดยาเปรียบเสมือนเปdนแผeนกรอง จากน้ันนำคอลัมนWไปต้ังในท่ีต้ังหลอดทดลองในลักษณะเอาสeวนปลาย

ลง และคeอยๆเทสารแขวนลอยเซลลูโลสกับสeวนใสท่ีเตรียมไวSลงไปในคอลัมนW รองดSานลeางของคอลัมนWดSวยฝาของ

หลอดเซนตริฟ¶วจWท่ีปลอดเช้ือ สารแขวนลอยท่ีใสeลงไปจะคeอยๆไหลผeานคอลัมนWและช้ันของผSาวีราเนeตามแรงโนSม

ถeวงของโลก เซลลูโลสจะถูกบรรจุอยูeบริเวณกSนของคอลัมนWไมeไหลผeานช้ันผSาวีราเนeออกมา จากน้ันนำสeวนใสท่ีไหล

ผeานคอลัมนWมาผeานคอลัมนWอีก 2 คร้ัง จนสารแขวนลอยในคอลัมนWเกือบหมด จากน้ันลSางคอลัมนWดSวย Washing 

buffer ซ่ึงประกอบดSวย 1X STE buffer ท่ีมี 15% ethanol (v/v) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท้ิงน้ำท่ีไหลผeานจาก

คอลัมนWซ่ึงจะประกอบไปดSวยอารWเอ็นเอสายเด่ียวและดีเอ็นเอ สeวนอารWเอ็นเอสายคูeจะจับอยูeกับเซลลูโลสในสภาวะ

ท่ีมีความเขSมขSนของเอทานอล 15% (v/v) ในคอลัมนW จากน้ันเม่ือ Washing buffer ไหลผeานคอลัมนWเกือบหมด จึง

เติม Elute buffer ซ่ึงก็คือ 1X STE buffer (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เก็บน้ำท่ีไหลผeานจากคอลัมนW

ท้ังหมดซ่ึงคาดวeานeาจะมีอารWเอ็นเอสายคูeในหลอดเซนตริฟ¶วจWขนาด 15 มิลลิลิตร จากน้ันตกตะกอนอารWเอ็นเอสายคูe

ดSวย 3M Sodium acetate (pH5.2) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ Absolute ethanol ปริมาตร 

2.5 เทeาของสารละลายท่ีไหนผeานจากคอลัมนW จากน้ันผสมใหSเขSากันโดยวิธี Invert mix และนำไปบeมในตูSแชeแข็ง

อุณหภูมิ -20°C ขSามคืน จากน้ันนำสารละลายท่ีอยูeในหลอดเซนตริฟ¶วจWขนาด 15 มิลลิลิตรมาแบeงใสeหลอดไมโคร 

เซนตริฟ¶วจWขนาด 1.5 มิลลิลิตร เพ่ือปt∞นเหว่ียงดSวยความเร็ว 13,000 rpm เปdนเวลา 15 นาที อุณหภูมิ 4°C จนครบ

ปริมาตรท้ังหมด โดยท้ิงสeวนใสและเก็บสeวนท่ีเปdนตะกอน จากน้ันลSางตะกอนดSวย 80% ethanol (v/v) และนำมา

ปt∞นเหว่ียงดSวยความเร็ว 13,000 rpm เปdนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4°C ท้ังหมด 2 รอบ ท้ิงสeวนใสท้ังหมด นำตะกอน

ท่ีไดSมา Air dry ท่ีอุณหภูมิหSองเปdนเวลา 2 ช่ัวโมง หรือใหSความรSอนท่ีอุณหภูมิ 55°C ในเคร่ืองใหSความรSอนหลอด

ทดลองเปdนเวลา 3 นาที จากน้ันนำตะกอนท่ีคeอนขSางแหSงมาทำละลายดSวย 1% DEPC ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

จากน้ันนำสารละลายอารWเอ็นเอสายคูeมาตรวจสอบการมีอยูeของสารพันธุกรรมดSวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส  
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บน 1% อะกาโรสเจล และตรวจสอบคุณภาพและวัดความเขSมขSนของสารพันธุกรรมดSวยเคร่ืองวัดคeาการดูดกลืน

แสง (Nanodrop) และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80°C จนกวeาจะนำมาใชS 

 

 

 

 

3.4 การตรวจสอบชนิดสารพันธุกรรมของไวรัสดsวยเอนไซมD 

3.4.1 การทดสอบยeอยสารพันธุกรรมดSวยเอนไซมW RNase 3 

หลังจากการวัดความเขSมขSนของสารพันธุกรรมดSวยเคร่ืองวัดคeาการดูดกลืนแสง (Nanodrop) ท่ีไดSจากการ

สกัดอารWเอ็นเอสายคูeในข้ันตอนท่ี 3.3.3 แลSวจึงป¶เปตอารWเอ็นเอสายคูeความเขSมขSน 200 นาโนกรัม ใสeในหลอดไมโคร 

เซนตริฟ¶วจWขนาด 1.5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรเปdน 100 ไมโครลิตรดSวยสารละลาย 1X STE buffer (ภาคผนวก 

ข) จากน้ันตกตะกอนอารWเอ็นเอสายคูeดSวย 3M Sodium acetate (pH5.2) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2.5 เทeาของ

ของสารละลาย บeมท่ีอุณหภูมิ -20°C ขSามคืน จากน้ันนำสารละลายมาแบeงใสeหลอดไมโครเซนตริฟ¶วจWใหมeใน

ปริมาตรท่ีเทeากัน 2 หลอดไดSแกe ชุดควบคุม และชุดทดลอง จากน้ันนำสารละลายท้ัง 2 หลอดมาปt∞นเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 13,000 rpm เปdนเวลา 15 นาที อุณหภูมิ 4°C เทสeวนใสท้ิง แลSวลSางสeวนตะกอนดSวย 80% ethanol (v/v) 

และนำมาปt∞นเหว่ียงดSวยความเร็ว 13,000 rpm เปdนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4°C ท้ังหมด 2 รอบ ท้ิงสeวนใสท้ังหมด

และเก็บสeวนตะกอนมาทำละลายใน 1% DEPC จากน้ันเติม RNase A (Bio Basic, Canada ใหSไดSความเขSมขSน

ภาพท่ี 2 แสดง Cellulose column chromatography 

(Peyambari และคณะ, 2018) 
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สุดทSายเปdน 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากน้ันบeมท่ีอุณหภูมิหSองเปdนเวลา 20 นาที และหยุดปฏิกิริยาดSวยการเติม 10X 

EDTA ปริมาตร 10 ไมโครลิตร กeอนนำไปตรวจสอบการมีอยูeของสารพันธุกรรมดSวยเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส  

3.4.2 การทดสอบยeอยสารพันธุกรรมดSวยเอนไซมW DNase I 

หลังจากการวัดความเขSมขSนของสารพันธุกรรมดSวยเคร่ืองวัดคeาการดูดกลืนแสง (Nanodrop) ท่ีไดSจากการ

สกัดอารWเอ็นเอสายคูeในข้ันตอนท่ี 3.3.3 แลSวจึงป¶เปตอารWเอ็นเอสายคูeความเขSมขSน 500 นาโนกรัม มาใสeหลอดไมโค

รเซนตริฟ¶วจWขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท้ังหมด 2 หลอดไดSแกe หลอดควบคุม และหลอดทดลอง จากน้ันนำมาตกตะกอน

อีกรอบดSวย 3M Sodium acetate (pH5.2) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ Absolute ethanol 

ปริมาตร 2.5 เทeาของสารละลาย ผสมใหSเขSากันโดยวิธี Invert mix และนำไปบeมในตูSแชeแข็งอุณหภูมิ -20°C ขSามคืน 

จากน้ันนำสารละลายมาปt∞นเหว่ียงดSวยความเร็ว 13,000 rpm เปdนเวลา 15 นาที อุณหภูมิ 4°C ท้ิงสeวนใสและเก็บ

สeวนท่ีเปdนตะกอน จากน้ันลSางตะกอนดSวย 80% ethanol (v/v) และนำมาปt∞นเหว่ียงดSวยความเร็ว 13,000 rpm 

เปdนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4°C ท้ังหมด 2 รอบ ท้ิงสeวนใสท้ังหมด นำตะกอนท่ีไดSมา Air dry จนแหSงแลSวมาทำ

ละลายตามชุดการทดลอง คือ ชุดควบคุม ละลายในน้ำกล่ันปลอดนิวคลีเอสปริมาตร 18 ไมโครลิตร และ 10X 

DNase I buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ชุดทดลอง ละลายในน้ำกล่ันปลอดนิวคลีเอสปริมาตร 18 ไมโครลิตร ตาม

ดSวย 10X DNase I buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ DNase I (Bio Basic, Canada) 1 หนeวย จากน้ันบeมท่ี

อุณหภูมิ 37°C ในเคร่ืองใหSความรSอนหลอดทดลองเปdนเวลา 10 นาที และหยุดปฏิกิริยาดSวยการเติม 5X EDTA 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร กeอนนำไปตรวจสอบการมีอยูeของสารพันธุกรรมดSวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส 

3.4.3 การทดสอบยeอยสารพันธุกรรมดSวยเอนไซมW S1 nuclease 

 หลังจากการวัดความเขSมขSนของสารพันธุกรรมดSวยเคร่ืองวัดคeาการดูดกลืนแสง (Nanodrop) ท่ีไดSจาก

การสกัดอารWเอ็นเอสายคูeในข้ันตอนท่ี 3.3.3 แลSวจึงป¶เปตอารWเอ็นเอสายคูeความเขSมขSน 500 นาโนกรัม มาใสeหลอด

ไมโครเซนตริฟ¶วจWขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท้ังหมด 2 หลอดไดSแกe หลอดควบคุม และหลอดทดลอง จากน้ันนำมา

ตกตะกอนอีกรอบดSวย 3M Sodium acetate (pH5.2) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ Absolute 

ethanol ปริมาตร 2.5 เทeาของสารละลาย ผสมใหSเขSากันโดยวิธี Invert mix และนำไปบeมในตูSแชeแข็งอุณหภูมิ         

-20°C ขSามคืน จากน้ันนำสารละลายมาปt∞นเหว่ียงดSวยความเร็ว 13,000 rpm เปdนเวลา 15 นาที อุณหภูมิ 4°C ท้ิง

สeวนใสและเก็บสeวนท่ีเปdนตะกอน จากน้ันลSางตะกอนดSวย 80% ethanol (v/v) และนำมาปt∞นเหว่ียงดSวยความเร็ว 

13,000 rpm เปdนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4°C ท้ังหมด 2 รอบ ท้ิงสeวนใสท้ังหมด นำตะกอนท่ีไดSมา Air dry จน

แหSงแลSวมาทำละลายตามชุดการทดลอง คือ ชุดควบคุม ละลายในน้ำกล่ันปลอดนิวคลีเอสปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ชุดทดลอง ละลายในน้ำกล่ันปลอดนิวคลีเอสปริมาตร 16 ไมโครลิตร ตามดSวย 10X S1 buffer ปริมาตร 2 

ไมโครลิตร และ S1 (Promega, USA) 0.1 หนeวย/ไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากน้ันบeมท่ีอุณหภูมิ 37°C 
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ในเคร่ืองใหSความรSอนหลอดทดลองเปdนเวลา 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาดSวยการเติม 0.5M EDTA ปริมาตร 2 

ไมโครลิตร กeอนนำไปตรวจสอบการมีอยูeของสารพันธุกรรมดSวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส 

 

3.5 การสKงผKานไวรัส  

3.5.1 สายพันธุWราท่ีใชSในการสeงผeานไวรัส  

ในการทดลองการสeงผeานไวรัสน้ีไดSใชSราน้ำไอโซเลท R152 ท่ีคาดวeาจะมีไวรัสอารWเอ็นเอสายคูeมาเปdนผูSใหS 

(Donor) ในการสeงผeานไวรัส และไดSเลือกใชSรา Phytophthora botryosa สายพันธุWท่ีไมeมีไวรัสท่ีเก็บรักษาอยูeใน 

Stock culture ในหSองปฏิบัติการมาเปdนผูSรับ (Recipient) โดยเพาะเล้ียงราท้ังสองในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 

บeมท่ีอุณหภูมิ 28°C เปdนเวลา 7 วันหรือจนกวeาจะสรSางสายใยประมาณ 3/4 ของจานเพาะเล้ียงเช้ือจึงนำไปทดลอง  

3.5.2 การสeงผeานไวรัสดSวยวิธีตามธรรมชาติ 

ข้ันตอนการสeงผeานไวรัสดSวยวิธีตามธรรมชาติในโครงการน้ีดัดแปลงมาจากวิธีของ (Cai, G., 2019) ท่ีไดSทำ

โครงการวิจัยในหัวขSอ “PiRV-2 stimulates sporulation in Phytophthora infestans” ซ่ึงประสบความสำเร็จ

จากการใชSวิธีการสeงผeานไวรัสแบบ Anastomosis ซ่ึงเปdนหน่ึงในวิธีการสeงผeานไวรัสตามธรรมชาติของราคือ การ

สeงผeานในแนวราบ (Horizontal transmission) ทำไดSโดยเพาะเล้ียงราตัวท่ีมีไวรัส (Donor) รeวมกับราตัวท่ีไมeมี

ไวรัส (Recipient) ในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 (ภาคผนวก ก) และนำไปบeมท่ีอุณหภูมิ 28°C เปdนเวลา 7 วันหรือ

จนกวeาจะเห็นการรวมกันของสายใยดังภาพท่ี  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 3 แสดงภาพจำลองการเพาะเล้ียงราแบบ Dual culture บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 
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ซึ่งคาดวeาจะเกิดการสeงผeานสารพันธุกรรมและไซโตพลาสมิก (Pearson, 2009) ซึ ่งอัตราการประสบ

ความสำเร็จในการสeงผeานไวรัสดSวยวิธี Anastomosis ขึ้นอยูeกับความเขSากันไดSของสายใยแตeละสายพันธุW เชeน อยูe

ในกลุeม Vegetative compatibility group (VCG) เดียวกันหรือไมe แตeอยeางไรก็ตามเคยมีรายงานถึงการสeงผeาน

ไวรัสดSวยวิธี Anastomosis จากราท่ีอยู eคนละสป^ชีสWกัน (Lui, 2003) จากนั ้นเจาะชิ ้นวุ Sนฝt ∞งราตัวที ่เปdนผู Sรับ 

(Recipient) ดSวยพาสเจอรWป¶เปตปลอดเชื้อ เพื่อทำใหSแนeใจวeาชิ้นวุSนที่ตัดมาจะมีแคeสายใยของราตัวที่เปdนผูSรับ

เทeานั้น (Recipient) จากนั้นนำชิ้นวุSนนี้ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 ใหมe แลSวนำไปบeมที่อุณหภูมิ 

28°C เปdนเวลา 7 วัน และตรวจสอบสารพันธุกรรมดSวยการนำมาสกัดสารพันธุกรรม 

 

3.5.3 การสeงผeานไวรัสดSวยวิธีในหSองปฏิบัติการ  

ขั้นตอนการสeงผeานไวรัสดSวยวิธีในหSองปฏิบัติการใชSวิธี Mechanical transmission คือการทำใหSเสSนใย

ของราตัวที่ไมeมีไวรัส (Recipient) เกิดการความเสียหายจากแรงกลโดยมนุษยW โดยทำใหSสายใยขาดออกจากกัน

หรือเกิดการแตกของสายใย ทำไดSโดยการใชSพาสเจอรWป¶เปตปลอดเชื้อเจาะวุSนบริเวณที่มีสายใยเจริญอยูeของรา         

Phytophthora botryosa สายพันธุWที่ไมeมีไวรัสที่เลี้ยงอยูeบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 (ภาคผนวก ก) จากน้ัน

หยดบริเวณที่เจาะดSวยสารละลายอารWเอสายคูeที่สกัดไดSจากขั้นตอนที่ 3.3.3 เพื่อใหSสารพันธุกรรมจากราน้ำไอโซ

เลท R152 สeงผeานเขSาไปในสายของราตัวที่เปdนผูSรับ (Recipient) จากนั้นนำไปบeมอุณหภูมิ 28°C เปdนเวลา 7 วัน 

และตรวจสอบสารพันธุกรรมดSวยการนำมาสกัดสารพันธุกรรม  
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3.6 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 

3.6.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาดSวยตาเปลeา 

 

ข้ันตอนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาดSวยตาเปลeาทำไดSโดยเพาะเล้ียงราสายพันธุWตeางๆ บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 (ภาคผนวก ก) บeมท่ีอุณหภูมิ 28°C เปdนเวลา 7 วันหรือจนกวeาจะสรSางสายใยประมาณ 3/4 

ของจานเพาะเล้ียงเช้ือ จากน้ันตรวจสอบรูปแบบการเจริญของโคโลนี ลักษณะโคโลนี สีโคโลนี บันทึกลักษณะท่ีพบ

และถeายภาพ 

 

3.6.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตSกลSองจุลทรรศนW 

 

ข้ันตอนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตSกลSองจุลทรรศนW ทำไดSโดยเทคนิคการเพาะเล้ียงโดยใชS

เมล็ดงาเปdนเหย่ือลeอ (Baiting technique) โดยนำช้ินวุSนของราสายพันธุWตeางๆ ท่ีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% 

V8 (ภาคผนวก ก) มาเล้ียงในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเมล็ดงาและน้ำ P3 ปลอดเช้ือ และบeมท่ีอุณหภูมิ 28°C ในท่ีมี

แสง เปdนเวลา 7 วันหรือจนกวeาจะสังเกตเห็นการเจริญของสายใยราบนเมล็ดงา เพ่ือกระตุSนใหSเกิดการสรSางของ

สปอรWแรงเจียม จากน้ันจึงนำไปตรวจสอบดSวยการสeองใตSกลSองจุลทรรศนWแบบสเตอริโอ หรือทำ Slide culture  

ยSอมดSวยสี Lacto phenol cotton blue แลSวนำไปสeองใตSกลSองจุลทรรศนWแบบใชSแสงท่ีกำลังขยาย 400 เทeา เพ่ือ

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา เชeน ลักษณะรูปรeางของสปอรWแรงเจียม ขนาดของสปอรWแรงเจียม การหลุด

ของสปอรWแรงเจียมจากกSานชูสปอรW การสรSางผนังก้ันสายใย นอกจากน้ียังสามารถศึกษารูปแบบการปลeอยของซูโอ

สปอรWไดS โดยนำจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน้ำ P3 มาเปล่ียนเปdนน้ำ DI ปลอดเช้ือ และนำไปแชeในตูSเย็นอุณหภูมิ 4-5 °C 

เปdนเวลา 30 นาที จากน้ันนำออกมาต้ังไวSท่ีอุณหภูมิหSอง เปdนเวลาอีก 30 นาที และดูใตSกลSองจุลทรรศนWแบบสเตอริ

โอ สังเกตการปลeอยของซูโอสปอรWจากสปอรWแรงเจียม จากน้ันบันทึกลักษณะท่ีพบและถeายภาพ  
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 การเพาะเล้ียงราน้ำไอโซเลท R152 และการแยกเช้ือใหsบริสุทธ์ิ 

4.1.1 การเพาะเล้ียงราน้ำไอโซเลท R152 

ราน้ำไอโซเลท R152 จากโครงการวิจัยเร่ือง “ไวรัสอารWเอ็นเอสายคูeของ Phytophthora botryosa และ 

Pythium cucurbitacearum จากตSนยางพารา” ของนางสาวกุลนันทนW รุeงนาไรe ซ่ึงราน้ำไอโซเลท R152 แยกไดS

จากปากทางเขSาวัดเขาตาอ๋ิน ม.5 ต.ชุมแสง อ.วังจันทรW จ.ระยอง พิกัด 12°54'55.0"N 101°28'52.4"E	(กุลนันทW รุeง

นาไรe, 2016) ไดSถูกเก็บรักษาใน P3 water stock culture ในหSองปฏิบัติการ 2019 มาต้ังแตeป̂ พ.ศ. 2559 และถูก

ตeอเช้ือในทุกๆป̂ จนถูกนำมาทำการทดลองในป̂ พ.ศ. 2563 ซ่ึงจากการนำช้ินวุSนของราไฟทอฟธอราไอโซเลท R152 

จาก Stock culture มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 และอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ 

Ampicillin และบeมท่ีอุณหภูมิ 28 °C พบการเจริญของราไฟทอฟธอราไอโซเลท R152 เจริญเกือบเต็มจานอาหาร

เล้ียงเช้ือหลังจากการบeมเปdนเวลา 3 วัน ลักษณะการเจริญของโคโลนีเปdนรูปแบบ Radiate คือมีเสSนใยเจริญ

ออกเปdนแฉกจากจุดศูนยWกลางในแนวรัศมี นอกจากน้ียังพบวeาการเจริญของราไฟทอฟธอราไอโซเลท R152 ใน

อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ Ampicillin มีการเจริญลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับในอาหารเล้ียง

เช้ือแข็ง 5% V8 (ภาพท่ี 4.1)  

4.1.2 การแยกเช้ือใหSบริสุทธ์ิ 

จากการทดลองแยกเชื้อใหSบริสุทธิ์โดยใชSวิธีแยกสปอรWเดี่ยว (Single spore isolation) โดยนำราน้ำไอโซ

เลท R152 มาเลี้ยงดSวยเทคนิคการใชSเมล็ดงาเปdนเหยื่อลeอ (Baiting technique) และเหนี่ยวนำราใหSมีการปลeอยซู

โอสปอรWดSวยการเปลี่ยนสารอาหารจากน้ำ P3 ปลอดเชื้อเปdนน้ำ DI ปลอดเชื้อ จากนั้นตรวจสอบการปลeอยซูโอ

สปอรWใตSกลSองจุลทรรศนWแบบสเตอริโอ พบวeามีสปอรWแรงเจียมจำนวนมากที่มีลักษณะกลมแบบ Globose มีขนาด

ประมาณ 20 ไมโครเมตร และพบซูโอสปอรWถูกปลeอยออกจากสปอรWแรงเจียมโดยมีการสรSางโครงสรSางพิเศษที่งอก

และยื่นออกมาเปdน Outgrowing papilla เพื่อบรรจุซูโอสปอรWแลSวจึงแตกออกเพื่อปลeอยซูโอสปอรW (ภาพท่ี 4.2) 

ซึ่งเปdนลักษณะที่สามารถพบไดSในพิเทียม แตeไมeพบในไฟทอฟธอรา และจากรายงานของนางสาวกุลนันทW รุeงนาไรe 

(2016) พบสปอรWแรงเจียมขนาดประมาณ 15.2 ไมโครเมตร ที่มีลักษณะกลมแบบ Globose คลSายสปอรWแรงเจียม

ของพิเทียม แสดงใหSเห็นวeาราน้ำไอโซเลท R152 มีรา 2 ชนิดปนกันอยูe จึงทำใหSสรุปไดSวeาสปอรWแรงเจียมและซูโอ

สปอรWที่พบเปdนของราพิเทียม ดังนั้นผูSวิจัยจึงไดSนำสารแขวนลอยสปอรWมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 

พบวeาเมื่อเวลาผeานไป 5 วัน พบการเจริญของราหลายโคโลนีที่มีลักษณะเหมือนกัน จึงไดSนำมาตeอเชื้อลงในอาหาร
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เล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 ใหมe และนำไปบeมท่ีอุณหภูมิ 28 °C เปdนเวลา 3 วัน พบการเจริญของสายใยราประมาณ 3/4 

ของอาหารเล้ียงเช้ือ จึงไดSนำสายใยรามาดูลักษณะโคโลนีและนำไปตรวจสอบสกุลราดSวยวิธี Nested-Polymerase 

Chain Reaction (PCR) พบวeาราที่ไดSจากการแยกสปอรWเดี่ยวมีลักษณะโคโลนีเหมือนกับราไฟทอฟธอรา R152 

และจากการทำ Nested–PCR โดยใชSคู eไพรเมอรW ITS1/ITS4 และ A2/I2 ที่มีความจำเพาะตeอราไฟทอฟธอรา 

พบวeาไมeสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมไดS (ภาพที่ 4.3) ซึ่งตรงกับรายงานของกุลนันทW รุeงนาไรe (2016) วeาไฟ

ทอฟธอราที่มีไวรัสไมeสรSางสปอรWแรงเจียมและไมeสามารแยกออกจากพิเทียมไดS ดังนั้นราที่ไดSจากการแยกสปอรW

เด่ียวไมeใชeไฟทอฟธอรา  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.1 แสดงลักษณะโคโลนีของราไฟทอฟธอรา R152 บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 (a,b)  

และอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ Ampicillin (c,d) 

a b 

c d 



 21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.2 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลท R152 ท่ีเล้ียงดSวยเทคนิคการใชS 

เมล็ดงาเปdนเหย่ือลeอ (Baiting technique) (a) สปอรWแรงเจียม (b) Outgrowing papilla (ลูกศร) 

a 

b 

ภาพท่ี 4.3 แสดงผลิตภัณฑWท่ีเกิดข้ึนจาก Nested-Polymerase Chain Reaction (PCR)  

โดยใชSคูeไพรเมอรW ITS1/ITS4 และ A2/I2 จากราท่ีไดSจากการแยกสปอรWเด่ียว 

Lane M : 100 bp DNA ladder  

Lane 1, 2, 3, 4 : ราท่ีไดSจากการแยกสปอรWเด่ียวสปอรWท่ี 1, 2, 3, 4 ตามลำดับ 

Lane +ve : ชุดควบคุมบวกเปdน Phytophthora sp.  

Lane -ve : ชุดควบคุมลบเปdนน้ำกล่ัน 

M 1 2 3 4 +ve -ve 

800 
700 
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4.2 การระบุสกุลของราโดยวิธี Nested-Polymerase Chain Reaction (PCR)  

4.2.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW ITS1 และ ITS4 

 

จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW ITS1 และ ITS4 ซ่ึงเปdนไพรWเมอรWท่ีมีความจำเพาะตeอราและ

ส่ิงมีชีวิตคลSายรา แลSวนำผลิตภัณฑWท่ีไดSจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมไปวิเคราะหWผลดSวยเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส 

โดยใชSอะกาโรสความเขSมขSน 1% และความตeางศักยWของกระแสไฟฟ£า 100 โวลตW เวลา 30 นาที พบวeาราน้ำไอโซ

เลท R152 ทุกตัวอยeางแสดงแถบของดีเอ็นเอตรงกับแถบในชุดควบคุมบวกซ่ึงก็คือ Phytophthora sp. ท่ีจะมี

ขนาดของผลิตภัณฑWประมาณ 870-900 คูeเบส (ภาพท่ี 4.4) และในชุดควบคุมลบไมeเกิดแถบดีเอ็นเอ จึงสามารถ

สรุปผลจากการทดลองน้ีไดSวeาราน้ำไอโซเลท R152 ทุกตัวอยeางเปdนราหรือส่ิงมีชีวิตคลSายรา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.4 แสดงผลิตภัณฑWท่ีเกิดข้ึนจาก Polymerase Chain Reaction (PCR)  

โดยใชSไพรเมอรW ITS1 และ ITS4 ท่ีมีความจำเพาะตeอราและส่ิงมีชีวิตคลSายรา 

Lane M : 1 kb DNA ladder  

Lane 1, 2, 3, 4 : ราน้ำไอโซเลท R152 ตัวอยeางท่ี 1, 2, 3, 4 ตามลำดับ 

Lane +ve : ชุดควบคุมบวกเปdน Phytophthora sp.  

Lane -ve : ชุดควบคุมลบเปdนน้ำกล่ัน 

M 1 2 3 4 +ve -ve 

1000 
750 
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4.2.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW A2 และ I2 

 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดSวยไพรเมอรW A2 และ I2 ซ่ึงเปdนไพรเมอรWท่ีมีความจำเพาะตeอ Phytophthora sp. 

โดยใชSผลิตภัณฑWท่ีไดSจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอรอบแรกดSวยไพรเมอรW ITS1 และ ITS4 มาเจือจาง 100 เทeา และ

ใชSเปdนดีเอ็นเอแมeแบบสำหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอรอบท่ีสองดSวยไพรเมอรW A2 และ I2 แลSวนำผลิตภัณฑWท่ีไดS

จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมไปวิเคราะหWผลดSวยเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส โดยใชSอะกาโรสความเขSมขSน 1% และ

ความตeางศักยWของกระแสไฟฟ£า 100 โวลตW เวลา 30 นาที พบวeาราน้ำไอโซเลท R152 ทุกตัวอยeางแสดงแถบของดี

เอ็นเอตรงกับแถบในชุดควบคุมบวกซ่ึงก็คือ Phytophthora sp. ท่ีจะมีขนาดของผลิตภัณฑW 782 คูeเบส (ภาพท่ี 4.5) 

และในชุดควบคุมลบไมeเกิดแถบดีเอ็นเอ จึงสามารถสรุปผลจากการทดลองน้ีไดSวeาราน้ำไอโซเลท R152 ทุกตัวอยeาง

มี Phytophthora sp. อยูeรeวมกับ Pythium sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M 1 2 3 4 +ve -ve 5 6 7 8 

1000 
750 

ภาพท่ี 4.5 แสดงผลิตภัณฑWท่ีเกิดข้ึนจาก Polymerase Chain Reaction (PCR)  

โดยใชSไพรเมอรW A2 และ I2 ท่ีมีความจำเพาะตeอ Phytophthora sp. 

Lane M : 1 kb DNA ladder  

Lane 1, 2, 3, 4 : ผลิตภัณฑWจากการเพ่ิมจำนวนดSวยไพรเมอรW ITS1/ITS4 เจือจาง 100 เทeา ใสeไพรเมอรW A2/I2 

Lane 5, 6, 7, 8 : ผลิตภัณฑWจากการเพ่ิมจำนวนดSวยไพรเมอรW ITS1/ITS4 เจือจาง 100 เทeา ไมeใสeไพรเมอรW A2/I2 

Lane +ve : ชุดควบคุมบวกเปdน Phytophthora sp.  

Lane -ve : ชุดควบคุมลบเปdนน้ำกล่ัน 

With A2/I2 primers Without A2/I2 primers 
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4.3 การตรวจหาไวรัสอารDเอนเอสายคูK 

4.3.1 การเล้ียงราน้ำไอโซเลท R152 เพ่ือสรSางสายใยและการเก็บสายใยเพ่ือสกัดสารพันธุกรรม 

จากการเล้ียงราน้ำไอโซเลท R152 เพ่ือสรSางสายใยในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 20% V8 ท่ีมี Ampicillin บeม

แบบเขยeาท่ี 150 rpm อุณหภูมิ 25°C เปdนเวลา 7 วัน พบวeาสายใยของราน้ำไอโซเลท R152 มีจำนวนมากและอัด

แนeนจนเปdนกSอนลักษณะกลม ไมeพบช้ินวุSนราเหลืออยูe ในขณะท่ีสายใยของรา P. botryosa ท่ีถูกสeงผeานไวรัสมี

สายใยในปริมาณท่ีคeอนขSางนSอยกวeาอยeางเห็นไดSชัด โดยสายใยยังไมeอัดแนeนกันเปdนกSอนและยังพบช้ินวุSนของราอยูe

บSาง (ภาพท่ี 4.6) จึงไดSบeม P. botryosa ท่ีถูกสeงผeานไวรัสตeอเปdนเวลาอีก 7 วัน เพ่ือใหSสรSางสายใยในจำนวนท่ีมาก

ข้ึน จากน้ันเก็บสายใยราเพ่ือสกัดสารพันธุกรรมท่ีตูSแชeจุดเยือกแข็งต่ำอุณหภูมิ -80°C โดยเม่ือนำราแตeละสายพันธุW

มาช่ังน้ำหนักหลังจากถูกแชeแข็งแลSว พบวeาราน้ำไอโซเลท R152 มีปริมาณสายใยมากกวeา P. botryosa ท่ีถูกสeงผeาน

ไวรัสถึง 3 เทeา (ขSอมูลไมeไดSแสดงไวS) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.6 แสดงการเล้ียง (a) ราน้ำไอโซเลท R12 รอบแรก (b) ราน้ำไอโซเลท R152 รอบสอง  

(c) P. botryosa ท่ีถูกสeงผeานไวรัส ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 20% V8 บeมแบบเขยeาท่ี 150 rpm  

อุณหภูมิ 25°C เปdนเวลา 7 วัน เพ่ือสรSางสายใยสำหรับสกัดสารพันธุกรรม 

a b c 



 25 

4.3.2 การสกัดสารพันธุกรรม (Total nucleic acid extraction) 

จากการสกัดสารพันธุกรรมท่ีดัดแปลงมาจากวิธีของ Okada และคณะ (2015) และวิธีของ กุลนันทW รุeงนา

ไรe (2016) พบวeาเมื่อบดสายใยแชeแข็งจนละเอียดดSวยโกรeงเปdนเวลา 30 นาที จะไดSเปdนสารแขวนลอยสายใยรา 

(ภาพที่ 4.7 a, b) จากนั้นเติม Extraction buffer เพื่อทำใหSเซลลWแตกและนำไปปt∞นเหวี่ยงเพื่อที่จะตกตะกอนเศษ

ซากเซลลWหรือออรWแกเนลลWตeาง ๆ ที ่มีน้ำหนัก สeวนใสที ่ไดSคือสารพันธุกรรมทั ้งหมด (Total nucleic acid)  

(ภาพท่ี 4.7 c) ซ่ึงจะนำไปวิเคราะหWผลดSวยการทำเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส และนำไปสกัดอารWเอ็นเอสายคูeตeอ  

4.3.3 การสกัดอารWเอ็นสายคูe (dsRNA extraction by cellulose column chromatography) 

การสกัดอารWเอ็นเอสายคูeดSวย Cellulose column chromatography ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ 

กุลนันทW รุeงนาไรe (2016) โดยจะต้ังคอลัมนWดังท่ีแสดงอยูeใน (ภาพท่ี 4.7 d)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 4.7 แสดงข้ันการสกัดสารพันธุกรรม  

a b 

c d 
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หลังจากการสกัดพบวeาสeวนตะกอนอารWเอ็นเอสายคูeที่ไดS มีอยูeในปริมาณที่นSอยมากเมื่อเทียบกับปริมาณ

สารพันธุกรรมทั้งหมดที่สกัดไดS โดยจะนำไปวิเคราะหWผลดSวยการวัดความเขSมขSนของสารพันธุกรรมและทำ

เจลอิเล็กโทรโฟลิซิสเพื่อดูขนาดของอารWเอ็นเอสายคูe จากการทดลองการวัดความเขSมขSนของสารพันธุกรรม พบวeา

สารพันธุกรรมจากการสกัดราน้ำไอโซเลท R152 ในรอบแรก (R152-1) มีความเขSมขSนสูงที่สุดอยูeที 542.5 นาโน

กรัมตeอไมโครลิตร สารพันธุกรรมจากการสกัดราน้ำไอโซเลท R152 ในรอบสอง (R152-2) มีความเขSมขSน 161.4 

นาโนกรัมตeอไมโครลิตร และสารพันธุกรรมจากการสกัด P. botryosa ที่ถูกสeงผeานไวรัส (P+V) มีความเขSมขSน 

212.7 นาโนกรัมตeอไมโครลิตร (ตารางที่ 8) และผลจากการวิเคราะหWเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส พบวeาจากการสกัดสาร

พันธุกรรมราน้ำไอโซเลท R152 ในรอบแรก (R152-1) พบแถบของอารWเอ็นเอสายคูeจำนวน 2 แถบบน 1% อะกา

โรสเจล ซึ่งมีขนาดโดยประมาณ 1.3 และ 1.9 กิโลเบส (ภาพที่ 4.8) สeวนจากการสกัดสารพันธุกรรมรอบที่สอง

พบวeาราน้ำไอโซเลท R152 (R152-2) พบแถบของอารWเอ็นเอสายคูeจำนวน 2 แถบบน 1% อะกาโรสเจล ซึ่งมีขนาด

โดยประมาณ 1.0 และ 0.8 กิโลเบส และ P. botryosa ที่ถูกสeงผeานไวรัส (P+V) พบแถบของอารWเอ็นเอสายคูe

จำนวน 2 แถบบน 1% อะกาโรสเจลเชeนเดียวกัน ซึ่งมีขนาดโดยประมาณ 1.0 และ 0.8 กิโลเบส เทeากับที่พบในรา

น้ำไอโซเลท R152 (R152-2) แตeมีคุณภาพที่แยeกวeา (ภาพที่ 4.9) จากผลการทดลองนี้จึงทำใหSสรุปไดSวeา ราน้ำไอโซ

เลท R152 สามารถสeงผeานสารพันธุกรรมที่คาดวeาจะเปdนอารWเอ็นเอสายคูeไปใหS P. botryosa ไดS แตeทั้งนี้ควรที่จะ

ศึกษาผลการตรวจสอบชนิดสารพันธุกรรมของไวรัสดSวยเอนไซมWกeอนวeาใชeอารWเอ็นเอสายคูeจริงหรือไมe และการสกัด

สารพันธุกรรมในแตeละคร้ังจะพบแถบอารWเอ็นเอในขนาดท่ีแตกตeางกันซ่ึงจะวิจารณWผลการทดลองในบทท่ี 5  

 

ตารางท่ี 8 แสดงความเขSมขSนของสารพันธุกรรมท่ีวัดคeาไดSจากเคร่ือง Eppendorf BioPhotometer D30 

 

 

 

 

 

 

 

Sample 
Concentration 

A260 A260/A280 
(ng/μL) 

R152-1 542.5 1.356 1.12 

R152-2 161.4 0.403 1.32 

P+V 212.7 0.532 1.23 
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M 1 2 T 

10,000 

2,000 
1,500 
1,000 

ภาพที่ 4.8 แสดงผลการตรวจหาอารZเอ็นสายคูaในราน้ำไอโซเลท R152 จากการสกัดรอบแรก 

Lane M : 1 kb plus DNA ladder 

Lane 1, 2 : อารZเอ็นเอสายคูaจากการสกัดราน้ำไอโซเลท R152 ในรอบแรก ความเขrมขrน 0.5X และ 1X ตามลำดับ 

Lane T : สารพันธุกรรมทั้งหมด (Total nucleic acid) จากการสกัดรอบแรก 

ภาพที่ 4.9 แสดงผลการตรวจหาอารZเอ็นสายคูaในราน้ำไอโซเลท R152 และ  

P. botryosa ที่ถูกสaงผaานไวรัสจากการสกัดรอบสอง 

Lane M : 1 kb plus DNA ladder 

Lane R152-2 : สารพันธุกรรมจากการสกัดราน้ำไอโซเลท R152 ในรอบสอง 
Lane P+V : สารพันธุกรรมจากการสกัดรา P. botryosa ที่ถูกสaงผaานไวรัส 

M R152-2 P+V R152-2 P+V 

dsRNA Total nucleic acid 

10,000 

1,000 
800 
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4.4 การตรวจสอบชนิดสารพันธุกรรมของไวรัสดsวยเอนไซมD 

 

 จากการตรวจสอบชนิดสารพันธุกรรมของไวรัสดSวยเอนไซมW DNase I ท่ีสามารถยeอยดีเอ็นเอสายคูeและสาย

เด่ียว RNase III ท่ีสามารถยeอยอารWเอ็นเอสายคูeและสายเด่ียว และ S1 nuclease ท่ีสามารถยeอยดีเอ็นเอและอารW

เอ็นเอสายเด่ียว จากผลการทดลองพบวeาสารพันธุกรรมราน้ำไอโซเลท R152 จากการสกัดในรอบแรก (R152-1) ใน 

Lane ชุดควบคุมพบแถบสารพันธุกรรมท่ีมีลักษณะเปdน Smear บน 1% อะกาโรสเจล (รูปผลการทดลองไมeไดSแสดง

ไวS) จึงไมeสามารถสรุปไดSวeาสารพันธุกรรมจากการสกัดราน้ำไอโซเลท R152 ในรอบแรก (R152-1) มีสารพันธุกรรม

เปdนแบบอารWเอ็นเอสายคูe ดังน้ันควรทำการทดลองซ้ำหรือปรับปรุงข้ันตอนการทดลองเพ่ือใหSไดSผลการตรวจสอบท่ี

นeาเช่ือถือมากย่ิงข้ึน สeวนการตรวจสอบสารพันธุกรรมของราน้ำไอโซเลท R152 และ P. botryosa ท่ีถูกสeงผeานไวรัส 

(P+V) ในการสกัดรอบท่ีสอง ไมeสามารถสรุปผลไดSเน่ืองจากสารพันธุกรรมมีความเขSมขSนท่ีคeอนขSางนSอยกวeาสาร

พันธุกรรมจากการสกัดราน้ำไอโซเลท R152 ในรอบแรก (R152-1) ถึง 2 เทeา ทำใหSไมeสามารถวิเคราะหWผลจาก

เจลอิเล็กโทรโฟลิซิสไดSเลย ซ่ึงจากผลจากการทดลองดังกลeาวจะถูกวิจารณWตeอในบทท่ี 5  

 

4.5 การสKงผKานไวรัส 

 

จากการทดลองสeงผeานไวรัสดSวยวิธีตามธรรมชาติในโครงการน้ีท่ีดัดแปลงมาจากวิธีของ (Cai, G., 2019) 

พบวeาจากการเล้ียงราน้ำไอโซเลท R152 รeวมกับ P. botryosa เปdนระยะเวลา 7 วัน สายใยราน้ำไอโซเลท R152 มี

การเจริญท่ีเร็วกวeา P. botryosa ทำใหSท้ังจานอาหารเล้ียงเช้ือเต็มไปดSวยสายใยของราน้ำไอโซเลท R152 ดังน้ัน

ผูSวิจัยจึงไดSเล้ียง P. botryosa อยeางเดียวกeอนเปdนเวลา 7 วัน จากน้ันจึงนำราน้ำไอโซเลท R152 มาเล้ียงรeวมดSวย

เปdนเวลาอีก 3 วัน (ภาพท่ี 4.10 c) ใหSมีการเจริญของสายใยรวมกันจึงนำสายใยฝt∞งผูSรับ ซ่ึงก็คือ P. botryosa มา

ตรวจสอบสารพันธุกรรมตeอ ซ่ึงผลการตรวจสอบสารพันธุกรรมแสดงใน (ภาพท่ี 4.10) สeวนรูปแบบโคโลนีพบวeารา

น้ำไอโซเลท R152 มีโคโลนีรูปแบบ Radiate สeวน P. botryosa มีโคโลนีรูปแบบ Radiate ท่ีมีการสรSาง Aerial 

mycelium และ P. botryosa ท่ีถูกสeงผeานไวรัสมีโคโลนีรูปแบบ Radiate ท่ีมีการสรSาง Aerial mycelium (ภาพ

ท่ี 4.10)  
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ภาพท่ี 4.10 แสดงการสeงผeานไวรัสดSวยวิธี Anastomosis (a) ราน้ำไอโซเลท R152  (b) P. botryosa 

 (c) ราน้ำไอโซเลท R152 (ซSาย) รeวมกับ P. botryosa (ขวา) (d) P. botryosa ท่ีถูกสeงผeานไวรัส  

a b 

c d 
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4.6 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา   
 
 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราน้ำไอโซเลท R152 ใตSกลSองจุลทรรศนWแบบสเตอริโอ และ

จากกลSองจุลทรรศนWแบบใชSแสงท่ีกำลังขยาย 100 เทeา พบสปอรWแรงเจียมทรง Globose จำนวนมาก และท่ี

กำลังขยาย 400 เทeา พบสปอรWแรงเจียมเสSนผeานศูนยWกลางประมาณ 20 ไมโครเมตร และพบการสรSางโครงสรSาง

พิเศษบนสปอรWแรงเจียมท่ีเรียกวeา Outgrowing papilla ท่ีทำหนSาท่ีเปdน Discharge tube ใหSซูโอสปอรWไหลตามไซ

โทพลาสซึมมาสรSางเปdน Vesicle เพ่ือปลeอยซูโอสปอรW (Chen และคณะ, 2016) (ภาพท่ี 4.11) ซ่ึงลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาท่ีพบน้ี ไมeสามารถพบไดSในราไฟทอฟธอรา แตeพบในราพิเทียมจึงสามารถสรุปไดSวeาราน้ำไอโซเลท 

R152 มีพิเทียมอยูeรeวมกับไฟทอฟธอราแตeไฟทอฟธอราไมeสรSางสปอรWแรงเจียม   

 
 
 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 4.11 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราน้ำไอโซเลท R152 (a) ใตSกลSองจุลทรรศนWแบบสเตอริโอ  

(b) กลSองจุลทรรศนWแบบใชSแสงท่ีกำลังขยาย 100 เทeา (c,d) และจากกลSองจุลทรรศนWแบบใชSแสงท่ีกำลังขยาย  

400 เทeา (c) Outgrowing papilla (ลูกศร) (d) สปอรWแรงเจียม (ลูกศร) 

c d 

b a 
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จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. botryosa ใตSกลSองจุลทรรศนWแบบสเตอริโอพบสายใย

และสปอรWแรงเจียมจำนวนนSอยมาก และจากกลSองจุลทรรศนWแบบใชSแสงที่กำลังขยาย 400 เทeาพบสายใยแบบไมeมี

ผนังกั้น และพบสปอรWแรงเจียมเปdนทรง Ovoid คลSายผลเลมอนมีขนาดประมาณ 20x28 ไมโครเมตร มี Papilla 

และพบการปลeอยซูโอสปอรWโดยตรงจากสปอรWแรงเจียม ซึ่งเปdนลักษณะที่พบในราไฟทอฟธอรา นอกจากนี้ยังพบ

Hyphal swelling ท่ีจะพัฒนาไปเปdน Chlamydospore ท่ีเปdนสปอรWแบบไมeอาศัยเพศ (ภาพท่ี 4.12) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.12 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. botryosa (a) ใตSกลSองจุลทรรศนWแบบสเตอริโอ (b,c,d) 

และจากกลSองจุลทรรศนWแบบใชSแสงท่ีกำลังขยาย 400 เทeา (b) สปอรWแรงเจียม (ลูกศร)  

(c) Papilla (ลูกศรซSาย) และการปลeอยซูโอสปอรW (ลูกศรขวา) (d) Hyphal swelling (ลูกศร) 

a b 

c d 
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จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. botryosa ที่ถูกสeงผeานไวรัสใตSกลSองจุลทรรศนWแบบสเตอ

ริโอพบสายใยและสปอรWแรงเจียมจำนวนมากกวeาใน P. botryosa และจากกลSองจุลทรรศนWแบบใชSแสงท่ี

กำลังขยาย 400 เทeาพบสายใยแบบไมeมีผนังกั้น และพบสปอรWแรงเจียมเปdนทรง Ovoid คลSายผลเลมอนมีขนาด

ประมาณ 20x27.5 ไมโครเมตร มี Papilla และพบการปลeอยซูโอสปอรWโดยตรงจากสปอรWแรงเจียม ซึ่งเปdนลักษณะ

ท่ีพบในราไฟทอฟธอรา (ภาพท่ี 4.13) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพท่ี 4.13 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. botryosa ท่ีถูกสeงผeานไวรัส (a) ใตSกลSองจุลทรรศนW

แบบสเตอริโอ (b,c,d) และจากกลSองจุลทรรศนWแบบใชSแสงท่ีกำลังขยาย 400 เทeา  

(b) สปอรWแรงเจียมทรง Ovoid  (ลูกศร) (c) Papilla (ลูกศร) (d) การปลeอยซูโอสปอรW (ลูกศร) 

a b 

c d 
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บทท่ี 5  

 สรุปและวิจารณDผลการทดลอง 

 

โครงการน้ีไดSศึกษาการมีอยูeของไวรัสอารWเอ็นเอสายคูeในราน้ำไอโซเลท R152 ท่ีมีรายงานในโครงการวิจัย

เร่ือง “ไวรัสอารWเอ็นเอสายคูeของ Phytophthora botryosa และ Pythium cucurbitacearum จากตSน

ยางพารา” ของนางสาวกุลนันทนW รุeงนาไรe เม่ือเปรียบเทียบการตรวจสอบสกุลของราน้ำดSวยวิธี Nested-

Polymerase Chain Reaction (PCR) ระหวeางการนำราน้ำไอโซเลท R152 มาทดลองแยกเช้ือใหSบริสุทธ์ิดSวยวิธี

แยกสปอรWเด่ียว และการไมeแยกเช้ือใหSบริสุทธ์ิ ทำใหSทราบวeาในราน้ำไอโซเลท R152 มีพิเทียมและไฟทอฟธอราอยูe

รeวมกัน แตeไฟทอฟธาราน้ันไมeสรSางสปอรWแรงเจียม โดยเม่ือแยกสปอรWเด่ียวจะทำใหSไดSแตeพิเทียมเทeาน้ัน ตeอมาผูSวิจัย

จึงไดSนำราน้ำไอโซเลท R152 ท้ังท่ีแยกเช้ือใหSบริสุทธ์ิและไมeไดSแยกเช้ือใหSบริสุทธ์ิมาสกัดสารพันธุกรรม พบวeาราน้ำ

ไอโซเลท R152 ท่ีแยกเช้ือใหSบริสุทธ์ิไมeพบสารพันธุกรรมเลย แตeราน้ำไอโซเลท R152 ท่ีไมeไดSแยกเช้ือใหSบริสุทธ์ิพบ

สารพันธุกรรมท่ีคาดวeาเปdนชนิดอารWเอ็นเอสายคูe จึงทำใหSไดSขSอสรุปท่ีวeาไวรัสอารWเอสายคูeมีเจSาบSานเปdนไฟทอฟธอรา 

จึงทำใหSการแยกเช้ือบริสุทธ์ิท่ีจะไดSแตeพิเทียมไมeพบสารพันธุกรรมเลยน่ันเอง ซ่ึงผลการเปรียบเทียบดังกลeาว

สอดคลSองกับผลท่ีไดSมีรายงานไปแลSวในโครงการวิจัยของ นางสาวกุลนันทนW รุeงนาไรe นอกจากน้ีโครงการวิจัยน้ีไดS

ศึกษาการสeงผeานไวรัสอารWเอ็นเอสายคูeจากราน้ำไอโซเลท R152 ไปยัง P. botryosa ดSวยวิธี Anastomosis ซ่ึงจาก

การตรวจสอบดSวยการสกัดสารพันธุกรรมมีการพบแถบของอารWเอ็นเอสายคูeจำนวน 2 แถบบน 1% อะกาโรสเจล ซ่ึง

มีขนาดโดยประมาณ 1.0 และ 0.8 กิโลเบส ซ่ึงมีจำนวนและขนาดแตกตeางกับท่ีเคยมีรายงานไวSในโครงการของ

นางสาวกุลนันทนW รุeงนาไรe ท่ีพบแถบของอารWเอ็นเอสายคูeจำนวน 4 แถบบน 1% อะกาโรสเจล ซ่ึงมีขนาด

โดยประมาณ 3.4, 2.9, 2.5 และ 1.3 กิโลเบส จึงไมeสามารถสรุปไดSวeาการสeงผeานไวรัสน้ันประสบความสำเร็จหรือไมe  

และขณะน้ันผูSวิจัยก็ไดSศึกษาเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P.  botryosa สายพันธุWท่ีไมeมีไวรัสและสาย

พันธุWท่ีนำมาทดลองสeงผeานไวรัส พบวeา P.  botryosa ในสายพันธุWท่ีนำมาทดลองสeงผeานไวรัส มีลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาเปล่ียนไป คือพบการสรSางสปอรWแรงเจียมท่ีมีรูปทรง Ovoid จำนวนท่ีมากข้ึนกวeาเดิม ซ่ึงการมีสปอรWแรงเจียม

ท่ีมากหมายถึงโอกาสในการกeอโรคของราท่ีมากข้ึนตามไปดSวย  แตeท้ังน้ีก็ยังไมeสามารถสรุปไดSวeาการสรSางสปอรWแรง

เจียมท่ีเพ่ิมข้ึนใน P.  botryosa เปdนผลมาจากการสeงผeานไวรัสจริงหรือไมe จึงมีขSอเสนอแนะวeาควรทำการทดลองซ้ำ

เพ่ิมเติมเพ่ือใหSไดSผลท่ีนeาเช่ือถือ  

การทดลองการสกัดสารพันธุกรรมในแตeละคร้ังท่ีไดSปริมาณสารพันธุกรรมไมeเทeากัน รวมถึงการไดSสาร

พันธุกรรมท่ีมีขนาดและจำนวนแถบไมeเทeากัน  อาจเปdนผลมาจากข้ันตอนการสกัดสารพันธุกรรม จากความชำนาญ

ในการสกัดสารพันธุกรรมของผูSวิจัยเองท่ีมีโอกาสในการสกัดเพียง 3 คร้ัง เน่ืองจากการแพรeระบาดของโรคโควิด-19 

ท่ีทำใหSตSองหยุดการทดลองไป โดยการทดลองในแตeละคร้ังตSองมีการเตรียมการและเล้ียงราท่ีตSองการทดลองเปdน

เวลาอยeางนSอย 2 สัปดาหWจึงสามารถนำมาสกัดสารพันธุกรรมไดS สeวนการตรวจสอบชนิดสารพันธุกรรมของไวรัส
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ดSวยเอนไซมWนิวคลีเอสชนิดตeาง ๆ เน่ืองจากการสกัดสารพันธุกรรมไดSผลลัพธWในปริมาณท่ีนSอยมากจึงทำใหSการ

ทดสอบการยeอยดSวยเอนไซมWไมeเห็นผลท่ีชัดเจน ดังน้ันจึงมีขSอเสนอแนะวeาหากมีการศึกษาตeอในอนาคตควรทำการ

ทดลองซ้ำเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันผลท่ีไดS  
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 

Clarified V8  

น้ำผักและผลไมSรวม V8 รสด้ังเดิม    340 มิลลิลิตร  

Calcium carbonate (CaCO3)    3.4 กรัม  

นำน้ำผักและผลไมSรวม V8 รสด้ังเดิม บริษัท Campbell Soup Company, USA ปริมาตร 340 มิลลิลิตร

มาเติม CaCO3 3.4 กรัม ผสมใหSเขSากัน จากน้ันนำไปปt∞นเหว่ียงดSวยความเร็ว 8,000 รอบตeอนาที อุณหภูมิ 4 °C เปdน

เวลา 10 นาที จากน้ันเก็บสeวนใสท่ีอุณหภูมิ -20 °C	 

อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 (ปริมาตร 300 มิลลิลิตร) 

 Clarified V8     15 มิลลิลิตร 

 น้ำกล่ัน      285 มิลลิลิตร 

 Agar      4.5 กรัม 

 นำ Clarified V8 ท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 °C มาทำใหSละลายจากน้ันนำมาปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสมกับผง

วุSน 4.5 กรัม จากน้ันเติมน้ำกล่ันปริมาตร 285 มิลลิลิตร แลSวนำไปน่ึงฆeาเช้ือดSวยความดันไอ 15 ปอนดWตeอตารางน้ิว 

อุณหภูมิ 121 °C	เปdนเวลา 15 นาที จากน้ันจึงนำมาเทลงจานอาหารเล้ียงเช้ือ  

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว 20% V8 (ปริมาตร 40 มิลลิลิตร) 

 Clarified V8     10 มิลลิลิตร 

 น้ำกล่ัน      40 มิลลิลิตร 

นำ Clarified V8 ท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 °C มาทำใหSละลายจากน้ันนำมาปริมาตร 10 มิลิลิตร เติมน้ำกล่ัน

ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ผสมใหSเขSากันแลSวนำไปน่ึงฆeาเช้ือดSวยความดันไอ 15 ปอนดWตeอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °C	
เปdนเวลา 15 นาที  
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อาหารเล้ียงเช้ือ V8 ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ  

 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลวแข็ง 5% V8 หรืออาหารเล้ียงเช้ือเหลว 20% V8 ตามสูตรดSานบน หลังจากน่ึง

ฆeาเช้ือดSวยความดันไอ 15 ปอนดWตeอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °C เปdนเวลา 15 นาที รอใหSอาหารเล้ียงเช้ือมีอุณหภูมิ

ลดลงจึงเติมสารปฏิชีวนะ โดยสารปฏิชีวนะท่ีใชSในโครงการน้ีคือ Ampicillin ความเขSมขSน 250 มิลลิกรัมตeอลิตร 

โดยเติม Ampicillin ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ 

น้ำ P3 (ปริมาตร 1 ลิตร) 

 น้ำจากแหลeงน้ำธรรมชาติ     250 มิลลิลิตร 

 น้ำปลอดประจุ     750 มิลลิลิตร 

 นำน้ำจากแหลeงน้ำธรรมชาติปริมาตร 250 มิลลิลิตรมากรองดSวยผSาขาวบาง จากน้ันผสมน้ำปลอดประจุ

ปริมาตร 750 มิลลิลิตรลงไป แลSวนำไปน่ึงฆeาเช้ือดSวยความดันไอ 15 ปอนดWตeอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °C เปdนเวลา 

15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและอุปกรณDท่ีใชsในการทดลอง 

DEPC-treated (RNase-free) water (ปริมาตร 1 ลิตร) 

Double deionized water   1 ลิตร 

Diethyl pyrocarbonate    1 มิลลิลิตร 

 นำ Diethyl pyrocarbonate ปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาผสมกับ Double deionized water ปริมาตร 1 

ลิตร เขยeาใหSเขSากันจากน้ันท้ิงไวSขSามคืนกeอนท่ีจะน่ึงฆeาเช้ือดSวยความดันไอ 15 ปอนดWตeอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °C 

เปdนเวลา 15 นาที 

3 M Sodium Acetate (pH 5.2) (ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 

Sodium acetate    24.61 กรัม 

Double deionized water   1 ลิตร (final volume) 

นำ Sodium acetate 24.61 กรัมมาละลายใน Double deionized water ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากน้ัน

ปรับ pH เปdน 5.2 ดSวยกรดอะซิติกและเติม Double deionized water จนไดSปริมาตรสุดทSาย 100 มิลลิลิตร 

จากน้ันน่ึงฆeาเช้ือดSวยความดันไอ 15 ปอนดWตeอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °C เปdนเวลา 15 นาที 

0.5 M EDTA (pH 8.0) (ปริมาตร 50 มิลลิลิตร) 

EDTA      9.3 กรัม 

Double deionized water   50 มิลลิลิตร (final volume) 

นำ EDTA 9.3 กรัมมาละลายใน Double deionized water ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากน้ันปรับ pH เปdน 

8.0 ดSวยโซเดียมไฮดรอกไซดWและเติม Double deionized water จนไดSปริมาตรสุดทSาย 50 มิลลิลิตร จากน้ันน่ึง

ฆeาเช้ือดSวยความดันไอ 15 ปอนดWตeอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °C เปdนเวลา 15 นาที 
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10X TAE buffer (ปริมาตร 1 ลิตร) 

Tris      48.4 กรัม 

Acetic acid glacial    11.4 มิลลิลิตร 

EDTA      3.7 กรัม 

DEPC-treated water    1 ลิตร 

นำมาผสมกันท้ังหมดน่ึงฆeาเช้ือดSวยความดันไอ 15 ปอนดWตeอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °C เปdนเวลา 15 นาที 

1X TAE buffer (ปริมาตร 1 ลิตร) 

 10X TAE buffer     100 มิลลิลิตร 

 DEPC-treated water    900 มิลลิลิตร 

2X STE buffer containing 1% SDS (ปริมาตร 1 ลิตร) 

เตรียม 4X STE buffer (ปริมาตร 1 ลิตร) 

 Tris      24.23 กรัม 

 NaCl      23.38 กรัม 

 EDTA      1.49 กรัม 

ละลาย Tris และ NaCl กeอนใน DEPC-treated water ปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากน้ันปรับ pH เปdน 8.0 

ดSวย Concentrated HCl จากน้ันจึงใสe EDTA และผสมใหSเขSากัน และปรับ pH เปdน 7.0 ดSวย Concentrated HCl 

และเติม DEPC-treated water จนไดSปริมาตรสุดทSาย 1 ลิตร และนำไปน่ึงฆeาเช้ือดSวยความดันไอ 15 ปอนดWตeอ

ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °C เปdนเวลา 15 นาที รอใหSเย็นจากน้ันนำ 4X STE buffer มาเจือจางเปdน 2X STE buffer 

ดSวยการผสม 4X STE buffer ปริมาตร 500 มิลลิลิตรกับ Deionized water ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จากน้ันเติม 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) 10 กรัม ผสมใหSเขSากันและนำไปน่ึงฆeาเช้ือดSวยความดันไอ 15 ปอนดWตeอ

ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °C เปdนเวลา 15 นาที 
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1X STE buffer (ปริมาตร 1 ลิตร) 

 4X STE buffer     250 มิลลิลิตร 

 DEPC-treated water    750 มิลลิลิตร 

1X STE buffer containing 15% (v/v) ethanol (ปริมาตร 1 ลิตร) 

 4X STE buffer     250 มิลลิลิตร 

 DEPC-treated water    600 มิลลิลิตร 

 Ethanol     150 มิลลิลิตร 

Chloroform : isoamyl alcohol (24:1) (ปริมาตร 200 มิลลิลิตร) 

 Chloroform     192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol    8 มิลลิลิตร 

1% agarose gel (W/V) 

 Agarose     0.5 กรัม 

 1X TAE      50 มิลลิลิตร 

Ethidium bromide solution (0.5 µl/ml) 

 Ethidium bromide    10 มิลลิลิตร 

 Sterile deionized water   190 มิลลิลิตร 
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