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 การคัดแยกรา Phytophthora  meadii จากไอโซเลตที่มี Phytophthora สปีช่ีย์อื่นผสมอยู่ซึ่งมา

จากจังหวัดตราด และ ระยอง โดยแยกได้ทั้งหมด 3 ไอโซเลต คือ L116-1-1, 77-1-2-2 และ 77-1-2-4 เมื่อ

ศึกษาสัณฐานวิทยา ได้แก่ รูปแบบโคโลนี แบบกระจาย ลักษณะซูโอสปอร์แรงเจียมมี papillum ชัดเจน     

มีรูปร่างแบบ obpyriform ขนาด ยาว 39.42 ถึง 47.69 ไมโครเมตร (เฉลี่ย 43.56 ไมโครเมตร) กว้าง 27.95 

ถึง 31.33 ไมโครเมตร (เฉลี่ย 29.64 ไมโครเมตร) อัตราส่วนความยาวและความกว้าง 1.41-1.59 ความง่ายใน

การหลุดจากก้านชูสปอร์ (caducity) พบว่าเป็นแบบ caducus มี pedicel ยาว 14.67 ถึง 16.33 

ไมโครเมตร (เฉลี่ย 15.56 ไมโครเมตร) การศึกษาทางพันธุศาสตร์โมเลกุลโดยใช้วิธี Nested polymerase 

chain reaction (Nested PCR) เลือกใช้ไพรเมอร์ 2 คู่คือ ITS1/ITS4 และ A2/I2 พบว่าทั้ง 3 ไอโซเลตอยู่ใน

จีนัส Phytophthora  หลังยืนยันด้วยการหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS และเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล

สร้างแผนภูมิต้นไม้แบบ neighbor joining tree พบว่ามีความคล้ายกับ P. meadii และ Phytophthora  

colocasiae ซึ่งอยู่ใน clade 2a แต่เมื่อพิจารณาร่วมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาคาดว่าทั้ง 3 ไอโซเลตเป็น

รา P. meadii นอกจากนี้ยังได้ศึกษาการเจริญของรา P. meadii ที่อุณหภูมิต่าง ๆ พบว่าราสามารถเจริญได้ดี

ที่สุดคืออุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยมีอัตราการเจริญอยู่ที่ 10.99-14.32 มิลลิเมตรต่อวัน และไม่เจริญ   

ที่อุณหภูมิ 7 และ 37 องศาเซลเซียส  การศึกษาความรุนแรงในการก่อโรคโดยวิ ธี Detached leaf assay 

ด้วยซูโอสปอร์ พบว่าทั้ง 3 ไอโซเลต สามารถก่อโรคในใบยางพารา 
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This study identify P. meadii from laboratory collections of Phytophthora infecting 

para rubber tree from Trat and Rayong Provinces, Thailand.  Three isolates named L116-1-1, 

77-1-2-2 and 77-1-2-4 were studied. Colony patterns of all isolates were stellate The 

sporangia were papillate with obpyriform shape, 39.42 to 47.69 µm long (average 43.74) x 

27.95 to 31.33 µm wide (average 28.99 µm) and length:width ratio was 1.41-1.59 and 

caducus (pedicel is 14.67 to 16.33 µm). Molecular study using Nested polymerase chain 

reaction (Nested PCR) with ITS1 / ITS4 primers specific to fungi and fungus-like organism and 

A2 / I2 primers specific to the genus Phytophthora  found that all 3 isolates belong to 

genus Phytophthora . Phylogenetic tree using nucleotide sequence of ITS region showed 

that all   3 isolates were closely related to P. meadii and Phytophthora colocasiae of clade 

2a. However, combining with morphology, the 3 isolates were identified as P. meadii. The 3 

isolates grew best 28C. at the rate of 10.99-14.32 mm/day. Study on pathogenesis using 

Detached leaf assay by zoospore infection showed that all 3 isolates could infect the 

rubber leaves.  
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บทท่ี 1 

บทน า 

ยางพารา (Hevea brasiliensis; para rubber) เป็นพืชที่ให้น้ ายางมากที่สุดในบรรดาพืชที่ให้น้ ายาง 

12,500 ชนิด เป็นไม้ยืนต้นซึ่งมีถิ่นก าเนิดดั้งเดิมอยู่ในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ แต่ปัจจุบันทวีปเอเชีย

เป็นแหล่งที่ปลูกยางพารามากที่สุด และเป็นพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ ซึ่งท ารายได้ให้แก่เกษตรกรไทย

อย่างมหาศาล โดยมีการปลูกในภาคใต้มากที่สุด รองลงมาคือภาคตะวันออก (อโนทัย งานทวี, 2538) 

โรคของยางพาราที่เกิดข้ึนรุนแรงในประเทศไทย คือซึ่งก่อให้เกิดโรคใบร่วง ( leaf fall) และโรคเส้นด า 

(black stripe) ซึ่งเป็นโรคที่มีความส าคัญทางเศรษฐกจิของอุตสาหกรรมยางธรรมชาติและเป็นอันตรายแก่ต้น

ยางพารามากที่สุดโรคหนึ่งในประเทศไทย เพราะท าให้ผลผลิตยางลดลงประมาณร้อยละ 30-50 เกิดจากเช้ือ

ราในกลุ่มไฟทอฟธอรา (Phytophthora) โดยที่เช้ือรา Phytophthora meadii ก็เป็นราสายพันธ์ุหนึ่งทีท่ าให้

เกิดโรคในยางพารา (Chee 1969)   

รา genus Phytophthora เป็น 1 ใน 9 genera ที่เป็นสาเหตุโรคพืช ในกลุ่ม Oomycetes ซึ่งเป็นพวก

ที่มีลักษณะรูปร่าง และการเจริญคลา้ยรา (fungus-like) และถูกก าหนดให้เป็นพวก Stramenopiles ซึ่งเป็น

พวกที่สร้างซูโอสปอร์ (zoospores) มี 2 แฟลกเจลลาที่มีความยาวไม่เท่ากัน การสร้างซูโอสปอร์ของ 

Phytophthora เกิดจากการแบ่งตัวของไซโทพลาซึมภายในอับสปอร์ (sporangia) ซูโอสปอร์ดังกล่าวไม่มี

ผนังเซลล์แต่มีเยื่อหุ้มเซลล์  เมื่อซูโอสปอร์ว่ายน้ า หรือเคลื่อนที่ไปเจอพืชอาศัยจะปลดแฟลกเจลลาทิ้งและ

เข้าเกราะ (encyst) พร้อมกับมีการสรา้งผนังเซลลท์ี่มีส่วนประกอบของเซลลูโลสทันที สปอร์ดังกล่าวพร้อมที่

จะงอกเส้นใยเข้าท าลายพืชโดยตรง (Amornrat Poopaibool 2003) 

ในส่วนของวงจรชีวิตมีช่วงที่เป็น diploid เด่นซึ่งเป็นช่วงที่มีการสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศซึ่งสามารถ

สร้าง asexual spore ได้ถึงสามแบบคือ asexual sporangia ที่สามารถเจริญเป็นเส้นใย ได้โดยตรงหรือ

เปลี่ยนไปสร้าง zoospore แทนซึ่งจะมี encystment ก่อนจะสร้างเส้นใยเจริญ และในบาง สปีชีส์สามารถ

สร้าง chlamydospore เพื่อความอยู่รอดในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่นอากาศหนาวได้ ส่วนการ

สืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศจะสร้าง oospore ที่สามารถทนต่อสภาพแวดล้อมได้เช่นเดียวกับ chlamydospore 

(Drenth และ Sendall 2001)  
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(Drenth และ Sendall 2001) 

ภาพที่ 1.1 วงจรชีวิตของ Phytophthora infestans 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Phytophthora เพื่อใช้ในการจัดจ าแนก สามารถศึกษาได้

จากหลายอย่าง เช่น รปูร่างอับสปอร ์ดังแสดงในภาพที่ 1.2 ลักษณะของ papilla ดังแสดงในภาพที่ 1.3

ลักษณะของก้านชูอบัสปอร ์(sporangiophore) ดังแสดงในภาพที่ 1.4 และ การสร้าง chlamydospore 

เป็นต้น 

 

 

 

 

 

 

(Drenth และ Sendall 2001) 

ภาพที่ 1.2 รูปร่างของอับสปอร ์
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(Drenth และ Sendall 2001) 

ภาพที่ 1.3 ลักษณะของอับสปอร์แบบ non-papillatlate (A), semi-papillate (B) และ papillate (C) 

 

 

 

 

 

 

(Drenth และ Sendall 2001) 

ภาพที่ 1.4 ลักษณะของก้านชูอับสปอร ์

นอกจากนี้ยังสามารถใช้วิธีทางการตรวจวิเคราะห์ทางชีวโมเลกุล หรือ อณูชีววิทยา เพื่อช่วยในการ

จัดจ าแนกท าให้ผลว่าเปน็วงศ์อะไร เช่น การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยวิธี Polymerase chain reaction 

(PCR) แบบ nested-PCR ซึ่งเป็นวิธีเพิ่มสารพันธุกรรมในบริเวณต าแหน่งยีนที่ต้องการซึ่งมีความจ าเพาะต่อ

สิ่งมีชีวิตที่ต้องการตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อต าแหน่งที่ต้องการ 2 คู่ ไพรเมอร์คู่แรกจะจับ

กับบริเวณรอบนอกของต าแหน่งทีส่นใจ เมื่อผา่นการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอจากไพรเมอร์คู่แรกแล้ว ใช้ไพรเมอร์คู่

ที่สองซึ่งจะจับกับต าแหน่งที่ต้องการที่อยู่บนผลิตภัณฑ์จากไพรเมอร์แรก ท าให้เป็นการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอใน

บริเวณที่ ต้องการได้อย่างแม่นย ามากข้ึน และลดผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ไม่จ าเพาะออกไปในการใช้ไพรเมอร์คู่แรก 

ในการจัดจ าแนก Phytophthora นี้ใช้ไพรเมอร์ 2 คู่คือ คู่แรก ITS1 และ ITS4 ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่มี

ความจ าเพาะกับสิ่งมีชีวิตใน กลุ่มราและสิ่งมีชีวิตคล้ายรา ขนาดของผลิตภัณฑ์ที่ได้อยู่ในช่วง 870-900 bp 
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(White et al. 1990)  และ ไพรเมอร์คู่ที่สองคือ I2 และ A2 ที่มีความจ าเพาะต่อ Phytophthora ขนาดของ

ผลิตภัณฑ์ที่ได้อยู่ในช่วง 752-832 bp (Drenth et al. 2006) ในงานวิจัยนี้ใช้ 1kb plus DNA ladder เป็น 

marker ใช้ Phytophthora sp. เป็นตัวแปรควบคุมที่ให้ผลบวก และใช้น้ า DI เป็นตัวแปรควบคุมที่ให้ผลลบ 

จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Gel electrophoresis)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Ziembińska-Buczyńska, Wiszniowski และ Ciesielski 2014) 

ภาพที่ 1.5 การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยวิธี Nested-PCR 

 และเพื่อสามารถระบสุปีชีส์ทีแ่น่ชัดการหาล าดับสารพนัธุกรรม จากยีนต่าง ๆ ร่วมด้วยซึ่งยีนที่นิยมใช้

ในการระบุสปีชีส์ของ Phytophthora ได้แก่ cytochrome-c oxidase 1 (cox1), internal transcribed 

spacer region (ITS), 60S ribosomal protein L10, beta-tubulin (β-tub), elongation factor 1 

alpha, enolase, heat shock protein 90, 28S ribosomal DNA, และ tigA gene fusion protein 

(tigA) โดยยีน cox1 เหมาะส าหรับการหาล าดับสารพันธุกรรมของ Phytophthora clade 2, β-tub เหมาะ

กับ Phytophthora clade 1 และ tigA เหมาะกับ Phytophthora clades 7 และ 8 ในการระบุสปีชีย์ที่แน่

ชัดควรใช้ยีนสองยีนหรือมากกว่านั้นเนื่องจากใน clade เดียวกันมีความใกล้ชิดกันมาก (Yang and Hong 
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2018) โดยการหาล าดับสารพันธุกรรมเริ่มแรกควรใช้บริเวณ ITS เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยไพรเมอร์จับ 

ITS6/ITS4 ซึ่งเหมาะสมในการใช้ระบุวงศ์ว่าเป็น Phytophthora (Martin, Blair and Coffey 2014) 

วัตถุประสงค์  

เพื่อศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยาสัณฐานวิทยาและอนุพันธุศาสตร์ของ Phytophthora meadii 

ด้วยการศึกษา ลักษณะโครงสร้างที่ใช้ในการสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศ การเจริญเติบโตที่

อุณหภูมิต่าง ๆ การหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS และการก่อโรคบนใบยางพารา 
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บทท่ี 2 

วัสดุอุปกรณแ์ละสารเคมีในการทดลอง 

อุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 

1. กระดาษทิชชู 

2. กรรไกร 

3. กรวยกรองแก้ว 

4. กระบอกตวงปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

5. กระบอกตวงปริมาตร มลิลิลิตร 

6. กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (Steromicroscope) รุ่น SZ-PT ของบริษัท Olympus (ประเทศญี่ปุ่น) 

7. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscope) รุ่น BX51 ของบริษัท Olympus (ประเทศญีปุ่่น) 

8. เข็มเข่ียเช้ือปลายงอ (Hook) 

9. ขวดดูแรน (Durans) ขนาด 500 มิลลลิิตร ของบริษัท Schott (ประเทศเยอรมัน) 

10. ขวดพลาสติกส าหรบัการปั่นตกตะกอน 

11. ขวดรูปชมพู่ (Flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ของบริษัท Pyrex (ประเทศเยอรมัน) 

12. คีมคีบ (Forceps) 

13. เครื่องเขย่า (Shaker) รุ่น Innova2300 ของบริษัท NewBrunswick Scientific (ประเทศสหรัฐอเมรกิา) 

14. µCuvette รุ่น G1.0 ของบริษัท Eppendorf  

15. เครื่องช่ังไฟฟ้า รุ่น AG285 ของบริษัท Mettler Toledo (ประเทศสวิตเซอร์แลนด์) 

16. เครื่องช่ังไฟฟ้า รุ่น PG2002-S ของบริษัท Mettler Toledo (ประเทศสวิตเซอร์แลนด์) 

17. เครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือ (Autoclave) ของบริษัท Kokusan (ประเทศญีปุ่่น) 

18. เครื่องปั่นตกตะกอน (Centrifuge) ขนาดใหญ่ 
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19. เครื่องปั่นตกตะกอนแบบตั้งโต๊ะ (Micro-Centrifuge) รุ่น WiseSpin CF-10 ของบริษัท DAIHAN 

Scientific (ประเทศเกาหลี) 

20. เครื่องปั่นผสม (Vortex Mixture) รุ่น VM-10 ของบริษัท DAIHAN Scientific (ประเทศเกาหลี) 

21. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) รุ่น T100 Thermal Cycler ของบริษัท BIO-RAD 

(ประเทศไทย) 

22. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) 

23. เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ (Nanodrop) 

24. เครื่องวิเคราะหเ์จล (Gel Documentation) ของบริษัท Bio-Rad (ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

25. จานเลี้ยงเช้ือพลาสติก ของบริษัท Greiner bio-one (ประเทศไทย) 

26. ชุดเครื่องมือท าอะกาโรสเจลอเิลก็โทรโฟเรซสิ (Agarose Gel Electrophoresis System) รุ่น Minis-

150 ของบริษัท Major Science (ประเทศไต้หวัน) 

27. ช้อนตักสาร 

28. ตะเกียงแอลกอฮอล ์

29. ตู้แช่แข็งจุดเยือกต่ า (Deep Freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสของบริษัท SANYO (ประเทศญี่ปุ่น) 

30. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Panasonic 

31. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ของบริษัท Mitsubishi 

32. ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar Flow) ของบริษัท BossTech (ประเทศอังกฤษ) 

33. ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar Flow) รุ่น Clreanmodel V.6 ของบริษัท Lab Service Ltd., Part (ประเทศ

สหรัฐอเมรกิา) 

34. ตู้อบความร้อน (Hot Air Oven) ของบริษัท Memmert (ประเทศเยอรมัน) 

35. ถุงพลาสติกชนิดทนร้อน 

36. ถุงมือยาง 
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37. ทิปปิเปต (Pipette Tips) ขนาด 10 ไมโครลิตร ของบรษัิท Neptune 

38. ทิปปิเปต (Pipette Tips) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Neptune 

39. ทิปปิเปต (Pipette Tips) ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท Bioline 

40. แท่งแก้วกลวงทีม่ีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร 

41. บีกเกอร์ (Beakers) ขนาด 500 มิลลลิิตร ของบริษัท Pyrex (ประเทศเยอรมัน) 

42. แผ่นอะลูมเินียมฟอยล์ (Aluminum Foil) 

43. แผ่นปิดสไลด์ (Coverslip) ขนาด 22x22 มิลลิเมตร ของบริษัท Menzel-Glaser 

44. พาราฟิล์ม (Parafilm) 

45. ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 2.5 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf North America    

(ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

46. ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 20 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf North America     

(ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

47. ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf North America   

(ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

48. ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf North America 

(ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

49. ไม้บรรทัด 

50. ลูป (Loop) 

51. สไลด์ (Slide) 

52. ส าล ี

53. หนังยาง 

54. หลอดเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR Tubes) 
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55. หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ (Microcentrifuge Tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Axygen        

(ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

เคมีภัณฑ์และชุดทดสอบส าเร็จ 

1. ชุด PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit 

 1.1 Wash Buffer (W1) 

 1.2 Elution Buffer (E5) 

2. ชุด TA Cloning Vector  

 2.1 Ligation Buffer A 

 2.2 Ligation Buffer B 

 2.3 T&ATM Cloning Vector 

 2.4 yT4 DNA Ligase 

3. ชุด BioFACTTM Plasmid Mini Prep Kit (Ver.2.0) 

 3.1 B1 : Blue Indicator 

 3.2 B2 

 3.3 Help B 

 3.4 WB : 80% Ethanol 

 3.5 Buffer EB 

4. น้ ากลั่น (Distilled Water) 

5. น้ าผักพร้อมดื่มยีห่้อ V8 สูตรดั้งเดิม ผลิตโดย บริษัท แคมเบลล์ ซปุคัมปานี จ ากัด 

6. วุ้นผง (Agar) 

7. อะกาโรส (Agarose) 

8. เอทิเดียมโบรไมด์ (Ethidium Bromide ) ของบริษัท Amresco (USA) 

9. 70% Ethanol 

10. Absolute Ethanol 

11. Ampicillin 

12. Hymexazol 

13. Master Mix ส าหรับ PCR 
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 13.1 น้ ากลั่นปลอดประจุ (Double Distill Water) 

 13.2 10X PCR Buffer 

 13.3 Deoxynucleotide Triphospates (dNTPs) 

 13.4 Primer ITS1 และ ITS4 ส าหรบัการท า PCR ครั้งที่ 1 

 13.5 Primer A2 และ I2 ส าหรับการท า PCR ครั้งที่2  

 13.6 Taq Polymerase 

14. Propiconazole 

15. Rifamycin 

16. Sodium Chloride (NaCl) 

17. Tryptone  

18. Yeast Extract 

19. น้ ากรอง (Deionized Water) 

20. Luria Bertani (LB) broth 

21. Potassium chloride (KCl) 

22. Magnesium chloride hexahydrate 

23. Sucrose 
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บทท่ี 3 

วิธีการทดลอง 

3.1 การเลอืกไอโซเลตที่ใช้ในการทดลอง 

ราในวงศ์ Phytophthora ที่คาดว่ามี P. meadii ปนอยู่ที่จะใช้ในการทดลองมีทั้งหมด 2 ไอโซเลต 

ได้แก่ไอโซเลต L116-1 และ 77-1-2 เป็นสายพันธ์ุที่ไม่มีไวรัสทุกไอโซเลตถูกแยกได้จากใบยางพาราที่เป็น

โรค เช้ือที่แยกได้น ามาเลี้ยงบนอาหาร 5% V8 สถานที่เก็บตัวอย่างและผู้คัดแยก แสดงดังตารางที่ 3.1 

ตารางที่ 3.1 แสดงราในวงศ์ Phytophthora ที่ใช้ในการทดลองและสถานที่เกบ็ตัวอย่าง 

ไอโซเลท สถานที่เกบ็ คัดแยกโดย 

L116-1 
12.438111, 102.618854 
ซอยคลองลื้อ3 ต.ด่านชุมพล 
อ.บ่อไร่ จ.ตราด 

อัชวัฒน์ วงศ์เกษมศิร ิ

77-1-2 
12.780333, 101.733000 
124/3 ม.8 ต.คลองปูน อ.แกลง 
จ.ระยอง 

กุลนันทน์ รุง่นาไร ่

 

3.2 ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาโดยทั่วไป 

แยกโคโลนีเดี่ยวให้ไดเ้ช้ือบรสิุทธ์ิที่คาดว่าเป็น มี P. meadii   

ใช้วิธี Baiting Technique โดยใส่ agar plug 2-3 ช้ิน ลงในจานเลี้ยงเช้ือ ใสเ่มล็ดงา 3 เมล็ดต่อจาน

และใส่น้ า P3 ปริมาตร 20 มิลลลิิตร บม่ในทีส่ว่าง อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 3-5 วันแล้วเทน้ าเก่าออก เติม

น้ า P3 ใหม่รอให้ซูโอสปอรป์ลอ่ยออกมา ดูดซูโอสปอร์ที่ถูกปล่อยมาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 5% V8 บ่ม

ในที่มืด 28 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1-2 วัน ย้ายโคโลนีเดี่ยวลงอาหารใหม ่
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อับสปอร์ 

ใช้วิธี Baiting Technique บ่มในที่สว่าง อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 3-5 วัน เข่ียสายใยแล้ววางลง

บนกระจกสไลด์ ย้อมด้วยสี Lacto  phenol aniline blue ปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์แล้วน าไปส่องดูด้วย

กล้องจุลทรรศน์ภายใต้ก าลังขยาย 400 เท่า 

รูปแบบโคโลนี 

ท า Agar plug โดยใช้แท่งแก้วกลวงที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 0.5 เซนติเมตร ที่ผ่านการฆ่าเช้ือ

แล้วกดลงบนผิวหน้าอาหารบริเวณปลายเส้นใยของรา ใช้เข็มเข่ียเช้ือถ่าย Agar plug วางลงบนอาหารเลี้ยง

เช้ือแข็ง 5% V8 บ่มในที่มืด อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 5 วัน 

 

3.3 ตรวจสอบสกลุรา  

3.3.1 เลี้ยงเช้ือเพื่อสกัดดีเอ็นเอ  

จากการท า agar plug โดยใช้แท่งแก้วกลวงที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 0.5 เซนติเมตร ที่ผ่านการ

ฆ่าเช้ือ กดลงบนอาหารที่มีเช้ือเจริญโดยเลือกบริเวณปลายเส้นใย ใช้เข็มเข่ียถ่าย agar plug วางลงบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง 5% V8 บ่มในที่มืดอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 5-7 วัน  

3.3.2 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

1.) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4  

โดยวิธี Direct Colony PCR ใช้ตัวอย่างที่ต้องการและตัวแปรควบคุมมาเพิ่มปรมิาณเปา้หมาย

ด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 จะได้ขนาดผลิตภัณฑ์ประมาณ 870-900 คู่เบส โดยใช้ปลายปิเปตทิปพลาสติก

ปลอดเช้ือเข่ียเอาเส้นใยที่เจริญบนอาหารแข็ง 5% V8 โดยพยายามมิให้มีอาหารปน หลังจากนั้นใส่ลงไปใน 

PCR mixture ดังตารางที่ 3.2 หลังจากนั้นน าเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  
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ตารางที่ 3.2 ส่วนประกอบที่ใช้ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

น้ ากลั่น (DI type I) 17.625 

10X PCR buffer 2.5 

50 mM MgCl2 0.75 

10 mM dNTPs mix 0.5 

10 µM ITS1 (forward) 1.25 

10 µM ITS4 (reward) 1.25 

Taq DNA Polymerase 0.125 

Colony PCR 1 

ปริมาตรรวม 25 

 

ส าหรับภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป็นไปตามตารางที่ 3.2 โดยท าซ้ าจ านวน 30 

รอบในข้ัน denaturation, annealing และ extension 
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ตารางที่ 3.3 ภาวะที่ใช้ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 

ข้ันตอน อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส) เวลา(นาท)ี 

Initiation denaturation 94.0 3.00 

denaturation 94.0 0.30 

annealing 55.0 0.30 

extension 72.0 1.00 

Final extention 72.0 5.00 

 

ตารางที่ 3.4 ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 

Primer Sequence (5’ 3’) Tm (oC) 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 61 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 56 

((White et al. 1990) 

1.) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์  A2 และ I2 
น าดีเอ็นเอของแต่ละตัวอย่างรวมถึงตัวแปรควบคุมที่ผ่านการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีนด้วย   

ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 แล้วมาเจือจางด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากเช้ือ 100 เท่ามาเป็นดีเอ็นเอแม่แบบเพิ่ม

ปริมาณช้ินส่วนยีนของเป้าหมายที่ต้องการด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 ขนาดผลิตภัณฑ์ 752-852 คู่เบส ผสม

สารทั้งหมดในปริมาณตามตารางที่ 3.5 หลังจากนั้นน าเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
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ตารางที่ 3.5 ส่วนประกอบที่ใช้ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

น้ ากลั่น (DI type I) 17.625 

10X PCR buffer 2.5 

50 mM MgCl2 0.75 

10 mM dNTPs mix 0.5 

10 µM A2 (forward) 1.25 

10 µM I2 (reward) 1.25 

Taq DNA Polymerase 0.125 

ดีเอ็นเอแม่แบบ 1 

ปริมาตรรวม 25 

 

ส าหรับภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป็นไปตามตารางที่ 3.5 โดยท าซ้ าจ านวน 30 

รอบในข้ัน denaturation, annealing และ extension 
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ตารางที่ 3.6 ภาวะที่ใช้ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 

ข้ันตอน อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส) เวลา(นาท)ี 

Initiation denaturation 94.0 3.00 

denaturation 94.0 0.30 

annealing 56.0 0.30 

extension 72.0 1.00 

Final extention 72.0 5.00 

 

ตารางที่ 3.7 ไพรเมอร์ A2 และ I2 

Primer Sequence (5’ 3’) Tm (oC) 

A2 ACTTTCCACGTGAACCGTTTCAA 61 

I2 GATATCAGGTCCAATTGAGATGC 61 

(Drenth et al. 2006) 

3.3.3 การตรวจสอบผลด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Gel electrophoresis) 

เตรียมอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1.0% โดยช่ังวุ้นอะกาโรส 0.5 มิลลิกรัม ละลายด้วย 0.8 M TBE 

buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท าให้ละลายด้วยความร้อน เทเจลลงในแม่พิมพ์แล้วใส่หวีให้ได้จ านวนช่อง

ตามที่ ต้องการส าหรับการใช้งาน เมื่อเจลแข็งน าไปใส่เครื่องท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสจากนั้นเท 0.5 M 

TBE buffer (running buffer) ให้ท่วมเจล น าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีนจากทั้งไพรเมอร์ 

ITS1 และ ITS4 กับไพรเมอร์ A2T และ I2 มาท าอิเล็กโทรโฟเรซสิ โดยผสมผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณ 

ช้ินส่วนยีน 5 มิลลิลิตร กับ 6X loading dye 1 ไมโครลิตร เข้าด้วยกัน ส่วนตัวระบุขนาดผลิตภัณฑ์ใช้ 1 kb 

plus DNA Ladder จากนั้นหยดลงในแต่ละช่องของเจล ใช้ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที ใน

การท าอิเล็กโทรโฟเรซิส น าเจลที่ได้มาย้อมด้วยเอทิเดียมโบรไมด์เป็นเวลา 5 นาที แล้วล้างด้วยการแช่ในน้ า

กลั่นเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าเจลไปวิเคราะห์ ผลโดยใช้เครื่อง gel documentation 
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3.3.4 การเตรียมแบคทีเรียเจ้าบ้าน (competent cell) 

น าโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5α จากอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Luria Bertanii 

(LB,ภาคผนวก ก) ที่ 16-20 ช่ัวโมง ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB 10 มิลลิลิตร บ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง จากนั้นปิเปตต์แบคทีเรียที่ได้ลงใน

อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB ใหม่ที่ปริมาตร 90 มิลลิลิตร น าไปบ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง

วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรได้ค่าระหว่าง 2.5-3.0 แล้วแช่เช้ือในน้ าแข็ง 10 นาที

ต่อมาน าไปปั่นเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ 4,000 รอบต่อนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที         

เทอาหารออกและละลายเซลล์ด้วยสารละลายซึ่งประกอบด้วยสารละลายของแมกนีเซียมคลอไรด์ ความ

เข้มข้น 80 มิลลิโมลาร์, แคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ 60 มิลลิลิตร ที่เย็น จากนั้นน าไปปั่น

เหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ 4,000 รอบต่อนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสออกละลาย

เซลล์ด้วย 0.1 M CaCl2   4 มิลลิลิตร เก็บเซลล์โดยแบ่งเซลล์ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดละ 150 

ไมโครลิตร และใส่ 20% กลีเซอรอล 550 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส 

3.3.5 การท าให้ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอจากการท า PCR มีความบริสุทธ์ิ 

ท าบริสุทธ์ิด้วยการใช้ชุด PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit โดยน าดีเอ็นเอของแต่ละ

ตัวอย่างที่ผ่านการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีนด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 ปริมาตร 25 ไมโครลิตรลงใน Quick 

Gel Extraction Column ที่อยู่ในมี Wash Tube น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

1 นาที เทส่วนใสออกและวาง column ลงใน Wash Tube แล้วล้างโดยการเติม Wash Buffer (W1) ที่มีเอ

ทานอล 500 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใส

ออกและวาง column ลงใน Wash Tube จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 1-2 นาที เท

ส่วนใสออก ละลายดีเอ็นเอออกมาโดยวาง column ลงใน Recovery Tube เติม Elution Buffer (E5) 50 

ไมโครลิตร ตรงบริเวณกลาง column แล้วบ่มหลอด 1 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่

ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เก็บดีเอ็นเอบริสุทธ์ิที่ -20 องศาเซลเซียส 

3.3.6 การโคลนช้ินส่วนดีเอ็นเอลงในพลาสมิด 

ใช้ชุด TA Cloning Kit โดยใส่ Ligation Buffer A 1 ไมโครลิตร Ligation Buffer B 1 ไมโครลิตร 

T&ATM Cloning Vector 2 ไมโครลิตร PCR product 3 ไมโครลิตร yT4 DNA Ligase 1 ไมโครลิตร และ
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น้ า DI 2 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์แล้วผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-15 

นาที  

3.3.7 การน าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (transformation) 

ละลายแบคทีเรียเจ้าบ้านที่อยู่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์บนน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที ใส่พลาสมิด

ที่มีช้ินส่วนดีเอ็นเอจากข้อ 3.3.6 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มบนน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที 

จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และแช่หลอดในน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 5 

นาที เติมอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว S.O.C. (super optimal broth with catabolic repressor, ภาคผนวก ก) 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปบ่มบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นปิเปตต์เช้ือมา 100 ไมโครลิตรกระจาย (spread plate) บนอาหารเลี้ยงเช้ือ

แข็ง LB ที่มีตัวยาแอมพิซิลลินความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร แล้วน าไปบ่มในตู้บ่มเช้ือที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

 
3.3.8 การเตรียมแบคทีเรียส าหรับสกัดพลาสมิด 

น าโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5α ที่มีพลาสมิดที่มีช้ินส่วนดีเอ็นเอของ

ตัวอย่าง จากอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ที่มีตัวยาแอมพิซิลลินความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 100 ไมโครกรัมต่อมิ

ลลิตรมาขีดในจานเพาะเช้ือ (Streak plate) แล้วน าไปบ่มในตู้บ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 

16-18 ช่ัวโมง จากนั้นน าโคโลนีเดี่ยวใส่ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่ม

เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง ต่อมาแบ่งน้ า

เลี้ยงเช้ือลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดละ 1 มิลลิลิตร และน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทอาหารออก 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 

 
3.3.9 การสกัดพลาสมิด 

สกัดพลาสมิดด้วยการใช้ชุด BioFACTTM Plasmid Mini Prep Kit (Ver.2.0) น าแบคทีเรียจาก
การเตรียมสกัดพลาสมิด ใส่ B1 (Blue Indicator) 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วเติม B2 350 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 1,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ต่อมาเตรียม 
column โดยน า spin column วางลงในหลอด 2 มิลลิลิตร collection ใส่ Help B 200 ไมโครลิตร น าไป
ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง column แล้วน า spin column 
วางลงในหลอดcollection อีกครั้ง ใส่ของเหลวจากข้ันก่อนลงใน spin column น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 
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7,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง น า spin column วางลงในหลอดcollection อีกครั้ง เติม 
WB 750 ไมโครลิตร ใน spin column น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท า
ข้ันตอนน้ีซ้ าอีกครั้ง จากนั้นน า spin column วางลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร micro tube น าไปปั่นเหว่ียงที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เติม Buffer EB 30-50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง 1 นาที 
แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ทิ้ง spin column เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส จากนั้นสง่พลาสมิดที่ได้ไปหาล าดับสารพันธุกรรมที่บริษัท DNA macrogen ประเทศเกาหลี
ใต้ 

 
3.4 ศึกษาอัตราการเจรญิเตบิโตของรา P. meadii ที่อุณหภูมิต่าง ๆ 

โดยน าราไอโซเลตต่าง ๆ ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 5% V8 มาท า agar plug โดยใช้แท่งแก้วกลวง

ที่มีเส้นผ่าน ศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร ที่ผ่านการฆ่าเช้ือกดลงบนผิวหน้าอาหารบริเวณปลายเส้นใย แล้วใช้

เข็มเข่ีย agar plug วางลงบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 5% V8 บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิ 7, 28, 30 และ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดยวัดขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีทุกวันแล้วน ามาหา

ค่าเฉลี่ย 

 

3.5 ศึกษาการก่อโรคของรา P. meadii บนใบยางพารา (Detached Leaf Assay)  

ใบยางพาราเก็บจากสวนที่ตั้งอยู่ที่ 3284 ต าบล หมอนนาง อ าเภอ พนัสนิคม จังหวัด ชลบุรี 20140 

ประเทศไทย (พิกัด 13.388614,101.21883200000001) ล้างใบยางพาราด้วยน้ าประปาและน้ าปลอดเช้ือ

ตามล าดับ แล้วใช้ซูโอสปอร์ในการทดสอบ ด้วยวิธี Baiting Technique โดยใส่ agar plug 2-3 ช้ิน ลงในจาน

เลี้ยงเช้ือ ใส่เมล็ดงา 3 เมล็ดต่อจานและใส่น้ า P3 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บ่มในที่สว่าง อุณหภูมิ 28 องศา

เซลเซียส 3-5 วันแล้วล้าง หลังจากนั้นใส่น้ า P3 รอให้ซูโอสปอร์ปล่อยออกมา นับจ านวนซูโอสปอร์ด้วยวิธี 

viable plate count แล้วดูดซูโอสปอร์ที่ถูกปล่อยออกมาใส่จานปลอดเช้ือแล้วน าใบยางพาราที่ผ่านการล้าง

ด้วยน้ าประปาและน้ ากลั่นวาง โดยท าการทดลอง 3 ซ้ าต่อ 1 ไอโซเลต บ่มที่ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 

วัน และสังเกตลักษณะใบยางพารา  

 

 

 

 



20 
 

   

บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ลักษณะสัณฐานวิทยาทั่วไปของ P. meadii  

หลังจากคัดแยกราจากตัวอย่างจนได้เช้ือที่บริสุทธ์ิแล้ว น าไอโซเลตที่คาดว่าจะเป็นรา P. meadii เลี้ยง

บนอาหาร 5% V8  

รูปแบบโคโลนี 

จากการศึกษารูปแบบโคโลนีบนอาหาร 5% V8 พบว่าแต่ไอโซเลตที่ใช้ในการทดลองมีลักษณะโคโลนี
แบบ stellate patterns ดังภาพที่ 4.1  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.1 ภาพรูปแบบโคโลนีทีเ่จริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 5% V8 หลงัจากบ่ม 28 องศาเซลเซียส       

เป็นเวลา 5 วัน 

L116-1-1 77-1-2-2 

77-1-2-4 
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ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

ศึกษาลักษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงทีก่ าลงัขยาย 400 เท่า จากนั้นบันทึกข้อมลูอบัสปอร์ 

50 อับสปอร์ในแต่ละตัวอย่างไดผ้ลตามตารางที่ 4.1 พบว่าไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2 และ 77-1-2-4 มี

ลักษณะอับสปอร์แบบ obpyriform และรปูร่างของ papilation เป็นแบบ papillate ความง่ายในการหลุด

จากก้านชูสปอร์ (caducity) พบว่าเป็นแบบ caducus  
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ตารางที่ 4.1 ลักษณะของไอโซเลตที่คาดว่าจะเป็น P. meadii 
 

isolate 

sporangia morphology 

Sporangium size (µm) 
Pedicel 
Length 
(µm) 

Caducity Papillation shape 
Length:width 

ratio Length Width 

Maximum Minimum Average Maximum Minimum Average 

L116-1-1 65.4 33.8 47.69 39.0 23.5 31.33 15.67 caducus papilate obpyriform 1.52 

77-1-2-2 51.8 32.4 39.42 35.8 23.6 27.95 14.67 caducus papilate obpyriform 1.41 

77-1-2-4 57.3 36.2 44.12 34.0 20.4 27.70 16.33 caducus papilate obpyriform 1.59 
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ภาพที่ 4.2 ไอโซเลต L116-1-1 แสดงภาพภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงทีก่ าลงัขยาย 400 เท่า  

อับสปอร์ (S) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.3 ไอโซเลต 77-1-2-2 แสดงภาพภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงทีก่ าลงัขยาย 400 เท่า  

อับสปอร์ (S) 

s 

s 
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ภาพที่ 4.4 ไอโซเลต 77-1-2-4 แสดงภาพภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงทีก่ าลงัขยาย 400 เท่า  

อับสปอร์ (S) 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.5 ภาพแสดงก้านชูซูโอสปอร์แรงเจียม(pedicel) ไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2 และ 77-1-2-4 

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่ก าลังขยาย 400 เท่า  

 

 

 

s 
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4.2 การระบุตัวอย่างด้วยการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ 
4.2.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 

เมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 แล้วน าไปวิเคราะห์ผลด้วยวิธีอะกา
โรส เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส พบว่าตัวอย่างทั้งหมดแสดงแถบดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 800 ถึง 1000 คู่เบสตรงกับ
ขนาด   ดีเอ็นเอของตัวควบคุมบวก ภาพที่ 4.5 ซึ่งใช้ Phytophthora sp. จึงสรุปได้ว่าตัวอย่างทั้งหมดเป็นรา
ในกลุ่ม oomycetes 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.6 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของตัวอย่าง L116-1-1 (A), 77-1-2-2 (B) และ 77-1-2-4 (C) ตัวแปร

ควบคุม Phytophthora sp. ไอโซเลต L111-1 (+VE) และ น้ า DI (-VE) โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4  

4.4.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 

ใช้ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 มาเพิ่มปริมาณ  

ดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 ที่มีความจ าเพาะต่อรา Phytophthora แล้วน าไปวิเคราะห์ผลด้วยวิธีอะกา

โรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส พบว่าตัวอย่างทั้งหมดแสดงแถบดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 650 ถึง 850 คู่เบสตรงกับขนาด     

ดีเอ็นเอของตัวควบคุมบวก ภาพที่ 4.6 ซึ่งใช้ Phytophthora sp. จึงสรุปได้ว่าตัวอย่างทั้งหมดเป็นรา 

Phytophthora 

 

 

M -VE 

1000 bp 
850 bp 
650 bp 

+VE A B C 
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ภาพที่ 4.7 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของตัวอย่าง L116-1-1 (A), 77-1-2-2 (B) และ 77-1-2-4 (C)  ตัวแปร

ควบคุม Phytophthora sp. ไอโซเลต L111-1 (+VE) และ น้ า DI (-VE) โดยใช้ไพรเมอร์ A2 และ I2 

4.4.3 ผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 

เมื่อน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 มาท าให้

บริสุทธ์ิ แล้วโคลนเข้าพลาสมิด หลังจากนั้นน าพลาสมิดเข้าสู่เซลลเ์จา้บ้าน ซึ่งก่อนท าการสกัดพลาสมิดเพื่อหา

ล าดับสารพันธุกรรม ได้ท าการตรวจสอบว่ามีช้ินส่วนของผลิตภัณฑ์หรือไม่โดยการน าโคลนต่าง ๆ มาเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 ที่มีความจ าเพาะต่อรา Phytophthora แล้วน าไปวิเคราะห์ผลด้วย

วิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส พบว่าตัวอย่างทั้งหมดแสดงแถบดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 650 ถึง 850 คู่เบสตรง

กับขนาดดีเอ็นเอของตัวควบคุมบวก ภาพที่ 4.8 ซึ่งใช้ Phytophthora sp. จึงสรุปได้ว่าโคลนทั้งหมดมี

ช้ินส่วนของรา Phytophthora 

 

 

 
 
 

M -VE +VE A B C 

650 bp 
850 bp 

1000 bp 
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ภาพที่ 4.8 การตรวจสอบการโคลนโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของตัวอย่าง L116-1-1 (A), L116-1-1 (B), 

77-1-2-2 (C), 77-1-2-2 (D) , 77-1-2-4 (E)  77-1-2-4 (F)  ตัวแปรควบคุม Phytophthora sp. ไอโซเลต 

L111-1 (+VE) และ น้ า DI (-VE) โดยใช้ไพรเมอร์ A2 และ I2 

เมื่อได้น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไป BLAST พบว่าทุกไอโซเลตมีความคล้ายกับ Phytophthora 

citrophthora CBS 581.69 (accession number MH401211) มากที่สุดแต่ strain ดังกล่าวไม่มีความ

น่าเช่ือถือเนื่องจากไม่ได้ตีพิมพ์ จึงไดส้ร้างแผนภูมิต้นไม้แบบ neighbor joining tree โดยใช้ Phytophthora 

ใน clade 2a ซึ่งเป็นเช้ืออ้างอิง ดังแสดงในภาพที่ 4.7 พบว่าไอโซเลตทั้ง 3 มีความใกล้ชิดกับ P. meadii 

และ Phytophthora colocasiae 

850 bp 
1000 bp 

650 bp 

M -VE +VE A B C D E F 
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ภาพที่ 4.9 แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยใช้ neighbor joining tree ความยาวของกิ่ง 0.12885389 ต้นไม้ถูกสร้างให้มีขนาดความยาวกิ่งในหน่วยเดียวกับ

ระยะทางวิวัฒนาการที่ใช้ในการอนุมานสายวิวัฒนาการ ระยะทางวิวัฒนาการถูกค านวณโดยใช้วิธี p-distance และอยูใ่นหน่วยของความแตกต่างการวิเคราะห์ที่เกี่ยวข้อง

กับ 12 ล าดับนิวคลีโอไทด์ ผลรวมทั้งหมด 746 ต าแหน่งในชุดข้อมูล การวิเคราะห์วิวัฒนาการด าเนินการในโปรแกรม MEGA7 
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4.3 การเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 5% V8 ที่อุณหภูมิต่าง ๆ 

น ารามาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 5% V8 เป็นเวลา 5 วันที่อุณหภูมิ 7, 28, 30 และ 37 องศา

เซลเซียส แล้ววัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีทุกวัน ท าการทดลองสามซ้ าเพื่อหาค่าเฉลี่ยได้ผลดัง ตารางที่ 

4.2  

ตารางที่ 4.2 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ยของโคโลนีทีเ่จรญิบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 5% V8 ของวันที่ 1-5  

รหสัตัวอย่าง 
วันที่/ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางเฉลี่ย 
(มิลลิเมตร) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

7 28 30 37 

L116-1-1 

1 5 15 15 5 
2 5 30 30 5 
3 5 44 44.3 5 
4 5 58.3 58 5 
5 5 71.3 71 5 

77-1-2-2 

1 5 13.7 12.7 5 
2 5 24.3 24 5 
3 5 35.3 35.7 5 
4 5 47.7 47.3 5 
5 5 59.3 58.7 5 

77-1-2-4 

1 5 15.3 15.3 5 
2 5 30.7 30.7 5 
3 5 45.3 45 5 
4 5 60.3 59.7 5 
5 5 75.3 72.33 5 

 
จากค่าเฉลี่ยที่ได้แสดงไว้ในตารางที่ 4.2 น าค่าเฉลี่ยจากอุณหภูมิ 28 และ 30 องศาเซลเซียส ที่มีการ

เจริญมาสร้างเป็นกราฟแสดงการเจริญของราได้ตามกราฟที่ 4.1 และ 4.2 พบว่าราที่คาดว่าเป็น P. meadii 
เมื่อสร้างกราฟแสดงอัตราการเจริญที่อุณหภูมิต่าง ๆ ตามกราฟที่ 4.3, 4.4 และ 4.5 พบว่า L116-1-1 และ 
77-1-2-4 มีการเจริญใกล้เคียงกันส่วนตัวอย่างที่ 77-1-2-2 ที่มีอัตราการเจริญน้อยกว่าไอโซเลตอื่นเล็กน้อย 
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กราฟที่ 4.1 แสดงการเจริญของราไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2 และ 77-1-2-4 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 5% 
V8 ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟที่ 4.2 แสดงการเจริญของราไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2 และ 77-1-2-4 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 5% 
V8 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 
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กราฟที่ 4.3 แสดงอัตราการเจรญิของราไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2 และ 77-1-2-4 ที่อุณหภูมิต่าง ๆ 

 
 
4.3 ความรุนแรงในการก่อโรคของราบนใบยางพารา (Detached Leaf Assay) 

สังเกตความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2, 77-1-2-4 หลังจากบ่มใบ
ยางพาราร่วมกับ Zoospore suspension โดยไอโซเลต L116-1-1 ความเข้มข้น 1.9x 102 spore/ml      
ไอโซเลต 77-1-2-2 ความเข้มข้น 2x 102 spore/ml และ ไอโซเลต 77-1-2-4 ความเข้มข้น 5x 102 

spore/ml พบว่าใบยางในชุดควบคุมไม่พบการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการทดลอง 110 ช่ัวโมง ส่วนใบ
ยางพาราที่ปลูกซูโอสปอร์ของ P. meadii ทุกไอโซเลต มีจุดด าเกิดข้ึน โดยไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2 
และ 77-1-2-4 มีจุดเกิดข้ึนภายใน 16 ช่ัวโมง และต่อมาใบเปลี่ยนเป็นสีเหลืองซีดเป็นล าดับดังแสดงในภาพที่ 
4.9-4.15 
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ภาพที่ 4.10 แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2, 77-1-2-4 หลังจาก

บ่มใบยางพาราร่วมกับ Zoospore suspension ที่ 0 ช่ัวโมง ; C = control (ใบยางพาราบม่กบัน้ า P3) 

c 

L116-1-1 

77-1-2-2 

77-1-2-4 
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ภาพที่ 4.11 แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2, 77-1-2-4 หลังจาก

บ่มใบยางพาราร่วมกับ Zoospore suspension ที่ 16 ช่ัวโมง ; C = control (ใบยางพาราบ่มกบัน้ า P3) 
 
 

c 

L116-1-1 

77-1-2-2 

77-1-2-4 
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ภาพที่ 4.12 แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2, 77-1-2-4 หลังจาก

บ่มใบยางพาราร่วมกับ Zoospore suspension ที่ 24 ช่ัวโมง ; C = control (ใบยางพาราบ่มกบัน้ า P3) 
 
 

c 

L116-1-1 

77-1-2-2 

77-1-2-4 
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ภาพที่ 4.13 แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2, 77-1-2-4 หลังจาก

บ่มใบยางพาราร่วมกับ Zoospore suspension ที่ 40 ช่ัวโมง ; C = control (ใบยางพาราบ่มกบัน้ า P3) 
 
 

c 

L116-1-1 

77-1-2-2 

77-1-2-4 
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ภาพที่ 4.14 แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2, 77-1-2-4 หลังจาก

บ่มใบยางพาราร่วมกับ Zoospore suspension ที่ 46 ช่ัวโมง ; C = control (ใบยางพาราบ่มกบัน้ า P3) 
 
 

c 

L116-1-1 

77-1-2-2 

77-1-2-4 
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ภาพที่ 4.15 แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2, 77-1-2-4 หลังจาก

บ่มใบยางพาราร่วมกับ Zoospore suspension ที่ 62 ช่ัวโมง ; C = control (ใบยางพาราบ่มกบัน้ า P3) 
 
 

L116-1-1 

c 

77-1-2-2 

77-1-2-4 
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ภาพที่ 4.16 แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2, 77-1-2-4 หลังจาก

บ่มใบยางพาราร่วมกับ Zoospore suspension ที่ 86 ช่ัวโมง ; C = control (ใบยางพาราบ่มกบัน้ า P3) 
 
 

L116-1-1 

c 

77-1-2-2 

77-1-2-4 
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ภาพที่ 4.17 แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลต L116-1-1, 77-1-2-2, 77-1-2-4 หลังจากบม่ใบ

ยางพาราร่วมกับ Zoospore suspension ที่ 110 ช่ัวโมง ; C = control (ใบยางพาราบ่มกบัน้ า P3) 

 

L116-1-1 

c 

77-1-2-4 

77-1-2-2 
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เมื่อตรวจสอบด้วยการท า Koch's postulate โดยน าช้ินส่วนใบยางพาราที่ผ่านการบ่มร่วมกับ 

Zoospore suspension ที่ 110 ช่ัวโมง มาวางบนอาหาร 5% V8 แล้วบ่มที่ 28 องศาเซลเซียสเป็นเวลา     

2 วันพบว่ามีเส้นใยเจริญออกมารอบใบยางในขณะที่ชุดควบคุมไม่พบการเจิญของเส้นใย ดังภาพที่ 4.18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.18 แสดงการทดสอบ Koch's postulate จากใบยางที่ผ่านการบ่มร่วมกับ Zoospore suspension 

ที่ 110 ช่ัวโมง ของไอโซเลต  L116-1-1 (A), 77-1-2-2 (B), 77-1-2-4 (C) และ ใบยางพาราบ่มกับน้ า P3 เป็น

ตัวแปรควบคุม (D)   

 

 

B 

C D 

A 
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บทท่ี 5 

สรุปและวิจารณผ์ลการทดลอง 

 

จากการทดลองแยกรา P. meadii จากไอโซเลตที่มีการผสมระหว่าง Phytophthora หลายชนิด 
คาดว่าจะเป็นรา P. meadii 3 ไอโซเลต จากจังหวัดระยอง 1 ไอโซเลตและจังหวัดตราด 2 ไอโซเลต ซึ่งการมี
รา Phytophthora มากกว่าหนึ่งชนิดผสมอยู่ด้วยกัน ท าให้ต้องต้องใช้วิธี Baiting Technique แล้วชักน าให้
ปล่อยซูโอสปอร์โดยการเปลี่ยนน้ า P3 หลังจากนั้นดูดซูโอสปอร์ที่ถูกปล่อยมาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 
5% V8 แล้วบ่มจนเห็นโคลีนีเดี่ยว ซึ่งโคโลนีเดี่ยวนี้มาจากซูโอสปอร์เดียวท าให้มั่นใจได้ว่าโคโลนีนี้เป็น 
Phytophthora บริสุทธ์ิ ย้ายโคโลนีเดี่ยวลงอาหารใหม่  

ในการแยกว่าไอโซเลตใดเป็น P. meadii ต้องน าไปเลี้ยงในน้ า P3 แล้วสังเกตลักษณะของอับสปอร์
โดยมีรายงานว่าอัปสปอร์ของ P. meadii ในน้ ามีขนาดความยาว 20-44 ไมโครเมตร ความกว้าง 16-29 
ไมโครเมตร ลักษณะเห็น papillate ชัดเจนมีรูปร่างเป็นแบบ obpyriform และมี Length-width ratio 1.3-
2.0 และมีลักษณะโคโลนีแบบ stellate patterns (Erwin และ Ribeiro 1996) ซึ่งไอโซเลต L116-1-1,    
77-1-2-1 และ 77-1-2-4 มีลักษณะตรงตามรายงาน ท าให้คาดว่าเป็นรา P. meadii จึงน าไปศึกษาต่อโดย
การศึกษาล าดับสารพันธุกรรมบริเวณ ITS เพื่อระบุสปีชีส์ที่ชัดเจนต่อไป 

ในข้ันตอนการศึกษาล าดับสารพันธุกรรมเมื่อน าไอโซเลตทั้งหมดมาสกัดดีเอ็นเอแล้วเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมด้วยใช้วิธี Nested-PCR โดยมีไพรเมอร์คู่แรกคือ ITS1 และ ITS4 ไพรเมอร์คู่ที่สองคือ A2 และ I2

พบว่าเมื่อเพิ่มสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์คู่แรก แล้วน ามาตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสโดย

มี Phytophthora sp. ไอโซเลต L111-1 เป็นตัวแปรควบคุมบวก และมีน้ า DI เป็นตัวแปรควบคุมลบจะ

สังเกตเห็นแถบดีเอ็นเอของทุกอโซเลตอยู่ระหว่าง 800 ถึง 1000 คู่เบส ตรงกับของตัวแปรควบคุมบวกแสดง

ว่าทุกไอโซเลตเป็นสิ่งมีชีวิตจ าพวกรา หรือสิ่งมีชีวิตคล้ายราและเมื่อเพิ่มสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์คู่ที่สอง

โดยใช้ผลิตภัณฑ์จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในรอบแรกแลว้น ามาตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรี

ซิสโดยมี Phytophthora sp. ไอโซเลต L111-1 เป็นตัวแปรควบคุมบวก และมีน้ า DI เป็นตัวแปรควบคุมลบ 

จะสังเกตเห็นแถบดีเอ็นเอของทุกไอโซเลตอยู่ระหว่าง 650 ถึง 850 คู่เบส ตรงกับของตัวแปรควบคุมบวก

แสดงว่าทุกไอโซเลตเป็นราในจีนัส Phytophthora ส่วนตัวแปรควบคุมลบจะไม่ข้ึนแถบดีเอ็นบริเวณนั้น

เนื่องจากไม่ใช่จีนัส Phytophthora และเพื่อระบุถึงสปีชีส์ที่ชัดเจนว่าไอโซเลตที่ทั้งหมดเป็นรา P. meadii 

หรือไม่จึงท าการส่งพลาสมิดที่มีช้ินส่วนบริเวณ ITS หาล าดับสารพันธุกรรม โดยน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 มาท าให้บริสุทธ์ิ แล้วโคลนเข้าพลาสมิด หลังจากนั้นน าพลาส

มิดเข้าสู่เซลล์เจ้าบา้น ซึ่งก่อนท าการสกัดพลาสมิดเพือ่หาล าดับสารพันธุกรรม ได้ท าการตรวจสอบว่ามีช้ินส่วน
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ของผลิตภัณฑ์หรือไม่ โดยการน าโคลนต่าง ๆ มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 ที่มี

ความจ าเพาะต่อรา Phytophthora พบว่าตัวอย่างทั้งหมดแสดงแถบดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 650 ถึง 850 คู่เบส

ตรงกับขนาดดีเอ็นเอของตัวควบคุมบวก ซึ่งใช้ Phytophthora sp. ไอโซเลต L111-1 จึงสรุปได้ว่าโคลน

ทั้งหมดมีช้ินส่วนของรา Phytophthora จึงส่งหาล าดับสารพันธุกรรม 

การส่งหาล าดับสารพันธุกรรมเมื่อได้น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไป BLAST พบว่าทุกไอโซเลตมีความ
คล้ายกับ P. citrophthora แต่ strain ที่แสดงไม่มีความน่าเช่ือถือเนื่องจากไม่ได้ตีพิมพ์ จึงได้สร้างแผนภูมิ
ต้นไม้แบบ neighbor joining tree โดยใช้ Phytophthora ใน clade 2a อ้างอิง พบว่าทั้ง L116-1-1, 77-
1-2-1 และ 77-1-2-4 มีความคล้ายกับ P. meadii และ P. colocasiae เนื่องจาก Phytophthora ใน 
clade เดียวกันมีความใกล้ชิดกันมาก แต่เมื่อศึกษารวมกับลักษณะของอับสปอร์ของ P. colocasiae พบว่ามี
ขนาดความยาว 40-70 ไมโครเมตร ความกว้าง 17-28 ไมโครเมตร ลักษณะ semipapillate มีรูปร่างเป็น
แบบ ovoid และมี Length-width ratio 1.6-2.6 (Erwin และ Ribeiro 1996) ซึ่งไอโซเลต L116-1-1, 77-
1-2-1 และ 77-1-2-4 ที่แยกได้ไม่ได้มีลักษณะที่เหมือน P. colocasiae จึงคาดว่าไอโซเลตทั้ง 3 เป็นรา      
P. meadii แตเ่พื่อท าการระบุสปีชีส์ที่ชัดเจนเนื่องจาก P. meadii อยู่ใน clade 2 (Yang และ Hong 2018) 
จึงควรศึกษายีน coxI ต่อไป 

ในข้ันการเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 5% V8 โดยบ่มที่อุณหภูมิ 7, 28, 30 และ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 วัน พบว่ารา P. meadii ทั้ง 3 ไอโซเลตไม่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 7 และ 37 องศาเซลเซียส 
ในขณะที่สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ได้ดีกว่า 30 องศาเซลเซียส เล็กน้อย 

และการศึกษาการก่อโรคของรา P. meadii บนใบยางพารา (Detached Leaf Assay)ทั้ง 3 ไอโซ
เลต สามารถก่อโรคในใบยางพาราได้โดยลักษณะอาการเริ่มจากเกิดจุดสีน้ าตาลข้ึนบริเวณผิวใบยางพารา
ภายใน 16 ช่ัวโมง และเมื่อเวลาผ่านไปใบเริม่เหลืองซีดลง ส่วนใบที่เป็นตัวแปรควบคุมไม่พบการเปลี่ยนแปลง
หลังจาก 110 ช่ัวโมง 
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ภาคผนวก ก 

อาหารและสารเคมี 

1. V8 selective medium (Jeffers and Martin, 1986) 

Ingredient  Amount per 

1 L 
Final 

concentration 

Basal medium 

5% V8 

Clarified V8 

Deionized water 

Agar 

 

 

50 ml 

950 ml 

15 g 

 

Amendment 

Sodium ampicillin (0.1 g/ml)  

 

1 ml 

 

100 µg/l 

  

ผสม Basal medium ดังสูตรข้างต้น จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ตั้งทั้งไว้ให้อาหารอุ่นแล้วจึงเติมสารยบัยั้งจุลินทรีย์

ชนิดอื่นตามปริมาณทีร่ะบุไว้แล้วผสมใหเ้ข้ากัน แล้วจึงน าอาหารเลี้ยงเช้ือเทลงบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

Clarified V8 

  V8 1 กระปอ๋ง       340 มิลลิลิตร 

  Calcium carbonate (CaCo3)     3.4 กรัม 

 น า V8 ที่ผลิตโดย บริษัท แคมเบลล์ ซุปคัมปานี จ ากัด ปริมาตร 340 มิลลิลิตรผสมกับ CaCo3 3.4 

กรัม จากนั้นน ามาใส่ในขวดพลาสติกส าหรับปั่นเหว่ียง แล้วน าไปปั่นเหว่ียงตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที จากนั้นจึงเก็บส่วนน้ าใสไว้ในอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

Sodium ampicillin (0.1g/ml) 

  Sodium ampicillin (T.P. Drug Laboratories, Thailand)  1  กรัม 

  Sterile deionized water      10 มิลลิลิตร 
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 ละลาย Sodium ampicillin โดยใช้น้ าปราศจากไอออนแลว้ใส่ลงในขวดที่ผ่านการฆ่าเช้ือและเก็บไว้

ที่ 4 องศาเซลเซียส 

2.  Luria Bertani (LB) broth ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

แบคโตเปปโทน        10.0  กรัม 

ผงสกัดยีตส์        5.0  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์        5.0  กรัม 

ละลายในน้ าปรมิาตร 1000 มิลลลิิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือด้วยความ

ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3.  Luria Bertani (LB) agar ปรมิาตร 1000 มิลลลิิตร 

แบคโตเปปโทน        10.0  กรัม 

ผงสกัดยีตส์        5.0  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์        5.0  กรัม 

ผงวุ้น         20.0  กรัม 

ละลายในน้ าปรมิาตร 1000 มิลลลิิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือด้วยความ

ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

4.  S.O.C medium (super optimal broth with catabolic repressor) ปริมาตร 1000 มิลลลิิตร 

ทริปโตน        20.0  กรัม 

ผงสกัดยีสต์        5.0  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์        0.5  กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด์       186.4  มิลลิกรมั 

แมกนีเซียมคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต      2.032  กรัม 

ซูโครส         6.846  กรัม 

ละลายในน้ าและปรับให้ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 7.0 จากเติมน้ าจนมีปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร ผสม

ให้เข้ากัน แล้วน าไปนึ่งด้วยเครื่องนึง่อบฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว           ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

7. P3 water (1L) 

Pond water       1  ลิตร 
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น าไปนึ่งฆ่าเช้ือจลุินทรีย์ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที 

8. TE Buffer ปรมิาตร 50 มิลลลิิตร 

 3.1 M Tris-HCL ปริมาตร 20 มิลลลิิตร (pH 8.0) 

  Tris        3.152  กรัม 

  H2O        16 มิลลิลิตร 

 3.2 0.5 M EDTA ปริมาตร 20 มิลลลิิตร (pH 8.0) 

  EDTA        3.72 กรัม 

  H2O        16 มิลลิลิตร 

จากนั้นน า Tris-HCl ปริมาตร 0.5 มิลลลิิตรและ EDTA 0.1 มิลลิลิตร ผสมกบัน้ ากลั่น 49.40 มิลลิลิตร 

9. 10X TBE buffer Stock solution ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบด้วย 

 Tris (Research organic, USA)      48.4 กรัม 

 Boric acid (Bio Basic, Canada)      11.4 กรัม 

 EDTA (Bio Basic, Canada)      3.7 กรัม 

 Deionized water      1 ลิตร 

ผสมและน าไปนึง่ฆ่าเช้ือจลุินทรีย์ ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง 

10.  0.8X TBE ปริมาตร 1 ลิตร 

 10X TBE buffer       80 มิลลิลิตร 

 Sterile deionized water     920 มิลลิลิตร 

11.  0.5X TBE running buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

 10X TBE buffer       50 มิลลิลิตร 

 Sterile deionized water     950 มิลลิลิตร 

12. 1% agarose gel 50 มิลลิลิตร 

 Agarose (AMRESCO, USA)     0.5 กรัม 

 0.8X TBE       50 มิลลิลิตร 

ผสมสารทั้งหมดและน าเข้าไมโครเวฟโดยใช้ความร้อน 800 วัตต์ 1 นาที รอสักพกัให้เจลเย็นลงแล้วจึงเทใส่

แม่พิมพ ์
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13. Ethidium bromide solution (0.5 ug/ml ส าหรับใช้ย้อมเจล) ปริมาตร 200 มิลลลิิตร 

 10 mg/ml Ethidium bromide (AMRESCO, USA)  10 ไมโครลิตร 

 Sterile deionized water     190 มิลลิลิตร 

ผสมสารทั้งหมดและเก็บในภาชนะปิด เกบ็ไว้ในที่มืด 
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ภาคผนวก ข 

DNA marker 

1. DNA marker  
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