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บทคดัยอ่ 

งานวิจัยนี้ต้องการระบุชนิดของราไฟทอฟธอราที่เกี่ยวข้องกับโรคใบร่วงและโรคเส้นด าของยางพาราใน
ภาคตะวันออกของประเทศไทย โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูวิทยาด้วยยีนบริเวณ ITS ของไฟทอฟ
ธอรา 4 ไอโซเลท คือ L112-2, L116-1, L116-4 และ L62B-1 พบว่าทุกไอโซเลทเป็น heterothallic และ non-
caducous ซึ่งไอโซเลท L112-2, L116-1 และ L116-4 มีลักษณะสปอร์แรงเจียมแบบ obpyriform, ovoid, 
obturbinate และ reniform มีรูปแบบของโคโลนีแบบ stellate อีกทั้งยังมี papilla ขนาดของสปอร์แรงเจียม
ยาว 40.8-49.7 ไมโครเมตร กว้าง 29.9-33.7 ไมโครเมตร และอัตราส่วนระหว่างความยาวต่อความกว้างเฉลี่ย 
1.36-1.47 ในขณะที่ไอโซเลท L62B-1 มีลักษณะสปอร์แรงเจียมแบบ obpyriform, ovoid, obturbinate และ 
reniform มีโคโลนีแบบ radiation และมี papillate ขนาดของสปอร์แรงเจียมกว้างเฉลี่ย 17.3 ไมโครเมตร               
ยาว 26.4 ไมโครเมตร และอัตราส่วนระหว่างความยาวต่อความกว้าง 1.53 จากล าดับของสารพันธุกรรมบริเวณ 
ITS พบว่า ทุกไอโซเลทอยู่ใน clade 2a โดยไอโซเลท L112-2 มีความคล้ายกับ P. citrophthora เช่นเดียวกับไอ
โซเลท L116-1 และ L116-4 ส่วนไอโซเลท L62B-1 มีความคล้ายกับ Phytophthora botryosa โดยงานวิจัยนี้
เป็นรายงานการค้นพบ P. citrophthora ก่อโรคในต้นยางพาราในภาคตะวันออกของประเทศไทยเป็นครั้งแรก  
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Abstract 

 This research identified Phytophthora associated with leaf fall and black stripe of para 
rubber tree in Eastern Thailand. On the basis of morphological characters and molecular 
characters using the ITS region of the rDNA, all four isolates were provisionally name as isolate 
L112-2, L116-1, L116-4 and L62B-1 on 5% V8 agar all isolates did not produce sexual structures. 
Sporangia of Isolate L112-2, L116-1 and L116-4 were non-caducous, papillate, obpyriform, 

obturbinate, ovoid and reniform on 5% V8. Sporangia were 40.8 to 49.7 μm long and 29.9 to 

33.7 μm wide, length to width ratio was 1.36-1.47. Sporangia of Isolate L62B-1 were papillate, 

globose, obpyriform, obturbinate, ovoid and reniform. Dimensions were 26.4 μm long and 17.3 

μm wide, length to width ratio was 1.53. Phylogenetic relationships among the isolates along 
with validated representative isolates of Phytophthora sp. from clade 2a showed that isolates 
L112-2, L116-1 and L116-4 were closely related to P. citrophthora, a species in Phytophthora 
clade 2a, while isolate L62B-1, was closely related to Phytophthora botryosa from the clade 2a. 
This is the first report of P. citrophthora as a pathogen of para rubber tree in Eastern Thailand. 
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บทที่ 1 

บทน า 

 ไฟทอฟธอรา (Phytophthora) เป็นราน ้าในอาณาจักร Stramenopila อยู่ในไฟลัม Oomycota                 
เป็นสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะรูปร่างและการเจริญคล้ายรา ผนังเซลล์ส่วนใหญ่ประกอบไปด้วยเบตากลูแคน วงจร
ชีวิตมีการสืบพันธุ์ทั งแบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศสร้างสปอร์แบบไม่อาศัยเพศเป็นอับสปอร์ที่เรียกว่า สปอร์
แรงเจียม (sporangium) ภายในอับสปอร์เดี่ยวมีหลายนิวเคลียสจากการแบ่งตัวของไซโทพลาสซึมในสปอร์
แรงเจียม โดยจะปล่อยสปอร์ออกจากสปอร์แรงเจียมเป็นซูโอสปอร์ (zoospore) ที่มีแฟลกเจลลา 2 เส้น                
ซึ่งสามารถเคลื่อนที่และแพร่กระจายโดยอาศัยน ้าเป็นตัวพา  เมื่อซูโอสปอร์เจอกับพืชอาศัยจะเข้าท้าลาย
เนื อเยื่อพืชนั นโดยตรง (Ristaino และ Gumpertz, 2000) โดยการเข้าเกาะและสร้างผนังเซลล์ที่ มี
ส่วนประกอบของเซลลูโลส พร้อมจะเจริญเส้นใยท้าลายเนื อเยื่อของพืชอาศัยและแพร่กระจายไปยังส่วนอื่น ๆ 
ของพืช (Judelson และ Blanco, 2005) 

นอกจากนี  ในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมอาจมีการสร้างคลาไมโดสปอร์ (chlamydospore)       

ท้าให้อยู่รอดได้เป็นเวลานาน เมื่อมีสภาพแวดล้อมเหมาะสมจะกลับมาเจริญเป็นเส้นใย ในขณะที่การสืบพันธุ์

แบบอาศัยเพศจะมีการสร้างโอโอสปอร์ (oospore) สายใยพบแบบ heterothallic และ homothallic 

ประกอบไปด้วยเซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย (oogonium) และเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (antheridium) ซึ่งสามารถเกิด

การผสมกันแล้วขยายพันธุ์ต่อไป 

( Sanju และคณะ, 2013) 

รูปที่ 1.1 : วงจรชีวิตของ P. infestans 
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 การจัดจ าแนกราไฟทอฟธอราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จากลักษณะโครงสร้างต่าง ๆ เช่น 
รูปร่างของสปอร์แรงเจียม (รูปที่ 1.2), ขนาดของสปอร์แรงเจียม , การหลุดร่วงจากสปอร์แรงจิโอฟอร์ 
(caducity), การสร้าง papillum บนสปอร์แรงเจียม (รูปที่ 1.3), ลักษณะของเส้นใย, ลักษณะการเรียงตัวของ
ก้านชูสปอร์แรงเจียม (รูปที่ 1.4) รวมถึงการสร้างคลาไมโดสปอร์ (Drenth และ Sendall, 2001)  
 

 
(Drenth และ Sendall, 2001)  

รูปที่ 1.2 : รูปร่างลักษณะต่าง ๆ ของสปอร์แรงเจียม 

 
(Drenth และ Sendall, 2001)  

รูปที่ 1.3 : การเกิด papillation บนสปอร์แรงเจียม; non-papillate (A), semi-papillate (B), papillate (C) 
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(Drenth และ Sendall, 2001)  

รูปที่ 1.4 : ลักษณะของก้านชูสปอร์แรงเจียม; simple sympodium (A), Compound sympodia (B), 
umbellate sympodium (C) 

นอกจากนี้ยังมีการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีทางอณูวิทยาเข้ามาช่วยในการจัดจ าแนก ท าให้สามารถระบุ
ชนิดของราได้ถูกต้องและรวดเร็วมากขึ้น ซึ่ งเป็นที่นิยมและแพร่หลายในการจัดจ าแนกไฟทอฟธอรา                
โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นด้วยไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับต าแหน่งยีนที่สนใจของราแต่สายพันธุ์
ด้วยเทคนิคพีซีอาร์เพ่ือสังเคราะห์บริเวณของยีนที่ต้องการตรวจสอบให้มากขึ้น จากนั้นตรวจหาผลิตภัณฑ์ดี
เอ็นเอด้วยการท าเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis) โดยมีต าแหน่งของยีนที่จ าเพาะซึ่งนิยมน ามาใช้
ตรวจสอบราไฟทอฟธอราคือ ribosomal internal transcribed spacer (ITS) (รูปที่ 1.5) เป็นบริเวณ 870-
900 คู่เบส ซึ่งอยู่ระหว่าง 18s ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (18s rRNA) และ 25s ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (25s 
rRNA) โดยมียีน 5.8s ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (5.8s rRNA) อยู่กลางระหว่าง ITS1 และ ITS2 ซึ่งยีนนี้ถือว่าเป็น
ยีนส่วนที่สิ่งมีชีวิตอนุรักษ์ไว้ (conserved gene) การทราบล าดับเบสของยีนบริเวณนี้จะช่วยให้สามารถหา
ความสัมพันธ์และจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิตที่อยู่ในกลุ่มยูคาริโอตได้ (White และคณะ, 1990) แต่อย่างไรก็ตาม    
การใช้ยีนที่มีความจ าเพาะเพียงยีนเดียวในการตรวจสอบสายพันธุ์ของไฟทอฟธอรา จะท าให้ไม่มีความชัดเจน
หรือความน่าเชื่อถือมากพอที่จะระบุว่าเป็นไฟทอฟธอราสายพันธุ์ใด จึงนิยมน ายีนหลายยีนมาใช้ใ นการ
ตรวจสอบร่วมกัน ซึ่งการใช้ยีนคนละบริเวณที่ไม่เกี่ยวข้องกันจะท าให้การตรวจสอบเพ่ือยืนยันหรือระบุสาย

พันธุ์ชัดเจนมากขึ้น เช่น beta-tubulin (β-tub), 60S ribosomal protein L10 (Yang และ Hong, 2018) 
หรือใช้ต าแหน่งของยีนในไมโทคอนเดรีย เช่น cytochrome-c oxidase 1 (cox1) (Martin และคณะ, 2014) 
เป็นต้น 
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(Yadav, 2008) 

รูปที่ 1.5 : ต าแหน่งยีนที่ใช้ตรวจสอบไฟทอฟธอรา 

การประยุกต์ใช้เทคนิคพีซีอาร์ในการจ าแนกจีนัสไฟทอฟธอรา เช่น การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย
เทคนิคพีซีอาร์โดยการท า Nested-PCR (รูปที่ 1.6) ซึ่งเทคนิค Nested-PCR เป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 2 
ขั้นตอน โดยใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ ส าหรับไพรเมอร์คู่แรกจะใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอครั้งแรก ซึ่งไพรเมอร์จะ
อยู่รอบนอกของดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญ่กว่าดีเอ็นเอเป้าหมาย แต่มีดีเอ็นเอเป้าหมายอยู่ภายในล าดับเบสของ
ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอ จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอครั้งแรกไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอใน
ครั้งที่สอง โดยใช้ไพรเมอร์คู่ที่สองซึ่งออกแบบให้มีการเพ่ิมได้เฉพาะดีเอ็นเอเป้าหมายที่อยู่ถัดไปจากไพรเมอร์คู่
แรก การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในครั้งที่สองนั้นอาจท าปฏิกิริยา 25-30 รอบ เพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่เพ่ิม
ปริมาณมากตามที่ต้องการ ซึ่งเทคนิคนี้มีความว่องไวและมีความจ าเพาะสูง ส่งผลให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มี
ความจ าเพาะสูงขึ้นด้วย (Tsai และคณะ, 2006) 
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(Ziembińska-Buczyńska และคณะ, 2014) 

รูปที่ 1.6 : กระบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค Nested-PCR 

 การท า Nested-PCR ไพรเมอร์คู่แรกที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอคือ ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 ซ่ึง
เป็นไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับสิ่งมีชีวิตในกลุ่มของราและสิ่งมีชีวิตคล้ายรา โดยขนาดของผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะอยู่ในช่วง 870-900 คู่เบส (White และคณะ, 1990) และไพร์เมอร์คู่ท่ีสองที่ใช้
ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอคือ ไพรเมอร์ A2 และ I2 ซึ่งมีความจ าเพาะในการจ าแนกราไฟทอฟธอรา โดย
ขนาดของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจะอยู่ในช่วง 752-852 คู่เบส (Drenth และคณะ, 2006) 
ซึ่งในงานวิจัยนี้จะใช้ 1 kb plus DNA ladder เป็น marker ใช้ตัวแปรควบคุมบวกเป็นไฟทอฟธอรา ซึ่งมี
ขนาดผลิตภัณฑ์ประมาณ 900 คู่เบส และตัวแปรควบคุมลบเป็นน้ ากลั่น เพ่ือที่จะใช้เทียบขนาดของผลิตภัณฑ์
ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของแต่ละไอโซเลทว่าปรากฏแถบดีเอ็นเอหรือไม่ และมีแถบดีเอ็นเออยู่ในช่วง
กี่คู่เบส ท าให้สามารถวิเคราะห์ผลจากการท า Nested-PCR และยืนยันได้ว่าแต่ละไอโซเลทที่ศึกษานั้นเป็น   
ไฟทอฟธอรา  
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ในประเทศไทยมีการรายงานถึงการแพร่ระบาดของไฟทอฟธอราหลากหลายสายพันธุ์ ซึ่งส่งผล
กระทบเป็นอย่างมากเมื่อไฟทอฟธอราเข้าท าลายพืชที่มีคุณค่าทางเศรษฐกิจ โดยการเกิดโรคพืชที่มีสาเหตุมา
จากราไฟทอฟธอรา ส าหรับไฟทอฟธอราสายพันธุ์หนึ่ง ๆ อาจก่อโรคกับพืชได้หลากหลายชนิด โดยลักษณะ
อาการของโรคพืชที่เกิดขึ้นนั้น มีความแตกต่างกันตามสายพันธุ์และความสามารถในการก่อโรคของไฟทอฟ
ธอราสายพันธุ์นั้น ๆ (Puglisi และคณะ, 2017) 

สภาพแวดล้อมที่พบว่ามีการแพร่กระจายของราไฟทอฟธอราในพ้ืนที่ประเทศไทย ได้มีการรายงานถึง
โรคใบร่วงของยางพาราในพ้ืนที่ภาคใต้ที่มีสาเหตุมาจาก P. citrophthora (Laohasakul และคณะ, 2017) 
โดยพ้ืนที่ภาคใต้ตามภูมิศาสตร์ของประเทศไทย มีสภาพแวดล้อมที่มีความชื้นสูงหรือเป็นบริเวณพ้ืนที่ที่มี
ปริมาณน้ าฝนมาก จึงเอ้ือต่อการแพร่กระจายของไฟทอฟธอรา ส่งผลกระทบต่อผลผลิตยางพาราให้เกิดความ
เสียหาย อีกท้ัง P. citrophthora ยังเป็นราก่อโรคพืชซึ่งเคยมีการรายงานว่าเป็นสาเหตุส าคัญท่ีท าให้เกิดความ

เสียหายกับผลผลิตของพืชตระกูลส้มเป็นอย่างมาก (Ruano‐Rosa และคณะ, 2018) นอกจากพืชตระกูลส้มที่
ได้รับความเสียหาย ยังมีพืชอีกหลากหลายสายพันธุ์ในหลายพ้ืนที่ทั่วโลกที่มีการรายงานว่าพบการเข้าท าลาย
ของ P. citrophthora เช่น โกโก้และกุหลาบ ประเทศอาร์เจนตินา (Frezzi, 1950), ผลกีวี่ ประเทศชิลี 
(Latorre และคณะ, 1991), ยูคาลิปตัส ประเทศสหรัฐอเมริกา (Smith, 1937), คาเนชั่น ประเทศกรีซ 
(Wolcan และคณะ, 2018), มะละกอ ประเทศจีน (Ho และคณะ, 1983), อะโวคาโด (Horne และคณะ, 
1941) และแอปเปิ้ล (Smith และ Smith, 1925) ประเทศสหรัฐอเมริกา เป็นต้น 

ลักษณะอาการของโรคพืชที่เกิดจากการเข้าท าลายของ P. citrophthora มีความแตกต่างกันเมื่อก่อ
โรคกับพืชอาศัยต่างสายพันธุ์ เช่น การก่อโรคกับพืชตระกูลส้ม จะท าให้ผลของพืชเกิดอาการเน่าเป็นบริเวณสี
น้ าตาล (Eckert และ Brown, 1986) ท าให้เกิดอาการรากเน่าทั้งในพืชตระกูลส้มและมะละกอ (Whiteside, 
1973) และยังพบว่ามีการท าลายเนื้อเยื่อของต้นพืชท าให้เกิดการไหลของน้ ายางที่บริเวณต้นของพืชตระกูลส้ม
ด้วย (Knorr และ Summaries, 1973) 

จากการรายงานการก่อโรคของ P. citrophthora ท าให้ทราบว่าไฟทอฟธอราสายพันธุ์นี้ สามารถเข้า
ท าลายในพืชอาศัยได้หลากหลายสายพันธุ์ ดังนั้นการวิจัยนี้จึงเป็นการระบุสายพันธุ์ของไฟทอฟธอราที่แยกได้
จากใบยางพารา ซึ่งเป็นราก่อโรคพืชที่ส าคัญ และศึกษาความสามารถในการก่อโรคกับใบยางพารา ซึ่งจะเป็น
ประโยชน์ต่อการแก้ไขปัญหาการระบาดของราไฟทอฟธอราได้ในอนาคต 

วัตถุประสงค์ 
 1. เพ่ือคัดแยก P. citrophthora ให้บริสุทธิ์  

2. เพ่ือศึกษาลักษณะของ P. citrophthora โดยใช้ลักษณะสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และอณูวิทยา  
3. เพ่ือศึกษาความสามารถในการก่อโรคในยางพาราของ P. citrophthora 
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บทที ่2  

อุปกรณแ์ละเคมภีัณฑ์ 

2.1 อุปกรณท์ีใ่ช้ในการทดลอง   

1) กรรไกร 
2) กระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร 
3) กระบอกตวงขนาด 500 มิลลิลิตร 
4) กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereomicroscope) รุ่น SZ-PT ของบริษัท Olympus  

ประเทศญี่ปุ่น 
5) กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) รุ่น BX51 ของบริษัท Olympus ประเทศญี่ปุ่น 
6) ขวดแก้วขนาดเล็ก (vial) 
7) ขวดดูแรน (durans) ของบริษัท Schott ประเทศเยอรมัน 
8) ขวดพลาสติกส าหรับปั่นตกตะกอน 
9) ขวดรูปชมพู่ (flask) ของบริษัท Pyrex ประเทศเยอรมัน 
10)  เข็มเขี่ยเชื้อปลายงอ (hook) 

11)  คีมคีบ (forceps) 
12)  เครื่องเขย่า (shaker) รุ่น Innova2300 ของบริษัท NewBrunswick Scientific  

 ประเทศสหรัฐอเมริกา 
13)  เครื่องชั่งไฟฟ้ารุ่น AG285 ของบริษัท Mettler Toledon ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
14)  เครื่องชั่งไฟฟ้ารุ่น PG2002-S ของบริษัท Mettler Toledon ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
15)  เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อ (autoclave) Kokusan ประเทศญี่ปุ่น 
16)  เครื่องปั่นตกตะกอนขนาดใหญ่ (centrifuge) 
17)  เครื่องปั่นตกตะกอนแบบตั้งโต๊ะ (micro-centrifuge) รุ่น WiseSpin CF-10 ของบริษัท  

 DAIHAN Scientific ประเทศเกาหลี 
18)  เครื่องปั่นผสม (vortex mixer) รุ่น VM-10 ของบริษัท DAIHAN Scientific ประเทศเกาหลี 
19)  เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) รุ่น T100 Thermal Cycle ของบริษัท  

 Bio-Rad ประเทศไทย 
20)  จานเลี้ยงเชื้อแก้ว 

21)  จานเลี้ยงเชื้อพลาสติกของบริษัท Greiner bio-one ประเทศไทย 
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อุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการทดลอง 

22)  ชุดเครื่องมือท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรซีิส (agarose gel electrophoresis system) 
 รุ่น Minis-150 ของบริษัท Major science ประเทศไต้หวัน 

23)  ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

24)  ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ของบริษัท SANYO ประเทศญี่ปุ่น 

25)  ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

26)  ตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow) ของบริษัท BossTech จากสหราชอาณาจักร 

27)  ตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow) รุ่น Cleanmodel V.6 ของบริษัท Lab service Ltd., Part.  

 ประเทศสหรัฐอเมริกา 

28)  ตู้อบฆ่าเชื้อ (hot air oven) ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 

29)  ตู้อบแห้ง (dryer) ขอบริษัท Contherm ประเทศนิวซีแลนด์ 

30)  ถุงพลาสติกใสหรือถุงร้อน 

31)  ถุงมือยาง 

32)  ถุงมือไนไตร (nitrile gloves) 

33)  ทิป (tips) ขนาด 2.5 ไมโครลิตร   

34)  ทิป (tips) ขนาด 20 ไมโครลิตร ของบริษัท Trefflab ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 

35)  ทิป (tips) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Trefflab ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 

36)  ทิป (tips) ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท Bioline 

37)  ทิป(tips) ขนาด 10 มิลลิลิตร 

38)  ที่ตั้งหลอดพลาสติก  

39)  แท่งแก้วหยดสาร (dropper) 

40)  แท่งแก้วกระจายเชื้อ (glass spreader) 

41)  บีกเกอร์ (beakers) ของบริษัท Pyrex ประเทศเยอรมัน 

42)  แผ่นปิดสไลด์ (coverslip) ขนาด 22x22 มิลลิเมตร ของบริษัท Menzel-Glaser 

43)  พาสเจอร์ปิเปต (Pasteur pipette) 

44)  อะลูมิเนียมฟอยล์ 
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อุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการทดลอง 

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) หลอดเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR tubes) ของบริษัท QSP ประเทศสหรัฐอเมริกา 

50) หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Axygen ประเทศสหรัฐอเมริกา 

51) Gel Documentation ของบริษัท Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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2.2 เคมภีณัฑแ์ละชดุทดสอบส าเร็จ 

1) วุ้นผง (agar) ผลิตโดยบริษัท Productora de agar S.A. ประเทศชิลี 
2) ชุดสกัดพลาสมิด BioFACTTM Plasmid Mini Prep Kit (Ver.2.0) ของบริษัท Biofactory 

3) น้ ากลั่น (distilled water) 

4) น้ าผักพร้อมดื่มยี่ห้อ V8 สูตร Original ผลิตโดยบริษัท Campbell soup ประเทศสหรัฐอเมริกา 

5) น้ าจากแหล่งน้ าธรรมชาติ  

6) อะกาโรส (agarose) ผลิตโดยบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

7) เอทิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) ผลิตโดยบริษัท Amresco ประเทศสหรัฐอเมริกา 

8) Absolute ethanol 

9) Ampicillin ของบริษัท M & H manufacturing co., ltd. 

10) Lactophenol cotton blue 

11) LB broth (Luria-Bertani) ของบริษัท Difco 

12) DNA polymerase ของบริษัท Apsalagen 

13) DNA marker ของบริษัท Invitrogen 

14) PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit ของบริษัท Invitrogen ประเทศเยอรมัน 

15) T&ATM Cloning Kit ของบริษัท Yeastern biotech co., Ltd. 

16) S.O.C medium (super optimal broth with catabolic repressor) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

บทที ่3  

วิธกีารทดลอง 

3.1 คัดเลือกไอโซเลทที่คาดวา่เปน็ P. citrophthora 

  เตรียมไอโซเลทของราไฟทอฟธอราที่คาดว่าเป็น P. citrophthora โดยใช้ไอโซเลทที่แยกได้จากใบ
ยางพาราที่ร่วงหล่นและมีอาการของโรคในพ้ืนที่ภาคตะวันออกที่มาจากการศึกษาโครงการวิจัยในหัวข้อ   
“การคัดแยก Phytophthora sp. จากต้นยางพาราในภาคตะวันออกของประเทศไทย” ของนายอัชวัฒน์  
วงษ์เกษมศิริ และการศึกษาโครงการวิจัยในหัวข้อ “การจ าแนก Phytophthora sp. จากสวนยางในต าบล
กองดิน และต าบลพังราด อ าเภอแกลง จังหวัดระยอง และต าบลวังใหม่ อ าเภอนายายอาม จังหวัดจันทบุรี” 
ของนางสาวอภิชญา นพเลิศ ซึ่งมีการศึกษาและบันทึกข้อมูลทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของไฟทอฟธอรา
ไว้เบื้องต้น โดยใช้ข้อมูลจากลักษณะเบื้องต้นที่มีการรายงานจากโครงการวิจัยดังกล่าว และข้อมูลลักษณะของ              
P. citrophthora ที่มีการตีพิมพ์เป็นบทความวิจัยมาเปรียบเทียบกัน ในการคัดเลือกไอโซเลทที่พบว่ามี
ลักษณะสัณฐานวิทยาซึ่งคาดว่าเป็น P. citrophthora หรือมี P. citrophthora ปนอยู่ เพ่ือน ามาแยกให้เป็น             
P. citrophthora ที่บริสุทธิ์ 

3.2 แยกไฟทอฟธอราให้บรสิทุธิ์ 

 น าเข็มเขี่ยเชื้อปลายงอเกี่ยว agar plug ของไอโซเลทไฟทอฟธอราที่คัดเลือกไว้แต่ละไอโซเลท       
มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน  

เมื่อได้โคโลนีของไฟทอฟธอราจึงท าเป็น agar plug  โดยใช้แท่งแก้วกลวงที่ผ่านการฆ่าเชื้อกดลงบน
ผิวหน้าของอาหาร จากนั้นใช้เข็มเขี่ยเชื้อปลายงอเกี่ยว agar plug 2 ชิ้น ใส่ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ า 
P3 ใส่เมล็ดงา 3 เมล็ด บ่มในที่มีแสงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน หลังบ่มครบก าหนดจึงเก่ียว
เส้นใยที่เจริญรอบเมล็ดงาใส่ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยน น้ าใหม่ จากนั้นน าจานเลี้ยงเชื้อที่มีน้ า P3 ไป
แช่ในตู้เย็นเป็นเวลา 30 นาที เพ่ือกระตุ้นให้มีการปล่อยซูโอสปอร์ออกจากซูโอสปอร์แรงเจียม สังเกตการ
ปล่อยซูโอสปอร์โดยส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ แล้วปิเปตน้ าบริเวณที่พบว่ามีการปล่อยซูโอ
สปอร์ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 จากนั้นใช้แท่งแก้วกระจายเชื้อเกลี่ยให้ทั่ว บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นการแยกเชื้อให้บริสุทธิ์จากการแยกโดยใช้ซูโอสปอร์เดี่ยว  

สังเกตการเจริญของโคโลนีไฟทอฟธอราบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ              
สเตอริโอ หากพบว่ามีโคโลนีของไฟทอฟธอราขึ้นจึงท า agar plug โดยใช้แท่งแก้วกลวงที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อ
กดลงบนผิวหน้าอาหาร ใช้เข็มเขี่ยเชื้อปลายงอเกี่ยว agar plug ไปเลี้ยงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 
จานใหม่ทันที หากพบการปนเปื้อนของจุลชีพชนิดอ่ืนให้ท าวิธีดังกล่าวข้างต้นซ้ าจนกว่าจะได้ราไฟทอฟธอรา  
ที่บริสุทธิ์  
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3.3 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยทั่วไป 

ศึกษาลักษณะของซูโอสปอร์แรงเจียมที่ราไฟทอฟธอราสร้างบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 โดยน า                 
ไฟทอฟธอราที่ได้คัดเลือกไว้ไอโซเลทมาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 วัน สังเกตการเจริญของไฟทอฟธอราแต่ละไอโซเลท ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ                 
หากพบว่ามีการสร้างซูโอสปอร์แรงเจียมบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง จึงใช้ปิเปตดูดน้ ากลั่นปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
ลงบนผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งท่ีมีไฟทอฟธอราเจริญอยู่ สังเกตการเปลี่ยนแปลงของซูโอสปอร์แรงเจียม
ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งหลังจากที่ใส่น้ ากลั่นภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ แล้วบันทึกลักษณะ  
ตรวจการหลุดร่วงของสปอร์แรงเจียม โดยการเอียงจานอาหารสลับไปมาในแนวระนาบอย่างช้า ๆ เพ่ือชะซูโอ
สปอร์แรงเจียมที่ผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 ให้หลุดออก  

ใช้ไมโครปิเปตดูดสารแขวนลอยสปอร์แรงเจียมปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนกระจกสไลด์ จากนั้น
ย้อมสารแขวนลอยสปอร์แรงเจียมด้วย lacto phenol cotton blue แล้วจึงปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ 
น าไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่ก าลังขยาย 400 เท่า วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของสปอร์แรง
เจียมและความยาวของก้านชูซูโอสปอร์แรงเจียมที่ติดมากับซูโอสปอร์เมื่อหลุดออก รวมทั้งสังเกตรูปร่างของ             
ซูโอสปอร์แรงเจียมจ านวน 50 สปอร์ต่อ 1 ไอโซเลท พร้อมทั้งบันทึกข้อมูล 

ศึกษารูปแบบของโคโลนีไฟทอฟธอราแต่ละไอโซเลท โดยท าเป็น agar plug จากนั้นใช้เข็มเขี่ยเชื้อ
ปลายงอเกี่ยว agar plug มาวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
วัน สังเกตรูปแบบการเจริญของโคโลนี 

3.4 ศึกษาอุณหภูมิในการเจริญ 

 น า agar plug ของไฟทอฟธอราแต่ละไอโซเลทมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 จากนั้นน าแต่
ละไอโซเลทของไฟทอฟธอราไปบ่มที่อุณหภูมิที่แตกต่างกัน คือ 7, 28, 30 และ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
วัน เพ่ือหาอุณหภูมิต่ าสุด (minimum temperature) อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุด (optimum temperature) 
และอุณหภูมิสูงสุด (maximum temperature) ที่ไฟทอฟธอราแต่ละไอโซเลทสามารถเจริญได้ โดยท าการ
ทดลองเป็น 3 ซ้ าต่อตัวอย่างไฟทอฟธอรที่บ่มในแต่ละอุณหภูมิ จากนั้นวัดขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี
ในแต่ละวัน แล้วน ามาหาค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศูนย์กลาง 
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3.5 ตรวจสอบสกุลราโดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

         3.5.1 เลี้ยงราเพ่ือสกัดดีเอ็นเอ 

           ท า agar plug โดยใช้แท่งแก้วกลวงที่ผ่านการฆ่าเชื้อกดลงบนผิวหน้าของอาหาร ใช้เข็มเข่ียเชื้อปลาย
งอเกี่ยว agar plug วางบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน  

3.5.2 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4  
ใช้เส้นใยของไฟทอฟธอราที่เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 แต่ละไอโซเลท โดยเกี่ยวเส้นใยจาก

จานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งโดยตรง มาผสมกับสารทั้งหมดในปริมาณตามตารางที่ 3.1 หลังจากนั้นน าเข้าเครื่อง
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

ตัวแปรควบคุมที่ใช้ในการทดลอง จะใช้ตัวแปรควบคุมลบเป็นน้ ากลั่น และใช้ตัวแปรควบคุมบวกเป็น 
Phytophthora specie 

ตารางที ่3.1 : ส่วนประกอบที่ใช้ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

น้ ากลั่น 17.63 

10X PCR buffer 2.5 

50 mM MgCl2 0.75 

50 mM dNTPs mix 0.5 

ไพรเมอร์ 
10 µM ITS1 (forward) 1.25 

10 µM ITS4 (reward) 1.25 

Taq Polymerase 0.125 

เส้นใยจากไฟทอฟธอราแต่ละไอโซเลท 1 

ปริมาตรรวม 25 

 

 

 



14 
 

ตารางที่ 3.2 : ข้อมูลไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 

(White และคณะ, 1990) 

ส าหรับสภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป็นไปตามตารางที่ 3.3 โดยท าซ้ าจ านวน 
30 รอบในขั้น denaturation, annealing และ extension 

ตารางที่ 3.3 : ภาวะที่ใช้ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

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 

 
 3.5.3 ตรวจสอบไฟทอฟธอราด้วยวิธี Nested-PCR  

 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่ถูกออกแบบให้มีความจ าเพาะกับ
จีนัสไฟทอฟธอรา โดยใช้เส้นใยของไฟทอฟธอราที่เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 แต่ละไอโซเลท เกี่ยว
เส้นใยจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งโดยตรง มาผสมกับสารทั้งหมดในปริมาณตามตารางที่ 3.4 หลังจากนั้น
น าเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

ตัวแปรควบคุมที่ใช้ในการทดลอง จะใช้ตัวแปรควบคุมลบเป็นน้ ากลั่น และใช้ตัวแปรควบคุมบวกเป็น 
Phytophthora species  

 
 

Name Function Position Oligonucleotide sequence (5'-3') 
Expected size of 
PCR product (bp) 

Tm  
(oC) 

ITS1 Forward ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
870-900 

65 

ITS4 Reverse ITS2 TCCTCCGCTTATTGATATGC 58 
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ตารางที่ 3.4 : ส่วนประกอบที่ใช้ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

น้ ากลั่น 17.63 

10X PCR buffer 2.5 

50 mM MgCl2 0.75 

50 mM dNTPs mix 0.5 

ไพรเมอร์ 
10 µM A2 (forward) 1.25 

10 µM I2 (reward) 1.25 

Taq Polymerase 0.125 

เส้นใยจากไฟทอฟธอราแต่ละไอโซเลท 1 

ปริมาตรรวม 25 
 

ตารางที่ 3.5 : ข้อมูลไพรเมอร์ A2 และ I2 

(Drenth และคณะ, 2006) 

ส าหรับภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป็นไปตามตารางที่ 3.6 โดยท าซ้ าจ านวน 30 

รอบในขั้น denaturation, annealing และ extension 

 

 

 

 

Name Function Position Oligonucleotide sequence (5'-3') 
Expected size of 
PCR product (bp) 

Tm  
(oC) 

A2 Forward ITS1 ACTTTCCACGTGAACCGTTTCAA 
752-832 

64 

I2 Reverse ITS2 GATATCAGGTCCAATTGAGATGC 58 
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ตารางที่ 3.6 : ภาวะที่ใช้ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

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 

 
3.5.4 วิเคราะห์ผลด้วยวิธี agarose gel electrophoresis  
เตรียมอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1% โดยชั่งอะกาโรส 0.5 มิลลิกรัม ละลายด้วย 1X TAE buffer 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท าให้ละลายด้วยความร้อน จากนั้นเทเจลที่ละลายลงแม่พิมพ์ โดยวางหวีให้ได้ขนาดที่
เหมาะสมกับการใช้งาน เมื่อเจลแข็งตัวจึงน าไปใส่ในเครื่องท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยเติม 50X TAE 
buffer ให้ท่วมเจล จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์มาท าอิเล็กโทรโฟ
รีซิส โดยผสม 6X loading dye 1 ไมโครลิตร เข้ากับผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอของราไฟทอฟธอราจากแต่ละไอโซเลท
ให้เข้ากัน และใส่ลงในช่องเจลแต่ละช่อง โดยมี 1 kb plus DNA Ladder เป็นตัวระบุขนาดผลิตภัณฑ์ของดี
เอ็นเอ ก าหนดให้เครื่องมีความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลาประมาณ 30 นาที แล้วน าเจลที่ได้มาย้อมด้วย   
เอทิเดียมโบรไมด์เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นล้างออกด้วยน้ ากลั่นเป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงน าเจลไปวิเคราะห์ผล
ด้วยการตรวจแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน และถ่ายรูปด้วยเครื่อง gel documentation  
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3.6 ระบสุายพนัธุข์องไฟทอฟธอราจากล าดบัสารพนัธกุรรม 

 3.6.1 เตรียม competent cell 

 เตรียม Escherichia coli สายพันธุ์ DH5α โดยน ามาแยกให้ได้โคโลนีเดี่ยวด้วยวิธี streak plate                    
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นใช้เข็มเขี่ยเชื้อ            

ปลายห่วงเขี่ยโคโลนีเดี่ยวมาเลี้ยงในขวดแก้วขนาดเล็กซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร             
บ่มโดยน าไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง ถ่ายสาร
แขวนลอยเซลล์จากขวดแก้วเล็กลงขวดรูปชมพู่ซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 90 มิลลิลิตร บ่มโดย
น าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที วัดค่าท่ีความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร ให้ได้ค่าอยู่ในช่วง 0.35-0.40 เมื่อได้ค่าในช่วงที่เหมาะสม จึงแบ่งสารแขวนลอยเซลล์ลงขวด
เซนติฟิวจ์ขนาด 50 มิลลิลิตร แช่ขวดเซนติฟิวจ์ในน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเรว็
รอบ 4000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง แล้วละลาย
ตะกอนด้วยสารละลาย MgCl2 · CaCl2 ปริมาตร 60 มิลลิลติร ผสมให้เข้ากัน แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที 
แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วน
ใสทิ้ง ละลายตะกอนด้วยสารละลาย 0.1M CaCl2 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที เติม 
85% glycerol ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แบ่งใส่หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ เก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

3.6.2 เตรียมผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ 
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 โดยใช้เส้นใยของไฟทอฟธอราที่เลี้ยงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 แต่ละไอโซเลท เกี่ยวเส้นใยของราโดยตรงผสมกับสารทั้งหมดในปฏิกิริยาพีซีอาร์ใน
ปริมาณตามตารางที่ 3.1 หลังจากนั้นน าเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

3.6.3 ท าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ให้บริสุทธิ์ 
น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ ITS ด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 ท าให้บริสุทธิ์

โดยใช้ชุดทดสอบส าเร็จ PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit ท าการทดลองตามคู่มือของชุดทดสอบส าเร็จ  

3.6.4 โคลนชิ้นดีเอ็นเอลงในพลาสมิด 
 น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์มาโคลนลงในพลาสมิด ใช้ชุดทดสอบส าเร็จ T&ATM Cloning Kit โดยท าการ
ทดลองตามคู่มือของชุดทดสอบส าเร็จ 
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3.6.5 น าพลาสมิดเข้าเซลล์ E. coli 
น า competent cell ที่เตรียมไว้มาใช้ในกระบวนการ transformation เพ่ือน าพลาสมิดที่มีชิ้นส่วน

ของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ไปเพิ่มจ านวนในเซลล์ E. coli น า competent cell ที่เก็บอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส        
ปิเปตใส่หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นแช่หลอดไมโครเซนติฟิวจ์
ในน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที ต่อมาใส่พลาสมิดปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 
นาที จากนั้นแช่ในน้ าที่มีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที แล้วจึงแช่ในน้ าแข็งทันที เป็นเวลา 5 
นาที เติม S.O.C medium ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บ่มโดยน าไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที         
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นปิเปตสารแขวนลอยเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร     
มาเกลี่ยด้วยแท่งแก้วกระจายเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาแอมพิซิลิน ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  

3.6.6 คัดเลือกและตรวจสอบโคโลนีหลังจากน าเข้าพลาสมิด 
น าโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาแอมพิซิลินมาแยกด้วยเทคนิค streak plate บน

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาแอมพิซิลินเพ่ือให้ได้โคโลนีเดี่ยว เมื่อได้โคโลนีเดี่ยวจึงน ามาขีดบนอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็ง LB ที่มียาแอมพิซิลินตามช่องกริด บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง เลือกโคโลนี
ที่เจริญมา 3 โคโลนีต่อตัวอย่างไฟทอฟธอรา 1 ไอโซเลท โดยแบ่งแต่ละโคโลนีเป็นครึ่งหนึ่ง น าไปแยกด้วย
เทคนิค streak plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาแอมพิซิลินเพ่ือให้ได้โคโลนีเดี่ยวไว้ส าหรับสกัดพ
ลาสมิด และน าอีกครึ่งหนึ่งของโคโลนีน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 ซ่ึง
ถูกออกแบบให้มีความจ าเพาะกับจีนัสไฟทอฟธอรา วิเคราะห์ผลด้วยวิธี agarose gel electrophoresis เป็น
การตรวจสอบก่อนที่จะสกัดพลาสมิดเพ่ือยืนยันว่าโคโลนีที่เลือกมามีชิ้นส่วนพลาสมิดของตัวอย่างไฟทอธอรา 

3.6.7 สกัดพลาสมิด 
น าโคโลนีเดี่ยวอีกครึ่งหนึ่งที่เหลือไปลงอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาแอมพิซิลิน ความเข้มข้น 100 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แยกให้ได้โคโลนีเดี่ยวด้วยวิธี streak plate แล้วน ามาสกัดพลาสมิด โดยใช้ชุดทดสอบ
ส าเร็จ BioFACTTM Plasmid Mini Prep Kit ท าการทดลองตามคู่มือของชุดทดสอบส าเร็จ จากนั้นวัดความ
เข้มข้นที่ได้ด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม ให้ได้ความเข้มข้นอย่างน้อย 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แล้ว
จึงแบ่งพลาสมิดที่ได้ใส่หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ส่งไปหาล าดับสาร
พันธุกรรมที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ 

3.6.8 วิเคราะห์ล าดับสารพันธุกรรม 
น าล าดับเบสที่ได้มาวิเคราะห์ด้วย BLASTn จากนั้นน ามาเรียงโดยใช้ ClustalW ในโปรแกรม MEGA 

7 สร้างเป็นแผนรูปวิวัฒนาการของล าดับเบสที่ได้จากยีนบริเวณ ITS โดยมีตัวแทนที่ใช้อ้างอิงเป็นไฟทอฟธอรา
ที่อยู่ใน clade 2 จากฐานข้อมูลใน GenBank ซึ่งตัวแทนที่น ามาอ้างอิงมีดังตารางที่ 3.7 
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ตารางที่ 3.7 : ตัวแทนไฟทอฟธอราที่น ามาอ้างอิง 

Phytophthora species Representative isolate Clade ITS 
P. terminalis Strain Ex-type CPHST BL 164 2a MG865592 

P. meadii Strain CPHST BL 81 2a MG865529 

P. citrophthora Strain Ex-type CPHST B 60 2a MG865476 
P. citrophthora Voucher ABD:303  2a MF115522 

P. citrophthora Isolate GL-Pci-2 2a GU133066 

P. citrophthora Strain CBS 581.69 2a MH401211 
P. colocasiae Strain CPHST BL 173 2a MG865479 

P. occultans Strain Ex-type CPHST BL 163 2a MG865555 

P. himalsilva Strain Ex-type CPHST BL 102 2a MG865507 
P. botryosa Strain IMI136915 2a AF266784 

P. capsici Strain Ex-type CPHST BL 33G 2b MG865467 

3.7 ศึกษาการก่อโรคบนใบยางพาราดว้ยวธิ ีDetached Leaf Assay 

 เตรียมซูโอสปอร์แขวนลอยส าหรับทดสอบความสามารถในการก่อโรค โดยน าไฟทอฟธอราแต่ละไอโซ
เลทที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 มาท า agar plug โดยใช้แท่งแก้วกลวงที่ผ่านการฆ่าเชื้อกดลงบน
ผิวหน้าอาหารบริเวณปลายเส้นใยของรา จากนั้นใช้เข็มเขี่ยเชื้อปลายงอเกี่ยว agar plug ใส่ในจานอาหารเลี้ยง
เชื้อที่บรรจุน้ า P3 บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นน าจานอาหารเลี้ยงเชื้อแช่ในตู้เย็น
ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เพ่ือเป็นการกระตุ้นให้มีการปล่อยซูโอสปอร์ออกจากสปอร์แรงเจียม สังเกตซูโอ
สปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ ปิเปตซูโอสปอร์แขวนลอยปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่บรรจุน้ า P3 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร แล้วจึงวางใบยางพาราอ่อนหลังจากล้างด้วยน้ ากลั่น 2 รอบ             
ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยท าการทดลองเป็นสามซ้ าในแต่ละตัวอย่าง ซึ่งจะต้องเลือกขนาดของใบยางพารา
ในการทดสอบให้มีขนาดใกล้เคียงกัน อีกทั้งใบยางต้องไม่มีร่องรอยของโรคใด ๆ แล้วจึงน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน สังเกตการเปลี่ยนแปลงของใบยางพาราในแต่ละวัน 
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 ความเข้มข้นของซูโอสปอร์แขวนลอยค านวณจากการทดลอง โดยการปิเปตซูโอสปอร์แขวนลอยจาก
แต่ละไอโซเลทปริมาตร 50 และ 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 ใช้แท่งแก้วกระจายเชื้อ
เกลี่ยให้ทั่ว บ่มที่ อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นับจ านวนโคโลนีที่พบบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 
ค านวณหาความเข้มข้นของซูโอสปอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

ใบยางพาราที่น ามาใช้ในการทดลองเป็นตัวอย่างใบยางพาราที่เก็บจากสวนในต าบลหมอนนาง 
อ าเภอพนัสนิคม จังหวัดชลบุรี 20140 ประเทศไทย (พิกัด 13.388614, 101.21883200000001) 
 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 : ใบยางพาราที่น ามาใช้ในการทดสอบความสามารถในการก่อโรค 

 เมื่อครบระยะเวลาที่ทดสอบความสามารถในการก่อโรค น าใบยางพาราที่บ่มทดสอบมา 1 ตัวอย่าง         
จากแต่ละชุดการทดลองของตัวอย่างไอโซเลท ใช้คีมคีบที่ปราศจากเชื้อฉีกใบยางพาราเป็นชิ้นเล็กวางบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส สังเกตลักษณะของเชื้อที่เจริญจากใบยางพารา 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 

4.1 ไอโซเลทของไฟทอฟธอราที่คัดเลือก 

เมื่อน าข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอย่างไฟทอฟธอราที่ได้มีการรายงานไว้ในเล่ม
โครงการวิจัยเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่มีการตีพิมพ์เกี่ยวกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. citrophthora 
ซึ่งมีการรายงานว่าเป็นสาเหตุของโรคพืชชนิดต่างๆ พบว่าได้ตัวอย่างไอโซเลทของ ไฟทอฟธอราทั้งหมด 4    
ไอโซเลท โดยเป็นไอโซเลทที่แยกจากใบยางพาราที่เป็นโรคใบร่วงในพ้ืนที่ภาคตะวันออก ในจังหวัดระยองและ
จังหวัดตราด โดยนายอัชวัฒน์ วงษ์เกษมศิริ และนางสาวอภิชญา นพเลิศ มีพ้ืนที่เก็บตัวอย่างตามตารางที่ 4.1  

ตารางที่ 4.1 : ไอโซเลทไฟทอฟธอราจากตัวอย่างใบยางพาราจากพ้ืนที่เก็บตัวอย่างในภาคตะวันออก 

 

พิกัด 

 

พ้ืนที่เก็บตัวอย่าง 

 

รหัสสวน 

 

รหัสตัวอย่าง 

 

12.418433, 102.397114 

 

1 กม.จากปากทางเข้าวัดมุมสงบ ต.แสนตุ้ง    
อ.เขาสมิง จ.ตราด 

 

L112 
 

L112-2 

 

12.438111, 102.618854 
 

ซอยคลองลื้อ3 ต.ด่านชุมพล อ.บ่อไร่ จ.ตราด 
 

L116 

 

L116-4,  
L116-1 

 

12.786174, 101.782344 

 

ตรงข้ามสวนนายโอภาส ซ.โรงขนมจีน                    
ถ.ชากขุนวิเศษ ต.กองดิน อ.แกลง จ.ระยอง 

 

L62 
 

L62B-1 

4.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยทั่วไป 

เมื่อคัดแยกไฟทอฟธอราจากตัวอย่างแต่ละไอโซเลทจนได้เชื้อที่บริสุทธิ์แล้ว น าไอโซเลทที่คาดหมาย
ว่าเป็น P. citrophthora มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 เพ่ือศึกษาลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสงที่ก าลังขยาย 400 เท่า จากนั้นบันทึกข้อมูลสปอร์แรงเจียม 50 สปอร์  
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ตารางที่ 4.2 : ลักษณะของไอโซเลทที่คาดว่าจะเป็น P. citrophthora 

isolate 

sporangia morphology 

Sporangium size (µm) 

Caducity Papillation shape 
Length:Width 

ratio Length Width 

Maximum Minimum Average Maximum Minimum Average 

L112-2 74.3 32.8 49.7 40.6 24.5 33.7 non-caducous papillate 
ellipsoid, globose, 
obpyriform, ovoid, 

obturbinate 

1.47 

L116-1 64.7 29.4 40.8 35.8 20.3 29.9 non-caducous papillate 
globose, obpyriform, 
reniform, obturbinate 

1.36 

L116-4 61.1 32.9 45.4 42.7 24.0 32.3 non-caducous papillate 
globose, obpyriform, 
reniform, obturbinate 

1.41 

L62B-1 34.2 17.2 26.4 20.6 15.0 17.3 non-caducous papillate 
obpyriform, 

obturbinate, ovoid, 
reniform 

1.53 
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รูปที่ 4.1 : ไอโซเลท L112-2 แสดงรูปลักษณะสปอร์แรงเจียม (S) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
แบบใช้แสงที่ก าลังขยาย 400 เท่า 
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รูปที่ 4.2 : ไอโซเลท L116-1 แสดงรูปลักษณะสปอร์แรงเจียม (S) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
ที่ก าลังขยาย 400 เท่า และสปอร์แรงเจียมมี 2 papillates (BP)  

BP 
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รูปที่ 4.3 : ไอโซเลท L116-4 แสดงรูปลักษณะสปอร์แรงเจียม (S) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
แบบใช้แสงที่ก าลังขยาย 400 เท่า  
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รูปที่ 4.4 : ไอโซเลท L62B-1 แสดงรูปลักษณะสปอร์แรงเจียม (S) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
แบบใช้แสงที่ก าลังขยาย 400 เท่า 

จากการศึกษาลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของไอโซเลท L112-2, L116-1, L116-4 และ L62B-1 
หลังจากที่เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 เป็นเวลา 5 วัน พบว่าทั้ง 4 ไอโซเลทสร้างสปอร์แรงเจียมบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 ซึ่งมีขนาดและรูปร่างของสปอร์แรงเจียมที่หลากหลาย อีกทั้งยังพบว่า เมื่อ
ระยะเวลาผ่านไป 1 สัปดาห์ สปอร์แรงเจียมที่เจริญจนสมบูรณ์ไม่หลุดออกจากก้านชูสปอร์ เรียกลักษณะ
ดังกล่าวนี้ว่า non-caducous จึงไม่สามารถวัดความยาวของ pedicel ซึ่งเป็นส่วนของสปอร์แรงจิโอฟอร์ที่หลุด
ติดมากับสปอร์แรงเจียมได้
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ลักษณะของโคโลนีเมื่อน าตัวอย่างไฟทอฟทอราทั้ง 4 ไอโซเลท มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 
เป็นเวลา 5 วัน ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส พบว่า ไอโซเลท L112-1, L116-1 และ L116-4 มีลักษณะโคโลนี
เป็นแบบ stellate และไอโซเลท L62B-1 มีลักษณะโคโลนีเป็นแบบ radiation 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 4.5 : แสดงลักษณะโคโลนีของไอโซเลท L112-2, L116-1, L116-4 และ L62B-1 ที่เจริญบนอาหารเลี้ยง  
เชื้อแข็ง 5% V8 เป็นเวลา 5 วัน ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 

4.3 การเจรญิบนอาหารเลีย้งเชื้อแข็ง 5% V8 ที่อณุหภมูทิี่แตกตา่งกนั  

เพ่ือให้ทราบอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของไอโซเลททั้งหมด โดยการเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
5% V8 เป็นเวลา 5 วัน ที่อุณหภูมิ 7, 28, 30 และ 37 องศาเซลเซียส พบว่า ที่อุณหภูมิ 7 และ 37 องศาเซลเซียส 
ไฟทอฟธอราทั้ง 4 ไอโซเลท ไม่สามารถเจริญได้ ในขณะที่อุณหภูมิ 28 และ 37 องศาเซลเซียส แสดงให้เห็นว่ามี
การเจริญ จึงวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี โดยเลือกช่วงการเจริญที่เป็น exponential phase ของแต่ละ   
ไอโซเลท แล้วค านวณหาอัตราการเจริญ โดยท าการทดลองสามซ้ าเพ่ือหาค่าเฉลี่ย  

L112-2 L116-1 

L116-4 L62B-1 
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กราฟที่ 4.1 : การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 ของไฟทอฟธอราไอโซเลท L112-2, L116-1, 
L116-4 และ L62B-1 ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 

กราฟที่ 4.2 : การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 ของไฟทอฟธอราไอโซเลท L112-2, L116-1, 
L116-4 และ L62B-1 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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4.4 อัตราการเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง 5% V8 ที่อณุหภมูิทีแ่ตกต่างกัน 

น าไอโซเลทที่คาดหมายว่าเป็น P. citrophthora มาเลี้ยงบนอาหาร 5% V8 เป็นเวลา 5 วัน ที่อุณหภูมิ 
7, 28, 30 และ 37 องศาเซลเซียส แล้ววัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีทุกวัน โดยท าการทดลองสามซ้ าเพ่ือหา
อัตราการเจริญ ได้ผลดังกราฟที่ 4.3 

กราฟที่ 4.3 : อัตราการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 ของไฟทอฟธอราไอโซเลท L112-2,  L116-1, 
L116-4 และ L62B-1 ที่อุณหภูมิ 7, 28, 30 และ 37 องศาเซลเซียส 

4.5 การเพิ่มปริมาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิค PCR 

 4.5.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS 
เมื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 แล้วน้าไปวิเคราะห์ผลด้วยวิธี อะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส พบว่าตัวอย่างทั ง 4 ไอโซเลท แสดงแถบดีเอ็นเอตรงกับขนาดดีเอ็นเอของตัวควบคุมบวก 

(รูปที่ 4.6) ซึ่งใช้ Phytophthora species เทียบกับตัวแปรควบคุมลบที่ใช้น ้ากลั่น จึงสรุปได้ว่าตัวอย่างทั งหมด

เป็นราหรือสิ่งมีชีวิตคล้ายรา 
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รูปที่ 4.6 : การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของไอโซเลท L112-2 (A), L116-1 (B), L116-4 (C) และ L62B-1 (D) โดยมี            
ตัวแปรควบคุมลบเป็นน้ ากลั่น และแปรควบคุมบวกเป็น Phytophthora species ด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 

4.5.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 

ใช้ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS2 มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย
ไพรเมอร์ A2 และ I2 ที่มีความจ้าเพาะต่อราไฟทอฟธอรา จากนั นน้าไปวิเคราะห์ผลด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทร
โฟเรซิส พบว่าจากตัวอย่างทั ง 4 ไอโซเลท แสดงแถบดีเอ็นเอตรงกับตัวควบคุมบวก (รูปที่  4.7) ซึ่งใช้ 
Phytophthora species เทียบกับตัวแปรควบคุมลบที่ใช้น ้ากลั่น ซึ่งไม่พบแถบดีเอ็นเอ จึงสรุปได้ว่าตัวอย่าง
ทั งหมดเป็นจีนัสไฟทอฟธอรา 
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รูปที่ 4.7 : การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของไอโซเลท L112-2 (A), L116-1 (B), L116-4 (C) และ L62B-1 (D)                
โดยมีตัวแปรควบคุมลบเป็นน้ ากลั่น และแปรควบคุมบวกเป็น Phytophthora species ด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 

 หลังจากโคลนชิ้นดีเอ็นเอเข้าพลาสมิด ใช้ไพรเมอร์ A2 และ I2 ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค               
พีซีอาร์ เพ่ือตรวจสอบการมีอยู่ของชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนเข้าไปในพลาสมิด โดยใช้ไอโซเลทละ 3 โคลน 

 
 

รูปที่ 4.8 : การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของไอโซเลท L112-2 (A), L112-2 (2A), L112-2 (3A), L116-1 (B), L116-1 
(2B), L116-1 (3B), L116-4 (C), L116-4 (2C), L116-4 (3C), L62B-1 (D), L62B-1 (2D) และ L62B-1 (3D) มี
ตัวแปรควบคุมลบเป็นน้ ากลั่น และแปรควบคุมบวกเป็น Phytophthora species ด้วยไพรเมอร์ A2 และ I2 
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4.6 การระบสุายพนัธุไ์ฟทอฟธอราจากล าดบัสารพนัธกุรรม 
 น าล าดับเบสที่ได้มาวิเคราะห์ด้วย BLASTn พบว่า ทุกไอโซเลทเหมือน P. citrophthora CBS 581.69 
แต่ไอโซเลทรหัสนี้ culture collection ระบุว่าเป็น P. botryosa นอกจากนี้ เมื่อน ามาเทียบกับไฟทอฟธอราใน 
clade 2a พบว่า มีล าดับเบสในบริเวณ ITS คล้ายกันมาก ซึ่งดูได้จากแผนภาพแสดงความสัมพันธ์  (รูปที่ 4.9)                  
ที่ต่างสายพันธุ์มาอยู่ปะปนกัน โดยโครงงานวิจัยนี้มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์แรงเจียมที่เหมือนกับ                    
P. citrophthora ทั่วโลก แม้จะไม่มียีนจากบริเวณอ่ืนมาร่วมในการวิเคราะห์เพ่ือระบุสายพันธุ์ด้วย แต่ก็คาดว่า
ตัวอย่างไอโซเลทน่าจะเป็น P. citrophthora มากกว่า P. botryosa   

 

รูปที่ 4.9 : แผนภาพการจัดจ าแนกความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของไฟทอฟธอราไอโซเลท L116-1, L112-2,      
L116-4 และ L62B-1 จากข้อมูลล าดับเบสในบริเวณ ITS ซึ่งมีตัวแทนอ้างอิงเป็นไฟทอฟธอราใน clade 2 ที่อ้างอิง
โดยใช้วิธี Maximum Likelihood ที่มีความน่าจะเป็นสูงที่สุดในการสร้างแผนภาพแสดงความสัมพันธ์ 

4.7 ความสามารถในการก่อโรคบนใบยางพารา  

เตรียมซูโอสปอร์แขวนลอยจากไฟทอฟธอราที่คาดว่าเป็น P. citrophthora คือ ไอโซเลท L112-2, 
L116-1 และ L116-4 จากนั้นปิเปตซูโอสปอร์แขวนลอยใส่ลงในน้ า P3 บ่มร่วมกับใบยางพารา เป็นเวลา 5 วัน 
แต่ละตัวอย่างท าเป็นสามซ้ า โดยคัดเลือกใบยางให้มีขนาดที่ใกล้เคียงกัน มีชุดควบคุมเป็นใบยางพาราบ่มกับน้ า 
P3 ได้ผลดังรูป 4.10-4.13 
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รูปที่ 4.10 : ใบยางพาราบ่มกับน้ า P3 เป็นชุดควบคุม บ่มอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 16, 62, 86 
และ 110 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.11 : แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลท L112-2 หลังบ่มใบยางพาราร่วมกับซูโอสปอร์
แขวนลอย ความเข้มข้น 2x103 สปอร์/มิลลิลิตร บ่มอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 16, 62, 86 และ 
110 ชั่วโมง; C = ชุดควบคุม (ใบยางพาราบ่มกับน้ า P3) 

0  

16 

62 

86 

110  



 

35 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12 : แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลท L116-1 หลังบ่มใบยางพาราร่วมกับซูโอสปอร์
แขวนลอย ความเข้มข้น 5x103 สปอร์/มิลลิลิตร บ่มอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 16, 62, 86 และ 
110 ชั่วโมง; C = ชุดควบคุม (ใบยางพาราบ่มกับน้ า P3) 
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รูปที่ 4.13 : แสดงความสามารถในการก่อโรคของไอโซเลท L116-4 หลังบ่มใบยางพาราร่วมกับซูโอสปอร์
แขวนลอย ความเข้มข้น 1.5X103 สปอร์/มิลลิลิตร บ่มอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 16, 62, 86 และ 
110 ชั่วโมง; C = ชุดควบคุม (ใบยางพาราบ่มกับน้ า P3) 
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จากการทดสอบความสามารถในการก่อโรคบนใบยางพาราพบว่า เมื่อเวลาบ่มผ่านไป 110 ชั่วโมง ไม่พบ
การเปลี่ยนแปลงของชุดควบคุม ในขณะที่ชุดไอโซเลท L112-2 เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงภายในระยะเวลา 16 
ชั่วโมง โดยพบรอยช้ าสีน้ าตาลและจุดด าบนใบยาง เช่นเดียวกับชุดไอโซเลท L116-1 ที่พบจุดด าบนใบยางภายใน
ระยะเวลา 16 ชั่วโมง แล้วเริ่มปรากฏเป็นรอยช้ าสีน้ าตาลเมื่อระยะเวลาผ่านไป ส าหรับชุดไอโซเลท L116-4 
พบว่าใบยางเริ่มมีการเปลี่ยนแปลงภายในระยะเวลา 16 ชั่วโมงเช่นกัน โดยพบจุดด าและรอยช้ าสีน้ าตาลบนใบ
ยาง อีกทั้งยังพบว่าใบเริ่มเปลี่ยนเป็นสีเหลือง และเม่ือระยะเวลาผ่านไปได้กลายเป็นสีน้ าตาล 

หลังจากบ่มใบยางพาราและบันทึกผล น าชิ้นใบยางพาราที่ ใช้ทดสอบความสามารถในการก่อโรคของรา     
ไฟทอฟธอราแต่ละไอโซเลทมาวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส บันทึกผลที่
ระยะเวลา 30 ชั่วโมง ได้ผลดังรูปที ่4.14 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
รูปที่ 4.14 : ชิ้นใบยางพาราจากการบ่มในน้ า P3 (A) และชิ้นใบยางพาราจากการบ่มร่วมกับซูโอสปอร์                   
ไอโซเลท L112-2(B), L116-1(C) และ L116-4(D) ในน้ า P3 น ามาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 บ่มที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส บันทึกผลที่ระยะเวลา 30 ชั่วโมง 

A B 

C D 
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บทที ่5 

สรปุและวจิารณผ์ลการทดลอง 

 เปรียบเทียบข้อมูลของราไฟทอฟธอราที่ถูกคัดแยกและบันทึกไว้จากโครงงานวิจัยที่ได้จากการศึกษาใน
หัวข้อ “การคัดแยก Phytophthora sp. จากต้นยางพาราในภาคตะวันออกของประเทศไทย” ของนายอัชวัฒน์  
วงษ์เกษมศิริ ในปีการศึกษา 2559 และการศึกษาโครงการวิจัยในหัวข้อ “การจ าแนก Phytophthora sp. จาก
สวนยางในต าบลกองดิน และต าบลพังราด อ าเภอแกลง จังหวัดระยอง และต าบลวังใหม่ อ าเภอนายายอาม 
จังหวัดจันทบุรี” ของนางสาวอภิชญา นพเลิศ ในปีการศึกษา 2558  ซึ่งมีการศึกษาและบันทึกข้อมูลทางสัณฐาน
วิทยาและสรีรวิทยาของไฟทอฟธอราไว้เบื้องต้น กับงานวิจัยที่มีการตีพิมพ์ถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ                   
P. citrophthora เพ่ือคัดเลือกตัวอย่างไฟทอฟธอราที่คาดหมายว่าเป็น P. citrophthora มาศึกษา พบว่ามี
ตัวอย่างราไฟทอฟธอราทั้งหมด 4 ไอโซเลท ที่มีข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกับ P. citrophthora 
ได้แก่ L112-2, L116-1, L116-4 และ L62B-2 

เมื่อน าไฟทอฟธอราทั้ง 4 ไอโซเลท มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 เป็นเวลา 5 วัน เพ่ือดูลักษณะ
สัณฐานวิทยาและแยกให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ พบว่า ตัวอย่างทั้ง 4 ไอโซเลท สร้างเส้นใยสีขาว และสร้างสปอร์แรงเจียม
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 ซึ่งสปอร์แรงเจียมของไอโซเลท L112-2, L116-1, และ L116-4 มีรูปร่างที่
เหมือนกันเป็นแบบ ellipsoid, globose, obpyriform, ovoid และ obturbinate มี papillate และมีขนาดโดย
เฉลี่ยที่ใกล้เคียงกันทั้งความกว้างและความยาว คือ กว้างเฉลี่ย 29.9-33.7 ไมโครเมตร ยาว 40.8-49.7 ไมโครเมตร 
และมีอัตราส่วนระหว่างความยาวต่อความกว้างเฉลี่ย 1.36-1.47 ซึ่งอยู่ในช่วง กว้าง 27.4-64.3 ไมโครเมตร และ
ยาว 18.9-40.4 ไมโครเมตร อัตราส่วนระหว่างความยาวต่อความกว้างเฉลี่ย 1.50 ไมโครเมตร  ซึ่งเป็นขนาดของ 
สปอร์แรงเจียมของ P. citrophthora (Phytophthora DATABASE, 2019) แต่อย่างไรก็ตาม จะต้องมีการศึกษา
ล าดับของสารพันธุกรรมให้สามารถระบุสายพันธุ์ได้ชัดเจน ในขณะที่ไอโซเลท L62B-1 มีรูปร่างแบบ obpyriform, 
obturbinate, ovoid และ reniform มี papillate และมีขนาดของสปอร์แรงเจียมกว้างเฉลี่ย 17.3 ไมโครเมตร 
ยาว 26.4 ไมโครเมตร มีอัตราส่วนระหว่างความยาวต่อความกว้างเฉลี่ย 1.53 โดยมีค่าเฉลี่ยใกล้เคียงกับขนาด
สปอร์แรงเจียมของ P. botryosa (Phytophthora DATABASE, 2019) ซึ่งมีค่าเฉลี่ยกว้าง 15 ไมโครเมตร ยาว 
28 ไมโครเมตร และเมื่อน าน้ ากรองปลอดเชื้อชะในจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 หลังจากที่เลี้ยงเชื้อไป 1 
สัปดาห์  เพ่ือทดสอบการหลุดร่วงของสปอร์แรงเจียมจากสปอร์แรงจิโอฟอร์ พบว่าสปอร์แรงเจียมของทุกไอโซเลท
ไม่หลุดออกจากสปอร์แรงจิโอฟอร์ได้โดยง่าย (non-cadcous)  
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หาอัตราการเจริญของไฟทอฟธอราทั้ง 4 ไอโซเลท เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 7, 28, 30 และ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 วัน แล้ววัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีในวันที่ 1-5 พบว่า ที่อุณหภูมิ 7 และ 37 องศาเซลเซียส 
ไม่มีการเจริญของไฟทอฟธอราทั้ง 4 ไอโซเลท ในขณะที่อุณหภูมิ 28 และ 30 องศาเซลเซียส ราสามารถเจริญได้
ทุกไอโซเลท โดยพบว่า ไอโซเลท L112-2, L116-1 และ L116-4 มีอัตราการเจริญที่ใกล้เคียงกันที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของ P. citrophthora (Phytophthora DATABASE, 
2019) แต่ส าหรับไอโซเลท L62B-1 พบว่า มีอัตราการเจริญช้ากว่าเมื่อเทียบกับไอโซเลทอ่ืน ทั้งท่ีอุณหภูมิ 28 และ 
30 องศาเซลเซียส จึงเป็นการยืนยันเพ่ิมเติมจากข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ว่า  ไอโซเลท L62B-1                    
มีความเป็นไปได้ที่จะเป็น P. botryosa เนื่องจากไฟทอฟธอราสายพันธุ์นี้มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญ คือ 
26 องศาเซลเซียส (Phytophthora DATABASE, 2019) 

ทดสอบทางชีวโมเลกุลเพ่ือยืนยันว่าทั้ง 4 ไอโซเลทเป็นราไฟทอฟธอรา จากการเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมโดยใช้วิธี Nested-PCR มีไพรเมอร์คู่แรกคือ ITS1 และ ITS4 ไพรเมอร์คู่ที่สองคือ A2 และ I2 พบว่า 
เมื่อเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์คู่แรกแล้วน ามาตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยมี 
Phytophthora species เป็นตัวแปรควบคุมบวก และน้ ากลั่นเป็นตัวแปรควบคุมลบ สังเกตเห็นแถบดีเอ็นเอของ
ทุกไอโซเลทตรงกับของตัวแปรควบคุมบวก แสดงว่าทุกไอโซเลทเป็นสิ่งมีชีวิตจ าพวกราหรือสิ่งมีชีวิตคล้ายรา เมื่อ
เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์คู่ท่ีสอง โดยใช้ผลิตภัณฑ์จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในรอบแรกแล้วน ามา
ตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยมี Phytophthora species เป็นตัวแปรควบคุมบวก และน้ า
กลั่นเป็นตัวแปรควบคุมลบ สังเกตเห็นแถบดีเอ็นเอของทุกไอโซเลทตรงกับของตัวแปรควบคุมบวก แสดงว่าทุก    
ไอโซเลทเป็นราในจีนัสไฟทอฟธอรา ส่วนตัวแปรควบคุมลบจะไม่ข้ึนแถบดีเอ็นเอ  

เมื่อยืนยันได้ว่าทุกไอโซเลทเป็นไฟทอฟธอรา จึงน าผลิตภัณฑ์ดี เอ็นเอที่ได้โคลนเข้าพลาสมิด แล้วน าเข้า
เซลล์ของ E. coli เป็นการเพ่ิมจ านวน เพ่ือให้ได้พลาสมิดตามที่ต้องการ ส าหรับส่งไปหาล าดับสารพันธุกรรม
เพ่ือที่จะระบุสายพันธุ์ของไฟทอฟธอราทั้ง 4 ไอโซเลท น าล าดับเบสที่ได้มาวิเคราะห์ด้วย BLASTn พบว่า ทุกไอโซ
เลทเหมือน P. citrophthora CBS 581.69 แต่ไอโซเลทรหัสนี้ culture collection ระบุว่าเป็น P. botryosa 
(Molecular and morphological identification of Phytophthora based on the types, 2019) นอกจากนี้ 
เมื่อน ามาเทียบกับไฟทอฟธอราใน clade 2a พบว่า มีล าดับเบสในบริเวณ ITS คล้ายกันมาก ซึ่งดูได้จากแผนภาพ
แสดงความสัมพันธ์ที่ต่างสายพันธุ์มาอยู่ปะปนกัน โดยโครงงานวิจัยนี้มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ                            
สปอร์แรงเจียมที่เหมือนกับ P. citrophthora ทั่วโลก จึงคาดว่าไอโซเลท L112-2, L116-1 และ L116-4 น่าจะ
เป็น P. citrophthora และไอโซเลท L62B-1 น่าจะเป็น P. botryosa   

อย่างไรก็ตาม ยังไม่สามารถระบุได้ชัดเจนว่าเป็นไฟทอฟธอราสายพันธุ์ใด เนื่องจากงานวิจัยนี้ใช้ยีนเพียง
บริเวณเดียวคือ ITS ในการตรวจสอบเพื่อระบุสายพันธุ์ จึงไม่ชัดเจนเพียงพอที่จะระบุได้ ซึ่งสังเกตได้จากแผนภาพ
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ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการพบว่า ทุกไอโซเลทแสดงความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับไฟทอฟธอราใน clade 2a ตัวอ่ืน ๆ 
ค่อนข้างชัดเจน ท าให้สามารถระบุได้เพียงจีนัสและกลุ่มที่อยู่ จึงควรศึกษาเพ่ิมเติมโดยใช้ยีนในบริเวณอ่ืน ๆ ด้วย

ในการระบุสายพันธุ์ เช่น beta-tubulin (β-tub), 60S ribosomal protein L10 (Yang และ Hong, 2018) หรือ
ใช้ต าแหน่งของยีนในไมโทคอนเดรีย เช่น cytochrome-c oxidase 1 (cox1) (Martin และคณะ, 2014) เป็นต้น 

จากข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอนูวิทยาจึงสามารถสรุปได้ว่า ไอโซเลท L116-1 และ L116-4 มี
ความเป็นไปได้ที่จะเป็น P. citrophthora เนื่องจากมีรูปร่างและขนาดของสปอร์แรงเจียมใกล้เคียงกับสายพันธุ์
อ้างอิง อีกทั้ งยั ง เป็น heterothallic และ non-caducous เหมือนกับสายพันธุ์ อ้างอิง  (Phytophthora 
DATABASE, 2019) แตส่ าหรับไอโซเลท L62B-1 จากข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอนูวิทยาพบว่า มีความ
เป็นไปได้ที่จะเป็น P. botryosa เนื่องจากมีรูปร่างและขนาดของสปอร์แรงเจียมใกล้เคียงกับสายพันธุ์อ้างอิง       
อีกท้ังยังเป็น heterothallic เหมือนกับสายพันธุ์อ้างอิง (Phytophthora DATABASE, 2019) 

จากการทดสอบความสามารถในการก่อโรคโดยเลี้ยงไฟทอฟธอราทั้ง 4 ไอโซเลท ในขั้นการแยกเชื้อให้

บริสุทธิ์และเพ่ือเตรียมซูโอสปอร์ในน้ า P3 ที่ลอยเมล็ดงา พบว่า ไอโซเลท L62B-1 ไม่มีการสร้างเส้นใยที่เมล็ดงา 

จึงไม่พบการสร้างสปอร์แรงเจียมในน้ า P3 ซึ่งอาจเกิดจากสภาวะที่เลี้ยงเป็นสภาวะที่ไม่เหมาะสมในการเจริญของ

ไฟทอฟธอราไอโซเลทนี้ และอาจเกี่ยวข้องกับแหล่งที่มาของราด้วยเช่นกัน จึงใช้อีก 3 ไอโซเลท ที่คาดว่าเป็น                  

P. citrophthora โดยการทดสอบความสามารถในการก่อโรคได้น าไปบ่มกับใบยางพารา พบว่า ทั้ง 3 ไอโซเลท 

ท าให้ใบยางพาราแสดงอาการของโรคภายใน 16 ชั่วโมง หลังจากที่ได้ปลูกเชื้อเข้าไป ในขณะที่ระยะเวลา 110 

ชั่วโมง ไม่พบความผิดปกติของชุดควบคุม โดยอาการของโรคท่ีพบคือ ใบเน่าและเกิดจุดบนใบ ซึ่งเป็นลักษณะของ

โรคที่เกิดขึ้นจากราไฟทอฟธอรา 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. Clarified V8 

 น ้าผักพร้อมดื่มยี่ห้อ V8 สูตร Original 340 มิลลิลิตร 
 CaCo3     3.4 กรัม 

 น้า V8 ผลิตโดย บริษัท แคมเบลล์ ซุปคัมปานี จ้ากัด ปริมาตร 340 มิลลิลิตรผสมกับ CaCo3 3.4 กรัม 
จากนั นใส่ขวดพลาสติกส้าหรับปั่นเหวี่ยง น้าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
10 นาที ที่ความเร็ว 1,600 รอบต่อนาทีจากนั นเก็บน้าเอาส่วนใสมาเก็บใส่ขวดดูแรนแล้วแช่เก็บไว้ในตู้แช่แข็ง 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 

Clarified V8    15 มิลลิลิตร 

Agar     4.5 กรัม 

 น ้ากลั่น (distill water)   285 มิลลิลิตร 

 น้า agar 4.5 กรัมผสมกับ clarified V8 15 มิลลิลิตร และน ้ากลั่น 285 มิลลิลิตร ในขวดดูแรนแล้วน้าไป
นึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ก่อนเทลงจาน
อาหารเลี ยงเชื อ 

3. Luria Bertani (LB) broth  

แบคโตเปปโทน     10.0  กรัม 

ผงสกัดยีตส์     5.0  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์     5.0  กรัม 

ละลายในน ้าปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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4. Luria Bertani (LB) agar  

แบคโตเปปโทน     10.0  กรัม 

ผงสกัดยีตส์    5.0  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์     5.0  กรัม 

ผงวุ้น      20.0  กรัม 

ละลายในน ้าปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

5. S.O.C medium (super optimal broth with catabolic repressor)  

ทริปโตน     20.0  กรัม 

ผงสกัดยีสต์     5.0 กรัม 

โซเดียมคลอไรด์    0.5  กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด์    186.4  มิลลิกรัม 

แมกนีเซียมคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต   2.032  กรัม 

ซูโครส      6.846  กรัม 

ละลายในน ้าและปรับให้ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 7.0 จากเติมน ้าจนมีปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121                 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สูตรและวิธีการเตรียมบัฟเฟอร์และสารละลาย 

1. 50X Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer  

ทริสอะซิเตต     242.28  กรัม 
กรดอะซิติก     57.88  มิลลิลิตร 
0.5 M กรดเอทิลีนไดอามีนเตตระอะซิติก  100  มิลลิลิตร 

ละลายในน ้าและปรับให้ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 8.0 จากนั นเติมน ้าให้มีปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร 
2. 1X Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer  

50X TAE buffer    20  มิลลิลิตร 
น ้า     980  มิลลิลิตร 

3. สารละลายส าหรับการเตรียม competent cell  

แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต   5.5495  กรัม 
โพแทสเซียมอะซิเตต    0.9815  กรัม 

ละลายในน ้าและปรับให้ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 6.2 จากนั นเติมน ้าจนมีปริมาตรเป็น 1000 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4. สารละลายส าหรับเก็บรักษา competent cell  

สารละลายจากข้อ 3    764.71 มิลลิลิตร 
85% กลีเซอรอล    235.29 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากัน แล้วน ้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาทีและเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค 

การตรวจสอบไฟทอฟธอราด้วยวิธี Nested-PCR 

DNA Ladder ที่ใช้ในการทดลอง 
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