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บทคัดยKอ 

 
 โรคใบรQวงในต8นยางพาราเปPนปbญหาท่ีสQงผลกระทบตQอปริมาณและคุณภาพของน้ำยางในประเทศไทย
ซ่ึงมีสาเหตุจากราน้ำในสกุล Phytophthora sp., Pythium sp. และ Phytopythium sp.  งานวิจัยน้ีแยกและ
ระบุชนิดของราน้ำจากก8านใบยางพาราท่ีเปPนโรคจากสวนยางพาราในพ้ืนท่ีทางภาคใต8และภาคตะวันออกของ
ประเทศไทย โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูวิทยาด8วยยีนบริเวณ ITS ของราน้ำ 4 ไอโซเลทท่ีคัด
แยกได8 คือ S.1, S.2, S.3 และ S.4 ท้ัง 4 ไอโซเลทมีลักษณะของสปอร?แรงเจียมคล8ายกับราน้ำในสกุล 
Phytophthora sp., Pythium sp. และ Phytopythium sp. ท่ีเคยมีการรายงานค8นพบกQอนหน8าน้ีในประเทศ
ไทย ทุกไอโซเลทมีลักษณะการปลQอยซูโอสปอร?ท่ีเหมือนกันคือ โปรโตพลาซึมจะไหลออกมาจากสปอร?แรงเจียม
ผQานทQอปลQอยเข8าไปใน vesicle จากน้ันซูโอสปอร?จะพัฒนานอกสปอร?แรงเจียมภายใน vesicle และจะถูก
ปลQอยหลังจากผนังของ vesicle แตก ซ่ึงเปPนลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีมักพบใน Pythium sp. และ 
Phytopythium sp. จึงอาจจะมีความเปPนไปได8วQาไอโซเลทท่ีคัดแยกได8ท้ัง 4 ไอโซเลทน้ีเปPนราน้ำในสกุล
ดังกลQาว  อยQางไรก็ตามจะต8องมีการศึกษาลำดับของสารพันธุกรรมเพ่ือให8สามารถระบุสายพันธุ?ได8ชัดเจน เพ่ือ
ยืนยันวQาแตQละไอโซเลทท่ีคัดแยกได8เปPนสปaชีส?ใด โดยเทียบลำดับสารพันธุกรรมของแตQละไอโซเลทในฐานข8อมูล 
แล8วจึงใช8ลักษณะสัณฐานวิทยาเปรียบเทียบกับสายพันธุ?ท่ีมีความใกล8ชิดกันมากท่ีสุด 
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Abstract 

 
 Leaf fall disease in rubber trees is a problem affecting the quantity and quality of 
rubber latex in Thailand. This was caused by Phytophthora, Pythium and Phytopythium 
species. In this research, water mold was isolated and identified from diseased leaf stalks of 
rubber trees in Southern and Eastern Thailand. The water mold was studied by morphological 
characteristic and molecular analysis based on the internal transcribed spacer (ITS) region of 
four isolates which were provisionally named as isolate S.1, S.2, S.3 and S.4. Sporangia 
characteristics of all four isolates were similar to those of the genera Phytophthora, Pythium 
and Phytopythium species. In addition, all isolates had the same method of zoospore 
discharge which was that the protoplasm flows out of the sporangium through a discharge 
tube to form a plasma-filled vesicle at the tip. Zoospores were developed outside the 
sporangium, within the membrane of a vesicle and were released after rupture of the 
membrane. It is a morphological character found in genus Pythium and Phytopythium. 
Therefore, it is possible that all four isolates belong to these genera. However, it is necessary 
to study the genetic sequence to identify the species and to verify each isolate by comparing 
the sequence of the genetic material of each isolate on the database. Then use morphology 
to compare with the species that are most similar to each other. 
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 ขอขอบพระคุณ อาจารย? ดร.ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน? และ รศ. ดร.ปาหนัน เริงสำราญ อาจารย?ท่ี
ปรึกษาโครงการ ท่ีให8คำแนะนำแนวทางในการทำงานวิจัย รวมถึงให8ความรู8และวิธีการทำงานวิจัย ข8อคิดเห็น
ตQาง ๆ จนทำให8โครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณ?ฉบับน้ีสำเร็จลุลQวงไปได8ด8วยดี 
 ขอขอบพระคุณคณาจารย?ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร? จุฬาลงกรณ?มหาวิทยาลัยทุกทQาน ท่ี
ได8ถQายทอดความรู8อันเปPนประโยชน?จนทำให8การดำเนินงานวิจัยสำเร็จลุลQวงไปได8ด8วยดี 
 ขอขอบพระคุณเจ8าหน8าท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร? จุฬาลงกรณ?มหาวิทยาลัยทุกทQาน ท่ี
คอยชQวยเหลือ ให8คำแนะนำ และอำนวยความสะดวกแกQผู8ทำวิจัยในการดำเนินงาน รวมไปถึงสนับสนุนด8าน
เคร่ืองมือและอุปกรณ?ทำการวิจัยในคร้ังน้ี 
 ขอขอบคุณทุนโครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณ? ท่ีให8การสนับสนุนการศึกษาคร้ังน้ี 
 ขอขอบคุณนางสาว วิรัชนันท? วุฒา ท่ีคอยให8ความชQวยเหลือ แนะนำแนวทางแก8ปbญหาจากการ
ดำเนินงาน แนะนำความรู8 รวมไปถึงกำลังใจในการทำงานจนสามารถทำให8งานวิจัยน้ีสำเร็จลุลQวงด8วยดี 
 ขอขอบคุณเพ่ือน ๆ จุลชีววิทยา รุQนท่ี 44 ท่ีคอยชQวยเหลือ คอยให8คำแนะนำ รับฟbงปbญหาและให8
กำลังใจตลอดชQวงการเรียนในมหาวิทยาลัยจนกระท่ังจบการศึกษา 
 และสุดท8ายขอขอบพระคุณครอบครัว บิดา มารดา พ่ีสาว ท่ีคอยให8การสนับสนุนคQาใช8จQายใน
การศึกษา คอยให8กำลังใจและแรงผลักดันทำให8ผู8วิจัยประสบความสำเร็จในวันน้ีได8 
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แบบใช8แสงกำลังขยาย 400 เทQา (a-d) สปอร?แรงเจียม; (e) สปอร?แรงเรียมท่ีวQางเปลQา;  

(f) Outgrowing papilla; (g-i) vesicle กำลังพัฒนา 
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ภายใต8กล8องจุลทรรศน?แบบใช8แสงกำลังขยาย 400 เทQา 

(a-b) ลูกศรช้ีตำแหนQงของแอนเทอริเดียม 
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(f) Outgrowing และ branching papilla; (g) protoplasm ถูกดันออกจากสปอร?แรงเจียม 

เข8าสูQ vesicle; (h-i) สปอร?แรงเจียมและซูโอสปอร?ท่ีกำลังพัฒนาภายใน vesicle 
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สปอร?แรงเจียมเข8าสูQ vesicle; (h) สปอร?แรงเจียมและซูโอสปอร?ท่ีกำลังพัฒนา 
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บทท่ี 1 
บทนำ 

 
ไฟทอฟธอรา (Phytophthora), พิเท่ียม (Pythium) และ ไฟโทพิเท่ียม (Phytopythium) เปPน “รา

น้ำ” ในช้ัน oomycetes ซ่ึงเปPนกลุQมส่ิงมีชีวิตท่ีเปPนเช้ือกQอโรคในพืชท่ีมีความรุนแรงมากท่ีสุดกลQมหน่ึง โรคพืช
ท่ีราน้ำในกลุQมน้ีเปPนสาเหตุ เชQน โรคคอเนQาโคนดิน, โรครากเนQา, โรคราน้ำค8าง โรคท่ีรู8จักท่ัวไป เชQน โรคใบไหม8
ในมันฝร่ัง (Potato late blight), โรคราน้ำค8างในองุQนทำไวน? (grape downy mildew) , โรคตายฉับพลันของ
ต8นโอ¢ค (sudden oak-death)  เน่ืองจากลักษณะการเจริญเติบโตของเส8นใย, การได8รับอาหารผQานการดูดซึม, 
และการสืบพันธุ?ผQานทางสปอร? ในอดีตผู8เช่ียวชาญด8านโรคพืชจึงให8ราในช้ัน oomycetes ถูกจัดวQาเปPนราช้ันต่ำ  
อยQางไรก็ตามเม่ือมีการศึกษาความสัมพันธ?ทางวิวัฒนาการพบวQาส่ิงมีชีวิตในกลุQมน้ีไมQเก่ียวข8องกับราแท8  กลุQม
ของราแท8มีความสัมพันธ?ทางวิวัฒนาการใกล8ชิดกับสัตว?มากกวQาราในช้ัน oomycetes และราในช้ัน 
oomycetes มีความสัมพันธ?ใกล8ชิดกับสาหรQายและพืชมากกวQาราแท8 (รูปท่ี 1.1) (Fry William E., 2010) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
ราในช้ัน oomycete ประกอบไปด8วย 4 อันดับ (รูปท่ี 1.2) คือ อันดับ Peronosporales, Pythiales, 

Albuginales และ Saprolegniales โดยสกุล ไฟทอฟธอรา (Phytophthora) และ ไฟโทพิเท่ียม 
(Phytopythium) ถูกจัดอยูQในอันดับ Peronosporales สQวนสกุล พิเท่ียม (Pythium) ถูกจัดอยูQในอันดับ 
Pythiales (J. McGowan และ D. A. Fitzpatrick, 2020) 

 

รูปท่ี 1.1 แสดงความสัมพันธ?ทางวิวัฒนาการของราแท8 (fungi) และราในช้ัน oomycetes 

(Fry William E., 2010) 
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รูปท่ี 1.2 แสดงแผนภูมิต8นไม8ทางวิวัฒนาการของรา 65 ชนิดในช้ัน oomycetes  

(J. McGowan และ D. A. Fitzpatrick, 2020) 
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รูปที่ 1.3 วงจรชีวิตของ Phytophthora infestans 
(Drenth A., Guest D.I., และคณะ, 2004) 

การวิเคราะห?ทางวิวัฒนาการโดยใช8ยีนและ intergenic region เพ่ือเปPนการยืนยันวQาราในกลุQม 
oomycetes แตกตQางจากราแท8 อีกท้ังยังมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาในการจำแนกราในกลุQม oomycetes 
จากราแท8 เชQน เส8นใยไมQมีผนังก้ัน (coenocytic), นิวเคลียสในเซลล?ปกติมักจะเปPน diploid, ผนังเซลล?
ประกอบด8วย β-1,3 และ β-1,6 glucan ไมQมี chitin ซ่ึงเปPนองค?ประกอบในผนังเซลล?ราแท8, สปอร?มีแฟลกเจล
ลา 2 เส8น เรียกวQา ซูโอสปอร? (zoospore) ในโครงสร8างท่ีเรียกวQา สปอร?แรงเจียม (sporangium) (Fry William 
E., 2010) 

 
วงจรชีวิตมีการสืบพันธุ?ทั้งแบบอาศัยเพศและไมQอาศัยเพศ (รูปที่ 1.3) สปอร?แบบไมQอาศัยเพศเปPนอับ

สปอร?ที่เรียกวQา สปอร?แรงเจียม (sporangium) ภายในอับสปอร?เดี่ยวมีหลายนิวเคลียสจากการแบQงตัวของไซ
โทพลาสซึมในสปอร?แรงเจียม โดยจะปลQอยสปอร?ออกจากสปอร?แรงเจียมเปPน ซูโอสปอร? (zoospore) ที่มีแฟล
กเจลลา 2 เส8น ซึ่งสามารถเคลื่อนที่และแพรQกระจายโดยอาศัยน้ำเปPนตัวพา เมื่อซูโอสปอร?พบกับพืชอาศัยจะ
ปลดแฟลกเจลลาและเข8าเกาะผิวนอกของพืชอาศัย จากนั้นเจริญโดยสร8าง germ tube งอกออกมาและเจริญ
ผQานเข8าผิวนอกของพืชอาศัยจนกระท่ังพัฒนาโครงสร8างท่ีเรียกวQา appressorium ซ่ึงเข8าไปทำลายเน้ือเย่ือด8าน
ในของเซลล ?พ ืช และสร 8างเส 8นใยล ุกลามไปย ังส Qวนอ ื ่น (Fawke, Doumane และคณะ, 2015)  ใน
สภาพแวดล8อมที่ไมQเหมาะสมอาจมีการสร8างคลาไมโดสปอร? (chlamydospore) ทำให8สามารถอยูQรอดได8นาน 
เมื่อมีสภาพแวดล8อมที่เหมาะสมจะกลับมาเจริญเปPนสายใย ในขณะที่การสืบพันธุ?แบบอาศัยเพศจะมีการสร8าง
โอโอสปอร? (oospore) สายใยพบแบบ heterothallic และ homothallic ประกอบไปด8วยเซลล?สืบพันธุ?เพศ
เมีย (oogonium) และเซลล?สืบพันธุ?เพศผู8 (antheridium) ซึ่งสามารถเกิดการผสมกันแล8วขยายพันธุ?ตQอไป 
(Drenth A., Guest D.I., และคณะ, 2004) 
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การจัดจำแนกราในช้ัน oomycetes โดยใช8ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จากลักษณะโครงสร8างตQาง ๆ 
เชQน รูปรQางของสปอร?แรงเจียม (รูปท่ี 1.4), ขนาดของสปอร?แรงเจียม, การหลุดรQวงจากสปอร?แรงจิโอฟอร? 
(caducity), การสร8าง papillum บนสปอร?แรงเจียม (รูปท่ี 1.5), ลักษณะของเส8นใย, ลักษณะการเรียงตัวของ
ก8านชูสปอร?แรงเจียม (รูปท่ี 1.6) รวมถึงการสร8างคลาไมโดสปอร? (Drenth และ Sendall, 2001) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปท่ี 1.4 รูปรQางของสปอร?แรงเจียม 

รูปท่ี 1.5 การสร8าง papillum บนสปอร?แรงเจียม 

(Drenth และ Sendall, 2001) 

(Drenth และ Sendall, 2001) 
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ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสกุลไฟโทพิเท่ียม (Phytopythium) มีลักษณะคล8ายกันกับสกุลไฟทอฟ
ธอรา (Phytophthora) และสกุล พิเท่ียม (Pythium) โดยลักษณะการพัฒนาและการปลQอยซูโอสปอร?ออกจาก
สปอร?แรงเจียมของท้ังสองสกุลเหมือนกันคือ สร8างถุง (vesicle) จากน้ันดัน protoplasm จากสปอร?แรงเจียม
ท้ังหมดเข8าไปในถุงvesicleแล8วจึงพัฒนาซูโอสปอร?ภายในถุงกQอนท่ีจะสลายผนังของถุงแล8วปลQอยซูโอสปอร?
ออกไป ในขณะท่ีไฟทอฟธอรา (Phytophthora) จะพัฒนาซูโอสปอร?ภายในสปอร?แรงเจียมแล8วจึงปลQอยซูโอ
สปอร?ออกไป (de Cock และ Lévesque, 2004) (de Cock และคณะ, 2015) 

 นอกจากการจำแนกจากข8อมูลทางสัณฐานวิทยาแล8ว ยังมีการประยุกต?ใช8เทคโนโลยีทางอณูชีววิทยา
มาชQวยในการจัดจำแนก  ทำให8สามารถระบุชนิดของราได8รวดเร็วและถูกต8องมากข้ึน ซ่ึงวิธีท่ีนิยมในการจัด
จำแนกกลุQมของราในช้ัน oomycetes คือ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมต8นด8วยไพรเมอร?ท่ีมีความจำเพาะกับ
ตำแหนQงยีนท่ีสนใจของราน้ำแตQละชนิดด8วยเทคนิค Polymerase chain reaction หรือพีซีอาร? (PCR) เพ่ือ
สังเคราะห?ดีเอ็นเอต8นแบบท่ีต8องการตรวจสอบให8มีปริมาณมากข้ึน หลังจากน้ันนำมาตรวจหาผลิตภัณฑ?ดีเอ็น
เอด8วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis) โดยมีตำแหนQงของดีเอ็นเอบนจีโนมท่ีจำเพาะซ่ึงนิยม
นำมาใช8ตรวจสอบราในช้ัน oomycetes คือ Internal transcribed spacer (ITS) (รูปท่ี 1.7) เปPนบริเวณ 870-
900 คูQเบส ซ่ึงอยูQระหวQาง 18s ไรโบโซมอลอาร?เอ็นเอ (18s rRNA) และ 25s ไรโบโซมอลอาร?เอ็นเอ (25s rRNA) 
โดยมียีน 5.8s ไรโบโซมอลอาร?เอ็นเอ (5.8s rRNA) อยูQระหวQาง ITS1 และ ITS2 ซ่ึงยีนน้ีเปPนยีนสQวนท่ีอนุรักษ?ไว8
ในส่ิงมีชีวิต (conserved gene) การทราบลำดับเบสของยีนบริเวณน้ีจะชQวยให8สามารถหาความสัมพันธ?และจัด
จำแนกส่ิงมีชีวิตในกลุQมยูคาริโอตได8 (White และคณะ, 1990) และยังมีการใช8ยีนหรือบริเวณบนจีโนมท่ีมี
ความจำเพาะอ่ืนมาใช8ในการตรวจสอบชนิดของราในช้ัน oomycetes เพ่ือทำให8มีผลท่ีมีความชัดเจนและ
นQาเช่ือถือมากข้ึนพอท่ีจะสามารถระบุได8วQาเปPนราน้ำชนิดใด โดยนำยีนหลายยีนมาใช8ในการตรวจสอบรQวมกัน 
ซ่ึงเปPนยีนคนละบริเวณท่ีไมQเก่ียวข8องกัน เชQน beta-tubulin (β-tub), 60S ribosomal protein L10 (Yang 

รูปท่ี 1.6 ลักษณะการเรียงตัวของก8านชูสปอร?แรงเจียม (A) simple sympodium; (B) Compound sympodia;   
(C) umbellate sympodium 

A  B  C (Drenth และ Sendall, 2001) 
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และ Hong, 2018) หรือใช8ตำแหนQงของยีนในไมโทคอนเดรีย เชQน cytochrome-c oxidase 1 (cox1) (Martin 
และคณะ, 2014) เปPนต8น 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

การระบาดของราน้ำในกลุQมของไฟทอฟธอรา (Phytophthora), พิเท่ียม (Pythium) และ ไฟโทพิ
เท่ียม (Phytopythium) พบการระบาดในพืชเศรษฐกิจหลายชนิดท่ัวโลก เชQน Phytophthora palmivora 
เปPนสาเหตุของการเกิดโรคตาเนQาในปาล?มน้ำมัน (Torres และคณะ, 2016), Phytopythium vexans เปPน
สาเหตุของโรครากเนQาสีน้ำตาลในต8นป©านรามี (Yu และคณะ, 2020) และ Pythium ultimum เปPนสาเหตุของ
โรคโคนเนQาคอดินในบีตรูต (Khan และคณะ, 2020) ในประเทศไทยมีรายงานพบวQาเช้ือในกลุQมน้ีแพรQระบาดใน
พืชเศรษฐกิจอยQางต8นยางพารา เชQน โรคใบรQวงในยางพารามีสาเหตุสำคัญจาก Phytophthora palmivora 
และ Phytophthora botryosa (เสมอใจ และคณะ, 2551), รายงานพบ Phytopythium cucurbitacearum 
คัดแยกได8จากต8นยางพาราในภาคตะวันออกของประเทศไทย (Chanoknan และคณะ, 2020) และ รายงานพบ 
Phytophthora citrophthora เปPนสาเหตุใบรQวงในยางพาราในพ้ืนท่ีภาคใต8ของประเทศไทย (Laohasakul 
และคณะ, 2017) เปPนต8น 

 
ยางพารา หรือช่ือวิทยาศาสตร?วQา Hevea brasiliensis เปPนพืชท่ีมีความสำคัญตQอเศรษฐกิจชนิดหน่ึง

ของประเทศไทย จากรายงานของสำนักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร ได8วิเคราะห?
สถานการณ?สินค8าเกษตรท่ีสำคัญในปa พ.ศ. 2563 และคาดการณ?แนวโน8มปa พ.ศ. 2564 พบวQา ในปa พ.ศ. 2563 
มีเน้ือท่ีปลูกยางพาราในไทย 20.58 ล8านไรQ เพ่ิมข้ึนจากปaกQอนหน8า โดยปbจจุบันไทยมีเน้ือท่ีปลูกยางพารามาก

รูปท่ี 1.7 ตำแหนQงของยีนและไพรเมอร? ITS1 ext B และ ITS4 ext A ท่ีใช8ตรวจสอบราในช้ัน oomycetes 
(Yadav, 2008) 
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เปPนอันดับ 2 ของโลกรองจากอินโดนีเซีย แตQไทยเปPนประเทศท่ีมีผลผลิตยางมากท่ีสุดในโลก (สำนักวิจัย
เศรษฐกิจการเกษตร, 2563)  

 
โรคและอาการผิดปกติของยางพาราสามารถทำความเสียหายให8กับต8นยางได8ทุกชQวงระยะการ

เจริญเติบโตและทุกสQวนของต8นยาง เปPนเหตุให8เกษตรกรต8องสูญเสียรายได8และเพิ่มคQาใช8จQายในการดูแลรักษา 
โดยโรคที่มีความสำคัญโรคหนึ่งคือ โรคใบรQวงที่เกิดจากเชื้อรา Phytophthora sp. (Phytophthora leaf 
fall) เช้ือรา Phytophthora sp. เข8าทำลายได8ท้ังใบ ก8านใบ ก่ิงแขนงสีเขียว ฝbกยาง นอกจากน้ีเข8าทำลายหน8า
กรีด จนสามารถทำให8เกิดอาการโรคเส8นดำได8 ในชQวงที่มีฝนตกติดตQอกัน ใบของต8นยางจะรQวงทำให8ผลผลิต
ลดลง ลักษณะอาการของโรคคือ ใบยางรQวงทั้งที่ยังมีสีเขียวสด ใบยQอยหลุดออกจากก8านใบได8งQาย ที่ก8านใบมี
รอยแผลช้ำสีน้ำตาลเข8มถึงดำ และมีน้ำยางจับเปPนหยดเล็ก ๆ สีขาวเกาะติดอยูQ (สถาบันวิจัยยาง, 2555)  หาก
เกษตรกรเอาใจใสQดูแลรักษาสวนยาง หมั่นสังเกตและหาสาเหตุของความผิดปกตินั้นจะสามารถควบคุมและ
ป́องกันไมQให8เกิดความเสียหายกับต8นยางเพ่ิมมากข้ึน 

 
Erwin และ Ribeiro รวบรวมข8อมูลเกี่ยวกับ Phytophthora sp. 58 ชนิด ตั้งแตQ Phytophthora 

infestans ในปaค.ศ.1876 ถึง Phytophthora idaei ในปaค.ศ.1995 และในชQวงท8ายของปaค.ศ.2011 มีการ
ระบุชนิดของ Phytophthora sp. อยQางเปPนทางการประมาณ 114 ชนิด (Hansen และคณะ, 2012) และใน
ปaค.ศ.1858 Pringshiem มีการรายงานวQาพบ Pythium sp. มีมากกวQา 200 ชนิดทั่วโลก ปbจจุบันมีการระบุ
ชนิด Pythium sp. ได8แล8ว 327 ชนิดและ Phytopythium sp. 29 ชนิด (Miao และคณะ, 2020) การเพ่ิมข้ึน
ของความหลากหลายน้ีเปPนผลมาจากการเปล่ียนแปลงแนวความคิดเก่ียวกับส่ิงมีชีวิต, การประยุกต?ใช8เคร่ืองมือ
ระดับโมเลกุลในการจัดอนุกรมวิธานใหมQ และมีการค8นหาแหลQงที่อยูQอาศัยใหมQของเชื้อรา (Hansen และคณะ, 
2012) เม ื ่อนำความรู 8และเทคนิคว ิธ ีการในปbจจ ุบ ันมาประยุกต?ใช 8อาจทำให8ค 8นพบราน้ำในอันดับ 
Peronosporales ชนิดอื่น ๆ ที่เปPนสาเหตุของการเกิดโรคในต8นยางพาราได8 เพื่อให8ทราบสาเหตุของความ
ผิดปกติและสามารถหาวิธีควบคุมและป́องกันไมQให8เกิดความเสียหายกับต8นยางเพ่ิมข้ึนได8 
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บทท่ี 2 
อุปกรณ-และเคมีภัณฑ- 

 
2.1 อุปกรณ-ท่ีใชFในการทดลอง 

1) กรรไกร 
2) กระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร 
3) กระบอกตวงขนาด 500 มิลลิลิตร 
4) กล8องจุลทรรศน?แบบสเตอริโอ (stereomicroscope) รุQน SZ-PT ของบริษัท Olympus ประเทศญ่ีปุ©น 
5) กล8องจุลทรรศน?แบบใช8แสง (light microscope) รุQน BX51 ของบริษัท Olympus ประเทศญ่ีปุ©น 
6) ขวดแก8วขนาดเล็ก (vial) 
7) ขวดดูแรน (duran) ของบริษัท Schott ประเทศเยอรมัน 
8) ขวดพลาสติกสำหรับปb≠นตกตะกอน 
9) ขวดรูปชมพูQ (flask) ของบริษัท Pyrex ประเทศเยอรมัน 
10) เข็มเข่ียเช้ือปลายงอ (hook) 
11) คีมคีบ (forceps) 
12) เคร่ืองเขยQา (shaker) รุQน Innova2300 ของบริษัท NewBrunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
13) เคร่ืองช่ังไฟฟ́ารุQน AG285 ของบริษัท Mettler Toledon ประเทศสวิตเซอร?แลนด? 
14) เคร่ืองช่ังไฟฟ́ารุQน PG2002-5 ของบริษัท Mettler Toledon ประเทศสวิตเซอร?แลนด? 
15) เคร่ืองน่ีงอบฆQาเช้ือ (autoclave) บริษัท Kokusan ประเทศญ่ีปุ©น 
16) เคร่ืองปb≠นตกตะกอนขนาดใหญQ (centrifuge) บริษัท Eppendorf ประเทศเยอรมัน 
17) เคร่ืองปb≠นตกตะกอนแบบต้ังโต¢ะ (micro-centrifuge) รุQน WiseSpin CF-10 ของบริษัท DAIHAN 

Scientific ประเทศเกาหลี 
18) เคร่ืองปb≠นผสม (vortex mixer) รุQน VM-10 ของบริษัท DAIHAN Scientific ประเทศเกาหลี 
19) เคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) รุQน T100 Thermal Cycle ของบริษัท Bio-Rad 

ประเทศไทย 
20) จานเล้ียงเช้ือแก8ว 
21) จานเล้ียงเช้ือพลาสติกของบริษัท Greiner bio-one ประเทศไทย 
22) ชุดเคร่ืองมือทำอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis system) รุQน Minis-

150 ของบริษัท Major science ประเทศไต8หวัน 
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23) ตู8แชQแข็งอุณหภูมิ (freezer) -20 องศาเซลเซียส บริษัท Panasonic ประเทศญ่ีปุ©น 
24) ตู8แชQแข็งจุดเยือกแข็งต่ำ (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ของบริษัท SANYO ประเทศ

ญ่ีปุ©น 
25) ตู8แชQเย็นอุณหภูมิ (refrigerator) 4 องศาเซลเซียส บริษัท Mitsubishi ประเทศญ่ีปุ©น 
26) ตู8ปลอดเช้ือ (laminar flow) ของบริษัท BossTech จากสหราชอาณาจักร 
27) ตู8ปลอดเช้ือ (laminar flow) รุQน Cleanmodel V.6 ของบริษัท Lab service ประเทศสหรัฐอเมริกา 
28) ตู8อบฆQาเช้ือ (hot air oven) ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 
29) ตู8อบแห8ง (dryer) ของบริษัท Contherm ประเทศนิวซีแลนด? 
30) ถุงพลาสติกใสหรือถุงร8อน 
31) ถุงมือยาง 
32) ถุงมือไนไตร (nitrile gloves) 
33) ทิป (tip) ขนาด 2.5 ไมโครลิตร 
34) ทิป (tip) ขนาด 20 ไมโครลิตร ของบริษัท Trefflab ประเทศสวิตเซอร?แลนด? 
35) ทิป (tip) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Treffab ประเทศสวิตเซอร?แลนด? 
36) ทิป (tip) ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท Bioline 
37) ทิป (tip) ขนาด 10 มิลลิลิตร 
38) ท่ีต้ังหลอดพลาสติก 
39) แทQงแก8วหยดสาร (dropper) 
40) แทQงแก8วกระจายเช้ือ (glass spreader) 
41) บีกเกอร? (beaker) ของบริษัท Pyrex ประเทศเยอรมัน 
42) แผQนป∞ดสไลต? (coverslip) ขนาด 22x22 มิลลิเมตร ของบริษัท Menzel-Glaser 
43) พาสเจอร?ป∞เปต (Pasteur pipette) 
44) อะลูมิเนียมฟอยล? 
45) ไมโครป∞เปต (micropipette) ขนาด 2.5 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf North America ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
46) ไมโครป∞เปต (micropipette) ขนาด 20 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf North America ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
47) ไมโครป∞เปต (micropipette) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf North America 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
48) ไมโครป∞เปต (micropipette) ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf North America

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
49) หลอดเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR tubes) ของบริษัท QSP ประเทศสหรัฐอเมริกา 
50) หลอดไมโครเซนติฟ∞วจ? ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Axygen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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51) Gel Documentation ของบริษัท Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.2 เคมีภัณฑ-และชุดทดสอบสำเร็จ 

1) วุ8นผง (agar) ผลิตโดยบริษัท Productora de agar S.A. ประเทศชิลี 
2) ชุดสกัดพลาสมิด PureDirex Plasmid miniprep Kit ของบริษัท bio-helix ประเทศใต8หวัน 
3) น้ำกล่ัน (distilled water) 
4) น้ำผักพร8อมด่ืมย่ีห8อ V8 สูตร Original ผลิตโดยบริษัท Campbell soup ประเทศสหรัฐอเมริกา 
5) น้ำจากแหลQงน้ำธรรมชาติ 
6) อะกาโรส (agarose) ผลิตโดยบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 
7) เอทิเดียมโบรไมด? (ethidium bromide) ผลิตโดยบริษัท Amresco ประเทศสหรัฐอเมริกา 
8) Absolute ethanol 
9) Ampicillin ของบริษัท M & H manufacturing ประเทศไทย 
10) Lactophenol cotton blue 
11) LB broth (Luria-Bertani) ของบริษัท Difco ประเทศสหรัฐอเมริกา 
12) DNA polymerase ของบริษัท Apsalagen ประเทศไทย 
13) DNA marker ของบริษัท Invitrogen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
14) BioFACTTM Gel & PCR Purification System ของบริษัท Biofactory ประเทศเกาหลี 
15) T&ATM Cloning Kit ของบริษัท Yeastern biotech ประเทศไต8หวัน 
16) S.O.C medium (super optimal broth with catabolic repressor)  
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บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 

3.1 คัดแยกราน้ำจากกFานใบยางตัวอยKาง 

นำก8านใบยางท่ีแสดงลักษณะอาการของโรค ซ่ึงเก็บตัวอยQางจากสวนยางพาราในจังหวัดพัทลุงและ
จังหวัดระยอง รวมท้ังหมด 4 ตัวอยQาง มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 (ภาคผนวก ก) ท่ีมีสารยับย้ัง
แบคทีเรียและราท่ีเจริญเร็ว บQมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 3 - 5 วัน กQอนจะทำ agar plug โดยใช8
แทQงแก8วกลวงปราศจากเช้ือกดลงบนผิวหน8าของอาหารใช8เข็มเข่ียปลายงอเก่ียว agar plug วางบนอาหารเล้ียง
เช้ือแข็ง 5% V8 จานใหมQ 

3.2 คัดแยกเช้ือใหFบริสุทธ์ิ 

 เม่ือได8โคโลนีของราจึงทำเปPน agar plug 2 ช้ิน ใสQลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน้ำ P3 ใสQเมล็ดงา
จำนวน 3 เมล็ด บQมท่ีมีแสงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 5 วัน หลังบQมครบกำหนดจึงเก่ียวสายใยท่ี
เจริญรอบเมล็ดงาใสQลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเปล่ียนน้ำใหมQ กQอนนำไปแชQในตู8เย็นเปPนเวลา 30 นาที เพ่ือ
กระตุ8นให8มีการปลQอยซูโอสปอร?ออกจากซูโอสปอร?แรงเจียม สังเกตการปลQอยซูโอสปอร?โดยสQองภายใต8กล8อง
จุลทรรศน?แบบสเตอริโอ แล8วป∞เปตน้ำบริเวณท่ีพบวQามีการปลQอยซูโอสปอร?ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 ท่ี
มีสารยับย้ังแบคทีเรีย จากน้ันใช8แทQงแก8วกระจายเช้ือเกล่ียให8ท่ัว บQนท่ี 28 องศาเซลเซียส เปPนการแยกเช้ือให8
บริสุทธ์ิจากการแยกโดยใช8ซูโอสปอร?เด่ียว 

3.3 ตรวจสอบสกุลราโดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 ใช8เส8นใยของราที่เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 แตQละไอโซเลทนำมาเกี่ยวเส8นใยบริเวณขอบ
โคโลนีจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งโดยตรง มาผสมกับสารสQวนประกอบตQาง ๆ ตามตารางท่ี 3.1 ที่ใช8ใน
ปฏิกิริยาการเพิ่มดีเอ็นเอด8วยไพรเมอร? ITS1 และ ITS4 (ตารางที่ 3.2) โดยจะใช8ตัวแปรควบคุมลบเปPนน้ำกล่ัน 
และใช8ตัวแปรควบคุมบวกเปPน Pythium sp. หลังจากน้ันนำเข8าเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ กQอนนำไปวิเคราะห?
ผลด8วยวิธี agarose gel electrophoresis ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น และถQายรูปเจลด8วยเครื่อง gel 
documentation 
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ตารางท่ี 3.1 สQวนประกอบท่ีใช8ในปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด8วยไพรเมอร? ITS1 และ ITS4 

สQวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Nuclease-free water 18.625 

10X PCR buffer 2.5 

50 mM MgCl2 0.75 

50 mM dNTPs mix 0.5 

ไพรเมอร? 
10 μM ITS1 (Forward) 1.25 

10 μM ITS4 (Reverse) 1.25 

Taq Polymerase 0.125 

เส8นใยจากราน้ำแตQละไอโซเลท 0 

ปริมาตรรวม 25 

 
ตารางท่ี 3.2 ข8อมูลไพรเมอร? ITS1 และ ITS4 

ช่ือ ฟbงก?ชัน ตำแหนQง ลำดับนิวคลีโอไทด? (5’-3’) 
ขนาดของผลิตภัณฑ?ท่ี

ได8จากวิธี PCR (bp) 

อุณหภูมิ

หลอมเหลว (℃) 

ITS1 Forward ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
870-900 

65 

ITS4 Reverse ITS2 TCCTCCGCTTATTGATATGC 58 

 
 

(White และคณะ, 1990) 
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 ภาวะท่ีใช8ในการทำปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแสดงในตารางท่ี 3.3 โดยทำซ้ำจำนวน 30 รอบ ใน
ข้ันตอน denaturation, annealing และ extension 
 

ตารางท่ี 3.3 ภาวะท่ีใช8ในปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด8วยไพรเมอร? ITS1 และ ITS4 

ข้ันตอน 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 extension 72.0 5.00 

 
 วิเคราะห?ผลด8วยวิธี agarose gel electrophoresis 
 เตรียมอะกาโรสเจลให8มีความเข8มข8น 1% โดยช่ังอะกาโรส 0.5 มิลลิกรัม ละลายด8วย 1X TAE buffer 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ทำให8ละลายด8วยความร8อน แล8วจึงเทเจลท่ีละลายลงในแมQพิมพ? โดยวางหวีตามขนาดท่ี
เหมาะสมกับการใช8งาน วางไว8จนเจลแข็งตัว ดึงหวีออกแล8วนำไปใสQในเคร่ืองทำอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
โดยเติม 1X TAE buffer ให8ทQวมเจล นำผลิตภัณฑ?ท่ีได8จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด8วยเทคนิคพีซีอาร?มาทำอิ
เล็กโทรโฟรีซิส โดยผสม 6X loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เข8ากับผลิตภัณฑ?ดีเอ็นเอของราน้ำจากแตQละ
ไอโซเลทให8เข8ากัน และใสQลงในชQองเจลแตQละชQอง โดยมี 1 kb DNA Ladder เปPนตัวระบุขนาดผลิตภัณฑ?ของดี
เอ็นเอ กำหนดให8เคร่ืองมีความตQางศักย? 100 โวลต? ต้ังเวลา 30 นาที แล8วนำเจลท่ีได8มาย8อมด8วยเอทิเดียมโบร
ไมด?เปPนเวลา 5 นาที แล8วล8างออกด8วยน้ำกล่ันเปPนเวลา 5 นาที จากน้ันนำเจลไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน 
และถQายรูปด8วยเคร่ือง gel documentation 

3.4 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยท่ัวไป 

 ศึกษาลักษณะของซูโอสปอร?แรงเจียมท่ีราน้ำสร8างโดยนำ agar plug 2 ช้ิน ใสQลงในจานอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีมีน้ำ P3 ใสQเมล็ดงาจำนวน 3 เมล็ด บQมท่ีมีแสงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 5 วัน หลังบQมครบ
กำหนดจึงเก่ียวสายใยท่ีเจริญรอบเมล็ดงาใสQลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเปล่ียนน้ำใหมQ กQอนนำไปแชQในตู8เย็น
เปPนเวลา 30 นาที เพ่ือกระตุ8นให8มีการปลQอยซูโอสปอร?ออกจากซูโอสปอร?แรงเจียม สังเกตการปลQอยซูโอสปอร?
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โดยสQองภายใต8กล8องจุลทรรศน?แบบสเตอริโอ และลักษณะของเส8นใย สปอร?แรงเจียม โอโอโกเนียม โดยการ
เก่ียวสายใยมาวางบนสไลด? ย8อมด8วยสี Lactophenol Cotton Blue ป∞ดกระจกป∞ดสไลด?แล8วสQองภายใต8กล8อง
จุลทรรศน?แบบใช8แสง ท่ีกำลังขยาย 40X 

 ศึกษารูปแบบของโคโลนีของราน้ำแตQละไอโซเลท โดยทำเปPน agar plug แล8วใช8เข็มเข่ียเช้ือปลายงอ
เก่ียว agar plug มาวางบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 บQมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 5 วัน สังเกต
รูปแบบการเจริญของโคโลนี 

3.5 ศึกษาอุณหภูมิในการเจริญ 

 นำ agar plug ของราน้ำแตQละไอโซเลทมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 แล8วนำไปบQมท่ีอุณหภูมิ
ท่ีแตกตQางกัน คือ 7, 28, 30 และ 37 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 5 วัน เพ่ือหาอุณหภูมิต่ำสุด (minimum 
temperature) อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุด (optimum temperature) และอุณหภูมิสูงสุด (maximum 
temperature) ท่ีราน้ำแตQละไอโซเลทสามารถเจริญได8 โดยทำการทดลองเปPน 3 ซ้ำตQอตัวอยQางราน้ำท่ีบQมในแตQ
ละอุณหภูมิ จากน้ันวัดขนาดของเส8นผQานศูนย?กลางโคโลนีในแตQละวัน แล8วนำมาหาคQาเฉล่ียของเส8นผQาน
ศูนย?กลาง 

3.6 ระบุสายพันธุ-ของราน้ำจากลำดับสารพันธุกรรม 
 3.6.1 เตรียม competent cell  
  เตรียม Escherichia coli สายพันธุ? DH5! โดยนำมาแยกให8ได8โคโลนีเด่ียวด8วยวิธี streak 
plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB นำไปบQมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 16 ช่ัวโมง จากน้ันใช8เข็มเข่ียเช้ือ
ปลายหQวงเข่ียโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในขวดแก8วขนาดเล็กซ่ึงบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
บQมโดยนำไปเขยQาท่ีความเร็วรอบ 250 รอบตQอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 16 ช่ัวโมง ถQายสาร
แขวนลอยเซลล?จากขวดแก8วเล็กลงขวดแก8วรูปชมพูQซ่ึงบรรจุอาหารเล้ียงเหลว LB ปริมาตร 90 มิลลิลิตร บQมโดย
นำไปเขยQาท่ีความเร็ว 250 รอบตQอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 45 นาที วัดคQาท่ีความยาวคล่ืน 
600 นาโนเมตร ให8ได8คQาอยูQในชQวง 0.35-0.40 เม่ือได8คQาท่ีเหมาะสม จึงแบQงสารแขวนลอยเซลล?ลงขวดเซนติฟ∞วจ?
ขนาด 50 มิลลิลิตร แชQขวดเซนติฟ∞วจ?ลงในน้ำแข็งเปPนเวลา 10 นาที แล8วจึงนำไปปb≠นเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 
4000 รอบตQอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 10 นาที จากน้ันเทสQวนใสท้ิง แล8วละลายตะกอนด8วย
สารละลาย MgCl2 ∙ CaCl2 ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ผสมให8เข8ากัน แชQในน้ำแข็งเปPนเวลา 30 นาที แล8วนำไปปb≠น
เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 4000 รอบตQอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 10 นาที เทสQวนใสท้ิง ละลาย
ตะกอนด8วยสารละลาย 0.1M CaCl2 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร แชQในน้ำแข็งเปPนเวลา 30 นาที เติม 85% glycerol 
ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แบQงใสQหลอดไมโครเซนติฟ∞วจ? เก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส 
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 3.6.2 เตรียมผลิตภัณฑ?พีซีอาร? 
  เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด8วยไพเมอร? ITS1 ละ ITS4 โดยใช8เส8นใยของราน้ำท่ีเล้ียงบนอาหารเล้ียง
เช้ือแข็ง 5% V8 แตQละไอโซเลท เก่ียวสายใยของราโดยผสมกับสารสQวนประกอบตQาง ๆ ท่ีใช8ในปฏิกิริยาการเพ่ิม
ดีเอ็นเอด8วยไพรเมอร? ITS1 และ ITS4 หลังจากน้ันนำเข8าเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
 
 3.6.3 ทำผลิตภัณฑ?พีซีอาร?ให8บริสุทธ์ิ 
  นำผลิตภัณฑ?พีซีอาร?ท่ีเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ ITS ด8วยไพรเมอร? ITS1 และ ITS4 ทำให8
บริสุทธ์ิโดยใช8ชุดทดสอบ BioFACTTM Gel & PCR Purification ทำการทดลองตามคูQมือของชุดทดสอบสำเร็จ 
 
 3.6.4 โคลนช้ินดีเอ็นเอลงในพลาสมิด 
  นำผลิตภัณฑ?พีซีอาร?มาโคลนลงในพลาสมิด ใช8ชุดทดสอบสำเร็จ T&ATM Cloning Kit โดย
ทดลองตามคูQมือของชุดทดสอบสำเร็จ 
 
 3.6.5 นำพลาสมิดเข8าเซลล? E. coli 
  นำ competent cell ท่ีเตรียมไว8มาใช8ในกระบวนการ transformation เพ่ือนำพลาสมิดท่ีมี
ช้ินสQวนของผลิตภัณฑ?พีซีอาร?ไปเพ่ิมจำนวนในเซลล? E. coli นำ competent cell ท่ีเก็บอุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส ป∞เปตใสQหลอดไมโครเซนติฟ∞วจ?ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากน้ันแชQหลอดไมโค
รเซนติฟ∞วจ?ในน้ำแข็งเปPนเวลา 10 นาที ตQอมาใสQพลาสมิดปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให8เข8ากัน แชQในน้ำแข็งเปPน
เวลา 20 นาที จากน้ันแชQในน้ำท่ีมีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 30 วินาที แล8วจึงแชQในน้ำแข็งทันที เปPน
เวลา 5 นาที เติม S.O.C medium ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บQมโดยนำไปเขยQาท่ีความเร็วรอบ 250 รอบตQอ
นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันป∞เปตสารแขวนลอยเซลล?ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร มาเกล่ียด8วยแทQงแก8วกระจายเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ท่ีมียาแอมพิซิลิน ความเข8มข8น 100 
มิลลิกรัมตQอมิลลิลิตร บQมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 16 ช่ัวโมง 
 
 3.6.6 คัดเลือกและตรวจสอบโคโลนีหลังจากนำเข8าพลาสมิด 
  นำโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ท่ีมีแอมพิซิลินมาแยกด8วยเทคนิค streak plate 
บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ท่ีมีแอมพิซิลินเพ่ือให8ได8โคโลนีเด่ียว เม่ือได8โคโลนีเด่ียวจึงนำมาขีดบนอาหารเล้ียง
เช้ือแข็ง LB ท่ีมีแอมพิซิลินตามชQองกริด บQมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 16 ช่ัวโมง เลือกโคโลนีท่ี
เจริญมา 3 โคโลนีตQอตัวอยQางราน้ำ 1 ไอโซเลท โดยแบQงแตQละโคโลนีเปPนคร่ึงหน่ึง นำไปแยกด8วยเทคนิค streak 
plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ท่ีมีแอมพิซิลินเพ่ือให8ได8โคโลนีเด่ียวไว8สำหรับสกัดพลาสมิด และนำอีก
คร่ึงหน่ึงของโคโลนีนำไปเพ่ือปริมาณดีเอ็นเอด8วยเทคนิคพีซีอาร?ด8วยไพรเมอร? ITS1 และ ITS4 วิเคราะห?ผลด8วย
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วิธี agarose gel electrophoresis เปPนการตรวจสอบกQอนท่ีจะสกัดพลาสมิดเพ่ือยืนยันวQาโคโลนีท่ีเลือกมามี
ช้ินสQวนพลาสมิดของตัวอยQางราน้ำ 
 
 3.6.7 สกัดพลาสมิด 
  นำโคโลนีเด่ียวอีกคร่ึงหน่ึงท่ีเหลือไปลงอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ท่ีมียาแอมพิซิลิน ความเข8มข8น 
100 มิลลิกรัมตQอมิลลิลิตร แยกให8ได8โคโลนีเด่ียวด8วยวิธีด8วยวิธี streak plate แล8วนำมาสกัดพลาสมิด โดยใช8ชุด
ทดสอบสำเร็จ PureDirex Plasmid miniprep ทำการทดลองตามคูQมือของชุดทดสอบสำเร็จ จากน้ันวัดความ
เข8มข8นท่ีได8ด8วยเคร่ืองวัดปริมาณสารพันธุกรรม ให8ได8ความเข8มข8นอยQางน8อย 100 นาโนกรัมตQอไมโครลิตร แล8ว
จึงแบQงพลาสมิดท่ีได8ใสQหลอดไมโครเซนติฟ∞วจ?ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร สQงไปหาลำดับสาร
พันธุกรรม 
 
 3.6.8 วิเคราะห?ลำดับสารพันธุกรรม 
  นำลำดับเบสท่ีได8มาวิเคราะห?ด8วย BLASTn จากน้ันนำมาเรียงโดยใช8 ClustalW ในโปรแกรม 
MEGA 7 สร8างเปPนแผนรูปวิวัฒนาการของลำดับเบสท่ีได8จากยีนบริเวณ ITS 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 ไอโซเลทของราน้ำท่ีคัดเลือก 
 เม่ือนำก8านใบยางพาราตัวอยQางท่ีมีลักษณะของรอยโรคใบรQวง คือ ก8านใบมีรอยช้ำสีดำ มาคัดแยกรา
น้ำบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 พบวQาได8ไอโซเลทของราน้ำท้ังหมด 4 ไอโซเลท โดยเปPนไอโซเลทท่ีแยกจาก
ก8านใบยางพาราตัวอยQางในพ้ืนท่ีภาคใต8 ในจังหวัดสงขลา 2 ไอโซเลท และจากพ้ืนท่ีภาคตะวันออก ในจังหวัด
ระยอง 2 ไอโซเลท โดยมีพ้ืนท่ีเก็บตัวอยQางตามตารางท่ี 4.1 
 
 ตารางท่ี 4.1 พ้ืนท่ีเก็บตัวอยQางและไอโซเลทของราน้ำ 

พิกัด พ้ืนท่ีเก็บตัวอยQาง รหัสตัวอยQาง 

6.694056, 100.352417 
สวนยางพาราในพ้ืนท่ี 

จ.สงขลา 

S.1 

S.2 

12.934774, 101.516959 
สวนยางพาราใกล8กับ 

สถานีตำรวจภูธรวังจันทร? จ.ระยอง 

S.3 

S.4 

 
 
4.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยท่ัวไป 
 เม่ือคัดแยกราน้ำจากตัวอยQางแตQละไอโซเลทจนได8เช้ือท่ีบริสุทธ์ิแล8ว นำไอโซเลทท่ีคาดวQาจะเปPน ไฟ
ทอฟธอรา (Phytophthora), พิเท่ียม (Pythium) และ ไฟโทพิเท่ียม (Phytopythium) มาเล้ียงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 เพ่ือศึกษาลักษณะภายใต8กล8องจุลทรรศน?แบบใช8แสงกำลังขยาย 400 เทQา จากน้ันบันทึก
ข8อมูลสปอร?แรงเจียม 50 สปอร? ได8ผลตามตารางท่ี 4.2 และแตQละไอโซเลทมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแสดง
ตามรูปท่ี 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6 และ 4.7 
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ไอโซเลท 

ลักษณะของสปอร5แรงเจียม 

ขนาดสปอร5แรงเจียม (ไมโครเมตร) 

การสรBาง papilla รูปทรง 
 

อัตราสHวน 
ความยาวตHอความกวBาง 

ความยาว ความกวBาง 

สูงสุด ต่ำสุด เฉล่ีย สูงสุด ต่ำสุด เฉล่ีย 

S.1 48.6 31.7 40.0 43.7 27.8 37.0 สรBาง papilla Globose, Obturbinate, Ovoid 1.08 

S.2 23.8 15.9 20.0 23.5 15.1 18.6 ไมHสรBาง papilla Globose, Obturbinate, Ovoid 1.07 

S.3 40.2 25.7 33.5 36.0 21.2 27.5 ไมBสรBาง papilla Obturbinate, Ovoid, Obovoid 1.22 

S.4 38.1 23.4 31.8 32.4 21.3 27.4 ไมHสรBาง papilla Globose,  Obturbinate , Ovoid 1.16 

ตารางที่ 4.2 ลักษณะสปอร5แรงเจียมของไอโซเลทราน้ำที่คัดแยกไดB 
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รูปท่ี 4.1 ไอโซเลท S.1 แสดงลักษณะสปอร<แรงเจียมภายใตDกลDองจุลทรรศน<แบบใชDแสงกำลังขยาย 400 เทMา 
(a-c) สปอร<แรงเจียมรูปทรง ovoid; (d) สปอร<แรงเจียมรูปทรง globose; (e) สปอร<แรงเจียมสรDาง papilla; 

(f) สปอร<แรงเจียมสรDาง 2 papilla; (g) protoplasm ถูกดันออกจากสปอร<แรงเจียมเขDาสูM vesicle;  
(h) สปอร<แรงเจียมและซูโอสปอร<ท่ีกำลังพัฒนาภายใน vesicle; (i) Outgrowing papilla  
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รูปท่ี 4.2 ไอโซเลท S.2 แสดงลักษณะสปอร<แรงเจียมภายใตDกลDองจุลทรรศน<แบบใชDแสงกำลังขยาย 400 เทMา 
(a-d) สปอร<แรงเจียม; (e) สปอร<แรงเรียมท่ีวMางเปลMา; (f) Outgrowing papilla; (g-i) vesicle กำลังพัฒนา 

รูปท่ี 4.3 ไอโซเลท S.2 แสดงลักษณะโอโอโกเนียมและแอนเทอริเดียม ภายใตDกลDองจุลทรรศน<แบบใชDแสงกำลังขยาย 400 เทMา 
(a-b) ลูกศรช้ีตำแหนMงของแอนเทอริเดียม 
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รูปที่ 4.4 ไอโซเลท S.3 แสดงลักษณะสปอร<แรงเจียมภายใตDกลDองจลุทรรศน<แบบใชDแสงกำลังขยาย 400 เทMา 
(a-e) สปอร<แรงเจียม; (f) Outgrowing และ branching papilla; (g) protoplasm ถูกดันออกจากสปอร<แรงเจียม

เขDาสูM vesicle; (h-i) สปอร<แรงเจียมและซูโอสปอร<ที่กำลังพฒันาภายใน vesicle 
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รูปที่ 4.5 ไอโซเลท S.3 แสดงลักษณะโอโอโกเนียมและแอนเทอริเดียม ภายใตDกลDองจลุทรรศน<แบบใชDแสงกำลงัขยาย 400 เทMา 
(a-d) ลูกศรช้ีตำแหนMงของแอนเทอรเิดียม 
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รูปที่ 4.6 ไอโซเลท S.4 แสดงลักษณะสปอร<แรงเจียมภายใตDกลDองจลุทรรศน<แบบใชDแสงกำลังขยาย 400 เทMา 
(a-b) สปอร<แรงเจียม; (c-d) Outgrowing และ branching papilla; 

(e-g) protoplasm ถูกดันออกจากสปอร<แรงเจียมเขDาสูM vesicle;  
(h) สปอร<แรงเจียมและซูโอสปอร<ที่กำลังพฒันาภายใน vesicle; (i) สปอร<แรงเจียมที่วMางเปลMา 

รูปที่ 4.7  ไอโซเลท S.4 แสดงลกัษณะโอโอโกเนียม ภายใตDกลDองจลุทรรศน<แบบใชDแสงกำลังขยาย 400 เทMา 
(a-b) โอโอโกเนียม  
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 ลักษณะของโคโลนีเม่ือนำตัวอยMางราน้ำท้ัง 4 ไอโซเลท มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 เปuน
เวลา 4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส พบวMา ไอโซเลท S.1 และ S.2 มีลักษณะโคโลนีเปuนแบบ stellate 
และไอโซเลท S.3 และ S.4 มีลักษณะโคโลนีแบบ petaloid ดังแสดงในรูปท่ี 4.8 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.8 แสดงลักษณะโคโลนีของราน้ำ S.1, S.2, S.3 และ S.4 
ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 เปuนเวลา 4 วัน 



 25 

4.4 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด?วยเทคนิคพีซีอารE (PCR) 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดDวยไพรเมอร< ITS1 และ ITS4 
 เม่ือนำตัวอยMางท้ัง 4 ไอโซเลทไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดDวยไพรเมอร< ITS1 และ ITS4 แลDวนำมา
วิเคราะห<ผลดDวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส พบวMาตัวอยMางท้ัง 4 ไอโซเลท แสดงแถบตรงกับขนาดดีเอ็น
เอของตัวควบคุมบวก (รูปท่ี 4.9) ซ่ึงใชD Phytopythium species เทียบกับตัวควบคุมลบท่ีใชDน้ำกล่ัน จึง
สามารถสรุปไดDวMาตัวอยMางท้ังหมดเปuนราหรือส่ิงมีชีวิตคลDายรา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4.5 ศึกษาอุณหภูมิในการเจริญ 
 ไมMไดDทำการทดลองเน่ืองจากสถานการณ<การแพรMระบาดของโรคโควิด-19 
 
4.6 ระบุสายพันธุEของราน้ำจากลำดับสารพันธุกรรม 
 ไมMไดDทำการทดลองเน่ืองจากสถานการณ<การแพรMระบาดของโรคโควิด-19 
 
 
 
 
 
 
 

1000 bp 
750 bp 

S.1 S.2 S.3 S.4 +VE -VE 

รูปท่ี 4.9 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของไอโซเลท S.1, S.2, S.3 และ S.4 โดยมีตัวแปรควบคุมบวกเปuน 
Phytopythium species ตัวแปรควบคุมลบเปuนน้ำกล่ัน ดDวยไพรเมอร< ITS1 และ ITS4 
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บทท่ี 5 
สรุปและวิจารณEผลการทดลอง 

 
 ผลจากการนำกDานใบยางตัวอยMางที่มีลักษณะของรอยโรคคือ กDานใบมีรอยช้ำสีดำ หลุดรMวงจากตDนท้ัง
ที่ใบยังมีสีเขียว มาวางไวDบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8  ที่มีสารยับยั้งแบคทีเรียและสารยับยั้งราที่เจริญเร็ว 
บMมท่ี 28 องศาเซลเซียส เม่ือเวลาผMานไปกDานใบยางท่ีมีการติดเช้ือราจะมีสายใยเจริญออกมาจากกDานใบยางน้ัน 
ทำ agar plug บริเวณปลายเสDนใย นำไปเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเชื ้อแข็ง 5% V8 บMมที ่ 28 องศาเซลเซียส 
ตรวจสอบดูลักษณะการเจริญของโคโลนีเบื้องตDน พรDอมทั้งทดสอบเบื้องตDนวMาราน้ันเปuนราในกลุMมใดดDวยการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดDวยไพรเมอร< ITS1 และ ITS4 หากผลปรากฎวMาตัวอยMางเสDนใยจากกDานใบยางหนึ่งมีแถบดี
เอ็นเอตรงกับแถบของ DNA ladder ขนาดประมาณ 400-500 bp ซึ่งเปuนขนาดดีเอ็นเอของราแทDในไฟลัม
แอสโคไมโคตา (Ascomycota) ซึ่งไมMใชMกลุMมของราน้ำที่สนใจในงานวิจัยน้ีก็จะคัดทิ้งไป และเมื่อตรวจสอบ
สายใยที่เจริญมาจากกDานใบยางและนำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดDวยไพรเมอร< ITS1 และ ITS4 ผลปรากฎวMามี
แถบดีเอ็นเอตรงกับแถบของ DNA ladder ขนาดประมาณ 800-900 bp ซึ่งเปuนขนาดดีเอ็นเอของราน้ำในช้ัน 
oomycetes จากนั้นคัดแยกใหDไดDเช้ือบริสุทธิ์จากการแยกโดยใชDซูโอสปอร<เดี่ยวทำใหDไดDราน้ำ 4 ไอโซเลท คือ 
S.1, S.2, S.3 และ S.4 นำแตMละไอโซเลทที่เปuนเชื้อเดี่ยวแลDวเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดDวยไพรเมอร< ITS1 และ ITS4 
อีกคร้ัง ผลปรากฎวMามีแถบดีเอ็นเอตรงกับแถบของ DNA ladder ขนาดประมาณ 800-900 bp จึงทำใหDยืนยัน
ไดDวMาแตMละไอโซเลทเด่ียวน้ีอยูMในกลุMมของราน้ำ 
 เมื่อนำราน้ำแตMละไอโซเลทเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5% V8 เปuนเวลา 4 วันกMอนจะทำ agar plug 
บริเวณปลายเสDนใยนำไปเลี้ยงในจานเลี้ยงเชื้อที่มีเมล็ดงาและน้ำจากธรรมชาติ เปuนเวลา 5 วัน บMมที่ 28 องศา
เซลเซียส เพ่ือดูลักษณะสัณฐานวิทยาพบวMา ตัวอยMางท้ัง 4 ไอโซเลท สรDางเสDนใยสีขาว และสรDางสปอร<แรงเจียม 
ซึ่งสปอร<แรงเจียมของไอโซเลท S.1 และ S.2 มีรูปทรงที่เหมือนกันเปuนแบบ Globose, Obturbinate และ 
Ovoid ไอโซเลท S.1 สรDาง papilla มีสปอร<แรงเจียมขนาดเฉลี่ย 40.0 x 37.0 ไมโครเมตร และมีอัตราสMวน
ระหวMางความยาวตMอความกวDางเฉลี่ยเทMากับ 1.08 สMวนไอโซเลท S.2 ไมMสรDาง papilla มีสปอร<แรงเจียมขนาด
เฉล่ีย 20.0 x 18.6 ไมโครเมตร และมีอัตราสMวนระหวMางความยาวตMอความกวDางเฉล่ียเทMากับ 1.07 มีการสรDางซู
โอสปอร<ภายใน vesicle ในขณะที่ไอโซเลท S.3 สปอร<แรงเจียมรูปทรงเปuนแบบ Obturbinate, Ovoid และ 
Obovoid  ไมMสรDาง papilla มีสปอร<แรงเจียมขนาดเฉลี่ย 33.5 x 27.5 ไมโครเมตร และมีอัตราสMวนระหวMาง
ความยาวตMอความกวDางเฉลี ่ยเทMากับ 1.22 สMวนไอโซเลท S.4 มีสปอร<แรงเจียมรูปทรงแบบ Globose,  
Obturbinate และ Ovoid สรDาง papilla มีสปอร<แรงเจียมขนาดเฉลี่ย 31.8 x 27.4 ไมโครเมตร มีอัตราสMวน
ระหวMางความยาวตMอความกวDางเฉล่ียเทMากับ 1.16 แตMละไอโซเลทมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคลDายกับไอโซเลท
ของไฟทอฟธอรา (Phytophthora), พิเที่ยม (Pythium) และ ไฟโทพิเที่ยม (Phytopythium) ที่เคยมีการ
รายงานคDนพบกMอนหนDานี้ในประเทศไทยตามการรายงานของ Suksiri S. และคณะ, 2018 และ Saelee R. 
และคณะ, 2021 แตMทุกไอโซเลทมีการสรDางทMอปลMอยซูโอสปอร<ใหDมาพัฒนาภายใน vesicle ซ่ึงเปuนลักษณะทาง
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สัณฐานวิทยาที่มักพบในพิเที่ยม (Pythium) และ ไฟโทพิเที่ยม (Phytopythium) จึงอาจจะมีความเปuนไปไดD
วMาไอโซเลทท่ีคัดแยกไดDท้ัง 4 ไอโซเลทน้ีเปuนราน้ำในสกุลดังกลMาว 
 จากรายงานกMอนหนDามีคDนพบ Phytopythium cucurbitacearum ท่ีคัดแยกจากตDนยางพาราในภาค
ตะวันออกของประเทศไทย (Hattapanichaporn C. และคณะ, 2020) (Saelee R. และคณะ, 2021) ซ่ึงมี
ลักษณะของโคโลนีและสปอร<แรงเจียม คลDายกันกับไอโซเลท S.2 อีกท้ังมีการรายงานพบ Phy. 
cucurbitacearum ท่ีคัดแยกจากสวนทุเรียนในพ้ืนท่ีภาคใตD จ.ชุมพร (Suksiri S. และคณะ, 2018) ซ่ึงมีขนาด
และลักษณะของสปอร<แรงเจียมใกลDเคียงกับไอโซเลท S.2 แตMวิธีในการเพาะเล้ียงกMอนดูลักษณะสัณฐานวิทยา
ตMางกัน โดยในรายงานของ Suksiri S. และคณะ เพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง potato dextrose agar 
(PDA) แลDวจึงดูลักษณะสัณฐานวิทยา สMวนในงานวิจัยน้ี ผูDวิจัยไดDเพาะเล้ียงในน้ำจากธรรมชาติกMอนดูลักษณะ
สัณฐานวิทยา ซ่ึงเปuนวิธีเดียวกับการรายงานของ Hattapanichaporn C. และคณะ และ Saelee R. และคณะ
อีกท้ังในการรายงานของ Hattapanichaporn C. และคณะ ระบุวMา Phy. cucurbitacearum สรDางสปอร<แรง
เจียมเฉพาะในน้ำ 
 แตMอยMางไรก็ตาม จะตDองมีการศึกษาลำดับของสารพันธุกรรมใหDสามารถระบุสายพันธุ<ไดDชัดเจน เพ่ือ
ยืนยันวMาแตMละไอโซเลทท่ีคัดแยกไดDเปuนชนิดใด โดยเทียบลำดับสารพันธุกรรมของแตMละไอโซเลทในฐานขDอมูล 
แลDวจึงใชDลักษณะสัณฐานวิทยาเปรียบเทียบกับสายพันธุ<ท่ีมีความใกลDชิดกันมากท่ีสุด 
 หากผลการศึกษาลำดับของสารพันธุกรรมของไอโซเลท S.2 ระบุวMามีความใกลDชิดกับ Phytopythium 
sp. งานวิจัยน้ีจะเปuนรายงานการคDนพบ Phytopythium sp. ท่ีกMอโรคในตDนยางพาราในพ้ืนท่ีภาคใตDของ
ประเทศไทยเปuนคร้ังแรก 
 
แผนการทดลองตiอไปในอนาคต 
 เพื่อยืนยันสายพันธุ<ของทั้ง 4 ไอโซเลทที่คัดแยกไดDจะตDองทำการทดลองระบุสายพันธุ<จากลำดับสาร
พันธุกรรมแลDวนำลำดับสารพันธุกรรมที่ไดDไปเปรียบเทียบกับขDอมูลในฐานขDอมูล สรDางแผนภูมิตDนไมDทาง
วิวัฒนาการ และศึกษาเปรียบเทียบลักษณะสัณฐานวิทยากับสายพันธุ<ท่ีมีความใกลDชิดกันมากท่ีสุด โดยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาก็ควรศึกษาลักษณะอื ่น ๆ เพิ ่มเติม เชMน โอโอโกเนียม (oogonium), แอนเทอริเดียม 
(antheridium) และ การสรDางใหมMของสปอร<แรงเจียม เปuนตDน พรDอมทั้งศึกษาการเจริญและอัตราการเจริญ
บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งท่ีอุณหภูมิแตกตMางกัน และศึกษาความสามารถในการกMอโรคบนใบยางพารา 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 

 

1. Clarified V8 

น้ำผักพรDอมด่ืมย่ีหDอ V8 สูตร Original 340 มิลลิลิตร 
CaCo3     3.4 กรัม 

น้ำ V8 ผลิตโดย บริษัท แคมเบลล< ซุปคัมปานี จำกัด ปริมาตร 340 มิลลิลิตรผสมกับ CaCo3 3.4 
กรัม จากน้ันใสMขวดพลาสติกสำหรับป̈≠นเหว่ียง นำไปป̈≠นเหว่ียงตกตะกอนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปuนระยะเวลา 10 นาที ท่ีความเร็ว 1,600 รอบตMอนาที จากน้ันเก็บสMวนใสมาใสMขวดดูแรนแลDวแชMเก็บ
ไวDในตูDแชMแข็ง 

 

2. อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 5% V8 

Clarified V8     15 มิลลิลิตร 
Agar     4.5 กรัม 
น้ำกล่ัน (distill water)    285 มิลลิลิตร 

นำ agar 4.5 กรัมผสมกับ clarifed V8 15 มิลลิลิตร และน้ำกล่ัน 285 มิลลิลิตร ในขวดดูแรนแลDว
นำไปน่ึงฆMาเช้ือดDวยความดันไอ 15 ปอนด<ตMอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปuนเวลา 15 
นาที กMอนเทลงจานอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

3. Luria Bertani (LB) broth 

แบคโตเปปโทน     10.0 กรัม 
ผงสกัดยีตส<    5.0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด<    5.0 กรัม 

ละลายในน้ำปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหDเขDากัน แลDวนำไปน่ีงดDวยเคร่ืองน่ีงอบฆMาเช้ือดDวย
ความดันไอ 15 ปอนด<ตMอตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปuนเวลา 15 นาที 
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4. Luria Bertani (LB) agar 

แบคโตเปปโทน    10.0 กรัม 
ผงสกัดยีตส<    5.0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด<    5.0 กรัม 
ผงวุDน     20.0 กรัม 

ละลายในน้ำปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหDเขDากัน แลDวนำไปน่ีงดDวยเคร่ืองน่ีงอบฆMาเช้ือดDวย
ความดันไอ 15 ปอนด<ตMอตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปuนเวลา 15 นาที 

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

ทริปโตน     20.0 กรัม 
ผงสกัดยีสต<     5.0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด<     0.5 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด<    186.4 มิลลิกรัม 
แมกนีเชียมคลอไรด<เฮกซะไฮเดรต   2.032 กรัม 
ชูโครส     6.846 กรัม 

ละลายในน้ำและปรับใหDคMาความเปuนกรด-เบสเทMากับ 7.0 จากเติมน้ำจนมีปริมาตรเปuน 1000 
มิลลิลิตรผสมใหDเขDากัน แลDวนำไปน่ีงดDวยเคร่ืองน่ีงอบฆMาเช้ือดDวยความดันไอ 15 ปอนด<ตMอตารางน้ิว ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปuนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
สูตรและวิธีการเตรียมบัฟเฟอรEและสารละลาย 

 

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

ทริสอะซิเตต    242.28 กรัม 
กรดแอซีติก     57.88  มิลลิลิตร 
0.5 M กรดเอทิลีนไดอามีนเตตระอะซิติก  100  มิลลิลิตร 

ละลายในน้ำและปรับใหDคMาความเปuนกรด-เบสเทMากับ 8.0 จากน้ันเติมน้ำใหDมีปริมาตรเปuน 1000 มิลลิลิตร 
 

2. 1X Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer 

50X TAE buffer    20 มิลลิลิตร 
น้ำ     980 มิลลิลิตร 
 

3. สารละลายสำหรับการเตรียม competent cell 

แคลเซียมคลอไรด<ไดไฮเดรต  5.5495 กรัม 
โพแทสเซียมอะซิเตต   0.9815 กรัม 

ละลายในน้ำและปรับใหDคMาความเปuนกรด -เบสเทMากับ 6.2 จากน้ันเติมน้ำจนมีปริมาตรเปuน 1000 
มิลลิลิตร ผสมใหDเขDากัน แลDวนDาไปน่ีงดDวยเคร่ืองน่ีงอบฆMาเช้ือดDวยความดันไอ 15 ปอนด<ตMอตารางน้ิว ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปuนเวลา 15 นาที และเก็บรักษาไวDท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

4. สารละลายสำหรับเก็บรักษา competent cell 

สารละลายจากขDอ 3    764.71 มิลลิลิตร 
85% กลีเซอรอล    235.29 มิลลิลิตร 

ผสมใหDเขDากัน แลDวน้ำไปน่ึงดDวยเคร่ืองน่ีงอบฆMาเช้ือดDวยความดันไอ 15 ปอนด<ตMอตารางน้ิว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปuนเวลา 15 นาทีและเก็บรักษาไวDท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค 
การตรวจสอบราน้ำด?วยวิธี PCR 

 
DNA Ladder ท่ีใช?ในการทดลอง 
 

1 kb DNA Ladder 
(OneMARK B ของบริษัท bio-helix) 
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