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บทที ่3 
อปุกรณ์ และวธิีการ 

               

การทดลองที ่1 : การทดสอบความต้านทานของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรค              
  แอนแทรคโนสมะม่วงต่อสารก าจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิม  

1.1 การแยกเช้ือราบริสุทธ์ิ และเกบ็รวบรวมเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรค                 
แอนแทรคโนสมะม่วง 

ศึกษาลกัษณะอาการโรคแอนแทรคโนสของมะม่วง โดยเก็บตวัอยา่งมะม่วงท่ีเป็นโรคจาก
แหล่งต่างๆ ไดแ้ก่ สวน และตลาด ในจงัหวดัเชียงใหม่ ล าพนู นครนายก และพิษณุโลก มาศึกษาอาการ
ภายใตก้ลอ้ง stereo microscope เพื่อตรวจดูลกัษณะอาการของโรคบนผล จากนั้นน าตวัอยา่งพืชมาศึกษา
ลกัษณะอาการภายใตก้ลอ้ง compound microscope ดว้ยวธีิ free hand section technique เพื่อศึกษาทาง
สัณฐานวทิยาของเช้ือราสาเหตุของโรค 

จากนั้นแยกเช้ือบริสุทธ์ิดว้ยวิธี tissue transplanting method โดยลา้งช้ินพืชในน ้าสะอาด                    
ฆ่าเช้ือท่ีผวิดว้ย 70% ethanol ผึ่งใหแ้หง้ ตดัเน้ือเยือ่บริเวณรอยต่อส่วนท่ีเป็นโรคและส่วนปกติขนาด
ประมาณ 0.5 × 0.5 เซนติเมตร แช่ใน 1% sodium hypochlorite (10% Clorox) เป็นเวลา 3 - 5 นาที ใช้
เขม็เข่ียท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ยา้ยช้ินพืชไปลา้งในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือเป็นเวลา 3 – 5 นาที ซบัดว้ยกระดาษ
ทิชชูท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นวางช้ินพืชบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) โดยวางจานละ 4 
ต าแหน่ง บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วนั เม่ือมีการเจริญของเส้นใย ใช ้ cork borer ท่ีมีขนาด                                  
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้เจาะบริเวณขอบเส้นใย น ามาเล้ียงบนอาหาร 
PDA จากนั้นเก็บเช้ือในหลอดทดลอง เพื่อใชเ้ป็น stock culture ส าหรับศึกษาขั้นต่อไป 
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1.2 การทดสอบความสามารถในการท าให้เกดิโรคของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides บน            
ผลมะม่วง (Pathogenisity test) 

พิสูจน์เช้ือสาเหตุของโรคดว้ยการปลูกเช้ือราบนผลมะม่วง โดยใชม้ะม่วงพนัธ์ุน ้าดอกไมสุ้กท่ี
ปราศจากโรคและแมลง น ามาลา้งท าความสะอาด แลว้ฆ่าเช้ือท่ีผวิดว้ย 70% ethanol ผึ่งใหแ้หง้ จากนั้น
ปลูกเช้ือบนผลมะม่วงโดยท าแผลท่ีผวิมะม่วงแลว้วางช้ินเช้ือ (culture disc) ผลละ 6 ช้ิน เปรียบเทียบกบั
ชุดควบคุมคือ อาหาร PDA (ภาพ 11) แลว้น าไปเก็บไวใ้น moist chamber บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เพื่อ
สังเกตอาการของโรคต่อไป 

 
 
 

 
 
 

ภาพ 11 การทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรคของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides บน
ผลมะม่วง 
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1.3 การจัดจ าแนกเช้ือราสาเหตุโรคด้วยเทคนิค polymerace chain reaction (PCR) 
เตรียมเส้นใยเช้ือรา และสกดัดีเอน็เอ 

เล้ียงเช้ือรา C. gloeosporioides ท่ีไดท้  าการทดสอบความสามารถในการท าใหเ้กิดโรคทั้ง                
58 ไอโซเลท บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป็นเวลา 7 วนั หรือจนเช้ือเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้น
ใช ้ spatula ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ขดูเส้นใยเช้ือราลงในหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาณ               
0.1 - 0.2 กรัม จากนั้นน ามาสกดัดีเอน็เอดว้ยชุด NucleoSpin® Plant Kitโดยน าเส้นใยเช้ือราท่ีเตรียมไว้
ใส่ในโกร่งท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้ เติมไนโตรเจนเหลวลงไปเพื่อใหเ้ส้นใยแขง็ตวั จากนั้นบดเส้นใยใหเ้ป็นผง 
ตกัใส่หลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม PL1 buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั
โดยใชเ้คร่ืองป่ันเหวีย่งผสม (Vortex) เติม RNaseA ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ PL1 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นประกอบชุดทดลองส าเร็จรูป (ชุด kit) และน าของเหลวใสท่ีไดใ้ส่ใน column           
สีม่วง น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที น าส่วนใสดา้นบนใส่หลอด 
Eppendorf ใหม่ จากนั้นเติม PC buffer ปริมาตร 450 ไมโครลิตร ใชไ้มโครปิเปตตต์ดู์ดข้ึนลง 5 คร้ัง 
จากนั้นประกอบชุด kit และน าของเหลวใสท่ีไดใ้ส่ใน column สีเขียว น าไปป่ันเหวีย่งความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวในหลอดทิ้ง จากนั้นลา้งซิลิกาเมมเบรน (silica membrane) ใน 
column สีเขียว ดว้ย PW buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงใน column สีเขียว น าไปป่ันเหวีย่งดว้ย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวทิ้ง แลว้เติม PW2 buffer ปริมาตร 700 
ไมโครลิตร ใน column สีเขียว น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที         
เทของเหลวทิ้ง แลว้เติม PW2 buffer อีก 200 ไมโครลิตร ลงใน column สีเขียว น าไปป่ันเหวีย่งดว้ย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที แลว้เติม PE elution buffer (ส าหรับ buffer PE           
ก่อนน าไปใชต้อ้งอุ่นไวท่ี้อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสก่อน) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงใน column              
สีเขียว บ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อละลายเอาส่วนของดีเอ็นเอจาก                     
ซิลิกาเมมเบรนของ column สีเขียว น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
แลว้เติม PE elution buffer อีก 25 ไมโครลิตร ลงใน column สีเขียวอีกคร้ัง บ่มท่ีอุณหภูมิ 70                     
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
จากนั้นเก็บดีเอ็นเอท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามาใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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การเพิม่ปริมาณยนีบางส่วนทีต่ าแหน่ง ITS ด้วยเทคนิค PCR (polymerace chain 
reaction) 

น าดีเอน็เอท่ีไดม้าเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางส่วนตรงต าแหน่ง ITS ดว้ยเทคนิค PCR ดว้ย           
ไพรเมอร์ CgInt forward (5’-GGC CTC CCG CCC CCG GGCGC-3’) และ ITS4 reverse (5’-GCA 
TAT CAA TAA GCG GAGGA-3’) (White et al., 1990; Mills et al., 1992; Freeman et al., 2000) ซ่ึง
ไพรเมอร์คู่น้ีจะเพิ่มปริมาณดีเอน็เอตั้งแต่บริเวณ ITS1 ของเช้ือรา C. gloeosporioides (ภาพ 12) ใช ้         
ดีเอ็นเอของเช้ือรา C. capsici เป็นชุดควบคุม เตรียมส่วนผสมการท า PCR ในหลอด Eppendorf ขนาด 
0.5 มิลลิลิตร ตามตาราง 5 
 
 
ตาราง 5 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerace Chain Reaction ในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบางส่วนท่ี

ต าแหน่ง ITS  
 

สารประกอบ ปริมาตร (µl) 
10X PCR buffer 5.0 
dNTP mix 5.0 
ไพรเมอร์ CgInt 1.0 
ไพรเมอร์ ITS4 1.0 
DNA template 1.0 
น ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 36 
Taq DNA polymerace 1 

ปริมาตรรวม 50 
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ภาพ 12 แผนภาพแสดง ribosomal DNA ของเช้ือรา Colletotrichum spp. และต าแหน่งจบัของไพรเมอร์ 

CgInt และ ITS4 บนต าแหน่ง ITS ท่ีอยูร่ะหวา่ง 18S และ 28S ribosomal gene ซ่ึงเป็นต าแหน่ง
อนุรักษ ์(conserved 18S and 28S ribosomal gene sequences flanking the spacer regions) โดย
ใหผ้ลผลิต PCR (amplicons) ขนาด 450 คู่เบส 

 
เม่ือเติมส่วนผสมทุกอยา่งครบแลว้ น าหลอด PCR tube ท่ีเตรียมพร้อมแลว้ไปเขา้เคร่ือง 

Thermal Cycler Programmable Thermal Controller PTC-200TM Thermocycler (MJ Research, Inc., 
Watertown, MA) โดยก าหนดอุณหภูมิ และเวลาแต่ละขั้นตอนดงัน้ี 

1. initial denaturation       ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที  
2. template denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที  

          primer annealing    ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
          extension    ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
      3. primer extension   ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที 
 

จากนั้นตรวจสอบผลผลิต PCR ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซีสโดยผสมผลผลิต PCR กบั 6X loading 
dye ในอตัราส่วน 5:1 ไมโครลิตร เทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน ซ่ึงใช ้100-bp sharp DNA marker ต่อ 6X 
loading dye ในอตัราส่วน 8:2 ไมโครลิตร จากนั้นต่อเคร่ืองอิเลคโตรโฟริซิสเขา้กบัเคร่ืองก าเนิดไฟฟ้า 
ใชก้ระแสไฟ 80 โวลต ์ 400 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 40 นาที แลว้น าเจลตรวจดูภายใต ้                               
แสงอุลตร้าไวโอเลต และบนัทึกภาพ 
 
 
 

 

30 รอบ 



61 
 

 
1.4 การประเมินระดับความต้านทานของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ต่อสารป้องกนัก าจัด

เช้ือราคาร์เบนดาซิม 
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 

ดงัน้ี 0, 0.1, 1, 10, 100, 500 (อตัราแนะน า) และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ก) โดยเท
อาหารใส่จานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตร จานละประมาณ 10 มิลลิลิตร (ทิ้งไว้
จนผวิหนา้อาหารแหง้) ทดสอบความตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมดว้ยวิธี culture disc 
technique โดยใช ้ cork borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร ตดัปลายเส้นใยของเช้ือราแต่ละ             
ไอโซเลท ท่ีแยกไดม้าเล้ียงบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมความเขม้ขน้ต่างๆ โดย
ท าการทดลองความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ าต่อไอโซเลท (ภาพ 13) บนัทึกลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา และการ
เจริญของเช้ือรา โดยวดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือราเม่ือเช้ือราชุดควบคุมเจริญเตม็ท่ี โดย
บนัทึกทั้งในแกน X และแกน Y แลว้หาค่าเฉล่ียการเจริญเส้นใยของเช้ือรา จากนั้นน าขอ้มูลท่ีไดม้า
ประเมินตามหลกัเกณฑใ์นขอ้ A และ B 
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ภาพ 13 การทดสอบความตา้นทานเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ต่อสารคาร์เบนดาซิมท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ; 
A: ลกัษณะการวางเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม 
B: การประเมินหาค่าการเจริญเติบโตของเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมสารคาร์เบนดาซิม 

 
 
 
 
 

(A) 

(B) 
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หลกัเกณฑ์ในการประเมินระดบัความตา้นทานของเช้ือราต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม 
พิจารณาจาก [ดดัแปลงจาก Farungsang and Farungsang (1992); Koenraadt et al. (1992) และ Peres            
et al. (2004)] 

 
A. ความสามารถเจริญได้บนอาหาร PDA ทีผ่สมสารก าจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิมที่ระดับความ

เข้มข้นต่างๆ 
 เม่ือเล้ียงเช้ือรา Colletotrichum spp. เป็นเวลา 7 วนั หรือจนกวา่เช้ือราในชุดควบคุมเจริญ              

เตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ น าเช้ือราจากทุกไอโซเลทมาจดัระดบัความตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือรา                        
คาร์เบนดาซิม 4 ระดบั ดงัน้ี  

- เช้ือราท่ีอ่อนแอต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม (sensitive: S) คือเช้ือราท่ีไม่สามารถเจริญได้
หรือเจริญไดเ้พียงเล็กนอ้ยบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัความ
เขม้ขน้ < 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

- เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัต ่า (weakly resistant: WR) คือ เช้ือราท่ี
เจริญไดบ้นอาหาร PDA ท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัความเขม้ขน้ ≤ 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

- เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัปานกลาง (moderately resistant : MR) 
คือเช้ือราท่ีเจริญไดบ้นอาหาร PDA ท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัความเขม้ขน้ ≤ 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

- เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัสูง (highly resistant : HR) คือเช้ือราท่ี
สามารถเจริญไดบ้นอาหาร PDA ท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัความเขม้ขน้ ≥ 500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ตาราง 6 หลกัเกณฑใ์นการจดัระดบัความตา้นทานสารคาร์เบนดาซิม (ดดัแปลงมาจาก Farungsang and 
Farungsang 1992; Peres et al. 2004) 

 

Phenotype resistant level Carbendazim concentration (µg/ml) 
1 10 50 100 5001/ 1,000 

sensitive (S) X2/ X X X X X 
 X X X X X 

weakly resistant (WR)   X X X X 

moderately resistant (MR)    X X X 
    X X 

highly resistant (HR) 
     X 
      

1/อตัราแนะน า 
2/ X = เช้ือราท่ีเจริญไม่ได ้หรือเจริญ <10 เปอร์เซนต ์เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม, 
  = เช้ือราท่ีเจริญได ้>10 เปอร์เซนต ์ข้ึนไปเม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
 
 

B. เปอร์เซนต์การเจริญของเช้ือราบนอาหาร PDA ทีผ่สมสารก าจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิมที่
ระดับความเข้มข้นต่างๆ 

 

น าค่าเฉล่ียการเจริญของเช้ือราท่ีได้จากการทดสอบมาประเมินหาอตัราการเจริญเติบโตของ         
เช้ือราบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมในแต่ละความเขม้ขน้ โดยเปรียบเทียบกบั
ชุดควบคุม ค านวณจากสมการ ดงัน้ี 

 
 

 

เปอร์เซนตก์ารเจริญของเช้ือรา    =    ค่าเฉล่ียเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีชุดทดสอบ  x 100 
(เทียบกบัชุดควบคุม)      ค่าเฉล่ียเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี ชุดควบคุม 
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จากนั้นน าเปอร์เซนตก์ารเจริญเติบโตของเช้ือราท่ีไดม้าเปรียบเทียบอตัราการเจริญเติบโตของ
เช้ือราในแต่ละความเขม้ขน้ 5 ระดบัการเจริญ ดงัน้ีคือ  

 
   -            =       เช้ือราท่ีเจริญได ้≤ 10 เปอร์เซนต ์เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
   +           =       เช้ือราท่ีเจริญได ้35 ≤ 10 เปอร์เซนต ์เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
  ++         =        เช้ือราท่ีเจริญได ้65 ≤ 35 เปอร์เซนต ์เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
 +++   =       เช้ือราท่ีเจริญได ้90 ≤ 65 เปอร์เซนต ์เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
++++   =       เช้ือราท่ีเจริญได ้≥ 90 เปอร์เซนต ์เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
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การทดลองที ่ 2 : การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือรา 

Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วง และการ                
จัดจ าแนกเช้ือแอกติโนไมซีส 

2.1 การเกบ็ตัวอย่างและการแยกเช้ือแอกติโนไมซีสจากดิน 
เก็บตวัอยา่งดินจากเขตป่าในบริเวณต่างๆ ของจงัหวดัเชียงใหม่ และแม่ฮ่องสอน โดยเก็บดินใส่

ถุงพลาสติกใสตวัอยา่งละ 1 กิโลกรัม ผึ่งตวัอยา่งดินให้แหง้เป็นเวลา 7-10 วนั จากนั้นบดใหล้ะเอียด 
กรองดว้ยตะแกรงขนาด 3 มิลลิเมตร น าไปอบโดยใชดิ้นตวัอยา่งละ 1 กรัม อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง (ดดัแปลงจาก Xu et al., 1996; นลิน, 2541) น าตวัอยา่งดินท่ีอบแลว้มาโรยลงบน
ผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ soil extract agar (SEA) (ภาคผนวก ก) (ภาพ 14) บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง โดย
สังเกตลกัษณะโคโลนีท่ีเจริญบนผวิของอาหารเล้ียงเช้ือค่อนขา้งแหง้ยดึกบัอาหารเล้ียงเช้ือ หรือมี
ลกัษณะเหมือนผงชอลก์หรือแป้งสีขาวเป็นจุดเล็กๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือเกิดโคโลนีของเช้ือ                
แอกติโนไมซีส ใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีอบฆ่าเช้ือแตะแลว้น ามาขีดลงบนผวิหนา้อาหาร 2 ชนิด คือ caseine starch 
agar (CSA) และ yeast starch agar (YSA) (ภาคผนวก ก) ท่ีแบ่งออกเป็น 2 ชุด ชุดแรกผสมสาร                 
ก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมในอาหาร 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (อตัราแนะน า) และชุดท่ีสอง                       
ไม่ผสมสารใดๆ แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเพื่อใหไ้ด ้ เช้ือบริสุทธ์ิ จากนั้นเก็บรักษาในอาหารวุน้ผวิหนา้
เอียง Emerson’s agar (ภาคผนวก ก) เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 

 
 

 

    
 
 

ภาพ 14 การโรยตวัอยา่งดินลงบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสชนิดต่างๆ 
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2.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสของมะม่วง 

ทดสอบความสามารถในการเป็นเช้ือปฏิปักษ ์ (antagonistic) ของเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีมีผลใน
การยบัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือรา C. gloeosporioides ดว้ยวธีิ dual culture โดยเล้ียงเช้ือ                    
แอกติโนไมซีสไอโซเลทต่างๆ ท่ีแยกไดบ้นอาหาร glucose yeast extract-malt extract agar (GYM) 
(ภาคผนวก ก) โดยใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้แตะผงสปอร์ของเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีเล้ียงบน
อาหาร GYM เป็นระยะเวลา 7 วนั โดยขีดลงบนผวิหนา้อาหารใหห่้างจากจุดศูนยก์ลาง 3 เซนติเมตรโดย
ทดลองไอโซเลทละ 3 ซ ้ า บม่ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วนั จากนั้นใช ้ cork borer ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ขนาด                         
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะบริเวณขอบเส้นใยของเช้ือรา C. gloeosporioides ท่ีเล้ียงบน
อาหาร PDA เป็นระยะเวลา 7 วนั วางช้ินเช้ือ (culture disc) ของเช้ือราสาเหตุกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือ 
เพื่อใชเ้ป็นชุดทดสอบ ส่วนชุดควบคุมไม่ท าการขีดเช้ือแอกติโนไมซีส (ภาพ 15) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง
จนกวา่เช้ือราในชุดควบคุมเจริญถึงต าแหน่งท่ีขีดเช้ือแอกติโนไมซีส แลว้บนัทึกผลโดยวดัเส้นรัศมี
โคโลนีของเช้ือรา จากนั้นค านวณเปอร์เซนตก์ารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุ (percent inhibition of 
radial growth; PIRG) (เกษม, 2532) 

 
 
สูตรค านวณเปอร์เซนตก์ารยบัย ั้ง (percent inhibition of radial growth, PIRG) 
 

 

PIRG  =  100
1

21




R

RR  

 
 

โดยประมาณค่าการยบัย ั้งดงัน้ี (เกษม, 2532) 
> 75 เปอร์เซนต ์  มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูงมาก 
> 60 – 75 เปอร์เซนต ์ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูง 
> 50 – 60 เปอร์เซนต ์ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งปานกลาง 
≤ 50 เปอร์เซนต ์  มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งต ่า 
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ภาพ 15 วธีิการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา 

Colletotrichum gloeosporioides โดยวธีิ dual culture บนอาหาร glucose yeast extract-malt 
extract agar (GYM) 
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2.3 การคัดเลอืกเช้ือแอกติโนไมซีสทีผ่ลติเอนไซม์ไคติเนส 
เตรียม colloidal chitin (Hsu and Lockwood, 1975) โดยละลายผงไคตินท่ีไดจ้ากเปลือกกุง้

(Sigma) 10 กรัม ดว้ยกรดเขม้ขน้ H3PO4 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บในตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติมน ้าปริมาตร 500 มิลลิลิตร ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 10 นาที ใชแ้ท่งแกว้คนให ้          
เขา้กนั กรองดว้ยผา้ขาวบางและลา้งดว้ยน ้าสะอาดจนกวา่จะได ้pH 6.2-7.2 น า colloidal chitin ท่ีไดไ้ป
น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 20 นาที เก็บรักษา 
colloidal chitin ท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการเตรียม colloidal chitin agar ต่อไป 
(ภาคผนวก ก)   

เตรียม 15% colloidal chitin agar (CCA) (Hsu and Lockwood, 1975) (ภาคผนวก ก) โดยเทลง
ในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้แตะผงสปอร์ของเช้ือ              
แอกติโนไมซีสท่ีแยกไดจ้ากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา C. gloeosporioides โดยคดัเลือกเฉพาะไอโซเลทท่ีมี
เปอร์เซนตก์ารยบัย ั้งไดม้ากกวา่ 50 เปอร์เซนตแ์ตะลงบนอาหาร 4 จุดต่อ 1 จานอาหารเล้ียงเช้ือ                 
(ภาพ 16) ท าการทดลองไอโซเลทละ 3 ซ ้ า บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง และสังเกตวงใส (inhibition zone) ท่ี
เกิดข้ึนบนอาหาร CCA บนัทึกผลการทดลอง โดยวดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใสท่ีเกิดข้ึน 
 
 

          

 
ภาพ 16 การคดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีผลิตเอนไซมไ์คติเนส โดยใชว้ธีิแท่งวุน้ (agar plug method) 

บนอาหาร colloidal chitin agar 

เช้ือแอกติโนไมซีส 
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2.4 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือรา 

Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วง 
การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือแอกติโนไมซีส 

 เพิ่มปริมาณเช้ือแอกติโนไมซีสบริสุทธ์ิ จ  านวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, 
NSP5 และ NSP6 ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
มะม่วง ซ่ึงมีเปอร์เซนตก์ารยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุไดม้ากกวา่ 70 เปอร์เซนต ์ในหอ้งปฏิบติัการ และสามารถ
ผลิตเอนไซมไ์คติเนสบนอาหารแขง็ 15 เปอร์เซนต ์colloidal chitin agar โดยเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 
6 ไอโซเลท บนอาหาร oatmeal agar (OMA) (ภาคผนวก ก) ดว้ยวธีิ streak plate บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง 
ซ่ึงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีคดัเลือกน้ี มีคุณสมบติัในการสร้างเอนไซมไ์คติเนสท่ีสามารถยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก และเช้ือรา Cercospora 
sp. สาเหตุโรคใบจุดผกักาดหอมได ้100 เปอร์เซนต ์(วรรษมน, 2553; ณฐัพงษ,์ 2553) 
 ในการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสจ านวน 6 ไอโซเลท เพื่อยบัย ั้งการเจริญ
เส้นใยของเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วง จ านวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ 
NDM_F012 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมไดร้ะดบัสูง ท าโดยน าเช้ือ             
แอกติโนไมซีสท่ีเล้ียงบนอาหาร oatmeal agar (OMA) เป็นเวลา 7 วนั ใช ้ cork borer ขนาด                      
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะเอาโคโลนีเช้ือแอกติโนไมซีส จ านวน 10 ช้ิน ใส่ในอาหารเหลว 
enzyme production medium (EPM) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 
มิลลิลิตร บ่มบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 13 วนั จากนั้นน าอาหาร 
EPM ท่ีเล้ียงเช้ือไวต้ามระยะเวลาท่ีตอ้งการทดสอบไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ี 4
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนใสแบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกยา้ยใส่ในหลอด Eppendorf ใหม่ 
จะไดอ้าหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก (NF; non-filtrate culture) อีกส่วนกรองดว้ย
ชุดกรองแบคทีเรีย (Minisart®) ซ่ึงขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.22 ไมโครเมตร จะไดอ้าหารเล้ียงเช้ือ                       
แอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก (F; filtrate culture) จากนั้นใชไ้มโครปิเปตตดู์ดอาหารเล้ียงเช้ือ                
แอกติโนไมซีสทั้ง 2 ชนิด ไปใชใ้นการทดสอบ 
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2.4.1 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัยั้งการเจริญของ
เส้นใย 

ทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส ในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใย             
เช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วง จ านวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NDM_F012  
ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมไดร้ะดบัสูง ดว้ยวธีิ agar well diffusion 
method โดยเทอาหารวุน้ PDA 2 ชั้น (double layer) ชั้นล่างเป็น base layer (ความหนาประมาณ 0.1 
เซนติเมตร) ชั้นบนเป็น seeded layer (ความหนาประมาณ 0.5 เซนติเมตร) เจาะวุน้ชั้นบนใหเ้ป็นหลุม
ดว้ย cock borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร (Koneman et al., 1983) หยดอาหารเล้ียงเช้ือ
แอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอา เช้ือออก (NF), อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก (F) และ
อาหารเหลว EPM ปริมาตร  50 ไมโครเมตร ลงในหลุม ห่างจากเช้ือรา C. gloeosporioides 3 เซนติเมตร 
(ภาพ 17) ซ่ึงอาหารเล้ียงแอกติโนไมซีสน้ีจะใชท้ดสอบตั้งแต่น ้าเล้ียงท่ีบ่มบนเคร่ืองเขยา่เป็นเวลา 3 - 15 
วนั ท าการทดสอบทุกวนั โดยหยดอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส และวางเช้ือรา C. gloeosporioides 
พร้อมกนั จากนั้นบ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิห้องจนเช้ือราในชุดควบคุมเจริญถึงต าแหน่งหลุมอาหารเล้ียงเช้ือ
แอกติโนไมซีส ทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสจ านวน 3 ซ ้ า บนัทึกผลการทดลอง โดยวดั                 
ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือรา C. gloeosporioides ในชุดทดสอบเปรียบเทียบกบัความยาวรัศมีของ
โคโลนีเช้ือรา C. gloeosporioides ในชุดควบคุม จากนั้นค านวณหาเปอร์เซนตก์ารยบัย ั้งเพื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคพืช 

 

  
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพ 17 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสโดยวธีิแพร่ (agar well diffusion 
method) 

อาหารเลีย้งเช้ือ enzyme production medium 
(EPM) 
อาหารเลีย้งเช้ือแอกติโนไมซีส 
เช้ือราสาเหตุโรค 
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2.4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัยั้งการงอกของ
สปอร์ 

 ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีส จ านวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, 
NSP4, NSP5 และ NSP6 ในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรค                
แอนแทรคโนสมะม่วง จ านวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NDM_F012 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุตา้นทานต่อสารก าจดั
เช้ือราคาร์เบนดาซิมไดร้ะดบัสูงดว้ยเทคนิค slide culture โดยเตรียมเช้ือรา C. gloeosporioides ในรูป 
spore suspension ท่ีความเขม้ขน้ 106 สปอร์ต่อมิลลิลตร ใชไ้มโครปิเปตตดู์ด spore suspension และ        
อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก (NF) หรืออาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรอง              
เอาเช้ือออก (F) อยา่งละ 100 ไมโครลิตร ลงบนผวิหนา้อาหาร PDA ในจานอาหาร เปรียบเทียบกบั               
ชุดควบคุมคือเฉพาะ spore suspension แลว้ใชแ้ท่งแกว้เกล่ียใหท้ัว่ผวิหนา้จานอาหาร จากนั้นตดัช้ินวุน้
ขนาด 1 × 1 เซนติเมตร จ านวน 3 ช้ิน น าไปวางในชุด slide culture บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง ท าการทดลอง 
3 ซ ้ า แลว้ตรวจนบัจ านวนโคนิเดียท่ีงอกท่ีเวลา 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั โดยโคนิเดียท่ีถือวา่
งอกนั้น ตอ้งงอก germ tube ออกมามากกวา่ความกวา้งของโคนิเดีย ซ่ึงการตรวจดูลกัษณะของโคนิเดีย 
และการตรวจนบัการงอกของโคนิเดียนั้น จะสุ่มตรวจ 5 ต าแหน่ง คือ บริเวณรอบช้ินวุน้ท่ีต าแหน่ง A, 
B, C และ D จ านวน 4 ต าแหน่ง และตรงกลางช้ินวุน้ท่ีต าแหน่ง E อีก 1 ต าแหน่ง (ภาพ 18)   
 
 

 

                   
 
 

ภาพ 18 ต  าแหน่งท่ีสุ่มตรวจนบัสปอร์ของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ท่ีงอกบน cover slip 
 

coverslip 
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2.4.3 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัยั้งการงอกของ

เกดิโรคแอนแทรคโนสจากเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides บนผลมะม่วง 
ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีส จ านวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, 

NSP4, NSP5 และ NSP6 ในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรค                
แอนแทรคโนสมะม่วง จ านวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NDM_F012 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุตา้นทานต่อสารก าจดั
เช้ือราคาร์เบนดาซิมไดร้ะดบัสูง โดยการปลูกเช้ือบนผลมะม่วงพนัธ์ุน ้าดอกไมสุ้กท่ีปราศจากโรคและ
แมลง น ามาลา้งท าความสะอาด แลว้ฆ่าเช้ือท่ีผวิดว้ย 70% ethanol ผึ่งใหแ้หง้ จากนั้นปลูกเช้ือบนผล
มะม่วงโดยเตรียมเช้ือรา C. gloeosporioides ในรูป spore suspension ท่ีความเขม้ขน้ 106 สปอร์ต่อ
มิลลิลตร ใชไ้มโครปิเปตตดู์ด spore suspension และ อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรอง                 
เอาเช้ือออก (NF) หรืออาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก (F) อยา่งละ 150 ไมโครลิตร 
ผสมกนัในหลอด Eppendorf แลว้น าไปหยดบนผลมะม่วงท่ีท าแผล แผลละ 20 ไมโครลิตร ผลละ 8 
แผล ท าการทดสอบ 3 ซ ้ า เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 6 ชุด คือ อาหาร EPM, น ้ากลัน่, อาหารเล้ียงเช้ือ
ชนิด NF, อาหารเล้ียงเช้ือชนิด F, spore suspension และท าแผลบนผล (ภาพ 19) น าไปเก็บไวใ้น moist 
chamber บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเพื่อสังเกตอาการของโรค บนัทึกผลโดยวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางของแผล         
ท่ีเกิดข้ึนในแนวแกน x และ y  แลว้ค านวณหาค่าเฉล่ียเส้นผา่นศูนยก์ลาง จากนั้นค านวณเปอร์เซนตก์าร
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุ (percent inhibition of radial growth; PIRG) (เกษม, 2532) 
 
สูตรค านวณเปอร์เซนตก์ารยบัย ั้ง (percent inhibition of radial growth, PIRG) 
 

 

PIRG  =  100
1

21




R

RR  

 
 

โดยประมาณค่าการยบัย ั้งดงัน้ี (เกษม, 2532) 
> 75 เปอร์เซนต ์  มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูงมาก 
> 60 – 75 เปอร์เซนต ์ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูง 
> 50 – 60 เปอร์เซนต ์ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งปานกลาง 
≤ 50 เปอร์เซนต ์  มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งต ่า 
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ภาพ 19 อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสบนผลมะม่วง เพื่อการทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุม           
เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วง; wound =               
ท าแผล, dH2O = น ้ากลัน่, EPM = อาหาร enzyme production medium, spore susn (S) = spore 
suspension ของเช้ือราสาเหตุโรคไอโซเลท NDM_F01, NF = อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ี
ไม่กรองเอาเช้ือออก และ F = อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก 

 
  
2.5 การจัดจ าแนกชนิดของเช้ือแอกติโนไมซีส 

2.5.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของโคโลนีและสปอร์ โดยวธีิ inclined coverslip 
น าเช้ือแอกติโนไมซีส 15 ไอโซเลท (ตาราง 7) เล้ียงบนอาหาร yeast extract-malt extract agar 

(ISP-2) (ภาคผนวก ก) ดว้ยวธีิ streak plate แลว้ใชป้ากคีบ (forceps) จุ่มแอลกอฮอลผ์า่นไฟฆ่าเช้ือคีบ
กระจกปิดสไลด ์ (cover slip) ท่ีปลอดเช้ือปักลงในอาหารเป็นมุม 45 องศา ใหลึ้กลงไปในเน้ืออาหาร 
ISP-2 ประมาณคร่ึงแผน่ (ภาพ 20) บ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 7 วนั หรือจนกวา่เช้ือแอกติโนไมซีสจะ
เจริญข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นยอ้มสีกระจกปิดสไลดท่ี์มีเช้ือเช้ือแอกติโนไมซีสเจริญอยูแ่บบ 
simple stain โดยหยดดว้ยสารละลาย 0.1% crystal violet ทิ้งไวป้ระมาณ 3 นาที ซบัน ้าออกให้แหง้ 
จากนั้นตรวจดูลกัษณะ เส้นใย และสปอร์ ของเช้ือแอกติโนไมซีสภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 
1,000 เท่า โดยเปรียบเทียบลกัษณะต่างๆ ตามเอกสารของ Williams et al. (1989) และ Miyadoh et al.  
(1997) เพื่อจ าแนกจีนสั (genus) ของเช้ือแอกติโนไมซีส 
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ตาราง 7 เช้ือแอกติโนไมซีสจากดินท่ีน ามาจดัจ าแนกชนิด 
 

ล าดบัท่ี ไอโซเลท แหล่งท่ีมา 
1 NSP1 อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 
2 NSP2 อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม ่
3 NSP3 อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม ่
4 NSP4 อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม ่
5 NSP5 อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม ่
6 NSP6 อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม ่
7 NOK7 อ.อมก๋อย จ.เชียงใหม่ 
8 NOK8 อ.อมก๋อย จ.เชียงใหม่ 
9 NOK9 อ.อมก๋อย จ.เชียงใหม่ 
10 NOK10 อ.อมก๋อย จ.เชียงใหม่ 
11 NHK11 น ้ าตกหว้ยแกว้ อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 
12 NHK12 น ้ าตกหว้ยแกว้ อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 
13 NOK13 อ.อมก๋อย จ.เชียงใหม่ 
14 CHK14 น ้ าตกหว้ยแกว้ อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 
15 NHK15 น ้ าตกหว้ยแกว้ อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
ภาพ 20 การเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสดว้ยเทคนิค inclined coverslip เพื่อศึกษาลกัษณะสปอร์ของ  
 เช้ือแอกติโนไมซีส 
 

 

กระจกปิดสไลด ์
อาหาร ISP-2 
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2.5.2 การวเิคราะห์องค์ประกอบผนังเซลล์ diaminopimelic acid (DAP) ของเช้ือ                     
แอกติโนไมซีส 

วเิคราะห์หา diaminopimelic acid (DAP) ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบภายในผนงัเซลล์ของเช้ือ                     
แอกติโนไมซีส ซ่ึงดดัแปลงจากวธีิการของ Lechevalier and Lechevalier (1970) โดยใชว้ธีิการแยกสี
ของสารละลายมาตรฐานจากเทคนิค thin layer chromatography (TLC) เทียบกบัสารละลายมาตรฐาน 
0.01 M LL and meso – A2pm โดยเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสจ านวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, 
NSP3, NSP4, NSP5 และ NSP6 ในอาหาร non-sporulating medium (ภาคผนวก ก) เม่ือเช้ือเจริญเติบโต
เตม็ท่ีใชร้ะยะเวลาประมาณ 1 - 2 สัปดาห์ ใชป้ลาย loop ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ขดูโคโลนีของเช้ือ             
แอกติโนไมซีสท่ีเจริญบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ ประมาณ 100 mg ใส่ในหลอด Eppendorf  ขนาด 1.5 
ไมโครลิตร ท่ีบรรจุ 6 N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้คร่ือง Vortex เป็นเวลา 6 
นาที น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตค้วามดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา
ประมาณ 20 นาที แลว้แยกส่วนท่ีเป็นของเหลว (supernatant) โดยน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จะไดส้ารละลายท่ีใชเ้ป็นตวัอยา่งในการวเิคราะห์ DAP หยด
สารละลายตวัอยา่ง 3 ไมโครลิตร และสารละลายมาตรฐาน (0.01 M LL-A2pm and meso-A2pm) 1 
ไมโครลิตร ลงบนฐานของแผน่ทดสอบ TLC plate น าไปแช่ใน TLC tank ท่ีบรรจุตวัท าละลาย ดงัน้ี 
methanol-distilled : water : 6 N HCl : pyridine ในอตัราส่วน 80 : 26 : 4 : 10 v/v โดยใชเ้วลาให้
สารละลายซึมผา่นแผน่ TLC ประมาณ 3 - 6 ชัว่โมง และผึ่งแผน่ TLC ใหแ้หง้ใน fume hood ประมาณ  
3 - 5 นาที จากนั้นฉีดพ่นสารละลาย 0.2% ninhydrin ใหท้ัว่แผน่ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที สังเกตการแยกสีและบนัทึกผลการทดลอง 

 
2.5.3 การจัดจ าแนกเช้ือแอกติโนไมซีสด้วยเทคนิคทางอณูชีววทิยา โดยใช้แทคนิค 16S 

rDNA sequencing 
การเตรียมเช้ือแอกติโนไมซีสและการสกดัดีเอน็เอ 

เล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสจ านวน 15 ไอโซเลท (ตาราง 7) ในขวดรูปชมพูท่ี่บรรจุอาหารเหลว 
yeast-malt extract broth (YM broth) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อ
นาที ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วนั ใชไ้มโครปิเปตตดู์ดเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีเล้ียงในอาหารเหลว YM 
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสทิ้ง จากนั้นน ามาสกดัดีเอน็เอดว้ยชุด NucleoSpin Plant Kit® แลว้
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เติม buffer T1 ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ในส่วนท่ีเป็นตะกอน น าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นใชไ้มท่ี้ผา่นการฆ่าเช้ือช่วยในการบด เพื่อให้เซลลแ์ตก (ดดัแปลงวธีิการมาจาก Cook and 
Meyers, 2003) และเติม Proteinase K ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เขยา่ใหส้ารละลายเขา้กนั บ่มไวท่ี้
อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ทิ้งไวข้า้มคืน จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 
5 นาที น าส่วนใสดา้นบนใส่ในหลอดใหม่ เติม buffer B3 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยา่ใหส้ารละลาย
เขา้กนัอีกคร้ัง แลว้น าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติม 96 – 100% ethanol 
ปริมาตร 210 ไมโครลิตร เขยา่ใหส้ารละลายเขา้กนั จากนั้นประกอบชุดทดลองส าเร็จรูป (ชุด kit) แลว้
เทแต่ละตวัอยา่งลงใน Nucleospin Tissue Column (Collection tube) จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ี               
ความเร็วรอบ 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เติม buffer BW ลงไป 500 ไมโครลิตร น าไป               
ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เติม buffer B5 600 ไมโครลิตร แลว้
น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีและน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 
11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  1 นาที อีกคร้ัง จากนั้นจึงใส่ buffer BE (ส าหรับ buffer BE ก่อนน าไปใช้
ตอ้งอุ่นไวท่ี้อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ก่อน) 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 นาที และ
น าไปน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน าดีเอน็เอท่ีสกดั
เสร็จเรียบร้อยใส่ในหลอดใหม่ เก็บดีเอน็เอท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามาใชใ้น
การทดลองขั้นต่อไป 

 
 

การเพิม่ปริมาณยนีบางส่วนทีต่ าแหน่ง 16S rDNA ด้วยเทคนิค PCR (polymerace chain 
reaction) 

น าดีเอน็เอของเช้ือแอกติโนไมซีส จ านวน 15 ไอโซเลท มาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบางส่วนตรง
ต าแหน่งยนี 16S rDNA ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ 16Sf forward (5’-TCA CGG AGA GTT 
TGA TCCTG-3’) และ 16Sr reverse (5’-GCG GCT GCT GGC ACG TAGTT-3’) (Kim et al., 2003) 
โดยผสมสารตามตาราง 8 
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ตาราง 8 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerace Chain Reaction ในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบางส่วนของ
ยนี 16S rDNA  

 
สารประกอบ ปริมาตร (µl) 

10X PCR buffer 5.0 
dNTP mix 5.0 
ไพรเมอร์ 16Sf 1.0 
ไพรเมอร์ 16Sr 1.0 
DNA template 1.0 
น ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 36 
Taq DNA polymerace 1 

ปริมาตรรวม 50 
 
 

เม่ือเติมส่วนผสมทุกอยา่งครบแลว้ น าหลอด PCR ท่ีเตรียมพร้อมแลว้ไปเขา้เคร่ือง Thermal 
Cycler Programmable Thermal Controller PTC-200TM Thermocycler (MJ Research, Inc., Watertown, 
MA) โดยก าหนดอุณหภูมิ และเวลาแต่ละขั้นตอนดงัน้ี 

1. initial denaturation      ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที  
2. template denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 0.5 นาที  

          primer annealing    ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเวลา 0.5 นาที 
          extension    ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 1.5 นาที 
      3. primer extension   ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเวลา 5 นาที 
 
 
 
 
 
 

30 รอบ 
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        1 tgggcccgca tcaccatcgg cgtcctcgcc gagctggcct tcctggccta cgtctacgtt 

       61 ctgggcggcc gagccgtgcg cgacggcgag acgggtgacg tcgaggcagc cgaacgcagc 

      121 gccacggtgc caacagccgc ctgatgtgca tccacccctg cgagctgcta gtgtcctctt 

      181 cgttcccgca agagccgttg acacggagcg agcggggagg tagattcgaa cagttgcctg 

      241 gagacgggtt caccccagag ggcaacagtg aacatctacc agcttctccg aatcaacgaa 

      301 ttcgacgaag cactctcccg atgaatcgga aacgaaggcc ggtaagaccg gctcgaaagt 

      361 tctgataaag tcggagccgc cggaaaggga aacgcgaaag cgggaacctg gaaagcgccg 

      421 aggaaatcgg atcggaaaga tctgatagag tcggaaacgc aagaccgaag ggaagcgccc 

      481 ggaggaaagc ccgagagggt gagtacaaag gaagcgtccg ttccttgaga actcaacagc 

      541 gtgccaaaag tcaacgccag atatgttgat accccgacct gatcggatct ccgttcgggt 

      601 tgaggttcct ttgaagtaac acaacagcga ggacgctgtg aacggtcgga ttattcctcc 

      661 gactgttccg ctctcgtggt gtcacccgat tacgggtata cattcacgga gagtttgatc 

      721 ctggctcagg acgaacgctg gcggcgtgct taacacatgc aagtcgaacg atgaaccact 

      781 tcggtgggga ttagtggcga acgggtgagt aacacgtggg caatctgccc ttcactctgg 

      841 gacaagccct ggaaacgggg tctaataccg gatactgacc ctcgcaggca tctgcgaggt 

      901 tcgaaagctc cggcggtgaa ggatgagccc gcggcctatc agcttgttgg tgaggtaatg 

      961 gctcaccaag gcgacgacgg gtagccggcc tgagagggcg accggccaca ctgggactga 

     1021 gacacggccc agactcctac gggaggcagc agtggggaat gttgcacaat gggcgaaagc 

     1081 ctgatgcagc gacgccgcgt gagggatgac ggccttcggg ttgtaaacct ctttcagcag 

     1141 ggaagaagcg aaagtgacgg tacctgcaga agaagcgccg gctaactacg tgccagcagc 

     1201 cgcggtaata cgtagggcgc aagcgttgtc cggaattatt gggcgtaaag agctcgtagg 

     1261 cggcttgtca cgtcggttgt gaaagcccgg ggcttaaccc cgccactgca gtcgatacgg 

     1321 gcaggctaga gttcggtagg ggagatcgga attcctggtg tagcggtgaa atgcgcagat 

     1381 atcaggagga acaccggtgg cgaaggcgga tctctgggcc gatactgacg ctgaggagcg 

     1441 aaagngtggg gagcgaacag gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acggtgggca 

     1501 ctaggtgtgg gcaacattcc acgttgtccg tgccgcagct aacgcattaa gtgccccgcc 

     1561 tggggagtac ggccgcaagg ctaaaactca aaggaattga cgggggcccg cacaagcggc 

     1621 ggagcatgtg gcttaattcg acgcaacgcg aagaacctta ccaaggcttg acatacaccg 

     1681 gaaagcatca gagatggtgc cccccttgtg gtcggtgtac aggtggtgca tggctgtcgt 

     1741 cagctcgtgt cgtgagatgt tgggttaagt cccgcaacga gcgcaaccct tgtcccgtgt 

     1801 tgccagcaag cccttcgggg tgttggggac tcacgggaga ccgccggggt caactcggag 

     1861 gaaggtgggg acgacgtcaa gtcatcatgc cccttatgtc ttgggctgca cacgtgctac 

     1921 aatggccggt acaatgagct gcgataccgc aaggtggagc gaatctcaaa aagccggtct 

     1981 cagttcggat tggggtctgc aactcgaccc catgaagtcg gagtcgctag taatcgcaga 

     2041 tcagcattgc tgcggtgaat acgttcccgg gccttgtaca caccgcccgt cacgtcacga 

     2101 aagtcggtaa cacccgaagc cggtggccca accccttgtg ggagggagct gtcgaaggtg 

     2161 ggactggcga ttgggacgaa gtcgtaacaa ggtagccgta ccggaaggtg cggctggatc 

     2221 acctcctttc taaggagcac atagccgact gcagcgaaat gtcctgcacg gttgctcatg 

     2281 ggtggaacgt tgactactcg gcacggtctt cttgatggat cactagtact gcttcggcgt 

     2341 ggaacgtgac ttcaaagagg ggttcgtgtc gggcacgctg ttgggtatct gagggtacgg 

     2401 ccgtgaggtc gccttcagtt gccggccccg gtaaaaatcc gcgtgagtgg gttgtgacgg 

     2461 gtggttggtc gttgtttgag aactgcacag tggacgcgag catctgtggc caagttttta 

     2521 agggcgcacg gtggatgcct t                  
  ภาพ 21 ต าแหน่งจบัของไพร์เมอร์ 16Sf และ 16Sr บนยนี 16S ribosomal DNA ของเช้ือ                        

แอกติโนไมซีส Streptomyces coelicolor (accession no. Y00411.1) 
 



80 
 

การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอน็เอด้วยวธีิ 1% agarose gel electrophoresis 
ตรวจสอบผลผลิต PCR ดว้ยวธีิ 1% agarose gel electrophoresis โดยผสมผลผลิต PCR ท่ีไดก้บั 

6X loading dye ในปริมาตร 5:1 ไมโครลิตร เทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน ซ่ึงใช ้λ DNA digested by Hind 
III ต่อ 6X loading dye ในปริมาตร 8:2 ไมโครลิตร ต่อเคร่ืองอิเลคโทรโฟริซีสเขา้กบัเคร่ืองก าเนิดไฟฟ้า 
ใชก้ระแสไฟ 90 โวลต ์ เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าเจลไปตรวจดูภายใตแ้สง อุลตร้าไวโอเลต และ
บนัทึกภาพ จากนั้นน าผลผลิต PCR ท่ีไดม้าท า purification ดว้ยชุด NucleoSpin® Extract II แลว้จึน า             
ดีเอ็นท่ีไดไ้ปวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค 16S rDNA sequencing 

 
การท า Transformation และ colony direct PCR 

 น าผลผลิตจาก PCR ท่ีไดม้าตรวจสอบบน 1% low melting point gel (Invitrogen®) โดยผสม 
ผลผลิต PCR กบั 6X loading dye ในปริมาตร 20:3 ไมโครลิตร เทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานต่อ 6X 
loading dye ในปริมาตร 8:2 ไมโครลิตร จากนั้นต่อเคร่ืองอิเล็กโทรโฟริซีสเขา้กบัเคร่ืองก าเนิดไฟฟ้า 
เติม 50X TAE ใหท้่วมเจล ใชก้ระแสไฟ 60 โวลต ์ เป็นเวลา 60 นาที แลว้น าเจลตรวจดูภายใตแ้สง               
อุลตร้าไวโอเลต ใชใ้บมีดท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ตดัเจลบริเวณแถบดีเอน็เอท่ีตอ้งการ (ขนาด 500 คู่เบส) 
ลงในหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าเจลมาหลอมใหล้ะลาย ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที หรือจนกวา่เจลจะหลอมหมด จากนั้นน าเจลท่ีหลอมมา ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใส่ลงใน           
T-vector pGEM® Easy 0.5 ไมโครลิตร (ภาพ 22) ท่ีเติมน ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร, 
2X ligation buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (โดยท าบน
น ้าแขง็) จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เตรียม competent cell 
(Escherichia coli) ท่ีแช่แขง็ท่ี -80 องศาเซลเซียส มาท าใหล้ะลายโดยแช่ในน ้าแขง็ จากนั้นหลอมเจลท่ี
บ่มไวเ้ป็นเวลา 12 ชัว่โมงอีกคร้ัง ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 - 2 นาที น าลงใน competent 
cell แช่ในน ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปแช่ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 40 วนิาที จากนั้นน ามาแช่ในน ้าแขง็เป็นเวลา 2 นาที เตรียม SOC medium (Super Optimal broth 
with Catabolite repression) (Invitrogen®) 800 ไมโครลิตร ในหลอดอาหาร (tube) จากนั้นน า competent 
cell ใส่ลงใน SOC medium บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
1 ชัว่โมง เทอาหารแขง็ Luria-Bertani (LB) ท่ีผสม ampicillin ความเขม้ขน้ 130 มิลลิโมล ปริมาตร                   
50 ไมโครลิตร ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นหยด 5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-β-D                         
galacto pyranoside (X-gal) และ Isopropyl-β-D-thiogalactopy ranoside (IPTG) อยา่งละ                           

http://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression
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30 ไมโครลิตร ใชแ้ท่งแกว้รูปตวัเอล (L-shape) เกล่ียใหแ้หง้ น า SOC medium ท่ีมีส่วนผสมของ 
competent cell มา 200 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร LB ท่ีเตรียมไว ้ ใชแ้ท่งแกว้รูปตวัแอลเกล่ียให้
ผวิหนา้อาหารแหง้ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
 
 

 

 

ภาพ 22 แผนท่ีพลาสมิดเวกเตอร์ (T-vector pGEM® Easy)  
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เลือกโคโลนีสีขาวท่ีข้ึนบนอาหาร LB ท่ีไดโ้ดยใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้แตะโคโลนี             
สีขาว แลว้น ามาเล้ียงบนอาหารแขง็ LB ท่ีผสมสาร ampicillin ความเขม้ขน้ 130 มิลลิโมล ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร (ภาพ 23) หลงัจากนั้นใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีแตะโคโลนีจุ่มลงในหลอด PCR ท่ีผสมสารดงัตาราง 6 
(colony direct PCR) น าไปเขา้เคร่ือง PCR (สุ่มเลือก 4 โคโลนีต่อ 1 ตวัอยา่ง) เพื่อเป็นการตรวจสอบ
เบ้ืองตน้วา่โคโลนีท่ีเลือกมาเล้ียงบนอาหารแขง็ LB มีส่วนของ insert gene 16S rDNA หรือไม่  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 23 การเล้ียง Escherichia coli บนอาหารแขง็ Luria-Bertani (LB) ท่ีผสมสาร 130 mM ampicillin 

 
 

จากนั้นน า ผลผลิต PCRท่ีไดม้าโหลด (load) บน 1% agarose gel โดยมีส่วนผสมของ ผลผลิต 
PCR ต่อ 6X loding dye ในอตัราส่วน 5:2 ไมโครลิตร หากปรากฏแถบดีเอน็เอตรงต าแหน่ง 500 คู่เบส                       
แสดงวา่โคโลนีท่ีเลือกมามีส่วนของ insert gene 16S rDNA อยู ่ จากนั้นใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีฆ่าเช้ือแลว้แตะ
โคโลนีท่ีเล้ียงไวบ้นอาหาร LB โดยเลือกโคโลนีท่ีปรากฏแถบดีเอน็เอในขั้นตอนการท า colony direct 
PCR มาเล้ียงในหลอดอาหารเหลว LB ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ท่ีผสม ampicillin ความเขม้ขน้ 130               
มิลลิโมล แลว้ โดยใส่ไมจ้ิ้มฟันลงไปดว้ย บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็ว 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา   10 - 12 ชัว่โมง จากนั้นน าใส่หลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ี
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที น าส่วนใสทิ้งเก็บตะกอนไว ้จากนั้นสกดั plasmid E. coli 
ดว้ย NucleoSpin® plasmid Kit โดยเติม P1 buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงในหลอด Eppendorf ท่ีมี
ตะกอนอยู ่ ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้คร่ืองผสมใหเ้ขา้กนั เพื่อใหเ้ซลล ์ membrane แตก เติม P2 buffer 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหลอดไปมาประมาณ 5 คร้ัง เติม N3 buffer ปริมาตร 
350 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วน

1      x     x     x    x 

2      x     x     x    x 

3      x     x     x    x 

4      x     x     x    x 

5      x     x     x    x 
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ใสลงใน column สีขาว ป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท้ิงสารละลาย               
ส่วนใส เติม PE buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
นาที ท้ิงสารละลายส่วนใส น า column ไปป่ันเหวีย่งใหแ้ห้ง ดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
1 นาที น า column ท่ีไดใ้ส่ในหลอด Eppendorf เติมน ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 50 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวีย่ง
ดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท้ิง column สีขาวเก็บหลอด Eppendorf ท่ีมีส่วน 
plasmid ของแบคทีเรียไวเ้พื่อน าไปท า PCR ในขั้นตอนต่อไป เตรียม master mix (ตาราง 10, 11) โดย
แยกหลอดออกเป็น 2 หลอด คือหลอดท่ีผสมไพรเมอร์ T7 และไพรเมอร์ Sp6 น าตวัอยา่งท่ีได ้ 1 
ไมโครลิตร ลงในหลอด PCR ท่ีผสม master mix ไวแ้ต่ละหลอดแลว้ น าไปเขา้เคร่ือง PCR     

 
ตาราง 9 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerace Chain Reaction ในขั้นตอนการท า colony direct PCR 
 

สารประกอบ ปริมาตร (µl) 
10X PCR buffer 0.5 
dNTP mix 0.5 
ไพรเมอร์ T7 0.1 
ไพรเมอร์ Sp6 0.1 
น ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 3.72 
Taq (Blend Taq (TOYOBO)) 0.08 

ปริมาตรรวม 5 
 

เม่ือเติมส่วนผสมทุกอยา่งครบแลว้ น าหลอด PCR เตรียมพร้อมแลว้ไปเขา้เคร่ือง Thermal 
Cycler Programmable Thermal Controller PTC-200TM Thermocycler (MJ Research, Inc., Watertown, 
MA) โดยก าหนดอุณหภูมิ และเวลาแต่ละขั้นตอนดงัน้ี 

1. initial denaturation      ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที  
2. template denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 0.5 นาที  

          primer annealing    ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เวลา 15 วนิาที 
          extension    ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
      3. primer extension   ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเวลา 5 นาที 

40 รอบ 
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ตาราง 10 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerace Chain Reaction ในขั้นตอนการหาล าดบันิวคลีโอไทด ์           
โดยใชไ้พรเมอร์ T7 

 

สารประกอบ ปริมาตร (µl) 
buffer 3 
ไพรเมอร์ T7 1 
Big Dye 2 
น ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 13 
template 1 

ปริมาตรรวม 20 
 

ตาราง 11 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerace Chain Reaction ในขั้นตอนการหาล าดบันิวคลีโอไทด ์           
โดยใชไ้พรเมอร์ Sp6 

 

สารประกอบ ปริมาตร (µl) 
buffer 3 
ไพรเมอร์ Sp6 1 
Big Dye 2 
น ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 13 
template 1 

ปริมาตรรวม 20 
 

เม่ือเติมส่วนผสมทุกอยา่งครบแลว้ น าหลอด PCR tube ท่ีเตรียมพร้อมแลว้ไปเขา้เคร่ือง 
Thermal Cycler Programmable Thermal Controller PTC-200TM Thermocycler (MJ Research, Inc., 
Watertown, MA) โดยก าหนดอุณหภูมิ และเวลาแต่ละขั้นตอนดงัน้ี 

1. initial denaturation      ท่ีอุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที  
2. template denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เวลา 0.5 นาที  

          primer annealing    ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เวลา 15 วนิาที 
          extension    ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 4 นาที 

30 รอบ 
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 น าผลผลิต PCR ท่ีไดห้ลงัจากการตรวจสอบบน 1% agarose gel ใส่ลงในหลอด Eppendorf 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม sodium ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ 100% ethanol ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปผสมใหเ้ขา้กนัโดยเคร่ือง Vortex เก็บท่ีอุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง ป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที น าสารละลายใสทิ้ง เติม 70% ethanol ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปริมาตร 300 ไมโครลิตร                
ป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 13,200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลาย
ส่วนใสทิ้ง ผึ่งตะกอนดีเอน็เอใหแ้หง้ จากนั้นน าไปหาล าดบันิวคลีโอไทด์ 
 

  การวเิคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ และเปรียบเทยีบลกัษณะทางพนัธุกรรม  
 เติม buffer Hi-Di TM formamide ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในตะกอนดีเอน็เอ ผสมใหเ้ขา้กนั
โดยใชเ้คร่ืองผสมใหเ้ขา้กนั (Vortex) เพื่อใหดี้เอ็นเอแยกเป็นสายเด่ียว จากนั้นเปล่ียนหลอด Eppendorf 
เป็นหลอดส าหรับใชท้  า sequence น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นน า
สารละลายดีเอน็เอไปตรวจสอบล าดบัเบสดว้ยเคร่ือง ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer โดยตั้งค่า
ต่างๆ ตามคู่มือการใชท่ี้บริษทัผูผ้ลิตแนะน า โดยเคร่ืองจะท างานประมาณ 3 ชัว่โมง ต่อการอ่านค่า 1 
ตวัอยา่ง การท างานของเคร่ืองจะเป็นไปแบบอตัโนมติั และบนัทึกผลโดยเคร่ืองคอมพิวเตอร์ท่ีต่อกบั
เคร่ืองหาล าดบัเบส ซ่ึงเม่ือเสร็จส้ินการท างานของเคร่ืองแลว้สามารถน าขอ้มูลออกจากเคร่ือง
คอมพิวเตอร์ เพื่อใชใ้นการวเิคราะห์ผลต่อไป โดยเปรียบเทียบขอ้มูลนิวคลีโอไทดท่ี์ไดท้ั้งหมดกบั
ขอ้มูลจาก National Center for Biotechnology Information (NCBI) ท่ีเวปไซต ์
http://www.ncbi.nlm.gov/Genbank เขา้ไปในส่วนของ BLAST น าขอ้มูลนิวคลีโอไทดว์างลงใน
โปรแกรม เลือก nucleotide blast เลือก nucleotide collection (nr/nt) จากนั้นท าการ sequence alignment 
โดยเลือกท่ี BLAST จะไดข้อ้มูลส าหรับการเปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์ออกมา แลว้เลือกใหแ้สดง
ต าแหน่งของกรดอะมิโนเทียบกบัขอ้มูลของล าดบันิวคลีโอไทด ์โดยเลือก Reformat these results เลือก 
CDS feature เลือก view report จะไดข้อ้มูลของการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน    

น าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าเปรียบเทียบความเหมือนกนัระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วน
ของยนี 16S rDNA ของทุกตวัอยา่ง โดยใชค้อมพิวเตอร์โปรแกรม BioEdit และเปรียบเทียบความ
เหมือนกนัระหวา่งกรดอะมิโนของทุกตวัอยา่งโดยใชโ้ปรแกรม MEGA5 แลว้วเิคราะห์ความสัมพนัธ์
ทางพนัธุกรรมโดยใชโ้ปรแกรม PUAP (Bootstrap = 1000) 


