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ภาคผนวก ก 

 
1.  อาหารเลี้ยงเชื้อรา 
1.1  Potato Dextrose Agar (PDA) 
  มันฝรั่ง     200 กรัม 
  Agar      20 กรัม 
  Dextrose     15 กรัม 
  น้ํา       1  ลิตร 
 ปอกเปลือกมนัฝรั่ง และลางใหสะอาด หัน่เปนชิ้นสี่เหล่ียมจัตุรัสขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก
ลูกบาศกเซนตเิมตร ตมในน้าํ 500 มิลลิลิตร จนสุกแตไมเละจนเกินไป กรองเนื้อมนัฝรั่งออก ผสม
กับ agar ที่ตมจนละลายในน้าํ 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม dextrose คนใหละลายเขากนั ปรับปริมาตร
ดวยน้ําใหได 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
1.2  Potato Dextrose Broth (PDB) 
  มันฝรั่ง     200 กรัม 
  Dextrose    15 กรัม 
  น้ํา      1 ลิตร 
 ปอกเปลือกมนัฝรั่ง และลางใหสะอาด หัน่เปนชิ้นสี่เหล่ียมจัตุรัสขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก
เซนติเมตร ตมในน้ํา 500 มิลลิลิตร จนสุกไมเละจนเกนิไป กรองเนื้อมันฝรั่งออก เติม dextrose คน
ใหละลายเขากนั ปรับปริมาตรดวยน้ําใหได 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน 20 นาที 
 
2.  สารเคมีจําเปนสําหรับการสกัดดีเอ็นเอ 
2.1  phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) 
 ผสมสารละลาย phenol 25 มิลลิลิตร กับ chloroform 24 มิลลิลิตรและ isoamyl alcohol 1 
มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ตูเยน็) 
2.2  chloroform:isoamyl alcohol (24:1) 

ผสมสารละลาย chloroform 24 มลิลิตรกับ isoamyl alcohol 1 มิลลิตร เก็บไวในขวดสีชา ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ตูเย็น) 
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2.3 TE buffer 
10 mM Tris-HCl (pH 8.0)  0.1  มิลลิลิตร 
1 mM EDTA (pH 8.0)   0.02 มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายทั้งสองตามปริมาตรเขาดวยกัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ เกบ็ไวที่อุณหภูมหิอง 
2.4  70% ethanol 

ผสมสารละลาย ethanol 70 มิลลิตร กับน้ํากลั่นฆาเชื้อ 30 มิลลิตร เก็บไวที่ -20 องศา
เซลเซียส 
2.5  ice-cold absolute alcohol 

เทสารละลาย absolute alcohol ใสขวดเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส 
 
3.  สารเคมีท่ีใชในการสกัดดเีอ็นเอตามวิธีของ Goodwin et al. (1992) 
3.1  Extraction buffer (100 ml) 
 0.5 M EDTA      
 1 M Tris, pH 8      
 3 M NaCl      
 1% β-mercaptoethanol     
 ชั่งสาร Tris-HCl  จํานวน 12.11 กรัม ละลายกับน้ํากลัน่ฆาเชื้อ 70 มิลลิลิตร กวนสารดวย 
magnetic stirrer ปรับ pH เปน 8 จากนั้นเติม NaCl 17.52 กรัม และ EDTA 13.61 กรัม กวนให
สารละลายเขากันปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 100 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดฆาเชื้อ เมื่อจะใชจึง
เติม β-mercaptoethanol ปริมาตร 1 เปอรเซนต ของปริมาตรสารละลายที่ตองใช 
3.2 5 M Potassium acetate (100 ml) 

ละลายสาร potassium acetate 49.1 กรัม ในน้ํากลั่นฆาเชือ้ 70 ml กวนดวย magnetic stirrer 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 ml นําไปนึ่งฆาเชือ้ แลวเก็บที่อุณหภูมิหอง 
3.3 3 M Sodium acetate (NaOAc) (100 ml) 

ละลายสาร sodium acetate 4.08 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร กวนดวย magnetic stirrer 
ปรับ pH ใหได 5.2 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ เกบ็ที่
อุณหภูมิหอง (ปรับ pH ดวย glacial acetic acid) 
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4.  สารเคมีท่ีใชในการสกัดดเีอ็นเอตามวิธีของ Roger & Bendich (1998) 
4.1 10XCTAB 
 CTAB       
 100 mM Tris (pH 8)    50 มิลลิลิตร 
 20 mM EDTA (pH 8)    20 มิลลิลิตร 
 1.4 M NaCl     140  มิลลิลิตร 
 ผสม CTAB 10 กรัม กับ Tris 50 มิลลิลิตร และ EDTA 20 มิลลิตร กวนใหเขากันดวย 
magnetic stirrer เติม NaCl 140 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ 
4.2 10%CTAB 

CTAB      5 กรัม 
5 M NaCl     7 มิลลิลิตร 
ชั่งสาร CTAB 5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 30 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย 5 M NaCl 7 

มิลลิลิตร (จาก stock solution) ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อใหครบ 50 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชือ้ 
 
5.   สารเคมีท่ีใชในการสกัดดเีอ็นเอตามวิธีของ พชัรา (2543) 
5.1 Extraction buffer (100 ml) 
 50 mM Tris-HCl (pH 8)     
 850 mM NaCl      
 100 mM EDTA      
 1% SDS      
 ผสม Tris-HCl 0.6 กรัม กับน้ํากลั่นฆาเชื้อ 70 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน 8 เติม EDTA 3.7 
กรัม กวนใหเขากันดวย magnetic stirrer เติม NaCl 0.5 กรัม และ  SDS  1 กรัม ละลายสารใหเขากนั 
ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิหอง  
 
6. สารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเออยางงาย 
6.1  0.5 M NaOH 
 ชั่งสาร NaOH 1.42 กรัม ผสมกับน้ํากลั่นฆาเชื้อ ปรับปริมาตรใหครบ 50 มิลลิลิตร 
6.2 100 mM Tris-HCl 

ชั่งสาร Tris-HCl 1.58 ผสมกับน้ํากลั่นฆาเชือ้ ปรับ pH เปน 8 และปรับปริมาตรใหครบ 100 
มิลลิลิตร 
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7.  สารเคมีท่ีใชในการสกัดดเีอ็นเอตามวิธีของ Akira masunaka 
7.1 Extraction buffer 
 1 M Tris (pH 8)     0.5  มิลลิลิตร 
 0.2 M EDTA     7.5  มิลลิลิตร 
 Sarkosyl     0.1 กรัม 
 น้ํากลั่นฆาเชื้อ      20 มิลลิลิตร 
7.2 2.5 M NaCl/20% PEG 8000 

2.5 M NaCl      
PEG-8000      
ผสมสารโซเดียมคลอไรด 14.16 กรัมกบั PEG-8000 20 กรัม ดวยน้าํกลั่นฆาเชื้อ 80 

มิลลิลิตร และปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร 
 
8.  สารเคมีสําหรับการทําเจลอิเลคโตรโฟริซีส 
8.1 5xTBE 
 Tris base     54.0 กรัม 
 Boric acid     27.5 กรัม 
 0.5 M EDTA (pH 8)    20.0 มิลลิลิตร 
 ละลาย Tris 54.0 กรัม กับ Boric acid 27.5 กรัม ในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 800 มิลลิตร ละลายใหเขา
กัน เติม EDTA (pH 8) แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร  
8.2 Loading dye  
 Deionized formamide    95% 
 Bromophenol blue    0.1% 
 EDTA (pH 8)     10  มิลลิโมลาร 
 ผสมสารทั้งสามเขาดวยกัน จากนั้นเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
8.3 Ethidium bromide (EtBr) (10 mg/ml) 

ละลายสาร ethidium bromide 1 กรัมนน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ใสในภาชนะทึบ
แสง หรือใชแผน aluminum foil หุมภาชนะ ปดใหสนิท เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในการ
เตรียมสารนี้ตองใสถุงมือและระวังไมหายใจเอาผงของ ethidium bromide เขาไป เนื่องจากสารนีม้ี
คุณสมบัติเปน strong mutagent 
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ภาคผนวก ข 

 

ตาราง 1  การหาคา Tm โดยเทียบระหวางคา GC content กับจํานวนเบสทั้งหมดในสายไพรเมอร 
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ตาราง 1 การหาคา Tm โดยเทียบระหวางคา GC content กับจํานวนเบสทั้งหมดในสายไพรเมอร 
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