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บทที่ 3 

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
1.  เก็บรวบรวมเชื้อรา Colletotrichum spp. จากพืชอาศัยชนิดตางๆ 

เก็บรวบรวมพชืบางชนิดที่แสดงอาการของโรคแอนแทรคโนส จากในเขตจังหวัด
เชียงใหม แลวนํามาตรวจสอบเชื้อสาเหต ุ อาจตรวจสอบโดยวิธี free hand section หรือหากมีกลุม
ของ conidia สีสมขึ้นที่แผล สามารถเขี่ยมาสองภายใตกลองจุลทรรศน โดยจะสังเกตเห็น setae 
ลักษณะคลายหนาม สีดํา มีผนังกั้น หรือ conidia เซลลเดียว อาจมีรูปรางแบบทอนตรงสั้น หรือโคง
งอก็ได 

 
2.  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้รา Colletotrichum spp. 

2.1  การแยกเชื้อรา Colletotrichum spp. 
การแยกเชื้อม ี 2 วิธีการ โดยวิธีแรกเปนการแยกเชื้อที่เกิดบนผิวใบ เริ่มจากตัดชิ้นพืช

เปนสี่เหล่ียมขนาด 3x3 มิลลิเมตร ฆาเชื้อทีผิ่วดวย 1% sodium hypochlorite (10% Cholox) นาน 3-4 
นาที และลางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้ออีก 5 นาที ใชกระดาษกรองซับชิ้นพืชใหแหง วางบนอาหาร PDA 
สําหรับวิธีที่สอง เปนการแยกเชื้อบนผล โดยนําผลทีเ่ปนโรคมาบมไวภายในกลองที่เพิ่มความชืน้ 
(moist chamber) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 3-5 วัน จนเกิด mass ลักษณะเปนหยดสีสมขึ้น
บนแผล จากนั้นนําเชื้อทีแ่ยกไดจากทั้งสองวิธี มาทําการแยกใหไดสปอรเดี่ยว (single spore 
isolation) โดยใช loop ฆาเชื้อ แตะ mass แลว streak plate ลงบนอาหาร PDA (potato dextrose agar) 
เมื่อเสนใยเจรญิตัดปลายเสนใยมาเลี้ยงบนอาหาร PDA อีกครั้ง เพื่อนาํเชื้อไปศึกษาในขั้นตอนตอไป 

 
2.2  การวัดอัตราการเจริญเติบโตของโคโลน ี
ใชเข็มเขี่ยที่ฆาเชื้อแลว เขี่ยเชือ้รา Colletotrichum spp. ที่แยกได (จากขั้นตอนที่ 1) วาง

ลงบนอาหาร PDA จํานวน 5 ซํ้า บันทึกอัตราการเจริญของเชื้อทุก 3, 5 และ 7 วัน โดยบันทกึทั้งใน
แกน x และแกน y แลวหาคาเฉลี่ยการเจริญเติบโตของเชื้อ และทําการบันทึกภาพลักษณะโคโลนี
ของเชื้อรา นอกจากนีเ้ขี่ย acervulus มีลักษณะเปนเม็ดสีดําขนาดเล็ก มาดูภายใตกลองจุลทรรศน 
เพื่อตรวจการสราง setae บนอาหาร PDA และตรวจสอบการสราง sclerotia ไดจากการพบเม็ดสดีาํ
ขนาดเทาเม็ดผักกาดขี้นอยูบนโคโลนี (อาจใชเวลาประมาณ 1-2 สัปดาห ถึงจะมีการสราง sclerotia) 
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2.3  การวัดขนาดและรูปรางของ conidia และ appressoria  
การวัดขนาดและรูปรางของ conidia และ appressoria โดยอาศัยเทคนิค slide culture 

เตรียมชุดอุปกรณโดยวางแผนสไลดและ cover slide บนกระดาษชําระขนาดใหญ แบบเหนยีว 
นําไปอบฆาเชือ้  จากนั้นเทอาหาร PDA ลงบนจานอาหารใหบางมากๆ (ประมาณ 2-3 มิลลิเมตร) ตัด
ใหเปนสี่เหล่ียมขนาดประมาณ 1 x 1 เซนติเมตร วางอาหารบนสไลด  เขี่ยเสนใยเชื้อราหรือกลุมโคนิ
เดีย  (mass) ปายที่ขอบของอาหาร PDA ทั้ง 4 ดาน ปดทบัดวย cover slide (ภาพ 3) แลวฉีดน้ํากลั่น
ฆาเชื้อลงบนกระดาษชําระเพื่อใหความชืน้ บมไวที่อุณหภูมหิองประมาณ 3-4 วัน นําแผน cover 
slide มายอมดวย phenol cotton blue สองดูภายใตกลองจุลทรรศน โดยสุมเลือก conidia และ 
appressoria อยางละ 30 อัน (ใชกําลังขยาย 1000 เทา) บันทึกขนาดและรูปราง 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพ 3  วิธีการเลี้ยงเชื้อแบบ slide culture 
 

3.  การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อราและตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ 
3.1  การเตรียมเสนใยเชื้อรา 
ตัดสวนปลายเสนใยของเชื้อรา Colletotrichum sp. ที่เจริญบนอาหาร PDA     ดวย

หลอดพลาสติกฆาเชื้อ (เสนผานศูนยกลางประมาณ 3 มิลลิเมตร) วางเชื้อจํานวน 3-5 ช้ินในอาหาร
เหลว PDB 50 มิลลิลิตร  บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง 5-7 วัน   เสนใยจะขึ้นเปนแผนลอยอยูที่ผิวอาหาร
เหลว   จากนัน้กรองเสนใยผานกระดาษกรอง Whatman No.1 โดยใชเครื่องกรองสูญญากาศ ลาง
เสนใยดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ 3-5 คร้ังหรือจนกวาเสนใยจะสะอาด แลวใชกระดาษชําระแผนใหญ (แบบ
เหนยีว) ที่อบฆาเชื้อแลวซับน้ําออกจากเสนใยใหหมด ฉกีเสนใยใหเปนชิ้นเล็กๆ ดวยคีมคีบ (forcep) 
ลนไฟฆาเชื้อ บรรจุเสนใยนัน้ใสไวในหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใหไดประมาณ 2/3 
ของหลอด แลวนําไปเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชสกัดดีเอ็นเอในขั้นตอนตอไป 
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3.2  การหาวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่เหมาะสม 
เลือกวิธีการสกัดดีเอน็เอจาก 6 วิธี ดังนี ้
3.2.1  การสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Goodwin et al. (1992) 
บดเสนใยดวยไนโตรเจนเหลวในโกรง แลวตักผงละเอยีดที่บดได 30-35 มิลลิกรัม ใส 

Eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  ดูด extraction buffer (ภาคผนวก) 1.0 มิลลิลิตร ใสลงไป กลับ
หลอดไปมา  ผสมใหเขากัน   นําไปบมไวที่ 65 องศาเซลเซียส   นาน 1 ช่ัวโมง   เมื่อครบเวลา       
เติม 5M potassium acetate 333 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แชในเกล็ดน้ําแข็งอีก 20 นาที แลวนําไป
ปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสดานบนใส 
Eppendorf tube หลอดใหม จากนัน้เติม isopropanol 1 เทา ลงไปเพื่อตกตะกอน กลับหลอดไปมา
เบาๆ นําหลอดไปเก็บที่ 4องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงอีกครั้ง เทสารละลาย
สวนใส (supernatant) ทิ้ง และลางตะกอนดวย 70% ethanol 500 ไมโครลิตร  ตากตะกอนใหแหง 
ละลายตะกอนดวย TE buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  เติม phenol:chloroform:isoamyl alcohol    
(25:24:1) ปริมาตร 1 เทา นําไปปนเหวีย่ง ดูดสวนใสดานบนใสหลอดใหม จากนัน้ตกตะกอนอกี
คร้ังโดยเติม 3M sodium acetate 0.1 เทา และ 100% ethanol 2 เทาของปริมาตร กลับหลอดไปมา
เบาๆ นําไปปนเหวี่ยงอีกครั้ง แลวเทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดวย 70% ethanol ตากตะกอนดีเอ็นเอให
แหง ละลายตะกอนดวย TE buffer เก็บที ่ 4 องศาเซลเซียส หรือ -20 องศาเซลเซียส  จนกวาจะ
นํามาใชในการทดลองขั้นตอไป 

 
3.2.2 การสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Roger and Bendich (1988) 
ชั่งเสนใยเชื้อราประมาณ 80-300 มิลลิกรัม ใสในโกรงที่ผานการอบฆาเชื้อแลว เติม

ไนโตรเจนเหลวลงไปบดใหเปนผงละเอยีด ทิ้งไวที่อุณหภูมหิองจนเริม่ละลาย เติม 2XCTAB buffer 
(ภาคผนวก) ปริมาตร 10 เทา คนใหเขากัน ดูดของเหลวใส Eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร   
หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร   นาํไปบมไวที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  เติม 
chloroform:isoamyl alcohol    (24:1) ปริมาตร 1 เทา แลวปนเหวี่ยง (centrifuge) ความเร็ว 15,000 
รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  ดูดของเหลวใสใสหลอดใหม เติม isopropanol 
(เก็บในอุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 1 เทา เพื่อตกตะกอนดีเอน็เอ ผสมใหเขากัน นําไปปน
เหวีย่งความเร็ว 15,000 รอบ/นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ไดตะกอนดีเอ็นเออยู
ดานลางหลอด คอยๆ เทของเหลวทิ้งไป (ระวังอยาใหตะกอนหลุดไปกบัของเหลว) ลางตะกอนดวย 
70% ethanol (เก็บใน -20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 1 เทา นําไปปนเหวีย่งความเรว็ 15,000 รอบ/นาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทของเหลวทิง้ ตากตะกอนไวใหแหง แลวเติม TE buffer 
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ปริมาตร 1 เทา เพื่อละลายตะกอน (ถาตะกอนละลายยากหลังจากเติม TE buffer แลว ใหนําไปอุนที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนกวาตะกอนจะละลาย) 

 
3.2.3 การสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของพัชรา (2543) 
บดเสนใยดวยไนโตรเจนเหลวจนละเอยีด ตักใส Eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

ประมาณครึ่งหลอด เติม extraction buffer (ภาคผนวก) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั บมไว
ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 
นาที แลวดูดของเหลวดานบนใสหลอดใหม เติม phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) 
ปริมาตร 1 เทา ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที จากนัน้ดดู
ของเหลวใสสวนบนใสหลอดใหม เติม chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เทา ผสมให
เขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที แลวดูดของเหลวใสสวนบนใส
หลอดใหม เตมิ ice-cold absolute alcohol ปริมาตร 2 เทา (แชที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยาง
นอย 30 นาท)ี ลงไปตกตะกอนดีเอ็นเอ  แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol 2-3 คร้ัง ทิ้งไวให
แหง และเติม TE buffer เพื่อละลายตะกอน 

 
3.2.4 การสกัดดีเอ็นเออยางงาย  
ชั่งเสนใย 100-200 มิลลิกรัม ของเสนใย (อาจมี agar media ปนมา) บดในโกรงดวย

ไนโตรเจนเหลว ตักเสนใยที่บดแลวใสใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เตมิ 0.5M NaOH 
ปริมาตร 150 ไมโครลิตร นาํไปปนเหวี่ยง (centrifuge) ทีค่วามเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 6 นาที ดดู
ของเหลวใสดานบนใสหลอดใหม เติม 100 mM Tris-HCl เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส  

 
3.2.5 การสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Akira Masunaka 
บดเสนใยดวยไนโตรเจนเหลว ตักใส Eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 

extraction buffer (ภาคผนวก) 1 มิลลิลิตร แลว Vortex จนผงเสนใยกับ buffer เขากันดี บมที ่ 65 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ีนําไปปนเหวีย่ง (centrifuge) ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 5 นาท ี
ดูดของเหลวใสดานบนใสหลอดใหม เติม TE-saturated phenol ปริมาตร 1 เทา กลับหลอดไปมา
เบาๆ นําไปปนเหวี่ยงความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ดูดสวนใสบนใสหลอดใหม เตมิ 
phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 1 เทา นําไปปนเหวีย่งความเรว็ 14,000 รอบ/
นาที นาน 10 นาที ดดูสวนใสดานบนใสหลอดใหม เตมิ 100% chloroform ปริมาตร 1 เทา กลับ
หลอดไปมา นําไปปนเหวีย่งความเร็ว 14,000 รอบ/นาท ีนาน 10 นาที ดูดสวนใสดานบนใสหลอด
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ใหม   เติม  3M sodium acetate   ปริมาตร 0.1 เทา  และ 100% ethanol ปริมาตร 2.5 เทา (ถาปริมาณ
ของตัวอยางเกนิ 400 ไมโครลิตร ใหแบงเปน 2 หลอด) กลับหลอดไปมา นําไปปนเหวี่ยงความเร็ว 
14,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เทของเหลวทิ้ง ตากตะกอนใหแหง (แตไมตองแหงมาก เพราะจะทํา
ใหตะกอนไมละลาย) จากนัน้เติม TE buffer 800 ไมโครลิตร(ถามี 2 หลอด ใหเติมหลอดละ 400 
ไมโครลิตร) เติม 2.5M NaCl ที่มี 20% PEG 8000 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา แลว
วางหลอดไวในน้ําแข็งประมาณ 1 ช่ัวโมง หรือแชไวในตูเยน็ขามคืน นําไปปนเหวี่ยงความเร็ว 
14,000 รอบ/นาที นาน 15 นาที เทของเหลวทิ้ง เติม 70% ethanol 500 ไมโครลิตร  นําไปปนเหวีย่ง
ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทของเหลวทิ้ง ตากตะกอนใหแหง เติม TE buffer หรือน้ํา
กล่ันฆาเชื้อ 100-200 ไมโครลิตร 

 
3.2.6 การสกัดดีเอ็นเอดวย Nuclospin Plant Kit 
ช่ังเสนใยมา 0.1-0.2 กรัม บดดวยไนโตรเจนเหลว ตักใส Eppendorf tube ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร  เติม C1 buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร แลว Vortex ใหเขากนัด ี  เติม chloroform 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร Vortex อีก 10 วนิาที นําไปปนเหวี่ยงความเร็ว 11,000 รอบ/นาที  นาน 5 
นาที ดูดสวนใสดานบนใสหลอดใหม บมไวที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําไปปนเหวีย่ง
ความเร็ว 11,000 รอบ/นาที  นาน 5 นาที ดูดสวนใสดานบนใสหลอดใหม เติม C4 buffer 300 
ไมโครลิตร และ 100% ethanol 200 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา จากนั้นประกอบชุด kit ดูด
ของเหลวใสใน column นําไปปนเหวี่ยงความเร็ว 11,000 รอบ/นาที  นาน 1 นาท ี เทของเหลวใน
หลอดทิ้ง เติม CW buffer 400 ไมโครลิตร ใน column นําไปปนเหวีย่งความเร็ว 11,000 รอบ/นาท ี 
นาน 1 นาที เทของเหลวทิ้ง เติม C5 buffer 700 ไมโครลิตร ใน column นําไปปนเหวี่ยงความเร็ว 
11,000 รอบ/นาท ี นาน 1 นาที เทของเหลวทิ้ง เติม C5 buffer อีก 200 ไมโครลิตร ใน column นําไป
ปนเหวี่ยงความเร็ว 11,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที แลวเติม CE elution buffer (อุนที่ 70 องศา
เซลเซียส มากอน) 100 ไมโครลิตร ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที นําไปปนเหวี่ยงความเร็ว 11,000 
รอบ/นาที นาน 1 นาที เก็บไวที ่20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใชในการทดลองขั้นตอไป 

 
3.3  การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ 
ตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอที่สกัดไดโดยการทําอิเลคโตรโฟริซิสในอะกาโรสเจล 1 

เปอรเซนต โดยช่ัง อะกาโรส 1 กรัม เติม running buffer (1xTBE buffer) 100 มิลลิลิตร หลอมเจลให
ละลายดวยไมโครเวฟ คอยๆ เทใสถาด ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ เสียบหวีเจล ตั้งทิ้งไวประมาณ 1 
ช่ัวโมงใหเจลแข็ง คอยๆ ดึงหวีออก แกะถาดเจลใสลงไปในเครื่องอิเลคโตรโฟริซิส เท 1xTBE 
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buffer ลงไปพอทวมเจล จากนั้นดูดดีเอ็นเอมาผสมกับ loading dye ในอตัราสวน 2 : 1 หยอดลงไป
ใน well  และเปรียบเทยีบกับ 100 นาโนกรัมมาตรฐาน ใชกระแสไฟฟาความตางศักย 100 V เปน
เวลา 10 นาที จึงปดสวิทช นาํเจลไปแชในเอทธิเดียมโบรไมด นาน 10 นาที แลวแชในน้ําอีก 20 นาที 
สองดูภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และบันทึกภาพดวยเครื่อง Gel documentation (SYNGENE; Gene 
Genius Bio Imaging System) จากนัน้ทําการลดความเขมขนของดีเอ็นเอใหอยูในระดับ 10-100 นา
โนกรัม/ไมโครลิตร (Afanador-Kafuri et al., 2003) เพือ่ใหเหมาะสมสําหรับการนําไปทํา PCR ใน
การทดลองตอไป 

 
4.  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยเทคนิค ISSR 
4.1  การคัดเลือกไพรเมอร 
คัดเลือกไพรเมอรที่มีลําดับเบสเปน microsatellite จํานวน 12 ไพรเมอร      (ตาราง 1) 

โดยเปนไพรเมอรที่สุมเลือก 5 ไพรเมอร (ลําดับที่ 1-5) และเปนไพรเมอรที่มีรายงานมากอนอีก 7 
ไพรเมอร (ลําดับที่ 6-12) โดยคุณสมบัติของไพรเมอรที่จะเลือกใชตองใหแถบดเีอ็นเอที่ชัดเจน และ
สามารถบอกความเหมือนภายในกลุมและแยกความแตกตางระหวางกลุมออกมาได  

 
ตาราง 1 ไพรเมอรที่มีลําดับเบสแบบ microsatellite ทั้งหมดที่นํามาคัดเลือก 
 
ลําดับที่ ลําดับเบสยอ ลําดับเบส อางอิง 

1 (GCC)5 5’-GCCGCCGCCGCCGCC-3’ - 
2 (CA)8CT 5’-CACACACACACACACACT-3’ - 
3 (CA)8G 5’-CACACACACACACACAG-3’ - 
4 (GGAT)4 5’-GGATGGATGGATGGAT-3’ - 
5 (GTG)5 5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’ - 
6 (GACA)4 5’-GACAGACAGACAGACA-3’ Weising et al., 1989 

Freeman and Shabi, 1996 
Freeman  et al., 2000 
Freeman et al., 2001a 
Ureña-Padilla, 2002 
Afanador-Kafuri et al., 2003 
Abang, 2006 
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ตาราง 1 ไพรเมอรที่มีลําดับเบสแบบ microsatellite ทั้งหมดที่นํามาคัดเลือก (ตอ) 
 

ลําดับที่ ลําดับเบสยอ ลําดับเบส อางอิง 
7 (ACTG)4 5’-ACTGACTGACTGACTG-3’ Freeman and Rodriguez, 1995 

Freeman  et al., 2000 
Ureña-Padilla, 2002 

8 (CAG)5 5’-CAGCAGCAGCAGCAG-3’ Rodriguez and Yoder, 1991 
Freeman and Shabi, 1996 
Förster and Adaskaveg, 1999 
Freeman  et al., 2000 
Freeman et al., 2001a 
Talhinhas et al., 2002 
Afanador-Kafuri et al., 2003 
Talhinhas et al., 2005 

9 (GAC)5 5’-GACGACGACGACGAC-3’ Talhinhas et al., 2005 
10 (GACAC)3 5’-GACACGACACGACAC 

     GACACGACAC-3’ 
Gupta and Filner, 1991 
Freeman et al., 1993 
Freeman and Shabi, 1996 
Freeman  et al., 2000 
Freeman et al., 2001a 
Talhinhas et al., 2002 
Afanador-Kafuri et al., 2003 

11 (TCC)5 5’-TCCTCCTCCTCCTCC-3’ Ureña-Padilla, 2002 
Talhinhas et al., 2002 
Talhinhas et al., 2005 

12 (TGTC)4 5’-TGTCTGTCTGTCTGTC-3’ Freeman et al., 1993 
Freeman and Rodriquez, 1995 
Freeman and Shabi, 1996 
Freeman  et al., 2000 
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4.2  สวนประกอบของปฏิกิริยา PCR 
ทําการผสมสารละลายตางๆ ซ่ึงดัดแปลงมาจากวิธีของอรวรรณ (2547) แสดงใน ตาราง 

2 โดยมีปริมาตรรวมเปน 10 ไมโครลิตร แลวนําไปเขาเครื่อง Programable Thermal Controller 
PTC-100TM thermocycler (MJ Research, Inc., Watertown, MA) 

 
ตาราง 2  สวนประกอบของปฏิกิริยา PCR 

 
สารประกอบ ความเขมขนสดุทาย ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

10x PCR buffer 
10 mM dNTP 
500U Taq DNA Polymerase 
50 mM MgCl2 
20 µM primer 
DNA template 
distilled water 

1x 
0.2 µM 

5 unit/µL 
2.5 mM 
1.0 µM 

10-100 ng 
 

1.0 
0.2 
0.1 
1.0 
0.5 
1.0 
6.2 

ปริมาตรรวม  10 
 
4.3  สภาวะในการทํา PCR 
การทํา PCR ในครั้งนี้ เลือกใชวิธีการ touchdown-PCR เริ่มจากการหาคา Tm จาก GC 

content โดยนาํผลรวมของเบส G และ C ในสายไพรเมอร หารดวยจํานวนเบสทั้งหมดของไพรเมอร 
แลวนําคาที่ไดไปเทียบกับจํานวนเบสทั้งหมดของไพรเมอรในตารางหาคา Tm (ภาคผนวก) จะไดคา 
Tm ของขั้น annealing ออกมา 

สําหรับสภาวะการทํา PCR เร่ิมตนขั้น initial denaturation โดยใชอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส 5 นาที จากนั้นขั้น denaturation ใชอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที  ตอดวยอุณหภูมิที่
หาไดจากคา GC content + 4 องศาเซลเซียส 1 นาที ในขั้น annealing และขั้น extension ใชอุณหภมู ิ
72 องศาเซลเซียส อีก 1 นาที จากนัน้ทําซ้ําตั้งแตขั้น denaturation จนถึงขั้น extension อีก 9 รอบ 
โดยลดอุณหภมูิในขั้น annealing ลงรอบละ 0.5 องศาเซลเซียส ดังนั้นอุณหภูมิในรอบที่ 10 จะอยูที่
อุณหภูมิที่หาไดจากคา GC content – 1 องศาเซลเซียส แลวทําซ้ําในรอบนี้อีก 30 รอบ และในขัน้
final extension ใชอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 15 นาท ี แลวคงสภาพดีเอ็นเอไวโดยใชอุณหภูมิ 15 
องศาเซลเซียส จากนั้นจึงนําไปเก็บไวในตูเย็น (ตาราง 3) 
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ตาราง 3  สภาวะในการทํา PCR แบบ touchdown-PCR 
 

รอบที่ ขั้นตอน อุณหภูม ิ(°C) เวลา (นาท)ี จํานวนรอบ 
 
1 
 
 
2 
 
 
3 
 
 
4 
 

10 
 
 

 
 

Initial denaturation 
Denaturation 

Annealing 
Extension 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

 
 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

Final Extension 
Hold 

95 
95 

Tm + 4 
72 
95 

(Tm + 4) – 0.5 
72 
95 

(Tm + 4) – 1 
72 
 
 

95 
Tm – 1 

72 
72 
15 

5 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
 
 

1 
1 
1 

15 
- 

 
1 
 
 

1 
 
 

1 
 
 

1 
 

30 
 
 
 
 

 
4.4  การตรวจสอบผล PCR 
ตรวจสอบผล PCR ดวยวธีิอิเลคโตรโฟริซิส โดยการแยกขนาดชิน้สวนของดีเอน็เอ

ในอะกาโรส 1.5 เปอรเซนต (ขนาด 10x15 เซนติเมตร)   ซ่ึงผสม ethidium bromide ลงไปใน
อัตราสวน 7 ไมโครลิตร ตอปริมาตรเจล 100 มิลลิลิตร ใช running buffer เปน 0.5x TBE buffer 
ผสม loading dye ลงไปในดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตรและใชดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 kb ladder 
(SibEnzyme, Russia) เพื่อเทียบขนาดดีเอน็เอ โดยผสมกับ loading dye ในอัตราสวน 3 : 1 จากนัน้
ตอเครื่องอิเลคโตรโฟริซิสเขากับเครื่องกําเนิดไฟฟา ใชกระแสไฟ 80 โวลต นาน 3 ชั่วโมง แลวนาํ
เจลไปดูภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และบันทึกภาพดวยเครื่อง gel documentation (SYNGENE; 
Gene Genius Bio Imaging System) 
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5.  การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อรา Colletotrichum spp. 
นําลายพิมพดเีอ็นเอที่ไดจากแตละไพรเมอร มาเปลี่ยนใหเปนขอมูลแบบ Binary matrix 

โดยตรงตําแหนงใดมแีถบดีเอ็นเอเกิดขึน้ใหคาเปน ‘1’ สวนตําแหนงใดไมมแีถบดเีอ็นเอเกดิขึ้นให
คาเปน ‘0’ จากนั้นหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อรา Colletotrichum spp. โดยใชชุด
โปรแกรมคอมพิวเตอร Phylip      และสราง dendrogram เพื่อแบงกลุมความสัมพันธดวยวิธี 
Neighbour-joining  

 
6.  สถานที่ท่ีใชในการดําเนนิงานวิจัยและรวบรวมขอมูล 

6.1   หองปฏิบัติการงานวจิัย ภาควิชาโรคพชื คณะเกษตรศาสตร มหาวทิยาลัยเชยีงใหม 
6.2 หองปฏิบัติการโรคพืชวิทยาระดับโมเลกุล ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร   

  มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
5.3  หองปฏิบัติการกลาง โครงการยอยบัณฑิตศึกษาและวิจยั สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ  

   เกษตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 

7.  ระยะเวลาในการดําเนินงานวิจัย 
ตั้งแตเดือนตุลาคม 2547 ถึงเดือนสิงหาคม 2549 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


