
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
1. การศึกษาโรค พื้นท่ีการปลูก และการใชสารเคมีในสวนกุหลาบ 

ศึกษาโรค ที่พบในพื้นที่ปลูกกุหลาบ และการใชสารเคมี จากสวนกุหลาบบริเวณพื้นที่ราบ 
ต.รองวัวแดง อ.สันกําแพง และ อ. เมือง (สวนสาธารณะบวกหาด) จ.เชียงใหม และบริเวณพื้นที่สูง 
ต.โปงแยง อ.แมริม จ.เชียงใหม 
 
2. การศึกษาลักษณะอาการและแยกของเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของกุหลาบ 

ศึกษากุหลาบที่แสดงอาการโรคแอนแทรคโนสที่พบจากแปลงปลูกกุหลาบบริเวณพื้นที่ราบ 
ต.รองวัวแดง อ.สันกําแพง และ อ.เมือง (สวนสาธารณะบวกหาด) จ.เชียงใหม และพื้นที่สูง  
ต.โปงแยง อ.แมริม จ.เชียงใหม โดยเก็บตัวอยางโรคมาตรวจสอบที่หองปฏิบัติการ จากนั้นนํามา
ตรวจหาเสนใยและลักษณะสปอรของเชื้อราที่บริเวณแผลดวยวิธี Free hand sectioning technique 
และทําการแยกเชื้อบริสุทธิ์โดยตัดเอาสวนของเนื้อเยื่อบริเวณรอยตอระหวางสวนที่เปนโรคและ
สวนปกติขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 เซนติเมตร มาฆาเชื้อที่ผิวใบโดยแชใน clorox 1% นาน  
3-5 นาที จากนั้นใชเข็มเขี่ยเชื้อ ซ่ึงผานการฆาเชื้อแลวยายชิ้นใบกุหลาบไปแชในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ
แลว 1-2 นาที ยายชิ้นพืชไปวางบนแผนกระดาษกรองเบอร 1 (Whatman No.1) ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อ
แลวเพื่อซับชิ้นกุหลาบใหแหง ยายชิ้นพืชที่แหงดีแลวมาวางบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) 
ซ่ึงผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin (PALD) 200 mg/L โดยวางจานละ 1 แผลกําหนดใหเปน  
1 ไอโซเลท (isolate) บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน พบวามีเสนใยของเชื้อรางอกออกจาก
ช้ินพืชบนอาหาร PDA บันทึกการเปลี่ยนแปลง และใชเข็มเขี่ยปลายเสนใยนํามาตรวจหาเชื้อรา  โดย
ดูลักษณะตางๆ ของเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศน (compound microscope) เพื่อวิเคราะหชนิดของ
เชื้อสาเหตุ จากนั้นใชเข็ม เขี่ยปลายเสนใยบริเวณโคโลนีของเชื้อที่แยกไดจากชิ้นสวนของพืช นําไป
เล้ียงบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 7-14 วัน จนกระทั่งเชื้อราสราง mass จึงทําการแยกให
ไดสปอรเดี่ยว (single spore isolation) โดยใช loop แตะที่ mass แลวทําการ streak plate  
ลงบนอาหาร Quarter Potato Dextrose Agar (¼ PDA) เมื่อเสนใยเจริญจึงตัดปลายเสนใยมาเลี้ยงบน
อาหาร PDA อีกครั้ง เพื่อทําการเก็บเชื้อบน slant ในหลอดทดลอง และนําไปใชเปน stock สําหรับ
การศึกษาดานตางๆ ตอไป  
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3.  การทดสอบความสามารถของสารคารเบนดาซิมในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส
กุหลาบ 

นําเชื้อราที่แยกไดจากขอ 2. ทุกไอโซเลท จํานวน 93 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถใน
การควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของกุหลาบ กับสารคารเบนดาซิม (carbendazim) 
ที่ระดับความเขมขน 1, 10, 100 และ 500 ppm อัตราแนะนําคือ 500 ppm โดยเตรียมสารปองกัน
กําจัดเชื้อราใสในขวดรูปชมพู (flask) ที่บรรจุน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อตามปริมาณที่ตองการ จากนั้นนําสาร
ปองกันกําจัดเชื้อราแตละชนิด (ภาคผนวก) ไปผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
นําไปเทในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) ใหได 6 จาน ทําจนครบทุกความเขมขน ใช cork borer 
ซ่ึงมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะเชื้อราที่เจริญบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อายุ 7 วัน 
นําไปวางบนจานอาหารที่ผสมสารปองกันกําจัดเชื้อราที่เตรียมไว โดยวางเชื้อรา 4 จุด จุดละ 1 ไอ
โซเลท บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 จาน และกําหนดให เชื้อราที่สามารถเจริญไดที่ระดับความเขมขน
มากกวา 100 ppm คือเชื้อราที่มีความตานทานสูง (highly resistance; HR) สวนเชื้อราที่สามารถเจริญ
ไดที่ระดับความเขมขนมากกวา 1 แตนอยกวาหรือเทากับ 100 ppm คือเชื้อราที่มีความตานทานใน
ระดับปานกลาง (moderately resistance; MR) และเชื้อราที่เจริญไดที่ระดับความเขมขนนอยกวา  
1 ppm คือเชื้อราที่ออนแอตอสารเคมี (sensitive; S) (ภาพ 1) ทุกขั้นตอนทําภายใตสภาพปลอดเชื้อ 
สังเกตการเจริญของเสนใยและวัดขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีเชื้อที่อายุ 3 วัน       
 

 
 

 

 

 

 

ภาพ 1  การทดสอบการตานทานของเชื้อราตอสารปองกันกําจัดเชื้อราโรคพืชคารเบนดาซิม 
             HR  = Highly resistance isolate (เจริญไดที่ความเขมขน > 100 ppm)  
             MR = Moderately resistance isolate (เจริญไดที่ความเขมขนระหวาง 1-100 ppm)   
             S    = Sensitive isolate (เจริญไดที่ความเขมขน < 1 ppm) 
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4. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบ 
 ทําการคัดเลือกตัวแทนของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบ จาก อ.สันกําแพง  
อ.แมริม และ อ.เมือง จ.เชียงใหม ที่เก็บรวบรวมไวในขอ 2. จํานวน 12 ไอโซเลท มาศึกษา
เปรียบเทียบความสามารถของสารเคมีในกลุมอื่นๆ เพื่อใชในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคแอน
แทรคโนสกุหลาบ โดยเริ่มจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเจริญของเชื้อราที่อายุ 3, 5 
และ 7 วัน บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยทําการวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีในลักษณะแกน 
X และ Y แลวจึงหาคาเฉลี่ยการเจริญเติบโต ตรวจดูลักษณะของสี การสรางเสนใย และทําการ
บันทึกภาพลักษณะของโคโลนีที่อายุ  7  วัน  จากนั้นทําการศึกษาลักษณะของสปอรและ 
แอพเพรสซอเรียมโดยการเลี้ยงราแบบ slide culture บนอาหาร ¼ PDA ที่อายุ 7 วัน 
 
5. การทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมตางๆ ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส
กุหลาบ 
 5.1 การทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมเบนซิมิดาโซลในการควบคุมเชื้อราสาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสกุหลาบ  

ทําการทดสอบความสามารถของสารกลุมเบนซิมิดาโซล (benzimidazlole) ในการควบคุม
เชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบ โดยนําตัวแทนของเชื้อราที่ไดทําการคัดเลือกไวแลวจาก 
ขอ 4. มาทดสอบกับสารกลุมเบนซิมิดาโซล ไดแกสารคารเบนดาซิม (carbendazim) สารบีโนมิล 
(benomyl) และสาร ไทโอฟาเนต เมทธิล (thiophanate methyl) (ภาพ 2) โดยสารกลุมเบนซิมิดาโซล
จัดอยูในกลุมของสารปองกันกําจัดเชื้อราชนิดดูดซึม (systemic fungicide) เปนสารปองกันกําจัด 
เชื้อราที่มีฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะจุด ซ่ึงจะไปรบกวนขบวนการแบงเซลลของเชื้อรา และไดมีรายงานการ
เกิดความเสี่ยงสูงสําหรับการเกิดความตานทานและการเกิดความตานทานขามในสารเคมีกลุมนี้ 
(Damicone, http://www.osufacts.okstate.edu) การทดสอบสารเคมีที่ระดับความเขมขน 1, 10, 100 
และ 500 ppm อัตราแนะนําคือ 500 ppm โดยเตรียมสารปองกันกําจัดเชื้อราใสในขวดรูปชมพู (flask) 
ที่บรรจุน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อตามปริมาณที่ตองการ จากนั้นนําสารปองกันกําจัดเชื้อราแตละชนิดไปผสม
กับอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปเทในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) ที่อบฆา
เชื้อแลวใหได 6 จาน ทําจนครบทุกความเขมขน ใช cork borer ซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลาง  
0.5 เซนติเมตร เจาะเชื้อราที่เจริญบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อายุ 7 วัน นําไปวางบนจานอาหารที่ผสม
สารปองกันกําจัดเชื้อราท่ีเตรียมไว โดยวางเชื้อรา 4 จุด จุดละ 1 ไอโซเลท บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
1 จาน (จํานวน 3 ซํ้า) ทุกขั้นตอนทําภายใตสภาพปลอดเชื้อ สังเกตและเปรียบเทียบการเจริญของ 
เสนใยและวัดขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีเชื้อที่อายุ 3 วัน       
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ภาพ 2  สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อรากลุมเบนซิมิดาโซล   
              ก. สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อราคารเบนดาซิม 

              ข. สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อราบีโนมิล 
              ค. สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อราไทโอฟาเนต เมทธิล 
 
 5.2 การทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมไตรอะโซลในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรค
แอนแทรคโนสกุหลาบ  

ทําการทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมไตรอะโซล (triazole) ในการควบคุมเชื้อรา
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบ โดยนําตัวแทนของเชื้อราจากขอ 4. มาทดสอบกับสารไซโปรโค
นาโซล (cyproconazole) (ภาพ 3ก) และสารเฮกซะโคนาโซล (hexaconazole) (ภาพ 3ข) โดยสาร
กลุมไตรอะโซลจัดอยูในกลุมของสารปองกันกําจัดเชื้อราชนิดดูดซึม (systemic fungicide) เปนสาร
ปองกันกําจัดเชื้อราที่มีฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะจุดซึ่งจะไปทําลายการสังเคราะห sterols ที่เปนสวนประกอบ
ที่จําเปนสําหรับการเจริญของเชื้อรา และมีรายงานความเสี่ยงปานกลางในการเกิดความตานทานและ
การเกิดการตานทานขามในสารกลุมนี้ (Damicone, http://www.osufacts.okstate.edu) ทดสอบสาร
ไซโปรโคนาโซล  ที่ระดับความเขมขน  0.01, 0.1, 1, 10 และ  25 (อัตราแนะนํา  25 ppm)  
และเฮกซะโคนาโซล ที่ระดับความเขมขน 0.1, 1, 10, 25 และ 50 ppm (อัตราแนะนํา 50 ppm)  
ทุกขั้นตอนทําภายใตสภาพปลอดเชื้อ สังเกตและเปรียบเทียบการเจริญของเสนใยและวัดขนาด
เสนผาศูนยกลางโคโลนีเชื้อที่อายุ 3 วัน       
   
 
 
 
 
 

thiophanate methyl carbendazim benomyl 
ก ข ค 
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ภาพ  3    สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อรากลุมไตรอะโซล  
    ก. สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อราไซโปรโคนาโซล 

 ข. สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อราเฮกซะโคนาโซล 
 

5.3 การทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมอะคริลามายดในการควบคุมเชื้อราสาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสกุหลาบ  

ทําการทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมอะคริลามายด (acrylamind) ในการควบคุม
เชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบ โดยนําตัวแทนของเชื้อราจากขอ 4. มาทดสอบกับสารกลุม
อะคริลามายด ไดแกสารเบนาแล็กซิล (benalaxyl) (ภาพ 4) ซ่ึงสารกลุมนี้จัดอยูในกลุมของสาร
ปองกันกําจัดเชื้อราชนิดดูดซึม (systemic fungicide) โดยสารเคมีจะมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
โดยจะไปรบกวนขบวนการสังเคราะห RNA ในเชื้อรา ซ่ึงมีรายงานพบความเสี่ยงสูงในการเกิดความ
ตานทานและพบการเกิดการตานทานขามในสารเคมีกลุมนี้ (Damicone,http://www.osufacts.okstate. 
edu)โดยไดทําการทดสอบสารเบนาแล็กซิลที่ระดับความเขมขน 1, 10, 100, 250 และ 500 ppm  
(อัตราแนะนํา 350 ppm) ทุกขั้นตอนทําภายใตสภาพปลอดเชื้อ สังเกตและเปรียบเทียบการเจริญของ
เสนใยและวัดขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีเชื้อที่อายุ 3 วัน       
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพ 4  สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อราเบนาแล็กซิล 

cyproconazole
ก 

hexaconazole 

ข 

benalaxyl 
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 5.4 การทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมไดไทโอคารบาเมตในการควบคุมเชื้อรา
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบ  

ทําการทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมไดไทโอคารบาเมต (dithiocarbamate) ในการ
ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบ โดยนําตัวแทนของเชื้อราจากขอ 4. มาทดสอบกับ
สารกลุมไดไทโอคารบาเมต ไดแกสารแมนโคเซ็บ (mancozeb) (ภาพ 5) ซ่ึงสารกลุมนี้จัดอยูในกลุม
ของสารปองกันกําจัดเชื้อราชนิดสัมผัส (contact fungicide) โดยสารเคมีจะมีฤทธ์ิยับยั้งหลาย
ตําแหนง ซ่ึงไมพบรายงานความเสี่ยงของการตานทานและไมพบรายงานการเกิดความตานทานขาม
กับสารเคมีกลุมนี้ (Damicone, http://www.osufacts.okstate.edu)โดยทําการทดสอบสารแมนโคเซ็บ
ที่ระดับความเขมขน 10, 100, 500, 1000 และ 2000 ppm (อัตราแนะนํา 2000 ppm) ทุกขั้นตอนทํา
ภายใตสภาพปลอดเชื้อ สังเกตและเปรียบเทียบการเจริญของเสนใยและวัดขนาดเสนผาศูนยกลาง
โคโลนีเชื้อที่อายุ 3 วัน       
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 5  สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อราแมนโคเซ็บ  
 
 5.5 การทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมฟาโลไนไตรในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรค
แอนแทรคโนสกุหลาบ  

ทําการทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมฟาโลไนไตร (phthalonitrile) ในการควบคุม
เชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบ โดยนําตัวแทนของเชื้อราจากขอ 4. มาทดสอบกับสารกลุม
ฟาโลไนไตร ไดแกสารคลอโรธาโรนิล (chlorohalonil) (ภาพ 6) ซ่ึงสารกลุมนี้จัดอยูในกลุมของสาร
ปองกันกําจัดเชื้อราชนิดสัมผัส (contact fungicide) โดยสารเคมีจะมีฤทธิ์ยับยั้งหลายตําแหนง  
ซ่ึงไมพบรายงานความเสี่ยงของการตานทานและการเกิดความตานทานขามกับสารเคมีกลุมนีเ้ชนกนั 
(Damicone, http://www.osufacts.okstate.edu) โดยทําการทดสอบสารคลอโรธาโรนิล ที่ระดับความ
เขมขน 10, 50, 250, 500 และ 1000 ppm (อัตราแนะนํา 750 ppm) ทุกขั้นตอนทําภายใตสภาพปลอด
เชื้อ สังเกตและเปรียบเทียบการเจริญของเสนใยและวัดขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีเชื้อที่อายุ 3 วัน         

 

mancozeb 
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ภาพ 6  สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อราคลอโรธาโรนิล 
 

5.6 การทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมอินออรแกนิคในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรค
แอนแทรคโนสกุหลาบ  

ทําการทดสอบความสามารถของสารเคมีกลุมอินออรแกนิค (inorganic) ในการควบคุม   
เชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบ โดยนําตัวแทนของเชื้อราจากขอ 4. มาทดสอบกับสารกลุม
อินออรแกนิค ไดแกสารคอปเปอร ออกซีคลอไรด (copper oxychloride) (ภาพ 7) ซ่ึงสารกลุมนี้ 
จัดอยูในกลุมของสารปองกันกําจัดเชื้อราชนิดสัมผัส (contact fungicide) โดยสารเคมีจะมีฤทธิ์ยับยั้ง
หลายตําแหนงและไมพบรายงานความเสี่ยงของการตานทานและการเกิดการตานทานขามกับสาร
กลุมนี้ (Damicone, http://www.osufacts.okstate.edu)โดยไดทดสอบสารที่ระดับความเขมขน 10, 
100, 1000, 2000 และ 3500 ppm (อัตราแนะนํา 3400 ppm) ทุกขั้นตอนทําภายใตสภาพปลอดเชื้อ 
สังเกตและเปรียบเทียบการเจริญของเสนใยและวัดขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีเชื้อที่อายุ 3 วัน       
  

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 7  สูตรโครงสรางสารปองกันกําจัดเชื้อราคอปเปอร ออกซีคลอไรด 
 
 
 

copper oxychloride 

chlorothalonil 
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6. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงระดับยีนของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบที่มีผลตอการ
ตานทานสารปองกันกําจัดเชื้อราเบนซิมิดาโซล 
 นําเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบที่แสดงการตานทานและออนแอตอสารปองกัน
กําจัดเชื้อรากลุมเบนซิมิดาโซล ซ่ึงไดแก คารเบนดาซิม บีโนมิล และไทโอฟาเนต เมทธิล มาแยก
สกัดดีเอ็นเอเพื่อศึกษาลักษณะพันธุกรรมของเชื้อราที่มีผลตอการตานทานสารเคมี 
 

6.1 การเตรียมดีเอ็นเอจากเสนใยของเชื้อรา 
6.1.1 การเตรียมเสนใยของเชือ้รา 

เล้ียงเชื้อราที่แยกไดบริสุทธิ์ดวยวิธี single spore isolation ในจานอาหาร                                
เล้ียงเชื้อ (Petri disc) ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ MEB (malt extract broth) เปนเวลา 5-7 วัน จากนั้นเก็บรวม
รวมเสนใยเชื้อราโดยตักเอาเสนใยของเชื้อรามาซับใหแหงบนกระดาษทิชชู (tissue) ที่ผานการฆาเชือ้
แลวใชปากคีบ (forcep) ที่ผานการฆาเชื้อแลวเก็บรวบรวมเสนใยเชื้อราใสในกระดาษ foil ที่ผานการ
ฆาเชื้อแลว เมื่อไดเสนใยมากพอสามารถนํามาสกัดดีเอ็นเอไดทันที หรืออาจเก็บเสนใยที่ไดไวในตู
แชแข็งอุณหภูมิประมาณ -20 องศาเซลเซียส ไดนานจนกวาจะนํามาสกัดดีเอ็นเอในขั้นตอไป   

6.1.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
 6.1.2.1 การสกัดดีเอ็นเอวิธีท่ี 1 ท่ีดัดแปลงมาจากวิธีของพัชรา (2543) 

   ช่ังน้ําหนกัของเสนใยประมาณ 1.0 กรัม และนําไปใสในโกรงที่ 
ผานการฆาเชื้อแลว จากนั้นนําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10-15 นาที บดเสน
ใยใหละเอียด เติม extraction buffer (50 mM Tris-HCl, 850 mM NaCl (pH 8.0), 100 mM EDTA, 
1% SDS) (ภาคผนวก) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และถายใสหลอด centrifuge นําไปบม
ไวที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที ดูดของเหลวสวนบน (supernatant)ใสลงในหลอดใหม เติม phenol : chloroform : 
isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) ปริมาตร 1:1 สวน ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดของเหลวสวนบนใสหลอดใหม extract ดวย chloroform : isoamyl 
alcohol (24 : 1) ปริมาตร 1:1 สวน และนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 
(ขั้นตอนนี้ทําซ้ํา 2 คร้ัง) จากนั้นดูดของเหลวใสสวนบนใสหลอดใหม และนําไปตกตะกอนดีเอ็นเอ
ดวยการเติม ice-cold absolute alcohol (-20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 2 เทาของตัวอยาง แลวนําไป
เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอย 30 นาที และนํามาหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที เทของเหลวสวนบนทิ้ง และลางตะกอนดีเอ็นเอโดยการเติม 70% ETOH ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร และนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที เวลา 2 นาที (ขั้นตอนนี้ทําซ้ํา 2 คร้ัง)  
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เทของเหลวสวนบนทิ้งและผึ่งตะกอนดีเอ็นเอใหแหงโดยการคว่ําหลอด centrifuge บนกระดาษทิชชู 
(tissue) เมื่อแหงดีแลวนําตะกอนดีเอ็นเอไปละลายใน TE buffer (4 องศาเซลเซียส) ปริมาตร  
50 ไมโครลิตร และนําไปเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการตรวจสอบคุณภาพในขั้นตอไป      

 6.1.2.2 การสกัดดีเอ็นเอวิธีท่ี 2 ท่ีดัดแปลงมาจากวิธีของศรัญญา (2544) 
       ช่ังน้ําหนักของเสนใยเชื้อราประมาณ 1.0 กรัม และนําไปใสใน
โกรงที่ผานการฆาเชื้อแลว จากนั้นนําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10-15 นาที 
บดเสนใยใหละเอียด เติม buffer 2X CTAB (1.4 M NaCl, 100 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA,  
pH 8.0) (ภาคผนวก) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและถายใสหลอด centrifuge นําไปบมไว
ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เวลา 
10 นาที ดูดของเหลวใสสวนบน (supernatant) ใสหลอดใหม เติม chloroform/isoamyl alcohol 
(24:1) ปริมาตร 1:1 สวน ผสมใหเขากัน และนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เวลา 
10 นาที ดูดของเหลวสวนบน (supernatant) ใสหลอดใหม เติม 10% CTAB buffer ปริมาตร 1:1 สวน 
ผสมใหเขากันแลวนําไปอุนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เวลา 10 นาที ดูดของเหลวสวนบน (supernatant) ใสหลอดใหม เติม 
chloroform/isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1:1 สวน ผสมใหเขากันและนําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดของเหลวสวนบนใสหลอดใหม จากนั้นทําการ
ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanal (อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 2 เทา และนําไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เวลา 15 นาที เทของเหลวสวนบนทิ้ง และเติม 70% ETOH 
(อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เพื่อลางตะกอนดีเอ็นเอ และนําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที จากนั้นเทของเหลวสวนบนทิ้ง และผ่ึงตะกอนดีเอ็นเอ
ใหแหงโดยการคว่ําหลอด centrifuge บนกระดาษทิชชู (tissue) เมื่อแหงดีแลวนําตะกอนดีเอ็นเอ 
ไปละลายใน high salt TE buffer (4 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และนําไปเก็บไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการตรวจสอบในขั้นตอไป      
 

6.1.3 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี agarose gel  
electrophoresis    

เตรียม agarose gel 1% โดยช่ัง agarose 0.3 กรัม ละลายใหเขากันกับ 1X  
TBE buffer (tris borate buffer) 30 มิลลิลิตร ลงในขวดที่เตรียมไว จากนั้นนําไปหลอมใหเขากันใน
ไมโครเวฟ หลังจากนั้นรอใหเจล (gel) อุนพอมือจับได แลวจึงเทเจลลงในถาดเจล (gel tray)  
ที่เตรียมไว  เสียบหวี (comb) ที่มีจํานวนชองตามตองการลงไปในเจล เพื่อใหเกิดเปนหลุมเล็ก (well) 



 26

รอจนเจลแข็งตัวแลวจึงดึงหวีออกอยางระมัดระวัง จากนั้นนําเจลที่ไดวางลงใน electrophoresis  
gel tank และเท 1X TBE buffer ใหทวมแผนเจล ผสม loading buffer 1 ไมโครลิตร กับสารละลาย 
ดีเอ็นเอตัวอยาง 3 ไมโครลิตร ใหเขากันแลวหยอดตัวอยางลงในหลุม (well) ปดฝาและเปดสวิตซ
electrophoresis gel tank ใหกระแสไฟฟาวิ่งจากขั้วลบไปขั้วบวก ดวยความตางศักยไฟฟา 100 โวลต 
เวลา 20 นาที แลวจึงปดสวิตซ จากนั้นนําแผนเจลมายอมดวย ethidium bromide 0.5-1 μg/ml  
ที่เตรียมไวเปนเวลาประมาณ 20 นาที และยายเจลมาลางในน้ําสะอาดเปนเวลาประมาณ 5 นาที 
จากนั้นนําแผนเจลไปตรวจดูแถบ ดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และบันทึกภาพดวยเครื่อง 
Gel documentation (SYNGRNE; Gene Genius Bio Imaging System) 
 

6.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) 
          ทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ตําแหนง beta-tubulin (TBU2) gene ดวย forward primer 
CTBF (5’-TCCAAGATCCGTGAGG-3’) โดยจะ prime ที่ตําแหนงนิวคลีโอไทด 1,150 ถึง 1,165 
และ reverse primer CTBR (5’-AAGAAGTGGAGACGGG-3’) จะ prime ที่ตําแหนงนิวคลีโอไทด 
1,475 ถึง 1,490 ของ beta-tubulin (TBU2) gene C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene (Accession 
No. U14138) ที่รายงานไวในฐานขอมูล GenBank (ภาคผนวก) 
  

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอประกอบดวยสารละลายปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ดังนี้  
สวนประกอบ  ปริมาตร (ไมโครลิตร)        ความเขมขนสุดทาย 

น้ํากลั่นฆาเชื้อ (dH2O)    35    - 
10 mM dNTPs  (2.5 mM each)  5    0.25 mM  
10X PCR buffer    5    1X  
Primer CTBF (50 μM)   1    1 μM 
Primer CTBR (50 μM)   1    1 μM 
25 mM MgCl2    1    0.5 mM   
Tag DNA polymerase (5Unit/μl)   1    0.1 Unit 
ดีเอ็นเอตนแบบ    1                   10-100 ng 
  

ผสมสวนประกอบดังกลาวใหเขากันแลวนําเขาเครื่อง programmable thermal controller,  
PTC-100TM (MJ Research) โดยมีเงื่อนไขในการทําปฏิกิริยาดังนี้  
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1.  initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  เวลา 2 นาที 
2.  denaturation   ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เวลา 1 นาที 
     annealing   ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส  เวลา 1 นาที 
    extension  ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เวลา 1 นาที 
3.  final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เวลา 10 นาที 
 
 จากนั้นทําการตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี gel electrophoresis บน 1.5% agarose gel โดยนํา
ผลผลิตจากการทํา PCR ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 2 ไมโครลิตร แลวแยกขนาด
ของดีเอ็นเอบน 1.5% agarose gel electrophoresis ใน 1X TBE buffer ดวยเครื่อง electrophoresis gel 
tank โดยใชความตางศักยไฟฟา 100 โวลต เวลา 30 นาที จากนั้นนําแผนเจลมายอมดวย ethidium 
bromide ที่เตรียมไวเปนเวลาประมาณ 20 นาที และยายเจลมาลางในน้ําสะอาดเปนเวลาประมาณ  
5 นาที และนําแผนเจลไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และบันทึกภาพดวยเครื่อง        
Gel documentation (SYNGRNE; Gene Genius Bio Imaging System) 
 

6.3 วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด (Sequencing)  
  ทําการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ beta-tubulin (TBU2) 
gene จากผลผลิตของ PCR ขางตน โดยใชความเขมขนของ PCR product ในแตละตัวอยางประมาณ 
20 นาโนกรัมตอ 25 ไมโครลิตร โดยใชความเขมขนของ primer CTBF และ CTBR อยางละ  
3.2 ไมโครโมล ตอ 1 ไมโครลิตร และใช ABI  Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit และอาน
ดวยเครื่อง ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer  
 

6.4 การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด 
  นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาศึกษาเปรียบเทียบความเหมือนกับขอมูลลําดับ
เบสของ beta-tubulin (TBU2) gene ที่มีรายงานไวในฐานขอมูล GeneBank ของ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI), USA ดวยโปรแกรม BLAST โดยเขาไปที่ http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/Genbank และเขาไปในสวนของ BLAST นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดวางลงไปใน
โปรแกรม เลือก nucleotide blast เลือก nucleotide collection (nr/nt) และทําการ sequence alignment 
โดยเลือกที่ BLAST ขั้นตอนนี้จะไดขอมูลสําหรับการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดออกมา  

 
 

จํานวน 40 รอบ 
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จากนั้นทําการเลือกใหแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนเทียบกับขอมูลของลําดับ 
นิวคลีโอไทด โดยเลือก Reformat these Results เลือก CDS feature เลือก view report จะไดขอมูล
ของการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดพรอมกับการเปรียบเทียบกรดอะมิโนควบคูกัน นอกจากนี้
ยังสามารถนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปทําการแปลรหัสเปนกรดอะมิโนดวยโปรแกรม ORF 
Findrer (Open Reading Frame Finder) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) และนําขอมูล
ลําดับกรดอะมิโน ที่ทําการแปรรหัสไดมาเปรียบเทียบกับขอมูลของลําดับกรดอะมิโนที่มีรายงานไว
ในฐานขอมูล GeneBank ของ NCBI ดวยโปรแกรม BLAST ไดอีกเชนกัน      
 
7. สถานที่ดําเนินการวิจัยและรวบรวมขอมูล 
 7.1 หองปฏิบัติการวิจัยและเทคโนโลยีชีวภาพ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 7.2  หองปฏิบัติการโครงการยอยบัณฑิตศึกษา และวิจัยสาขาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร  
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
 
8. ระยะเวลาทําการวิจัย 
 เดือนสิงหาคม 2548 – กรกฎาคม 2550 
 
 
 


