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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1.  Inhibitory Mold Agar 2 (IMA-2) (Shimizu et al., 2000) 

glucose     5 กรัม 

 soluble starch    5 กรัม 

 beef extract    1 กรัม 

 yeast extract    1 กรัม 

 NZ-case  (enzyme hydrolyzed casein) 2 กรัม 

 NaCl     2 กรัม 

 CaCO3     1 กรัม 

 agar                   15 กรัม 

 น้ํากล่ัน            1000 มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อ (Autoclave) ดวยหมอนึ่งอัดแรงดัน ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 

ปอนด/ตารางนิ้ว ระยะเวลา 15 นาที 

 

2.  ISP medium 2 : Yeast extract-malt extract agar (Shirling and Gottlieb, 1966)   
 yeast extract      4  กรัม 

 malt extract               10 กรัม 

 dextrose      4  กรัม 

 agar               20  กรัม 

 น้ํากล่ัน                                      1000           มิลลิลิตร 

 ปรับคาความเปนกรดดาง (pH) ท่ี 7.3 จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส   

ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนระยะเวลา 20 นาที 

 

3. Potato dextrose agar (PDA) 
 glucose     20  กรัม  

 potato                            200 กรัม  

 agar     15  กรัม 

นําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนระยะเวลา 

20 นาที 
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4. S medium (Tan et  al.,  2006) 
 glucose     20  กรัม  

 casein hydrolysate     4 กรัม 

 K2HPO4     0.5 กรัม 

 MgSO4·7H2O    0.2 กรัม 

 CaCl2·2 H2O    0.1 กรัม 

 ferric citrate    10 มิลลิกรัม 

 CoSO4· H2O    0.01 มิลลิกรัม 

 CuSO4· 5H2O    0.1 มิลลิกรัม 

 H3BO3       1.5 มิลลิกรัม 

 MnSO4· H2O     0.8 มิลลิกรัม 

 (NH4)6Mo7O24· 4H2O    0.2 มิลลิกรัม 

 ZnSO4· 7H2O     0.6 มิลลิกรัม 

 agar                  12  กรัม 

 น้ํากล่ัน                                         1000       มิลลิลิตร 

นําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนระยะเวลา 

20 นาที 

 

5. สารเคมีที่ใชในปฎิกิริยา PCR ตอเชื้อแอกติโนไมซีสต 1 ไอโซเลท  

2x PCR mastermix   25.00 ไมโครลิตร 

F1 primer      1.00 ไมโครลิตร 

R5 primer      1.00 ไมโครลิตร 

DNA template      1.00 ไมโครลิตร 

น้ํากล่ัน     22.00 ไมโครลิตร 

ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน  
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6. สารเคมีที่ใชในปฏิกิริยา RFLP ตอเชื้อแอกติโนไมซีสต 1 ไอโซเลท 

6.1 ปฏิกิริยา RFLP ตัดดวยเอ็นไซม SphI 

 ผลผลิตของ PCR      5.00 ไมโครลิตร 

 buffer       2.00 ไมโครลิตร 

 เอ็นไซม  SphI      0.50 ไมโครลิตร 

น้ํากล่ัน                12.50 ไมโครลิตร 

 

6.2 ปฏิกิริยา RFLP ตัดดวยเอ็นไซม KpnI 

 ผลผลิตของ PCR      5.00 ไมโครลิตร 

 buffer       2.00 ไมโครลิตร 

 เอ็นไซม  KpnI      0.63 ไมโครลิตร 

น้ํากล่ัน                12.37 ไมโครลิตร 

 

6.3 ปฏิกิริยา RFLP ตัดดวยเอ็นไซม PstI 
 ผลผลิตของ PCR      5.00 ไมโครลิตร 

 buffer       2.00 ไมโครลิตร 

 เอ็นไซม  PstI      0.63 ไมโครลิตร 

น้ํากล่ัน                12.37 ไมโครลิตร 

 

6.4 ปฏิกิริยา RFLP ตัดดวยเอ็นไซม ScaI 

 ผลผลิตของ PCR      5.00 ไมโครลิตร 

 buffer       2.00 ไมโครลิตร 

 เอ็นไซม  ScaI      0.55 ไมโครลิตร 

น้ํากล่ัน                12.45 ไมโครลิตร 

 

6.5 ปฏิกิริยา RFLP ตัดดวยเอ็นไซม Kzo 91 

 ผลผลิตของ PCR      5.00 ไมโครลิตร 

 buffer       2.00 ไมโครลิตร 

 เอ็นไซม  Kzo 91      0.20 ไมโครลิตร 

น้ํากล่ัน                12.80 ไมโครลิตร 
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ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน จากนั้นจึงนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37                

องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 16 ช่ัวโมง  

 

7. สารเคมีสําหรับทําอิเลกโตรโฟรีซีส 
Ethidium bromide (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 ละลายสาร ethidium bromide 1 กรัม ในน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ใสในภาชนะ

ทึบแสง หรือใชแผน aluminium foil หุมภาชนะปดใหสนิท เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใน

การเตรียมสารนี้ตองใสถุงมือและระวังไมหายใจเอาผงของ ethidium bromide เขาไป เนื่องจากสาร

ชนิดนี้มีคุณสมบัติเปน strong agent 
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ตารางที่ 1 ขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อเอนโดไฟทติก แอกติโนไมซีสต ท่ีไดจากการวิเคราะห 

PCR-RFLP โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ 3 ชนิด คือ PstI, SphI และ Kzo 91  

 
ไอโซเลท เอนไซมตัดจําเพาะ 

  PstI SphI Kzo 91  
MJC-B1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MJC-B2 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

SSC1-L1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

SSC1-L2 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

SSC1-L3 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

SSC1-L4 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

SSC2-B1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

SSC2-B2 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

SSC2-B3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

SSC2-B4 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

SSC2-R1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

SSC2-R2 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

SSC2-R3 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

SSC2-R4 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC1-L1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC1-L2 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC1-L3 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC1-L4 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC1-L5 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC1-R1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC1-R2 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 

 
ไอโซเลท เอนไซมตัดจําเพาะ 

  PstI SphI Kzo 91  
MWC1-R3 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC1-R4 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC1-R5 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC1-R6 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC1-R7 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

MWC1-R8 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

MWC1-R9 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC1-R10 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC1-R11 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

MWC1-R12 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC1-R13 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC2-B1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC2-B2 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC2-B3 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC2-B4 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC2-R1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC2-R2 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC2-R3 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC3-B1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

MWC3-B2 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

MWC3-B3 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC3-B4 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC3-B5 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC3-B6 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 

 
ไอโซเลท เอนไซมตัดจําเพาะ 

  PstI SphI Kzo 91  
MWC3-B7 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC3-B8 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC3-B9 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC3-B10 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC3-B11 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWC3-B12 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC3-B13 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC3-B14 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC3-B15 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWC3-B16 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT1-L1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT1-L2 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT1-L3 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

MWT2-L1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT2-L2 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT2-L3 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT2-L5 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT2-L6 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT2-L7 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT2-L8 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT2-L10 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT2-L11 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT2-L14 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT2-L15 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 

 
ไอโซเลท เอนไซมตัดจําเพาะ 

  PstI SphI Kzo 91  
MWT2-L16 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT2-L17 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT2-L18 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT3-L2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

MWT3-L3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

MWT3-L4 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B2 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

MWT3-B3 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

MWT3-B4 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

MWT3-B5 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

MWT3-B6 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

MWT3-B7 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B8 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B9 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B10 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B11 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B12 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B13 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B14 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B15 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B16 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B17 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 

MWT3-B18 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 



113 

 

ตารางที่ 1 (ตอ) 

 
ไอโซเลท เอนไซมตัดจําเพาะ 

  PstI SphI Kzo 91  
MWT3-B19 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

MWT3-B20 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

 

 

ตารางที่ 2 ผลการเจริญของเชื้อรา Alternaria sp. และเปอรเซ็นตการยับยั้งของเชื้อเอนโดไฟทติก  

   แอกติโนไมซีสต จํานวน 17 ไอโซเลท ท่ีมีเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา ตั้งแต  
   50 เปอรเซ็นตขึ้นไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท อัตราการเจริญ เปอรเซ็นตการยับยั้ง 

SSC1-L1 1.85 53.65 

SSC1-L3 1.93 51.68 

SSC2-B1 1.64 59.10 

SSC2-B2 1.92 52.08 

SSC2-B3 1.73 56.70 

SSC2-R1 0.78 80.53 

SSC2-R2 1.05 73.65 

SSC2-R3 0.96 75.93 

SSC2-R4 1.01 74.70 

MWC1-L3 1.95 51.18 

MWC1-L4 2.25 56.35 

MWC1-R4 1.47 63.10 
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ตารางที่ 2 (ตอ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 3    ผลการเจริญของเชื้อรา Fusarium oxysporum และเปอรเซ็นตการยับยั้งของเชื้อ              

เอนโดไฟทติก  แอกติโนไมซีสต จํานวน 22 ไอโซเลท ท่ีมีเปอรเซ็นตการยับยั้งการ

เจริญของเชื้อรา ตั้งแต 50 เปอรเซ็นตขึ้นไป 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไอโซเลท อัตราการเจริญ เปอรเซ็นตการยับยั้ง 

MWC1-R5 1.78 55.65 

MWC2-B1 1.39 65.35 

MWC3-B2 1.85 53.68 

MWC3-B8 1.45 63.70 

MWC3-B16 1.87 53.23  

ไอโซเลท อัตราการเจริญ เปอรเซ็นตการยับยั้ง 

SSC1-L1 2.32 57.89 

SSC1-L3 2.07 51.90       

SSC2-B1 2.47 61.77      

SSC2-B3 2.05 51.35           

SSC2-R1 0.74 81.50 

SSC2-R2 1.22 69.55 

SSC2-R3 0.97 74.80 

SSC2-R4 2.75 68.73 

MWC2-B2 1.78 55.40       



115 

 

ตารางที่ 3 (ตอ) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท อัตราการเจริญ เปอรเซ็นตการยับยั้ง 

MWC2-B3 1.91 52.32        

MWC3-B1 1.71 57.25 

MWC3-B2 1.82 54.45    

MWT1-L1 1.81 54.65        

MWT2-L2 1.51 62.14     

MWT2-L7 1.63 59.28      

MWT2-L8 1.79 55.28       

MWT3-L3 1.91 52.35        

MWT3-B1 1.90 52.40         

MWT3-B7 1.71 57.23       

MWT3-B10 1.87 53.33         

MWT3-B15 1.94 51.48 

MWT3-B17 1.88 52.95        
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ประวัติผูเขียน 
 

ชื่อ   นางสาวณัฐสุดา บรรเลงสวรรค 

วัน เดือน ปเกิด  3 ธันวาคม 2528 

ประวัติการศึกษา สําเร็จการศึกษาจากชั้นประถมศึกษา จากโรงเรียนดาราวิทยาลัย  

อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 

    

สําเร็จการศึกษาจากชั้นมัธยมศึกษาตอนตน จากโรงเรียนดาราวิทยาลัย 

อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 

 

สําเร็จการศึกษาจากชั้นมัธยมศึกษาตอนปลาย จากโรงเรียน              

ปรินสรอยแยลสวิทยาลัย อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 

 

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี (วิทยาศาสตรบัณฑิต) ปการศึกษา 2550 

จากภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 

 

 


