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บทที ่3 

อุปกรณ์ และวธีิการ 
               

การทดลองที ่1 : การทดสอบความต้านทานของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรค              
   แอนแทรคโนสพริกต่อสารกาํจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิม  

1.1 การแยกเช้ือราบริสุทธ์ิ และเกบ็รวบรวมเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
พริก  

  เกบ็ตวัอยา่งโรคแอนแทรคโนส จากแปลงปลูกพริกของเกษตรกรท่ีใชส้ารกาํจดัเช้ือรา    
คาร์เบนดาซิม ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในเขต อ.สนัทราย อ.แม่ริม และสุ่มเกบ็ตวัอยา่งผล
พริกจากตลาดในจงัหวดัเชียงใหม่นาํมาแยกเช้ือสาเหตุตามลกัษณะอาการท่ีปรากฏ โดยแบ่งวิธีการ
แยกเช้ือออกเป็น 2 วิธีการดงัน้ี การแยกเช้ือจากตวัอยา่งท่ีไม่ปรากฏสปอร์บนบาดแผลตามวิธีการ
ของ Photita et al. (2005) โดยนาํส่วนของพืชอาศยัมาลา้งดว้ยนํ้าไหลเป็นเวลาประมาณ10 นาที เพือ่
ลา้งส่ิงปนเป้ือนต่างๆออก ตดัช้ินพืชบริเวณแผลกบัเน้ือเยือ่ปกติใหมี้ขนาดเลก็ประมาณ 0.5 x 0.5 
เซนติเมตร ฆ่าเช้ือท่ีผวิโดยจุ่มช้ินพืชใน 10% Clorox (1% sodium hypochlorite) เป็นเวลา 1-3 นาที 
(ข้ึนอยูก่บัความหนาบางของช้ินพืช) ลา้งดว้ยนํ้ากลัน่ฆ่าเช้ือประมาณ 3-5 นาที ซบัช้ินพืชใหแ้หง้
ดว้ยกระดาษชาํระท่ีฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นนาํช้ินพืชวางลงบนอาหาร PDA (potato dextrose agar) บ่ม
ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (28 + 2๐C) ประมาณ 3-4 วนั จึงเข่ียบริเวณปลายเสน้ใยมาเล้ียงบนอาหาร PDA 
ใหม่ จากนั้นเล้ียงเช้ือลงในหลอดอาหาร PDA ท่ีผวิหนา้เอียง เกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4OC เพื่อใชเ้ป็น stock 
culture การแยกเช้ือจากตวัอยา่งท่ีปรากฏสปอร์บนผลพริกท่ีมีลกัษณะแผลชํ่านํ้ า กลุ่มสปอร์มีสี
ชมพ-ูสม้ (single-spore) ตามวิธีการของ Choi et al. (1999) โดยใช ้ loop ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้แตะ
ลงบนสปอร์ (spore masse) นาํมา streak บนอาหาร PDA บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เม่ือเช้ือเจริญใชเ้ขม็เข่ีย 
เข่ียเสน้ใยมาเล้ียงบนอาหาร PDA จากนั้นเล้ียงเช้ือลงในหลอดอาหาร PDA ท่ีผวิหนา้เอียง เกบ็ท่ี
อุณหภูมิ 4OC เพื่อใชเ้ป็น stock culture (ภาพ 2) ส่วนการแยกเช้ือจากสปอร์บนผลพริกท่ีมีลกัษณะ
แผลแหง้ กลุ่มสปอร์มีสีดาํเรียงซอ้นกนัเป็นวง แยกโดยนาํตวัอยา่งท่ีไดม้าส่องภายใตก้ลอ้งสเตอริโอ
ท่ีกาํลงัขยาย 40X โดยใชป้ากคีม (forcep) ปลายแหลมท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ นาํโครงสร้างสปอร์ วาง
บนอาหาร PDA บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งจนกวา่เช้ือราเจริญ ใชเ้ขม็เข่ีย เข่ียเสน้ใยมาเล้ียงบนอาหาร PDA 
จากนั้นเล้ียงเช้ือลงในหลอดอาหาร PDA เกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4OC เพื่อใชเ้ป็น stock culture (ภาพ 3) 
ต่อไป 
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                     ภาพ 2 การแยกเช้ือรา Colletotrichum sp. ดว้ยวิธี streak plate 

 
 
 

 
 
  

ภาพ 3 การแยกเช้ือรา Colletotrichum sp. ภายใตก้ลอ้งสเตอริโอ 
 
 

1.2 การประเมินระดับความต้านทานของเช้ือรา Colletotrichum spp. ต่อสารป้องกนักาํจัด          
เช้ือราคาร์เบนดาซิม 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 
ดงัน้ีคือ 0, 0.1, 1, 10, 100, 500 และ  1000 μg/ml (ภาคผนวก ก) โดยเทอาหารใส่จานอาหารเล้ียงเช้ือ
ท่ีมีเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตร จานละประมาณ 10 มิลลิลิตร (ท้ิงไวจ้นผวิหนา้อาหารแหง้) 
ทดสอบความตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมดว้ยวิธี culture disc technique โดยใช ้ cork 
borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร ตดัปลายเสน้ใยของเช้ือราแต่ละไอโซเลท ท่ีแยกไดม้า
เล้ียงบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมความเขม้ขน้ต่างๆ โดยทาํการทดลอง
ความเขม้ขน้ละ 3 ซํ้าต่อไอโซเลท (ภาพ 4) บนัทึกลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา และการเจริญของ    
เช้ือรา โดยวดัขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือราเม่ือเช้ือราชุดควบคุมเจริญเตม็ท่ี โดยบนัทึก
ทั้งในแกน x และ แกน y แลว้หาค่าเฉล่ียการเจริญเสน้ใยของเช้ือรา จากนั้นนาํขอ้มูลท่ีไดม้าประเมิน
ตามหลกัเกณฑใ์นขอ้ 1.2.1 และ 1.2.3 

เช้ือสาเหตุบนอาหาร PDA slant tube 

  เช้ือสาเหตุบนอาหาร PDA          slant tube 
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ภาพ 4 ลกัษณะการวางเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม     
 
 

 หลกัเกณฑใ์นการประเมินระดบัความตา้นทานของเช้ือราต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม 
พิจารณาจาก (ดดัแปลงจาก Farungsang and Farungsang (1992), Koenraadt et al. (1992) และ 
Peres et al. (2004))  

 

1.2.1 ความสามารถเจริญได้บนอาหาร PDA ทีผ่สมสารกาํจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิมทีร่ะดับความ
เข้มข้นต่างๆ 

 

 เม่ือเล้ียงเช้ือรา Colletotrichum spp. เป็นเวลา 7 วนั หรือจนกว่าเช้ือราในชุดควบคุมเจริญ
เต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือนําเช้ือราจากทุกไอโซเลทมาจัดระดับความต้านทานต่อสารกําจัด             
เช้ือราคาร์เบนดาซิม 4 ระดบั ดงัน้ีคือ  

 เช้ือราท่ีอ่อนแอต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม (sensitive: S) คือเช้ือราท่ีไม่สามารถเจริญ
ไดห้รือเจริญไดเ้พียงเลก็นอ้ยบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบั
ความเขม้ขน้ < 1 μg/ml 

 เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัตํ่า (weakly resistant: WR) คือ    
เช้ือราท่ีเจริญไดบ้นอาหาร PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัความเขม้ขน้          
≤ 10 μg/ml 

 เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัปานกลาง (moderately resistant : 
MR) คือเช้ือราท่ีเจริญไดบ้นอาหาร PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัความ
เขม้ขน้ ≤ 100 μg/ml 

  เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัสูง (highly resistant : HR) คือเช้ือ
ราท่ีสามารถเจริญไดบ้นอาหาร PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัความ
เขม้ขน้ ≥ 500 μg/ml 

 

เช้ือราทดสอบ 

μg/ml 
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       ตาราง 2 ระดบัความตา้นทานสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม 4 ระดบั 
 

ระดบัความต้านทาน1 
ความเข้มข้นของสารป้องกนักาํจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิม (μg/ml) 
0.1 1 10 100 5003 1,000 

Sensitive (S) 
2 X X X X X 

  X X X X 
Weakly resistant (WR)    X X X 
Moderately resistant (MR)     X X 

Highly resistant (HR)      X 
      

1S; ≤ 1 μg/ml, WR; ≤ 10 μg/ml, MR; ≤ 100 μg/ml, HR;  ≥ 500 μg/ml  
2 =   เช้ือราท่ีเจริญไดต้ั้งแต่ 10% ข้ึนไป เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
X    =   เช้ือราท่ีเจริญไม่ได ้หรือเจริญไดน้อ้ยกวา่ 10 % เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
3อตัราแนะนาํ 

 

1.2.3 เปอร์เซ็นต์การเจริญของเช้ือราบนอาหาร PDA ทีผ่สมสารกาํจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิมที่
ระดับความเข้มข้นต่างๆ 
 

นาํค่าเฉล่ียการเจริญของเช้ือราท่ีไดจ้ากการทดสอบมาประเมินหาอตัราการเจริญเติบโตของ
เช้ือราบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมในแต่ละความเขม้ขน้ โดยเปรียบเทียบ
กบัชุดควบคุม คาํนวณจากสมการ ดงัน้ี 

 
 

 เปอร์เซ็นตก์ารเจริญของเช้ือรา    =    ค่าเฉล่ียเสน้ผา่นศูนยก์ลางโคโลนีชุดทดสอบ  x 100 
        (เทียบกบัชุดควบคุม)      ค่าเฉล่ียเสน้ผา่นศูนยก์ลางโคโลนี ชุดควบคุม  

 
จากนั้นนาํเปอร์เซ็นตก์ารเจริญเติบโตของเช้ือราท่ีไดม้าเปรียบเทียบอตัราการเจริญเติบโต

ของเช้ือราในแต่ละความเขม้ขน้ 5 ระดบัการเจริญ ดงัน้ีคือ  
   -            =       เช้ือราท่ีเจริญได ้≤ 10 % เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
   +           =       เช้ือราท่ีเจริญได ้35% ≤ 10% เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
  ++         =        เช้ือราท่ีเจริญได ้65% ≤ 35% เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
 +++   =       เช้ือราท่ีเจริญได ้90% ≤ 65% เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
++++   =       เช้ือราท่ีเจริญได ้≥ 90% เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
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การทดลองที ่ 2 : การศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของเช้ือรา Colletotrichum spp. ทีต้่านทานต่อ

      สารกาํจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิม 

2.1 เพิม่ปริมาณยนี beta-tubulin ด้วยเทคนิค Nested PCR  

 2.1.1 เตรียมเส้นใยเช้ือรา และสกดัดีเอน็เอ 

 เล้ียงเช้ือรา Colletotrichum spp. (ตาราง 3) บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป็นเวลา 7 วนั หรือจน
เช้ือเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นใช ้ spatula ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ขดูเสน้ใยเช้ือราลงใน
หลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาณ 0.1-0.2 กรัม จากนั้นนาํมาสกดัดีเอน็เอดว้ยชุด 
Nuclospin Plant Kit® โดยนาํเสน้ใยเช้ือราท่ีเตรียมไวใ้ส่ในโกร่งท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้ เติม
ไนโตรเจนเหลวลงไป เพื่อใหเ้สน้ใยแขง็ตวั จากนั้นบดเสน้ใยใหเ้ป็นผง ตกัใส่หลอด Eppendorf 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม PL1 buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้คร่ือง Vortex 
เติม RNaseA ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ PL1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช้
เคร่ือง Vortex นาํไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 
65OC เป็นเวลา 10 นาที นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น
ประกอบชุดทดลองสาํเร็จรูป (ชุด kit) และดูดของเหลวใสท่ีไดใ้ส่ใน column สีม่วง นาํไปป่ันเหวีย่ง
ดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที ดูดส่วนใสดา้นบนใส่หลอด Eppendorf ใหม่ 
จากนั้นเติม PC buffer ปริมาตร 450 ไมโครลิตร ใช ้pipette ดูดข้ึนลง 5 คร้ัง จากนั้นประกอบชุด kit 
และดูดของเหลวใสท่ีไดใ้ส่ใน column สีเขียว นาํไปป่ันเหวีย่งความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 
1 นาที เทของเหลวในหลอดท้ิง จากนั้นลา้งซิลิกา เมมเบรน (silica membrane)ใน column สีเขียว 
ดว้ย PW buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงใน column สีเขียว นาํไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 
12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวท้ิง แลว้เติม PW2 buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 
ใน column สีเขียว นาํไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวท้ิง 
แลว้เติม PW2 buffer อีก 200 ไมโครลิตร ลงใน column สีเขียว นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที แลว้เติม PE elution buffer (อุ่นท่ี 70OC มาก่อน) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
ลงใน column สีเขียว บ่มท่ีอุณหภูมิ 70OC เป็นเวลา 5 นาที เพื่อละลายเอาส่วนของดีเอน็เอจากซิลิกา
เมมเบรนของ column สีเขียว นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที แลว้
เติม PE elution buffer อีก 25 ไมโครลิตร ลงใน column สีเขียวอีกคร้ัง บ่มท่ีอุณหภูมิ 70OC เป็นเวลา 
5 นาที นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเกบ็ดีเอน็เอท่ีไดไ้วท่ี้
อุณหภูมิ 20OC จนกวา่จะนาํมาใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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ตาราง 3 เช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีนาํมาสกดัดีเอน็เอ  
 

ลาํดบัท่ี ไอโซเลท2 ชนิดของเช้ือรา 
ระดบัความ
ตา้นทาน1 

1        Cc8                         C. capsici  
2 Cg24 C. gloeosporioides S 
3 Cg30 C. gloeosporioides  
4        Cc1                         C. capsici 

WR 
5        Cc9                         C. capsici 
6 Cg46 C. gloeosporioides MR 
7        Cg5 C. gloeosporioides 

 HR 
 

8 Cg22 C. gloeosporioides 
9 Cg14 C. gloeosporioides 
10 Cg23 C. gloeosporioides 
11 Cg27 C. gloeosporioides 
12 Cg28 C. gloeosporioides 
13 Cg40 C. gloeosporioides 
14 Cg44 C. gloeosporioides 
15 Cc43                         C. capsici 
16 Cc53                         C. capsici 
17 Cg60 C. gloeosporioides 
18 Cg73 C. gloeosporioides 
19 Cg75 C. gloeosporioides 
20 Cg78                         C. capsici 
21 Cg86                         C. capsici 

1 S = Sensitive (≤ 1 μg/ml) WR = Weakly resistant (≤ 10 μg/ml), MR = Moderately resistant (≤ 100 μg/ml),         
  HR = Highly resistant (≥ 500 μg/ml) 
2Cc = Colletotrichum capsici, Cg = Colletotrichum gloeosporioides 
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 2.2.2 ตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณดีเอน็เอด้วยวธีิ agarose gel electrophoresis 

ตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอท่ีสกดัไดโ้ดยการทาํอิเลก็โทรโฟริซีสใน 1% agarose gel  
โดยชัง่ agarose 1 กรัม เติม running buffer (50x TAE buffer) 100 มิลลิลิตร หลอมเจลใหล้ะลายดว้ย
ไมโครเวฟ เม่ือเจลมีอุณหภูมิประมาณ 60OC เติม 1x ethidium bromide (EtBr) ปริมาตร                   
7 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นเทลงในถาดเจลใหมี้ความหนาประมาณ 0.5 เซนติเมตร ระวงั
อยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ เสียบหวีท่ีปลายขา้งหน่ึงของถาดเจล เพื่อใหเ้กิดช่องเลก็ๆ (well) สาํหรับใส่
ตวัอยา่ง ท้ิงไวป้ระมาณ 1 ชัว่โมง เพื่อใหเ้จลแขง็ ค่อยๆ ดึงหวีออก นาํถาดเจลใส่ลงไปในเคร่ือง 
อิเลก็โทรโฟริซีสโดยใหด้า้นท่ีมีช่องสาํหรับหยอดตวัอยา่งอยูท่างขั้วลบ เติม 50x TAE buffer ลงไป
พอท่วมแผน่เจล จากนั้นดูดดีเอน็เอผสมกบั loading dye ในอตัราส่วน 2:1 ไมโครลิตร หยอดลงใน 
well และเปรียบเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน (marker) ใชก้ระแสไฟฟ้าความต่างศกัย ์ 100 โวลต ์ เป็น
เวลา 30 นาที นาํไปตรวจดูภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต และบนัทึกภาพ  

จากนั้นนาํดีเอน็เอท่ีไดม้าเพิม่ปริมาณดีเอน็เอตรงตาํแหน่งบางส่วนของยนี beta-tubulin 
ดว้ยเทคนิค Nested Polymerase Chain Reaction (PCR) ซ่ึงอาศยัการทาํ PCR 2 ขั้นตอนดว้ย       
ไพรเมอร์ 2 คู่ โดยไพรเมอร์คู่แรกจะใชส้าํหรับทาํ PCR ขั้นตอนแรก (1st PCR) คือ ไพรเมอร์ TB2L 
forward (5′-GTT TCC AGA TCA CCC ACT CC-3′) และ TB2R reverse (5′-TGA GCT CAG 
GAA CAC TGA CG-3′) ท่ีผลิตโดยบริษทั iNtRON BIOTECHNOLOGY, INC. ซ่ึงไพรเมอร์คู่แรก
จะเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบริเวณรอบนอกรวมถึงตาํแหน่งยนี beta-tubulin ซ่ึงมกัจะพบในเช้ือราท่ี
ตา้นทานต่อสารป้องกนักาํจดัเช้ือราเบโนมิล (Peres et  al., 2004) ออกแบบไพรเมอร์ โดยใช ้     
ไพรเมอร์ 3 software ซ่ึงอาศยัตน้แบบจากลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากยนี beta-tubulin ของเช้ือรา 
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene (GenBank accession no. U14138) (ภาพ 5) 
เตรียมส่วนผสมการทาํ PCR ขั้นแรก (1st PCR) ในหลอด PCR ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ตามตาราง 4 
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       1     GCTTCCGGCAACAAGTACGTGCCCCGTGCCGTCCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATG 60 
       54      A  S  G  N  K  Y  V  P  R  A  V  L  V  D  L  E  P  G  T  M 73  
                       
        
       61    GACGCCGTCCGTGCTGGTCCTTTCGGCCAGCTGTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGC 120 
       74     D  A  V  R  A  G  P  F  G  Q  L  F  R  P  D  N  F  V  F  G   93 
                      
       
       121   CAGTCTGGTGCCGGCAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACCGAGGGTGCCGAGCTAGTC 180 
       94     Q  S  G  A  G  N  N  W  A  K  G  H  Y  T  E  G  A  E  L  V  113                         
 
       
       181   GACCAGGTTCTCGATGTTGTCCGCCGCGAGGCTGAGGGCTGCGACTGCCTCCAGGGTTTC 240 
       114    D  Q  V  L  D  V  V  R  R  E  A  E  G  C  D  C  L  Q  G  F  133                      
                           
                  
       241   CAGATCACCCACTCCCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACCCTCCTGATCTCC 300 
       134    Q  I  T  H  S  L  G  G  G  T  G  A  G  M  G  T  L  L  I  S  153                      
 
        
       301   AAGATCCGTGAGGAGTTCCCCGACCGCATGATGGCCACCTTCTCCGTCGTTCCCTCCCCC 360 
       154    K  I  R  E  E  F  P  D  R  M  M  A  T  F  S  V  V  P  S  P  173                      
 
        
       361   AAGGTCTCCGACACCGTTGTCGAGCCCTACAACGCCACTCTCTCCGTCCACCAGCTGGTC 420 
       174    K  V  S  D  T  V  V  E  P  Y  N  A  T  L  S  V  H  Q  L  V  193 
 
        
       421   GAGAACTCCGACGAGACCTTCTGCATTGACAACGAGGCTCTCTACGACATTTGCATGCGT 480 
       194    E  N  S  D  E  T  F  C  I  D  N  E  A  L  Y  D  I  C  M  R  213                         
 
       
       481   ACCCTCAAGCTGTCCAACCCCTCTTACGGCGACCTGAACCACCTGGTCTCTGCTGTTATG 540 
       214    T  L  K  L  S  N  P  S  Y  G  D  L  N  H  L  V  S  A  V  M  233                      
 
        
       541   TCCGGTGTCACTACCTGCCTGCGTTTCCCGGGTCAGCTGAACTCTGACCTGCGCAAGCTG 600 
       234    S  G  V  T  T  C  L  R  F  P  G  Q  L  N  S  D  L  R  K  L  253                         
 
        
       601   GCTGTCAACATGGTTCCTTTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATGGTCGGCTTCGCTCCCCTG 660 
       254    A  V  N  M  V  P  F  P  R  L  H  F  F  M  V  G  F  A  P  L  273 
                         
         
       661   ACCAGCCGTGGCGCCCACTCTTTCCGCGCCGTCAGTGTTCCTGAGCTCACCCAGCAGATG 720 
       274    T  S  R  G  A  H  S  F  R  A  V  S  V  P  E  L  T  Q  Q  M  293 
                             
        
       721   TTCGACCCCAAGAACATGATGGCTGCTTCTGACTTCCGCAACGGTCGCTACCTGACCTGC 780 
       294    F  D  P  K  N  M  M  A  A  S  D  F  R  N  G  R  Y  L  T  C  313 
                             
        
       781   TCTGCCATC 789 
       314    S  A  I  316                      
 

 
ภาพ 5  ลาํดบันิวคลิโอไทด์และลาํดบักรดอะมิโนของยีน beta-tubulin (TBU2)(2) ของเช้ือรา 
 Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene สายพนัธ์ุปกติ  (sensitive) 
 

 (1)
Peres et al. (2004)   

(2)
Buhr and Dickman (1994) 

 
 
 

TB2L primer (1st PCR)

target site for benomyl(1) 

CTB2F1 primer (2nd PCR) 

CTB2R1 primer (2nd PCR) 

TB2R primer (1st PCR) 
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ตาราง 4 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ขั้นตอน 1stPCR ในการเพ่ิมปริมาณ
บางส่วนของยนี beta-tubulin 

 

สารประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
10x PCR buffer 
dNTP mix 
Primer TB2L 
Primer TB2R 
DNA template 
นํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
Blend Taq DNA Polymerase 
(TOYOBO) 

5.0 
5.0 
1.0 
1.0 
1.0 
36 
1 

ปริมาตรรวม 50 
 

เม่ือเติมส่วนผสมทุกอยา่งครบแลว้ นาํหลอด PCR tube ท่ีเตรียมพร้อมแลว้ไปเขา้เคร่ือง 
thermal cycler Programmable Thermal Controller PTC-200TM thermocycler (MJ Research, Inc., 
Watertown, MA) โดยกาํหนดอุณหภูมิ และเวลาแต่ละขั้นตอนดงัน้ี 

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

           primer annealing    ท่ีอุณหภูมิ 35OC เวลา 1 นาที 
           extension    ท่ีอุณหภูมิ 72OC เวลา 1 นาที 
      3.  primer extension   ท่ีอุณหภูมิ 72OC เวลา 5 นาที   
 

 จากนั้นตรวจสอบผล PCR (1st PCR) ดว้ยวิธีอิเลก็โทรโฟริซีสโดยผสมผลผลิต PCR คร้ังท่ี 
1 (1stPCR) กบั 6X loading dye ในอตัราส่วน 5:1 ไมโครลิตร เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน ซ่ึงใช ้        
λ DNA digested by Hind III ต่อ 6X loading dye ในอตัราส่วน 8:2 ไมโครลิตร จากนั้นต่อเคร่ือง
อิเลคโทรโฟริซีสเขา้กบัเคร่ืองกาํเนิดไฟฟ้า ใชก้ระแสไฟ 80 โวลต ์ 400 มิลลิแอมป์ เป็นเวลา          
40 นาที จากนั้นนาํเจลไปตรวจดูภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต และบนัทึกภาพ 

 
 

 

30 รอบ 



36 
 

นาํผลผลิต PCR ท่ีไดจ้ากการเพ่ิมปริมาณในขั้นตอนท่ี 1 (1st PCR) มาเพิ่มปริมาณบริเวณ
บางส่วนของยนี beta-tubulin ในขั้นตอน PCR ท่ี 2 (2nd PCR) ดว้ยไพรเมอร์คู่ท่ี 2 คือ CTB2F1 
forward (5′-TCC AAG ATC CGT GAGG -3′) และ CTB2R1 reverse (5′-AAG AAG TGG AGA 
CG -3′) ท่ีออกแบบใหเ้พิม่ปริมาณดีเอน็เอในตาํแหน่ง beta-tubulin ท่ีอยูถ่ดัเขา้ไปจากไพรเมอร์คู่
แรก (ภาพ 5) โดยเตรียมส่วนผสมการทาํ PCR ขั้นตอนท่ี 2 (2ndPCR) ในหลอด PCR ขนาด          
0.5 มิลลิลิตร ตามตาราง 5 
 

ตาราง 5 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ขั้นตอนท่ี 2 (2nd PCR) ในการเพิ่ม
ปริมาณบางส่วนของยนี beta-tubulin 

 

สารประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
10x PCR buffer 
dNTP mix 
Primer CTB2F1 
Primer CTB2R1 
DNA template 
นํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
Blend Taq DNA Polymerase 
(TOYOBO) 

5.0 
5.0 
1.0 
1.0 
1.0 
36 
1 

ปริมาตรรวม 50 
 
เม่ือเติมส่วนผสมทุกอยา่งครบแลว้ นาํหลอด PCR tube ท่ีเตรียมพร้อมแลว้ไปเขา้เคร่ือง 

thermal cycler Programmable Thermal Controller PTC-200TM thermocycler (MJ Research, Inc., 
Watertown, MA) โดยกาํหนดอุณหภูมิ และเวลาแต่ละขั้นตอนดงัน้ี 

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

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

30 รอบ 
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 จากนั้นตรวจสอบผลผลิต PCR คร้ังท่ี 2 (2nd PCR) ดว้ยวิธีอิเลก็โทรโฟริซีสโดยผสม
ผลผลิต PCR คร้ังท่ี 2 กบั 6X loading dye ในอตัราส่วน 5:1 ไมโครลิตร เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน 
ซ่ึงใช ้λ DNA digested by Hind III ต่อ 6X loading dye ในอตัราส่วน 8:2 ไมโครลิตร จากนั้นต่อ
เคร่ืองอิเลคโตรโฟริซิสเขา้กบัเคร่ืองกาํเนิดไฟฟ้า ใชก้ระแสไฟ 80 โวลต ์ 400 มิลลิแอมป์ เป็นเวลา 
40 นาที แลว้นาํเจลตรวจดูภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต และบนัทึกภาพ 
 

2.2 การทาํ Transformation และ colony direct PCR 
 นาํผลผลิตจาก 2nd PCR ท่ีไดม้าโหลดบน 1% low melting point gel (Invitrogen®) โดย
โหลด 2nd PCR product กบั 6X loading dye ในอตัราส่วน 20:3 ไมโครลิตร เทียบกบัดีเอน็เอ
มาตรฐานต่อ 6X loading dye ในอตัราส่วน 8:2 ไมโครลิตร จากนั้นต่อเคร่ืองอิเลก็โทรโฟริซีสเขา้
กบัเคร่ืองกาํเนิดไฟฟ้า เติม 50X TAE ใหท่้วมเจล ใชก้ระแสไฟ 80 โวลต ์400 มิลลิแอมป์ เป็นเวลา 
60 นาที แลว้นาํเจลตรวจดูภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต ใชใ้บมีดท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ตดัเจลบริเวณ
แถบดีเอน็เอท่ีตอ้งการ (ขนาด 341 bp) ลงในหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นาํเจลมาหลอม
ใหล้ะลาย ท่ีอุณหภูมิ 65OC เป็นเวลา 5 นาที หรือจนกวา่เจลจะหลอมหมด จากนั้นดูดเจลท่ีหลอมมา 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใส่ลงใน T-vector pGEM®Easy 0.5 ไมโครลิตร (ภาพ 6) ท่ีเติมนํ้ากลัน่ท่ีฆ่า
เช้ือแลว้ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร, 2x ligation buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (โดยทาํบนนํ้าแขง็) จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 15OC เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
เตรียม competent cell (Escherichia coli) ท่ีแช่แขง็ท่ี -80OC มาทาํใหล้ะลายโดยแช่ในนํ้าแขง็ 
จากนั้นหลอมเจลท่ีบ่มไวเ้ป็นเวลา 12 ชัว่โมงอีกคร้ัง ท่ีอุณหภูมิ 65OC เป็นเวลา 1-2 นาที ดูดลงใน 
competent cell แช่ในนํ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนาํไปแช่ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 42OC เป็น
เวลา 40 วินาที จากนั้นนาํมาแช่ในนํ้าแขง็เป็นเวลา 2 นาที เตรียม SOC medium (Super Optimal 
broth with Catabolite repression) (Invitrogen®) 800 ไมโครลิตร ในหลอดอาหาร (tube) จากนั้นดูด 
competent cell ใส่ลงใน SOC medium บ่มท่ีอุณหภูมิ 37OC เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 
1 ชัว่โมง เทอาหารแขง็ LB (Luria-Bertani) ท่ีผสม 130 mM ampicillin ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลง
บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นหยด X-gal และ IPTG อยา่งละ 30 ไมโครลิตร ใชแ้ท่งแกว้รูปตวัเอล
เกล่ียใหแ้หง้ ดูด SOC medium ท่ีมีส่วนผสมของ competent cell มา 200 ไมโครลิตร หยดลงบน
อาหาร LB ท่ีเตรียมไว ้ ใชแ้ท่งแกว้รูปตวัแอลเกล่ียใหผ้วิหนา้อาหารแหง้ นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37OC 
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
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ภาพ 6 แผนท่ีพลาสมิดเวกเตอร์ (T-vector pGEM®Easy)  
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เลือกโคโลนีสีขาวท่ีข้ึนบนอาหาร LB ท่ีไดโ้ดยใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้แตะ

โคโลนีสีขาว แลว้นาํมาเล้ียงบนอาหารแขง็ LB ท่ีผสมสาร 130 mM ampicillin ปริมาตร                
50 ไมโครลิตร (ภาพ 7) หลงัจากนั้นใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีแตะโคโลนีจุ่มลงในหลอด PCR ท่ีผสมสารดงั
ตาราง 6 (colony direct PCR) นาํไปเขา้เคร่ือง PCR (สุ่มเลือก 4 โคโลนีต่อ 1 ตวัอยา่ง) เพื่อเป็นการ
ตรวจสอบเบ้ืองตน้วา่โคโลนีท่ีเลือกมาเล้ียงบนอาหารแขง็ LB มีส่วนของ insert gene beta-tubulin 
หรือไม่  

 
 
 
 
 
 

ภาพ 7 การเล้ียง Escherichia coli บนอาหารแขง็ LB (Luria-Bertani) ท่ีผสมสาร 130 mM ampicillin 

 

จากนั้นนาํ PCR product ท่ีไดม้าโหลดบน 1% agarose gel โดยมีส่วนผสมของ PCR 
product ต่อ 6xloding dye ในอตัราส่วน 5:2 ไมโครลิตร หากปรากฏแถบดีเอน็เอตรงตาํแหน่ง     
341 bp แสดงวา่โคโลนีท่ีเลือกมามีส่วนของ insert gene beta-tubulin อยู ่ จากนั้นใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีฆ่า
เช้ือแลว้แตะโคโลนีท่ีเล้ียงไวบ้นอาหาร LB โดยเลือกโคโลนีท่ีปรากฏแถบดีเอน็เอในขั้นตอนการทาํ 
colony direct PCR มาเล้ียงในหลอดอาหารเหลว LB ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ท่ีผสม 130 mM 
ampicillin แลว้ โดยใส่ไมจ้ิ้มฟันลงไปดว้ย บ่มท่ีอุณหภูมิ 37OC เขยา่ดว้ยความเร็ว 200 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 10-12 ชัว่โมง จากนั้นดูดใส่หลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นาํไปป่ันเหวีย่งท่ี
ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสท้ิงเกบ็ตะกอนไว ้จากนั้นสกดั plasmid E. 
coli ดว้ย NucleoSpin® plasmid Kit โดยเติม P1 buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
Eppendorf ท่ีมีตะกอนอยู ่ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้คร่ือง Vortex เพื่อใหเ้ซลล ์membrane แตก เติม P2 
buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหลอดไปมาประมาณ 5 คร้ัง เติม N3 buffer 
ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 
ดูดส่วนใสลงใน column สีขาว ป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที ท้ิง
สารละลายส่วนใส เติม PE buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 13,000 รอบ/
นาที เป็นเวลา 1 นาที ท้ิงสารละลายส่วนใส นาํ column ไปป่ันเหวี่ยงใหแ้หง้ ดว้ยความเร็ว        
13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที นาํ column ท่ีไดใ้ส่ในหลอด Eppendorf เติมนํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 

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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50 ไมโครลิตร นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที ท้ิง column สีขาว
เกบ็หลอด Eppendorf ท่ีมีส่วน plasmid ของแบคทีเรียไวเ้พื่อนาํไปทาํ PCR ในขั้นตอนต่อไป เตรียม 
master mix (ตาราง 7, 8) โดยแยกหลอดออกเป็น 2 หลอด คือหลอดท่ีผสมไพรเมอร์ T7 และ       
ไพรเมอร์ Sp6 ดูดตวัอยา่งท่ีได ้ 1 ไมโครลิตร ลงในหลอด PCR ท่ีผสม master mix ไวแ้ต่ละหลอด
แลว้ นาํไปเขา้เคร่ือง PCR     

 

ตาราง 6 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ในขั้นตอนการทาํ colony direct PCR 
 

สารประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
นํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
10X PCR buffer 
dNTP 
ไพรเมอร์ T7 
primerSp6 
Taq (Blend Taq (TOYOBO)) 

3.72 
0.5 
0.5 
0.1 
0.1 

0.08 
ปริมาตรรวม 5 

 

1. initial denaturation      ท่ีอุณหภูมิ 94OC เวลา 5 นาที  
2. template denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 94OC เวลา 30 วินาที  

          primer annealing    ท่ีอุณหภูมิ 50OC เวลา 15 วินาที 
          extension    ท่ีอุณหภูมิ 72OC เวลา 1 นาที 
      3. primer extension   ท่ีอุณหภูมิ 72OC เวลา 5 นาที 
 
 

ตาราง 7 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ในขั้นตอนการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์
โดยใชไ้พรเมอร์ T7  
 

สารประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
นํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
buffer 
ไพรเมอร์ T7 
Big Dye 
template 

13 
3 
1 
2 
1 

ปริมาตรรวม 20 

40 รอบ 
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ตาราง 8 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ในขั้นตอนการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์
โดยใชไ้พรเมอร์ Sp6 
 

สารประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
นํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
buffer 
ไพรเมอร์ Sp6 
Big Dye 
template 

13 
3 
1 
2 
1 

ปริมาตรรวม 20 
 
1. initial denaturation      ท่ีอุณหภูมิ 96OC เวลา 2 นาที  
2. template denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 96OC เวลา 30 วินาที  

          primer annealing    ท่ีอุณหภูมิ 50OC เวลา 15 วินาที 
          extension    ท่ีอุณหภูมิ 60OC เวลา 4 นาที 
     
 ดูด PCR product ท่ีไดล้งในหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม sodium                   
2 ไมโครลิตร และ 100% เอทานอล ท่ีอุณหภูมิ 4OC ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นาํไปผสมใหเ้ขา้กนั
โดยเคร่ือง Vortex เกบ็ท่ีอุณหภูมิ -30OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบ/
นาที ท่ีอุณหภูมิ 4OC เป็นเวลา 30 นาที ดูดสารละลายใสท้ิง เติม 70% เอทานอล ท่ีอุณหภูมิ 4OC 
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 13,200 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4OC เป็นเวลา          
10 นาที ดูดสารละลายส่วนใสท้ิง ผึ่งตะกอนดีเอน็เอใหแ้หง้ จากนั้นนาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์
 

2.3 การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ และเปรียบเทยีบลกัษณะทางพนัธุกรรม  
 เติม buffer Hi-Di TM formamide ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในตะกอนดีเอน็เอ ผสมใหเ้ขา้
กนัโดยใชเ้คร่ือง Vortex เพื่อใหดี้เอน็เอแยกเป็นสายเด่ียว จากนั้นเปล่ียนหลอด Eppendorf เป็น
หลอดสาํหรับใชท้าํ sequence นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 96OC เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นนาํสารละลายดีเอน็
เอไปตรวจสอบลาํดบัเบสดว้ยเคร่ือง ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer โดยตั้งค่าต่างๆ ตามคู่มือ
การใชท่ี้บริษทัผูผ้ลิตแนะนาํ โดยเคร่ืองจะทาํงานประมาณ 3 ชัว่โมงต่อการอ่านค่า 1 ตวัอยา่ง การ
ทาํงานของเคร่ืองจะเป็นไปแบบอตัโนมติั และบนัทึกผลโดยเคร่ืองคอมพิวเตอร์ท่ีต่อกบัเคร่ืองหา
ลาํดบัเบส ซ่ึงเม่ือเสร็จส้ินการทาํงานของเคร่ืองแลว้สามารถนาํขอ้มูลออกจากเคร่ืองคอมพิวเตอร์ 

30 รอบ 
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เพื่อใชใ้นการวิเคราะห์ผลต่อไป โดยเปรียบเทียบขอ้มูลนิวคลีโอไทดท่ี์ไดท้ั้งหมดกบัขอ้มูลจาก 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) ท่ีเวปไซต ์
http://www.ncbi.nlm.gov/Genbank เขา้ไปในส่วนของ BLAST นาํขอ้มูลนิวคลีโอไทดว์างลงใน
โปรแกรม เลือก nucleotide blast เลือก nucleotide collection (nr/nt) จากนั้นทาํการ sequence 
alignment โดยเลือกท่ี BLAST จะไดข้อ้มูลสาํหรับการเปรียบเทียบนิวคลีโอไทดอ์อกมา จากนั้น
เลือกใหแ้สดงตาํแหน่งของกรดอะมิโนเทียบกบัขอ้มูลของลาํดบันิวคลีโอไทด ์ โดยเลือก Reformat 
these results เลือก CDS feature เลือก view report จะไดข้อ้มูลของการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอ
ไทดแ์ละกรดอะมิโน    
 นาํลาํดับนิวคลีโอไทด์ท่ีไดม้าเปรียบเทียบความเหมือนกันระหว่างลาํดับนิวคลีโอไทด์
บางส่วนของยีน beta-tubulin ของทุกตวัอย่าง โดยใชค้อมพิวเตอร์โปรแกรม BioEdit และ
เปรียบเทียบความเหมือนกนัระหวา่งกรดอะมิโนของทุกตวัอยา่งโดยใชโ้ปรแกรม CLUSTAL W 
 
การทดลองที ่3: การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีสในการยบัยั้งการ 

             เจริญเติบโตเช้ือรา Colletotrichum sp และการจัดจําแนกเช้ือแอคติโนมัยซีส 
 

3.1 การเกบ็ตัวอย่าง และการแยกเช้ือแอคตโินมัยซีสจากดิน 
 

 เกบ็ตวัอยา่งดินจากบริเวณเขตอุทยานแห่งชาติดอยปุย พื้นท่ีสูงกาแล และจากแปลงปลูก
พริกใน อ. สนัทรายจาํนวน 7 ตวัอยา่ง โดยเกบ็ตวัอยา่งใส่ถุงพลาสติกใสตวัอยา่งละ 1 กิโลกรัม ผึ่ง
ตวัอยา่งดินใหแ้หง้เป็นเวลา 7-10 วนั จากนั้นบดใหล้ะเอียด กรองดว้ยตะแกรงขนาด 3 มิลลิเมตร 
นาํไปอบฆ่าเช้ือโดยใชดิ้นตวัอยา่งละ 1 กรัม ท่ีอุณหภูมิ 2 ระดบัคือ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 
120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยดดัแปลงจากวิธีการของ Li-Hua and Cheng-Lin (1996) นาํตวัอยา่ง
ดินท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้มาเกล่ียลงบนผวิหนา้อาหาร 4 ชนิด ไดแ้ก่ CSA (caseine starch agar), CA 
(chitin agar), OMA (oatmeal agar) และ SEA (soil extract agar) (ภาพ 8) โดยบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
เม่ือเช้ือเจริญสุ่มเกบ็โคโลนีท่ีเจริญบนอาหารชนิดต่างๆ โดยนาํโคโลนีท่ีไดม้า streak ลงบนอาหาร 
CSAจากนั้น restreak เพื่อใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ และเกบ็ในหลอดอาหาร Emerson’s agar (Rothrock 
and Gottlieb, 1981) เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 
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3cm 1.5cm 

                              
 
              ภาพ 8 การเกล่ียตวัอยา่งดินลงบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิดต่างๆ 
 
 

3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมัยซีสในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา         
       Colletotrichum sp. 
 

 เล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสไอโซเลทต่างๆ ท่ีแยกไดบ้นอาหาร glucose yeast malt agar 
(GYM) เน่ืองจากอาหาร GYM เป็นอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือแอคติโนมยัซีส และ    
เช้ือรา Colletotrichum sp. โดยใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ แตะผงสปอร์ของเช้ือแอคติโนมยั
ซีส streak ลงบนผวิหนา้อาหาร โดยใหห่้างจากจุดศูนยก์ลาง 3 เซนติเมตร (ภาพ 9) ทาํการทดลอง  
ไอโซเลทละ 3 ซํ้า บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 7 วนั เพือ่ใหเ้ช้ือแอคติโนมยัซีสสามารถเจริญเติบโต 
และสร้างสารทุติยภูมิ เน่ืองจากเช้ือแอคติโนมยัซีสเจริญเติบโตชา้กวา่เช้ือราสาเหตุ จากนั้นใช ้ cork 
borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 มิลลิเมตร ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้เจาะบริเวณขอบเสน้ใยของเช้ือรา 
Colletotrichum sp. เพื่อใชเ้ป็นชุดทดสอบ ส่วนชุดควบคุมใหว้างเช้ือราลงบนอาหาร GYM ท่ีไม่มี
เช้ือแอคติโนมยัซีส บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งจนกวา่เช้ือราในชุดควบคุมเจริญถึงตาํแหน่งท่ีวางเช้ือ           
แอคติโนมยัซีส บนัทึกผลโดยวดัเสน้ผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือรา จากนั้นคาํนวณหา
ประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีสในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุ โดยคาํนวณหา
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง 
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                                                                                                          เช้ือแอคติโนมยัซีสไอโซเลท 1  
                                                                                                          เช้ือแอคติโนมยัซีสไอโซเลท 2  
                                                                                                          เช้ือราสาเหตุ  
         
 
 
 
 
 
                     
 
  

                                     ชุดควบคุม                                                  ชุดทดสอบ     

 
ภาพ 9 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีส ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุ

โรคพืช โดยวธีิ dual culture  
 
สูตรคาํนวณเปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง (percent inhibition of radial growth: PIRG) 

 
                                 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง  =   
 

 
โดยประมาณค่าการยบัยั้งดงันี ้(เกษม, 2532) 
              
 
 
 
 
 
3.3 การคดัเลอืกเช้ือแอคติโนมัยซีสทีผ่ลติเอนไซม์ไคติเนส 

  

R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนี 
            เช้ือราสาเหตุในชุดควบคุม 

R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนี         
             เช้ือราสาเหตุในชุดทดสอบ 

     (R1-R2) × 100 
R1 

> 75   เปอร์เซ็นต ์   =          มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูงมาก 
61-75 เปอร์เซ็นต ์  =           มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูง 
51-60 เปอร์เซ็นต ์  =           มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งปานกลาง 
< 50   เปอร์เซ็นต ์  =           มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งต ํ่า 
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 เตรียม colloidal chitin (Hsu and Lockwood, 1975) โดยละลายผงไคตินท่ีไดจ้ากเปลือกปู 
(Fluka) 10 กรัม ดว้ยกรดเขม้ขน้ H3PO4 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เกบ็ในตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 OC เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติมนํ้าปริมาตร 500 มิลลิลิตร ท้ิงไวเ้ป็นเวลา 10 นาที ใชแ้ท่งแกว้คนใหเ้ขา้
กนั กรองดว้ยผา้ขาวบางและลา้งดว้ยนํ้าสะอาดจนกวา่จะได ้pH 6.2-7.2 นาํ colloidal chitin ท่ีไดไ้ป
น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121OC ความดนั 15 ปอนด/์ตารางน้ิว เป็นเวลา 20 นาที เกบ็รักษา colloidal 
chitin ท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ 4OC เพื่อใชใ้นการเตรียม colloidal chitin agar ต่อไป (ภาคผนวก ก)   
 เตรียม 15% colloidal chitin agar (CCA) (Hsu and Lockwood, 1975) (ภาคผนวก ก) โดยเท
ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้แตะผงสปอร์ของเช้ือ
แอคติโนมยัซีสท่ีแยกไดจ้ากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 120OC เป็นเวลา 
1 ชัว่โมง ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp.โดยคดัเลือกเฉพาะ
ไอโซเลทท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งไดม้ากกวา่ 75% แตะลงบนอาหาร 4 จุดต่อ 1 จานอาหารเล้ียงเช้ือ 
(ทาํการทดลองไอโซเลทละ 3 ซํ้า) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง และสงัเกตวงใส (clear zone) ท่ีเกิดข้ึนบน
อาหาร CCA บนัทึกผลการทดลองโดยวดัขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของวงใสท่ีเกิดข้ึน 
 

3.4 การทดสอบประสิทธิภาพอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีสในการยบัยั้งการเจริญเติบโตเช้ือรา         
      Colletotrichum spp. 
 นาํเช้ือแอคติโนมยัซีสจาํนวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-1, OMA60-7, SEA60-34 
SEA120-4, SEA120-28 และ SEA120-38 ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือรา Colletotrichum 
spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ซ่ึงมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุได ้ 100% ใน
หอ้งปฏิบติัการ และสามารถผลิตเอนไซมไ์คติเนสบนอาหารแขง็ 15% colloidal chitin agar โดย
เล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสทั้ง 6 ไอโซเลท ในอาหารเหลว enzyme production medium (EPM) 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมีเปลือกกุง้เป็นแหล่งคาร์บอนในขวดชมพู ่(flask) ขนาด 250 
มิลลิลิตร โดยใช ้ cork borer เจาะเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีเล้ียงบนอาหาร glucose yeast malt agar  
(GYM) (ภาคผนวก ก) มาจาํนวน 10 ช้ิน ลงในอาหารเหลว EPM นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35OC เขยา่
ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 วนั จากนั้นนาํอาหาร EPM ท่ีเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสเป็น
เวลา 15 วนั มาป่ันแยกเอาส่วนตะกอนของเช้ือแอคติโนมยัซีสออก ดว้ยความเร็ว 6,000 รอบ/นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4OC เป็นเวลา 20 นาที นาํส่วนใสท่ีไดเ้กบ็ท่ีอุณหภูมิ 4OC และอีกส่วนหน่ึงนาํมากรองดว้ย
ชุดกรองแบคทีเรีย (Minisart®) ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางรูกระดาษกรอง 0.2 ไมครอน (ดดัแปลงจาก 
ศิริลกัษณ์, 2542)  
 เทอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตร 
โดยเทชั้นแรกใหมี้ความหนาประมาณ 0.1 เซนติเมตร และชั้นท่ีสองหนาประมาณ 0.5 เซนติเมตร 
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(double layer) รอจนผวิหนา้อาหารแหง้ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะ
ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือห่างจากเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 3 เซนติเมตร โดยเจาะ 4 ตาํแหน่งเพื่อใชส้าํหรับ
หยอดอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีส จากนั้นใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร 
ตดัขอบโคโลนีของเช้ือรา Colletotrichum spp. จาํนวน 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ Cg24 (S), Cg49 (WR), 
Cc11 (MR), Cc53 (HR) และ Cg60 (HR) วางตรงกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีเตรียมไว ้ ใช ้            
ไมโครไปเปตดูดอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรอง
เช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) อยา่งละ 20 ไมโครลิตร หยอดลงในหลุม ส่วนชุดควบคุมหยอดเช้ือ 
Bacillus subtilis ผลิตภณัฑท์างการคา้ ตามอตัราแนะนาํเท่ากบั 1×109 CFU/g ปริมาตร                   
20 ไมโครลิตร และอาหาร EPM ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (ภาพ 10) ทาํการทดสอบไอโซเลทละ      
3 ซํ้า บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง และวดัการเจริญของเช้ือราสาเหตุ จากนั้นนาํมาคาํนวนหาเปอร์เซ็นตก์าร
ยบัย ั้งดงัน้ี    
     

สูตรคาํนวณเปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง (percent inhibition of radial growth: PIRG) 

 
                                 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง  =    
 
 

 
 
 
โดยประมาณค่าการยบัย ั้งดงัน้ี (เกษม, 2532) 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
  เช้ือราทดสอบ 

นํ้ากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีส 
นํ้าเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีส 
Bacillus subtilis (ท่ีใชท้างการคา้) 
อาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีส EPM 
(enzyme production medium) 

     (R1-R2) × 100 
R1 

> 75    เปอร์เซ็นต ์      =       มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูงมาก 
61-75  เปอร์เซ็นต ์      =       มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูง 
51-60  เปอร์เซ็นต ์      =       มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งปานกลาง 
< 50    เปอร์เซ็นต ์      =       มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งต ํ่า 

R1  =  ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดควบคุม 
R2  =  ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดทดสอบ 
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ภาพ 10 การทดสอบประสิทธิภาพอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
 สาเหตุโรคพืช  
 

3.5 การจําแนกชนิดของเช้ือแอคติโนมัยซีส 
 ศึกษาและจาํแนกชนิดของเช้ือแอคติโนมยัซีส จาํนวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-1, 
OMA60-7, SEA60-34, SEA120-4 และ SEA120-28 ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตเช้ือรา 
Colletotrichum spp. และผลิตเอนไซมไ์คติเนสดว้ยเทคนิค inclined coverslip โดยใช ้ forcep จุ่ม
แอลกอฮอลผ์า่นไฟฆ่าเช้ือคีบกระจกปิดสไลด ์ (cover slip) ปลอดเช้ือปักลงในอาหารเป็นมุม         
45 องศา ใหลึ้กลงไปในเน้ือวุน้ประมาณคร่ึงแผน่ ในแต่ละส่วนของจานอาหารเล้ียงเช้ือ inhibitory 
mold agar (2IMA-2) (ภาพ 11) จากนั้นใช ้ loop เข่ียเช้ือท่ีตอ้งการศึกษาขีดบนผวิหนา้อาหารบริเวณ
ท่ีสมัผสักบักระจกปิดสไลด ์ บ่มท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งจนกวา่เช้ือเจริญบนอาหาร จากนั้นนาํกระจก
ปิดสไลด ์ ท่ีไดม้ายอ้มสีแบบ simple stain โดยหยดดว้ยสารละลาย 0.1% crystal violet ท้ิงไว้
ประมาณ 3 นาที ใชก้ระดาษทิชชูซบันํ้าออกใหแ้หง้ นาํไปตรวจดูลกัษณะสปอร์ภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ท่ีมีกาํลงัขยาย 100X งามนิจ (2539) โดยเปรียบเทียบลกัษณะต่างๆตามเอกสารของ 
Miyadoh (1997) และ Stanley et al. (1989) เพื่อจาํแนกสกลุของเช้ือแอคติโนมยัซีส 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพ 11 การเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสดว้ยเทคนิค inclined coverslip เพ่ือศึกษาลกัษณะสปอร์ของ  
 เช้ือแอคติโนมยัซีส 
 

 3.5.1 การวเิคราะห์องค์ประกอบผนังเซลล์ diaminopimelic acid (DAP) ของเช้ือ            
           แอคติโนมัยซีส 

กระจกปิดสไลด ์
อาหาร IMA-2 

3 cm 
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 นาํเช้ือแอคติโนมยัซีสจาํนวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-1, OMA60-7, SEA60-34, 
SEA120-4, SEA120-28 และ SEA120-38 มาวิเคราะห์หา diaminopimelic acid (DAP) ซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบภายในผนงัเซลลข์องเช้ือแอคติโนมยัซีส (ดดัแปลงจากวิธีการของ Lechevalier และ 
Lechevalier, 1970) โดยใชว้ิธีการแยกสีของสารละลายมาตรฐานจากเทคนิคโครมาโทกราฟี thin 
layer chromatography (TLC) เทียบกบัสารละลายมาตรฐาน 0.01 M LL and meso – A2pm เล้ียงเช้ือ
แอคติโนมยัซีสในอาหารเล้ียงเช้ือ non-sporulating medium (ภาคผนวก ก) เช้ือเจริญเติบโตเตม็ท่ีใช้
ระยะเวลาประมาณ 1-2 สปัดาห์ ใชป้ลาย loop ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือขดูโคโลนีของเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ี
เจริญบนผวิหนา้อาหาร non-sporulating medium ประมาณ 100 มิลลิกรัม ลงในหลอด Eppendorf 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุ 6 N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้คร่ือง Vortex  
เป็นเวลา 6 นาที นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือ ท่ี 120OC ภายใตค้วามดนั 15 ปอนด/์ตารางน้ิว เป็นเวลาประมาณ 
20 นาที แลว้แยกส่วนท่ีเป็นของเหลว (supernatant) โดยนาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที จะไดส้ารละลายท่ีไดใ้ชเ้ป็นตวัอยา่งในการวิเคราะห์ DAP จากนั้นหยด
สารละลายตวัอยา่ง 3 ไมโครลิตร และสารละลายมาตรฐาน ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบนฐานของ 
แผน่ TLC (TLC plate) จากนั้นนาํแผน่ TLC ท่ีไดแ้ช่ใน TLC tank ท่ีบรรจุ solvent system 
(methanol-distilled:water:HCl 6 N:pyridine อตัราส่วน 80:26:4:10 v/v) โดยใชเ้วลาประมาณ         
3-6 ชัว่โมง นาํแผน่ TLC ออกมาทาํใหแ้หง้ใน fume hood ประมาณ 3-5 นาที แลว้ฉีดพน่ดว้ย
สารละลาย 0.20% ninhydrin ใหท้ัว่แผน่ นาํไปบ่มท่ี 100OC เป็นเวลา 5 นาที 
 
 3.5.2 การจําแนกชนิดของเช้ือแอคติโนมัยซีสด้วย 16S rDNA   
 3.5.2.1 การเตรียมเช้ือแอคตโินมัยซีส และ การสกดัดีเอน็เอ 
 เล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสจาํนวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-1, OMA60-7, SEA60-34, 
SEA120-4, SEA120-28 และ SEA120-38 ใน flask ท่ีบรรจุอาหารเหลว yeast malt extract broth 
(YM broth) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 7 วนั ใช้
ไมโครไปเปตดูดเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีเล้ียงในอาหารเหลว YM ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด 
Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วน
ใสท้ิง เติม 10.3% sucrose in water ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อลา้งเซลล ์ ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 
12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสท้ิง เติม TSE-sucrose ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ผสม
ใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้คร่ือง vortex เติม 500 mM EDTA ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติม lysozyme          
(10 mg/ml in TSE-sucrose) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มในเคร่ืองเขยา่ (shaker) ท่ีอุณหภูมิ 37OC 
เป็นเวลา 40 นาที เติม proteniase K (5 mg/ml in TSE) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มในเคร่ืองเขยา่ ท่ี
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อุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 30 นาที เติม 10% SDS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มในเคร่ืองเขยา่ ท่ี
อุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนาํมาบ่มท่ีอุณหภูมิ 95OC เป็นเวลา 10 นาที แช่
ไนโตรเจนเหลว 3 นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 95OC เป็นเวลา 10 นาที แช่ไนโตรเจนเหลว 3 นาที (ทาํซํ้ากนั
ประมาณ 5 คร้ังจนสงัเกตเห็นวา่สารละลายท่ีไดมี้ความหนืด) จากนั้นบ่มในเคร่ืองเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 
37OC เป็นเวลา 60 นาที นาํมาบ่มท่ี 4OC เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว     
12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 20 นาที ดูดสารละลายท่ีไดป้ริมาตร 800 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที (ถา้มีตะกอนใหดู้ดส่วนใส
ใส่ลงในหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร อีกคร้ัง) เติมเอทานอล 800 ไมโครลิตร กลบัหลอด
ไปมาใหส้ารเขา้กนับ่มท่ีอุณหภูมิ -80OC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว                 
12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนใสท้ิง จากนั้นผึ่งตะกอนดีเอน็เอใหแ้หง้ และละลาย
ตะกอนดีเอน็เอดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ ปริมาตร 10-20 ไมโครลิตร  
 
 

 3.5.2.2 เพิม่ปริมาณยนีตําแหน่ง 16S rDNA ด้วยเทคนิค PCR (polymerase chain     
                          reaction) 

นาํดีเอน็เอของเช้ือแอคติโนมยัซีส จาํนวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-1, OMA60-7, 
SEA60-34, SEA120-4, SEA120-28 และ SEA120-38 มาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอตรงตาํแหน่งยนี      
16S rDNA ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ 27f forward (5′-AGA GTT TGA TCC TGG 
CTCAG -3′) และ 1492r reverse (5′-GGC TAC CTT GTT ACG ACTT-3′) โดยผสมสาร            
ดงัตาราง 9  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตาราง 9 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ในการเพิ่มปริมาณบางส่วนของยีน          
 16S rDNA 
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สารประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
10x PCR buffer 
dNTP mix 
27f 
1492r 
DNA template 
นํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
Taq DNA Polymerase 

5.0 
5.0 
1.0 
1.0 
1.0 
36 
1 

ปริมาตรรวม 50 
 

เม่ือเติมส่วนผสมทุกอยา่งครบแลว้ นาํหลอด PCR tube ท่ีเตรียมพร้อมแลว้ไปเขา้เคร่ือง 
thermal cycler Programmable Thermal Controller PTC-200TM thermocycler (MJ Research, Inc., 
Watertown, MA) โดยกาํหนดอุณหภูมิ และเวลาแต่ละขั้นตอนดงัน้ี 

1.  initial denaturation      ท่ีอุณหภูมิ 96OC เวลา 5 นาที  
2.  template denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 94OC เวลา 1 นาที  

           primer annealing    ท่ีอุณหภูมิ 55OC เวลา 1 นาที 
           extension    ท่ีอุณหภูมิ 72OC เวลา 2 นาที 
      3.  primer extension   ท่ีอุณหภูมิ 72OC เวลา 3 นาที   
 

 จากนั้นตรวจสอบผลผลิต PCR ดว้ยวิธีอิเลก็โทรโฟริซีส โดยผสมผลผลิต PCR ท่ีไดก้บั 6X 
loading dye ในอตัราส่วน 5:1 ไมโครลิตร เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน ซ่ึงใช ้ λ DNA digested by 
Hind III ต่อ 6X loading dye ในอตัราส่วน 8:2 ไมโครลิตร จากนั้นต่อเคร่ืองอิเลก็โทรโฟริซิสเขา้กบั
เคร่ืองกาํเนิดไฟฟ้า ใชก้ระแสไฟ 100 โวลต ์ เป็นเวลา 40 นาที แลว้นาํเจลตรวจดูภายใตแ้สง            
อุลตร้าไวโอเลต และบนัทึกภาพ จากนั้นนาํผลผลิต PCR ท่ีไดม้า purification ดว้ยชุด 
NucleoSpin®Extract II จากนั้นนาํไปวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยเทคนิค 16S rDNA  
 
 
 
 

 3.5.2.3 วเิคราะห์หาระดับความสัมพนัธ์ของเช้ือแอคติโนมัยซีส (phylogenetic) 
 

 เม่ือไดข้อ้มูลท่ีเป็นลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแอคติโนมยัซีส นาํขอ้มูลท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา 

35 รอบ 
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ชนิดของเช้ือแอคติโนมยัซีส โดยอาศยัฐานขอ้มูลจากอินเทอร์เน็ตของ National Center for 
Biotechnology Information ไปท่ีเวป็ไซต ์http://www.GenBank.ncbi.nlm.nih.gov) และ Ribosomal 
Database Project (www.rdp.cme.msu.edu) โดยเลือก BLAST ในการคน้หาและวิเคราะห์ชนิดของ
จุลินทรีย ์คดัเลือกเช้ือท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ เพื่อนาํมาเป็นขอ้มูลอา้งอิงในการทาํ phylogenetic tree 
จากนั้นนาํขอ้มูลท่ีไดม้าเขา้โปรแกรม Phydit เพื่อจดัเรียงขอ้มูล (alignment) จากนั้นนาํผลท่ีไดไ้ป
วิเคราะห์หาระดบัความสมัพนัธ์ของเช้ือ ดว้ยโปรแกรม Treecon โดยกาํหนดค่า Bootstrap เท่ากบั 
1000   
 

การทดลองที ่4: การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีส กบัเมลด็พนัธ์ุพริก 

  และต้นกล้าพริก  
 

4.1 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอคตโินมัยซีสกบัเมลด็พนัธ์ุพริก บนจานอาหาร    
      เลีย้งเช้ือ 
 เล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสจาํนวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-1, OMA60-7, SEA60-34, 
SEA120-4, SEA120-28 และ SEA120-38  ในอาหารเหลว EPM (ภาคผนวก ก) ปริมาตร               
50 มิลลิลิตร ท่ีมีเปลือกกุง้เป็นแหล่งคาร์บอนในขวดชมพู ่ (flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยใช ้ cork 
borer เจาะเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีเล้ียงบนอาหาร glucose yeast malt agar (GYM) (ภาคผนวก ก) มา
จาํนวน 10 ช้ิน ลงในอาหารเหลว EPM นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35OC เขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 15 วนั จากนั้นนาํอาหาร EPM ท่ีเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสเป็นเวลา 15 วนั มาป่ันแยกเอา
ส่วนตะกอนของเช้ือแอคติโนมยัซีสออก ดว้ยความเร็ว 6,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4OC เป็นเวลา  
20 นาที นาํส่วนใสท่ีไดเ้กบ็ท่ีอุณหภูมิ 4OC (อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF)) 
และอีกส่วนหน่ึงนาํมากรองดว้ยชุดกรองแบคทีเรีย Minisart® ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางรูกระดาษ
กรอง 0.2 ไมครอน (อาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F)) ดดัแปลงจาก ศิริลกัษณ์, 
2542 
 
 
  
 นาํเมล็ดพริกหนุ่มพนัธ์ุพื้นเมือง และพนัธ์ุการคา้ ฆ่าเช้ือท่ีผิวเมล็ดตามวิธีการของ Errakhi 
et al. (2007) โดยแช่ในสารละลาย 2% sodium hypochlorite เป็นเวลา 3 นาที ลา้งออกดว้ยนํ้ ากลัน่
ฆ่าเช้ือ 3-4 คร้ัง ผึ่งให้แห้ง จากนั้นนาํมาแช่ดว้ยอาหารล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF และ F         
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ไอโซเลท OMA60-7, SEA60-34 และ SEA120-28 โดยแช่เมลด็จาํนวน 100 เมลด็ ในแต่ละกรรมวิธี
ดงัน้ี 
 

กรรมวธีิที ่1: ชุดควบคุม แช่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง ในนํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
กรรมวธีิที ่2: ชุดควบคุม แช่เมลด็พริกพนัธ์ุการคา้ ในนํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่3: ชุดควบคุม แช่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง ในอาหารเล้ียงเช้ือ EPM เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
กรรมวธีิที ่4: ชุดควบคุม แช่เมลด็พริกพนัธ์ุการคา้ ในอาหารเล้ียงเช้ือ EPM เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
กรรมวธีิที ่5: ชุดควบคุม แช่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง ใน B. subtilis* ผลิตภณัฑท์างการคา้ ตามอตัรา

แนะนาํ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
กรรมวธีิที ่6: ชุดควบคุม แช่เมลด็พริกพนัธ์ุการคา้ ใน B. subtilis ผลิตภณัฑท์างการคา้ ตามอตัรา

แนะนาํ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
กรรมวธีิที ่7: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง ใน NF ไอโซเลท OMA60-7 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่8: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง ใน F ไอโซเลท OMA60-7 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่9: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุการคา้ ใน NF ไอโซเลท OMA60-7เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่10: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุการคา้ ใน F ไอโซเลท OMA60-7เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่11: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง ใน NF ไอโซเลท SEA60-34 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่12: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง ใน F ไอโซเลท SEA60-34 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่13: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุการคา้ ใน NF ไอโซเลท SEA60-34 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่14: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุการคา้ ใน F ไอโซเลท SEA60-34 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่15: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง ใน NFไอโซเลท SEA120-28 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่16: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง ในF ไอโซเลท SEA120-28 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่17: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุการคา้ ใน NF ไอโซเลท SEA120-28 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
กรรมวธีิที ่18: แช่เมลด็พริกพนัธ์ุการคา้ ใน F ไอโซเลท SEA120-28 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
* Basillus subtilis = อตัราแนะนาํเท่ากบั 1×109 CFU/g 
 
 
 
 จากนั้นนาํเมลด็พนัธ์ุพริกท่ีผา่นการแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF และ F 
ไอโซเลทต่างๆ มาผึ่งให้แห้งในตูถ่้ายเช้ือ ก่อนนาํไปเพาะบนกระดาษช้ืน (blotter method) โดยนาํ
เมล็ดพริกวางบนกระดาษเพาะในจานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตร ซ่ึง
ภายในบรรจุกระดาษกรอง Whatman No.1 จาํนวน 1 แผน่ ไวด้า้นบนกระดาษฟาง 3 แผน่ ท่ีชุบนํ้ า
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จนชุ่มไวด้า้นล่าง วางเมลด็พริกจาํนวน 25 เมลด็ต่อจาน โดยทาํการทดลอง 4 ซํ้ า ตรวจสอบการงอก
ของเมลด็พริก และวิเคราะห์หาเปอร์เซ็นตก์ารงอกเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม  
 

4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอคตโินมัยซีสในการควบคุมเช้ือรา  
      Colletotrichum spp. กบัต้นกล้าพริก ในสภาพโรงเรือน 
 

 4.2.1 การทดสอบกบัต้นกล้าพริกทีเ่มลด็ผ่านการแช่ในอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีส 

 นาํเมลด็พริกหนุ่มพนัธ์ุพื้นเมือง และพนัธ์ุการคา้ มาฆ่าเช้ือท่ีผวิเมลด็ตามวิธีการของ 
Errakhi et al. (2007) โดยแช่ในสารละลาย 2% sodium hypochlorite เป็นเวลา 3 นาที ลา้งออกดว้ย
นํ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ 3-4 คร้ัง ผึ่งใหแ้หง้ จากนั้นนาํมาแช่ดว้ยอาหารล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือ                       
แอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) ไอโซเลท จาํนวน 
3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-7, SEA60-34 และ SEA120-28 จากนั้นนาํเมลด็พริกมาเพาะในดินท่ีอบ
ฆ่าเช้ือแลว้  
 ทดสอบการเกิดโรคกบัตน้กลา้พริกอาย ุ 45 วนั ท่ีไดจ้ากการเพาะเมลด็พริกท่ีแช่ในอาหาร
เล้ียงเช้ือแอคติมยัซีส โดยเตรียม spore suspension เพื่อใชเ้ป็น inoculum ของเช้ือรา Colletotrichum 
sp. ไอโซเลท Cg60 (HR) โดยเล้ียงเช้ือรา Colletotrichum sp. ไอโซเลท Cg60 (HR) บนอาหารเล้ียง
เช้ือ PDA เป็นเวลา 7 วนั หรือจนกวา่เช้ือราเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นเทนํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือ
แลว้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงบนผวิหนา้อาหารท่ีมีเช้ือราสาเหตุเจริญอยู ่ ใชแ้ผน่สไลดข์ดูโคโลนี
ของเช้ือรา เพื่อใหส้ปอร์ของเช้ือราหลุดออก จากนั้นกรองเอาเสน้ใยของเช้ือราสาเหตุออกดว้ยผา้
ขาวบางท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ตรวจนบัความเขม้ขน้ของสปอร์เช้ือราดว้ย haemacytometer ปรับ
ความเขม้ขน้ใหไ้ดป้ระมาณ 106 สปอร์/มิลลิลิตร ผสมสารจบัใบ Tween-20 จาํนวน 3 หยด/10 
มิลลิลิตร เพื่อช่วยในการกระจายตวัของสปอร์เช้ือรา และการเกาะติดผวิใบพืช จากนั้นพน่ 
inoculum บนตน้กลา้พริกท่ีทาํแผลจาํนวน 20 แผล/ใบ โดยทาํ 4 ใบ/ตน้ กรรมวิธีละ 5 ซํ้า จากนั้นใช้
ถุงพลาสติกคลุมตน้กลา้พริกเพื่อรักษาความช้ืน บนัทึกผลการเกิดโรคภายหลงัการปลูกเช้ือราสาเหตุ
เป็นเวลา 10 วนั และคาํนวนเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 
 วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD สงัเกตการเกิดโรค บนัทึกอาการและประเมิน
ความรุนแรงของโรค จากนั้นนาํขอ้มูลท่ีไดม้าทาํการวิเคราะห์ทางสถิติ 
 

การประเมินการเกดิโรคโดยให้ระดับต่างๆ ดังนี ้(สืบศกัด์ิ, 2540) 
ระดบั 0 = ไม่แสดงอาการของโรค 
ระดบั 1 = จาํนวนแผลท่ีเกิดบนใบ 1-25%  
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ระดบั 2 = จาํนวนแผลท่ีเกิดบนใบ 26-50%  
ระดบั 3 = จาํนวนแผลท่ีเกิดบนใบ 51-75%  
ระดบั 4 = จาํนวนแผลท่ีเกิดบนใบ 76-100%  
 

การคาํนวณหาเปอร์เซ็นต์การเกดิโรค (สืบศกัด์ิ, 2540) 
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค (%) =  ผลรวมของการเป็นโรคแต่ละระดบั    x              100 
                                                    จาํนวนตน้พืชท่ีสุ่ม                         ระดบัสูงสุดของการเป็นโรค 
 
 4.2.2 การฉีดพ่นอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีสกบัต้นกล้าพริก 
 นาํตน้กลา้พริกหนุ่ม พนัธ์ุการคา้อาย ุ 45 วนั มาทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
ไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) โดย
ฉีดพน่อาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสก่อน หรือหลงัการปลูกเช้ือรา Colletotrichum sp. ไอโซเลท 
Cg60 (HR) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง โดยเตรียม spore suspension ตามวธีิการในขอ้ 4.2.1 จากนั้นใช้
ถุงพลาสติกคลุมตน้กลา้พริกเพื่อรักษาความช้ืน กรรมวธีิในการทดลองมีดงัน้ี 
 

กรรมวธีิที ่1: ชุดควบคุม ไม่ทาํการปลูกเช้ือรา Colletotrichum sp. 
กรรมวธีิที ่2: ชุดควบคุม ทาํแผล แลว้ปลูกเช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 
กรรมวธีิที ่3: ชุดควบคุม ทาํแผล แลว้ฉีดพน่อาหารเหลว EPM  
กรรมวธีิที ่4: ชุดควบคุม ฉีดพน่ B. subtilis ผลิตภณัฑท์างการคา้ ตามอตัราแนะนาํ เป็นเวลา          

12 ชัว่โมง แลว้ปลูกเช้ือราสาเหตุ 
กรรมวธีิที ่5: ชุดควบคุม ปลูกเช้ือราสาเหตุเป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้ฉีดพน่ B. subtilis ผลิตภณัฑ์

ทางการคา้ ตามอตัราแนะนาํ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
กรรมวธีิที ่6: ฉีดพน่ NF ไอโซเลท OMA60-7 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ทาํแผล และปลูกเช้ือสาเหตุ 
กรรมวธีิที ่7: ฉีดพน่ NF ไอโซเลท SEA60-34 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ทาํแผล และปลูกเช้ือสาเหตุ 
กรรมวธีิที ่8: ฉีดพน่ NF ไอโซเลท SEA120-28 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ทาํแผล และปลูกเช้ือสาเหตุ 
กรรมวธีิที ่9: ฉีดพน่ F ไอโซเลท OMA60-7 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ทาํแผล และปลูกเช้ือสาเหตุ 
กรรมวธีิที ่10: ฉีดพน่ F ไอโซเลท SEA60-34 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ทาํแผล และปลูกเช้ือสาเหตุ 
กรรมวธีิที ่11: ฉีดพน่ F ไอโซเลท SEA120-28 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ทาํแผล และปลูกเช้ือสาเหตุ 
กรรมวธีิที ่12: ทาํแผล และปลูกเช้ือราสาเหตุ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ฉีดพน่ NF ไอโซเลท OMA60-7 
กรรมวธีิที ่13: ทาํแผล และปลูกเช้ือราสาเหตุ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ฉีดพน่ NF ไอโซเลท SEA60-34 
กรรมวธีิที ่14: ทาํแผล และปลูกเช้ือราสาเหตุ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ฉีดพน่ NF ไอโซเลท SEA120-28 
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กรรมวธีิที ่15: ทาํแผล และปลูกเช้ือราสาเหตุ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ฉีดพน่ F ไอโซเลท OMA60-7 
กรรมวธีิที ่16: ทาํแผล และปลูกเช้ือราสาเหตุเป็นเวลา 12 ชัว่โมง ฉีดพน่ F ไอโซเลท SEA60-34 
กรรมวธีิที ่17: ทาํแผล และปลูกเช้ือราสาเหตุ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ฉีดพน่ F ไอโซเลท SEA120-28 
* Basillus subtilis = อตัราแนะนาํเท่ากบั 1×109 CFU/g 
 

 วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD โดยทาํการทดลองกรรมวธีิละ 3 ตน้ โดยทาํ
แผล 4 ใบ/ตน้ จาํนวน 20 แผล/ใบ สงัเกตการเกิดโรค บนัทึกอาการและประเมินความรุนแรงของ
โรค จากนั้นนาํขอ้มูลท่ีไดม้าทาํการวิเคราะห์ทางสถิติ 
 

4.3 ทดสอบการก่อให้เกดิโรคของอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีสกบัต้นกล้าพริก ในสภาพโรงเรือน 
 การทดสอบการเกิดโรคของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และ
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) จาํนวน 6 ไอโซเลท โดยทาํแผลตน้กลา้พริกท่ีมี
อาย ุ45 วนั จาํนวน 20 แผล/ใบ โดยทาํแผล 4 ใบ/ตน้ กรรมวิธีละ 3 ตน้ หลงัจากฉีดพน่ดว้ย NF และ 
F ใชถุ้งพลาสติกคลุมตน้กลา้พริกเพื่อรักษาความช้ืน  
 

กรรมวธีิที ่1: ชุดควบคุม ไม่ทาํการปลูกเช้ือรา Colletotrichum sp. 
กรรมวธีิที ่2: ชุดควบคุม ฉีดพน่ดว้ยอาหารเหลว EPM  
กรรมวธีิที ่3: ฉีดพน่ดว้ย NF ไอโซเลท OMA60-7 
กรรมวธีิที ่4: ฉีดพน่ดว้ย F ไอโซเลท OMA60-7 
กรรมวธีิที ่5: ฉีดพน่ดว้ย NF ไอโซเลท SEA60-34 
กรรมวธีิที ่6: ฉีดพน่ดว้ย F ไอโซเลท SEA60-34 
กรรมวธีิที ่7: ฉีดพน่ดว้ย NF ไอโซเลท SEA120-28 
กรรมวธีิที ่8: ฉีดพน่ดว้ย F ไอโซเลท SEA120-28 


