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ภาคผนวก ก 

 
1.  อาหารเลี้ยงเชื้อรา 
1.1  Potato Dextrose Agar (PDA) 
  มันฝรั่ง     200 กรัม 
  Agar      20 กรัม 
  Dextrose     15 กรัม 
  น้ํา       1  ลิตร 
 ปอกเปลือกมนัฝรั่ง และลางใหสะอาด หัน่เปนชิ้นสี่เหล่ียมจัตุรัสขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก
ลูกบาศกเซนตเิมตร ตมในน้าํ 500 มิลลิลิตร จนสุกแตไมเละจนเกินไป กรองเนื้อมนัฝรั่งออก ผสม
กับ agar ที่ตมจนละลายในน้าํ 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม dextrose คนใหละลายเขากนั ปรับปริมาตร
ดวยน้ําใหได 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
1.2  Potato Dextrose Broth (PDB) 
  มันฝรั่ง     200 กรัม 
  Dextrose    15 กรัม 
  น้ํา      1 ลิตร 
 ปอกเปลือกมนัฝรั่ง และลางใหสะอาด หัน่เปนชิ้นสี่เหล่ียมจัตุรัสขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก
เซนติเมตร ตมในน้ํา 500 มิลลิลิตร จนสุกไมเละจนเกนิไป กรองเนื้อมันฝรั่งออก เติม dextrose คน
ใหละลายเขากนั ปรับปริมาตรดวยน้ําใหได 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน 20 นาที 
 
2.  สารเคมีจําเปนสําหรับการสกัดดีเอ็นเอ 
2.1  phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) 
 ผสมสารละลาย phenol 25 มิลลิลิตร กับ chloroform 24 มิลลิลิตรและ isoamyl alcohol 1 
มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ตูเยน็) 
2.2  chloroform:isoamyl alcohol (24:1) 

ผสมสารละลาย chloroform 24 มลิลิตรกับ isoamyl alcohol 1 มิลลิตร เก็บไวในขวดสีชา ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ตูเย็น) 
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2.3 TE buffer 
10 mM Tris-HCl (pH 8.0)  0.1  มิลลิลิตร 
1 mM EDTA (pH 8.0)   0.02 มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายทั้งสองตามปริมาตรเขาดวยกัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ เกบ็ไวที่อุณหภูมหิอง 
2.4  70% ethanol 

ผสมสารละลาย ethanol 70 มิลลิตร กับน้ํากลั่นฆาเชื้อ 30 มิลลิตร เก็บไวที่ -20 องศา
เซลเซียส 
2.5  ice-cold absolute alcohol 

เทสารละลาย absolute alcohol ใสขวดเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส 
 
3.  สารเคมีท่ีใชในการสกัดดเีอ็นเอตามวิธีของ Goodwin et al. (1992) 
3.1  Extraction buffer (100 ml) 
 0.5 M EDTA      
 1 M Tris, pH 8      
 3 M NaCl      
 1% β-mercaptoethanol     
 ชั่งสาร Tris-HCl  จํานวน 12.11 กรัม ละลายกับน้ํากลัน่ฆาเชื้อ 70 มิลลิลิตร กวนสารดวย 
magnetic stirrer ปรับ pH เปน 8 จากนั้นเติม NaCl 17.52 กรัม และ EDTA 13.61 กรัม กวนให
สารละลายเขากันปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 100 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดฆาเชื้อ เมื่อจะใชจึง
เติม β-mercaptoethanol ปริมาตร 1 เปอรเซนต ของปริมาตรสารละลายที่ตองใช 
3.2 5 M Potassium acetate (100 ml) 

ละลายสาร potassium acetate 49.1 กรัม ในน้ํากลั่นฆาเชือ้ 70 ml กวนดวย magnetic stirrer 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 ml นําไปนึ่งฆาเชือ้ แลวเก็บที่อุณหภูมิหอง 
3.3 3 M Sodium acetate (NaOAc) (100 ml) 

ละลายสาร sodium acetate 4.08 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร กวนดวย magnetic stirrer 
ปรับ pH ใหได 5.2 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ เกบ็ที่
อุณหภูมิหอง (ปรับ pH ดวย glacial acetic acid) 
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4.  สารเคมีท่ีใชในการสกัดดเีอ็นเอตามวิธีของ Roger & Bendich (1998) 
4.1 10XCTAB 
 CTAB       
 100 mM Tris (pH 8)    50 มิลลิลิตร 
 20 mM EDTA (pH 8)    20 มิลลิลิตร 
 1.4 M NaCl     140  มิลลิลิตร 
 ผสม CTAB 10 กรัม กับ Tris 50 มิลลิลิตร และ EDTA 20 มิลลิตร กวนใหเขากันดวย 
magnetic stirrer เติม NaCl 140 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ 
4.2 10%CTAB 

CTAB      5 กรัม 
5 M NaCl     7 มิลลิลิตร 
ชั่งสาร CTAB 5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 30 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย 5 M NaCl 7 

มิลลิลิตร (จาก stock solution) ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อใหครบ 50 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชือ้ 
 
5.   สารเคมีท่ีใชในการสกัดดเีอ็นเอตามวิธีของ พชัรา (2543) 
5.1 Extraction buffer (100 ml) 
 50 mM Tris-HCl (pH 8)     
 850 mM NaCl      
 100 mM EDTA      
 1% SDS      
 ผสม Tris-HCl 0.6 กรัม กับน้ํากลั่นฆาเชื้อ 70 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน 8 เติม EDTA 3.7 
กรัม กวนใหเขากันดวย magnetic stirrer เติม NaCl 0.5 กรัม และ  SDS  1 กรัม ละลายสารใหเขากนั 
ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิหอง  
 
6. สารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเออยางงาย 
6.1  0.5 M NaOH 
 ชั่งสาร NaOH 1.42 กรัม ผสมกับน้ํากลั่นฆาเชื้อ ปรับปริมาตรใหครบ 50 มิลลิลิตร 
6.2 100 mM Tris-HCl 

ชั่งสาร Tris-HCl 1.58 ผสมกับน้ํากลั่นฆาเชือ้ ปรับ pH เปน 8 และปรับปริมาตรใหครบ 100 
มิลลิลิตร 
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7.  สารเคมีท่ีใชในการสกัดดเีอ็นเอตามวิธีของ Akira masunaka 
7.1 Extraction buffer 
 1 M Tris (pH 8)     0.5  มิลลิลิตร 
 0.2 M EDTA     7.5  มิลลิลิตร 
 Sarkosyl     0.1 กรัม 
 น้ํากลั่นฆาเชื้อ      20 มิลลิลิตร 
7.2 2.5 M NaCl/20% PEG 8000 

2.5 M NaCl      
PEG-8000      
ผสมสารโซเดียมคลอไรด 14.16 กรัมกบั PEG-8000 20 กรัม ดวยน้าํกลั่นฆาเชื้อ 80 

มิลลิลิตร และปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร 
 
8.  สารเคมีสําหรับการทําเจลอิเลคโตรโฟริซีส 
8.1 5xTBE 
 Tris base     54.0 กรัม 
 Boric acid     27.5 กรัม 
 0.5 M EDTA (pH 8)    20.0 มิลลิลิตร 
 ละลาย Tris 54.0 กรัม กับ Boric acid 27.5 กรัม ในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 800 มิลลิตร ละลายใหเขา
กัน เติม EDTA (pH 8) แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร  
8.2 Loading dye  
 Deionized formamide    95% 
 Bromophenol blue    0.1% 
 EDTA (pH 8)     10  มิลลิโมลาร 
 ผสมสารทั้งสามเขาดวยกัน จากนั้นเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
8.3 Ethidium bromide (EtBr) (10 mg/ml) 

ละลายสาร ethidium bromide 1 กรัมนน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ใสในภาชนะทึบ
แสง หรือใชแผน aluminum foil หุมภาชนะ ปดใหสนิท เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในการ
เตรียมสารนี้ตองใสถุงมือและระวังไมหายใจเอาผงของ ethidium bromide เขาไป เนื่องจากสารนีม้ี
คุณสมบัติเปน strong mutagent 
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ตาราง 1  การหาคา Tm โดยเทียบระหวางคา GC content กับจํานวนเบสทั้งหมดในสายไพรเมอร 
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ตาราง 1 การหาคา Tm โดยเทียบระหวางคา GC content กับจํานวนเบสทั้งหมดในสายไพรเมอร 
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