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 Microorganisms can inhabit external surface of plant leaves by using 
carbohydrates, amino acids, organic acids and sugar alcohols on leaf surface as their 
nutrients. Yeast is a microorganism also found on plant phyllosphere including 
sugarcane. Some of them can promote plant growth and plant protection from 
pathogen which can be used as bio-control for agriculture. In this study, culture-
independent technique was used to study yeast diversity due to its high accuracy 
and less time consuming than the traditional methods, also avoiding problems 
associated with the differential growth rates. The DNA was extracted directly from 
cells collected from the sugarcane leaves and the D1/D2 domain of the LSU rRNA 
gene was amplified by PCR. The DNA sequences were differentiated by RFLP into 
operational taxonomic unit (OTU). The nucleotide sequences were compared to the 
GenBank database to identify yeast species. The results showed that fungi (55.0%) 
and yeast (29.9%) were detected from 1,457 clones from 48 sugarcane phyllosphere 
samples. Yeasts were detected from 34 samples (70.8%). All of them were in 
basidiomycota. Yeasts were classified into 5 genera including Jaminaea, Pseudozyma, 
Malassezia, Rhodotorula, and Sporobolomyces, which were identified into 8 species 
such as Jaminaea angkoriensis, Pseudozyma prolifica, Pseudozyma aphidis, 
Pseudozyma rugulosa, Pseudozyma hubeiensis, Malassezia restricta, Rhodotorula 
marina, and Sporobolomyces vermiculatus. The nucleotide sequences from 148 
clones had nucleotide substitution more than 1%, which closly related to 13 yeast 
species in 5 genera including Bullera, Bandoniozyma, Pseudozyma, Rhodotorula and 
Sporobolomyces.  Pseudozyma was the most common genus on phyllospheres. 
Phylogenetic analysis revealed that yeasts found in this study were classified into 6 
orders including Ustilaginales, Malasseziales, Microstromatales, Sporidiales, 
Tremellales and Sporidiobolales. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ที่มาและความสําคัญ 

       จุลินทรียสามารถเจริญไดบนผิวของใบพืชโดยอาศัยสารอาหารบนใบพืช เชน คารโบไฮเดรต กรด
ไขมัน กรดอินทรีย ซึ่งยีสตเปนหนึ่งในจุลินทรียที่สามารถมีชีวิตอยูไดบนผิวใบพืช หรือเรียกวา ยีสตที่
อยูภายนอกของพืช (Epiphytic yeast) ซึ่งยีสตบางชนิดมีคุณสมบัติในการผลิตฮอรโมนพืช (Vorholt, 

2012; Limtong et al., 2014) และผลิตสารท่ียับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคซึ่งสามารถใชเปนสาร
ควบคุมทางชีวภาพ (biocontrol) ได (Yali and Richard, 2000; Karabulut and Baykal, 2003; 

Lima et al., 2003; De Curtis et al., 2012; Zhang et al., 2013) ออยเปนพืชเศรษฐกิจใน
ประเทศไทย ซึ่งมีการเพาะปลูกเปนจํานวนมาก และมีการสะสมของแหลงคารบอนในรูปของน้ําตาล 
ดังนั้นจึงคาดการณวาบนผิวใบออยจะพบยีสตอิงอาศัยเปนจํานวนมาก  การศึกษาความหลากหลาย
ของยีสตมีความสําคัญมาก  เนื่องจากสามารถใชเปนฐานขอมูลความหลากหลายของเชื้อจุลินทรีย  
โดยปกติแลวการวิเคราะหความหลากหลายของเช้ือจุลินทรียนั้นจะทําการนําตัวอยาง  มาเพาะเล้ียงใน
หองปฏิบัติการโดยจุลินทรียที่โตไดในหองปฏิบัติการเทานั้นจึงจะถูกนํามาวิเคราะห  แตพบวามี
จุลินทรียหลายชนิดไมสามารถเจริญไดในการเลี้ยงในหองปฏิบัติการ (Hirsch et al., 2010) ดังนั้นการ
ใชวิธีการไมเพาะเล้ียงเชื้อ (culture-independent technique) โดยการใชเทคนิคทางอณูชีววิทยา
ในการจําแนกยีสต จึงถูกนํามาใชมากขึ้นในปจจุบันในการศึกษาความหลากหลาย แทนการเพาะเลี้ยง
ในหองปฏิบัติการ โดยคาดหวังวาความหลากหลายของยีสตจากการศึกษาดวยวิธีการนี้จะใกลเคียง
ความหลากหลายทางธรรมชาติมากท่ีสุด         

 โดยทั่วไปการจําแนกชนิดของเช้ือจุลินทรียทําไดหลายวิธี เชน การจําแนกทางฟโนไทป เชน การ
วิเคราะหลักษณะสัณฐานวิทยา ลักษณะสรีรวิทยา ลักษณะชีวเคมี และการจําแนกทางจีโนไทปโดย
อาศัยเทคนิคทางอณูชีววิทยา แตวิธีทางฟโนไทปมีขอจํากัดคือ เปนวิธีการที่ใชแรงงานและเวลาเปน
อยางมาก มีความแมนยําต่ํา  ซึ่งวิธีทางอณูชวีวิทยานั้นเปนวิธีที่มีความถูกตองสูงและรวดเร็ว เชน การ
ทําลายพิมพดีเอ็นเอ คือวิธีการที่ทําใหเกิดรูปแบบที่เปนเอกลักษณของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิต ซึ่ง
สามารถใชระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตได ประกอบไปดวย pulsed filed gel electrophoresis 

(PFGE)(Doi et al., 1992), random amplified polymorphic DNA (RAPD) (Andrade et al., 

2010), amplified fragment length polymorphism (AFLP)(Esteve-Zarzoso et al., 2010)  
โดยในงานวิจัยนี้ RFLP ซึ่งเปนวิธีประหยัดคาใชจาย และยังมีฐานขอมูลขนาดของดีเอ็นเอเมื่อถูกตัด
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ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (NEB cutter) เพ่ือใชเปรียบเทียบและสนับสนุนผลการทดลองได  โดยใช
เทคนิค RFLP ในการจัดกลุม operational taxonomic unit (OTU) จาก PCR product ที่ไดจาก
การเพ่ิมปริมาณยีน large subunit (LSU) rRNA ในบริเวณ D1/D2 (Saksinchai et al., 2012) กอน
นําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ D1/D2 ซึ่งเปนบริเวณที่มีวิวัฒนาการเร็วจึงเปนบริเวณที่มีความ
แตกตางมากในลําดับเบสและความแตกตางในบริเวณนี้พอเพียงท่ีจะแบงแยกสปชีสของยีสตได 
(Kurtzman and Robnett, 1998) ซึ่งผลจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดนั้นจะถูกนํามาเปรียบเทียบ
กับฐานขอมูลสวนกลาง National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช
โปรแกรม Blastn จะทําใหสามารถวิเคราะหยีสตจากตัวอยางนั้นๆ ไดถึงระดับสปชีส  ทั้งนี้ผลที่ไดจะ
เปนแหลงขอมูลความหลากหลายของยีสต  เพ่ือใชเปนฐานขอมูลของยีสตภายในประเทศไทย คนพบ
ยีสตที่สามารถนําไปใชในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม หรือคนพบยีสตสายพันธุใหมๆ ที่สามารถ
นําไปใชในการเกษตรกรรมหรือผูที่ทําตองการศึกษาตอไป 
 

1.2 วัตถุประสงค 

      เพ่ือศึกษาความหลากหลายของยีสตบนผิวใบออยในแหลงพ้ืนที่เพาะปลูกในประเทศไทย เชน 
นครปฐม ชัยนาท สระแกว สุพรรณบุรี นครสวรรค พิจิตร พิษณุโลก เพชรบูรณ สระบุรี ลพบุรี     
นครราชสีมา และ บุรีรัมย  
 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

 ศึกษายีสตอีพิไฟตจากตัวอยางใบออยที่ทําการสุมเก็บทั่วบริเวณพ้ืนที่ เพาะปลูกในประเทศไทย 
เชน  นครปฐม  ชัยนาท  สระแกว  สุพรรณบุรี  นครสวรรค  พิจิตร  พิษณุโลก  เพชรบูรณ  สระบุรี  
ลพบุรี นครราชสีมา และ บุรีรัมย  ที่เปนแหลงการเพาะปลูกตนออยเปนหลักในป พ.ศ. 2554 ดวย
วิธีการไมเพาะเล้ียงเชื้อโดยอาศัยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของยีน LSU rRNA 

 

 1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

  1. ทราบถึงชนิดและความหลากหลายของยีสตบนผิวใบออยในแหลงพ้ืนที่เพาะปลูกออยตางๆ 
      2. สามารถใชขอมูลที่ไดเปนฐานขอมูลของยีสตบนใบออยในประเทศไทยเพื่อใชประโยชนจาก  
         ยีสตที่สนใจได 

 
 

   ส
ำนกัหอ

สมุดกลาง



3 
 

 

 

 

บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 ยีสตที่อยูภายนอกของพืช 

      จุลินทรียสามารถเจริญไดบนผิวของใบพืชโดยอาศัยสารอาหารบนใบพืช เชน คารโบไฮเดรต กรด
ไขมัน กรดอินทรีย ไฮโดรคารบอน และพอลิเมอรหลายชนิด ซึ่งยีสตเปนหนึ่งในจุลินทรียที่สามารถมี
ชีวิตอยูไดบนผิวใบพืช หรือเรียกวา ยีสตที่อยูภายนอกของพืช (Epiphytic yeast) โดยยีสตเปนราที่มี
การดํารงชีวิตเปนเซลลเดี่ยว      ซึ่งจะมีทั้งชนิดที่สืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยการสรางแอสโคสปอร ที่
เรียกวาแอสโคมัยซีตัสยีสต (ascomycetous yeasts) และชนิดที่สรางแบสิดิโอสปอร ที่เรียกวาแบสิดิ
โอมัยซีตัสยีสต (basidiomycetous yeasts) ซึ่งอาจจะไมพบระยะท่ีมีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ  
ยีสตที่พบทั่วไปตามธรรมชาตินั้นข้ึนอยูกับลักษณะสรีรวิทยาของยีสตชนิดนั้นๆ ดังนั้นสภาวะแวดลอม
ของแหลงที่อยูเหลานั้น รวมไปถึงอายุและชนิดของใบพืช จะเปนตัวกําหนดชนิดของยีสตที่พบ  
(McBridge and Hayes, 1977) ซึ่งยีสตมีทั้งใหคุณและใหโทษเชน บางชนิดทําใหเกิดการเนาเสียของ
อาหาร เชน ฟลมยีสต (film yeast) ในจีนัส Pichia, Hansenula, Debaryomyces, Candida และ 
Trichosporon ซึ่งจะเจริญบนผิวหนาอาหารที่มีความเปนกรดจําพวกผักและผลไมดอง ยีสตเหลานี้จะ
ออกซิไดสกรดอินทรียทําใหความเปนกรดลดลง และเชื้อจุลินทรียอ่ืนๆ สามารถเจริญไดเปนสาเหตุให
เกิดการเนาเสีย และยังมียีสตบางชนิดสามารถกอโรคในมนุษย เชน Candida Albicans โดยทําให
เกิดโรค candidosis ในชองปาก ทางเดินอาหาร ทางเดินปสสาวะ คุณประโยชนที่เห็นไดชัดของยีสต 
คือ ยีสตบางชนิดมีคุณสมบัติในการผลิตฮอรโมนพืช (Vorholt, 2012) และผลิตสารท่ียับยั้งการเจริญ
ของเชื้อกอโรคซึ่งสามารถใชเปนสารควบคุมทางชีวภาพ (biocontrol agents) ได (Yali and 

Richard, 2000; Karabulut and Baykal, 2003; Lima et al., 2003; De Curtis et al., 2012; 

Zhang et al., 2013) โดยสามารถนําไปปรับใชกับการเกษตรกรรมในประเทศไทยได นอกจากน้ียีสต
ยังเหมาะแกการผลิตในกระบวนการอุตสาหกรรม โดยสวนใหญยีสตจะถูกใชในการทําเคร่ืองดื่ม
แอลกอฮอล เชน เหลา ไวน เบียร  ผลิตภัณฑจากการหมัก เชน แอลกอฮอล และกลีเซอรอล 
(Muccilli  et al., 2010) ผลิตภัณฑที่สกัดจากเซลลยีสต วิตามิน และเอนไซม เชน อินเวอรเทส 
(invertase) แลกเทส (lactase) ไฟเตส (phytase) (Nuobariene et al.,2012)  และไลเพส (lipase) 

(Vakhlu, 2006) โดยสามารถพัฒนาไปสูการผลิตเพ่ือการคาตอไปไดซึ่งการศึกษาความหลากหลาย
ของยีสตมีประโยชนเชน เพ่ือใชเปนฐานขอมูลของยีสตภายในประเทศไทย อาจคนพบยีสตที่สามารถ
นําไปใชในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม อาจจะคนพบยีสตสายพันธุใหมๆ โดยสามารถวิเคราะหไดวา
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ยีสตที่พบมีทั้งใหคุณและโทษกับแหลงที่พบยีสตหรือผลิตผลทางการเกษตรหรือไม โดยตัวอยาง
งานวิจัยที่ทําการศึกษาความหลากหลายยีสตที่สามารถพบไดบนพืชมีดังนี้ 

de Azeredo และคณะ (1998) ไดศึกษาความหลากหลายของยีสตจากตัวอยาง ใบ ลําตน 
และราก ของตนออยในประเทศบราซิล โดยใชเทคนิควิเคราะหลักษณะสัณฐานวิทยา ลักษณะ
สรีรวิทยาและชีวเคมีโดยจากตัวอยาง 230 ไอโซเลต พบวาเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตในตัวอยางใบอยู
รอยละ 92  ลําตนอยูรอยละ  66 และรากอยูรอยละ 74 รวมพบแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตในทุกๆตัวอยาง 
รอยละ 79.6 และสามารถจําแนกยีสตที่พบทั้งสิ้น 19 จีนัสไดแก Bullera, Cryptococcus, 

Cystofilobasidium, Fellomyces, Filobasidiella, Leucosporidium, Rhodosporidium, 

Rhodotorula, Sporobolomyces, Sporidiobolus, Tremella, Trichosporon, Candida, 

Clavispora, Debaryomyces, Pichia, Saccharomyces, Torulaspora และ Zyogoascus โดย
จัดจําแนกได 41 สปชีส ซึ่งยีสตที่พบมากท่ีสุดคือ Cryptococcus laurentii รองลงมาคือ 

Cryptococcus albidus, Rhodotorula mucilaginosa และ Debaryomyces hansenii 

ตามลําดับ  

Xin และคณะ (2009) ไดศึกษาลักษณะของยีสตเอนโดไฟตที่ไดจากลําตนของ cottonwood 

3 ชนิดไดแก Populus trichocarpa (wild cottonwood), Populus trichocarpa และ Populus 

deltoids (hybrid poplar) ซึ่งจากการวิเคราะหตัวอยางของยีนบริเวณ ITS และ บริเวณ D1/D2 และ
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลพบวา ในตน wild cottonwood จะพบยีสตสปชีส Rhodotorula 

graminis มากที่สุด และพบยีสตสปชีส  Rhodotorula mucilaginosa ซึ่งสามารถผลิต กรด 

indole-3-acetic acid (IAA) และ phytohormone ซึ่งสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช  ใน
การศึกษาคร้ังนี้เปนครั้งแรกท่ีสามารถแยกยีสตเอนโดไฟตจาก cottonwood ชนิด Populus ได 

  Romo-Sánchez และคณะ (2010) ไดศึกษาความหลากหลายของยีสตบนผลมะกอก จาก
มะกอกพ้ืนที่ Castilla La Mancha ในประเทศสเปน ซึ่งใชวิธีทางอณูชีววิทยาโดยใชเทคนิค  PCR  
เพ่ิมปริมาณยีนในบริเวณ 5.8S rRNA และ internal transcribed spacers (ITS1 และ ITS2) และทํา
การจัดจําแนกโดยวิธี RFLP โดยทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ PCR product ที่ไดกับใน
ฐานขอมูลดวยโปรแกรม BLAST โดยเทคนิคเหลานี้สามารถจัดจําแนกยีสตจากทั้งหมด 108 ไอโซเลต 

ได 14 สปชีสใน 7 จีนัส ไดแก Zygosaccharomyces, Pichia, Lachancea, Kluyveromyces, 

Saccharomyces, Candida และ Torulaspora โดยพบวายีสตสปชีสที่พบไดมากที่สุดคือ Pichia 

caribbica รองลงมาคือ Zygosaccharomyces  fermentati (Lachancea fermentati) และ 
Pichia holstii (Nakazawaea holstii) ตามลําดับ  
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            Santo และคณะ (2012) ไดศึกษาคัดแยกยีสตบนผลสตรอวเบอรรีคุณสมบัติคลายกับ 

Saccharomyces cerevisiae โดยใชการจัดจําแนกดวยวิธี RFLP และหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 
D1/D2 พบวาเมื่อเริ่มตนของการหมักสามารถจําแนกยีสตที่เปน non-Saccharomyces ไดแก 
Aureobasidium pullulans, Dothichiza pithyophila, Dioszegia zsoltii, Hanseniaspora 

uvarum สวนที่เหลือเปนยีสตในจีนัส Metschnikowia, Cryptococcus และ Rhodotorula 

อยางไรก็ตามเม่ืออยู ในระหวางกระบวนการหมักปริมาณเอทานอลเพ่ิมขึ้น  จะเหลือเพียง               
แต S. cerevisiae และ Pichia membranaefaciens และผลการทดลองพบวาหลังจากการหมัก 43 

ไอโซเลตท่ีคัดแยกไดเปน S. cerevisiae โดยมีเพียง 3 ไอโซเลตท่ีเปนยีสตชนิดอ่ืนซึ่งจากการระบุชนิด
ของยีสตพบวาเปน Zygosaccharomyces bailii ซ่ึงมีคุณสมบัติในการทนทานตอเอทานอลจากการ
ทดสอบ 

 Chamnanpa และคณะ (2013) ศึกษายีสต 3 สายพันธุ ที่แยกได จากฟลโลเพลน 
(phylloplanes) ของหญาแฝกและออย โดยใชเทคนิควิเคราะหลักษณะสัณฐานวิทยา ลักษณะ
สรีรวิทยาและชีวเคมี และวิเคราะหจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA และ
บริเวณ ITS ในการจําแนกยีสต โดยที่พบทั้ง 3 สายพันธุ โดยทั้งหมดเปนยีสตในจีนัส Pseudozyma 

ซ่ึงในขั้นตนมีความคลายกับเชื้อ   Pseudozyma vetiver sp. nov. แตเมื่อทําการเปรียบเทียบแลวไม
เหมือนกับสปชีส ใดๆ โดยมียีสตที่ใกลเคียงคือ Pseudozyma pruni และ Pseudozyma 

fusiformata  แตเมื่อทําการวิเคราะหรอยละการแทนท่ีลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณ D1/D2 กับ
ยีสตสปชีส Pseudozyma pruni พบวามีรอยละการแทนที่นิวคลีโอไทด (nucleotide sub-

stitutions) อยูที่รอยละ 2.3 สวนในการเปรียบเทียบโดยใช บริเวณ ITS นั้นรอยละการแทนที่นิวคลีโอ
ไทดอยูทีร่อยละ 10.9 และเม่ือเทียบกับยีสตสปชีส  Pseudozyma fusiformata มีรอยละการแทนที่
นิวคลีโอไทดในการเปรียบเทียบโดยใชของบริเวณ D1/D2 อยูที่รอยละ 2.9 และรอยละการแทนที่นิ
วคลีโอไทดในการเปรียบเทียบโดยใช ITS อยูที่รอยละ 7.4 จึงสรุปไดวายีสตตัวอยางที่พบทั้ง 3 สาย
พันธุอาจเปนยีสตสปชีสใหม 

   สาวิตรี  ลิ่มทอง และคณะ (2556) ไดคัดแยกยีสตบนผิวใบของออยจากตัวอยางใบออย 94 

ตัวอยางใน 7 จังหวัดของประเทศไทย โดยสามารถคัดแยกได 158 สายพันธุจากการวิเคราะหลําดับ   
นิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2  ของ LSU rRNA  โดยที่ 144 สายพันธุเปนสายพันธุที่รูสปชีสแนนอนซ่ึง
พบยีสตที่เปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 24 สปชีสใน 14 จีนัส และแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 12 สปชีสใน 6  
จีนัส โดยจากผลการวิเคราะหจากยีสตทั้งหมด พบวาเปนแอสโคมัยซีตัสยีสตรอยละ 69  และแบสิดิโอ
มัยซีตัสยีสตอยูรอยละ 31 ซึ่งสปชีสที่พบมากที่สุดคือ Meyerozyma caribbica (23%) รองลงมาคือ 
Rhodotorula taiwanensis  (11%) และ Candida tropicalis (10%) ตามลําดับ โดยยีสตที่คนพบ
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นั้นสามารถผลิตฮอรโมนสําหรับพืช หรือ indole-3-acetic acid (IAA) โดยสามารถผลิต IAA ไดสูงสุด 
565.1 mg/L ในยีสตสายพันธุ Rhodosporidium fluviale DMKU-RK253 

  

2.2  การจัดจําแนกยีสตดวยวิธีทางอณูชีววิทยา 

       วิธีการท่ีใชในการจําแนกสายพันธุของยีสตนั้นโดยดั้งเดิม จะอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
ลักษณะสรีรวิทยาและชีวเคมี ซึ่งเปนการตรวจสอบลักษณะทางฟโนไทปของเชื้อนั้นเอง โดยวิธีการ
ดังที่กลาวมานั้นยังมีขอดอยอยูมากเชน  เปนวิธีการท่ีมีความแมนยําต่ํา  ใชแรงงานและเวลาเปนอยาง 
มาก แตหลังจากมีการศึกษาลักษณะในระดับโมเลกุลของสิ่งมีชีวิต ซึ่งมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
อยางมากในการจัดจําแนกสปชีสโดยใชอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลโดยใหความแมนยําสูง รวดเร็ว  
และขจัดขอโตแยงในการจัดจําแนก (Kurtzman and Robnett, 1998) ซึ่งการจําแนกโดยอาศัย
การศึกษาในระดับโมเลกุลประกอบไปดวย  การศึกษาองคประกอบของนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอ  หรือ
ปริมาณกัวนีนกับไซโทซีนในดีเอ็นเอ  และการศึกษาความสัมพันธระหวางดีเอ็นเอในนิวเคลียสโดยการ
ทํา DNA hybridization ทั้งสองวิธีที่กลาวมานั้นยังมีขอจํากัด  เนื่องจากไมสามารถแยกสปชีสที่มี
พันธุกรรมหรือความสัมพันธที่ใกลชิดกันไดดีนัก  ดังนั้นนักอนุกรมวิธานจึงสนใจในการเปรียบเทียบเชิง
ระดับโมเลกุลเชน การระบุชนิดโดยใชดีเอ็นเอ โดยการทําลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA finger printing) 

คือวิธีการท่ีทําใหเกิดรูปแบบท่ีเปนเอกลักษณของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิต ซึ่งสามารถใชระบุชนิดของ
สิ่งมีชีวิตได โดยใชเทคนิคตางๆ เชน คารีโอไทปง (karyotyping) โดยใช pulsed filed gel 

electrophoresis (PFGE) (Doi et al., 1992), random amplified polymorphic DNA (RAPD) 

(Andrade et al., 2010) และ amplified fragment length polymorphism (AFLP) (Esteve-

Zarzoso et al., 2010) และ restriction fragment length polymorphism (RFLP) ( Mu et al., 

2012)  

2.2.1 คารีโอไทปง (karyotyping) โดยใช pulsed filed gel electrophoresis (PFGE)  

        อิเล็กโทรโฟรีติกคารีโอไทป เปนการวิเคราะหจํานวนและขนาดของแตละโครโมโซม  
รวมทั้งสามารถใชประเมินขนาดของจีโนมทั้งหมด  การจัดตัวใหมของโครโมโซม  และการประเมินยีน
โดยใช  PFGE ซึ่งใหกระแสไฟฟาหลายทิศทางเปนจังหวะ ซึ่งสามารถแยกโครโมโซมท่ีมีขนาดใหญกวา 
6 กิโลเบสซ่ึงใชเวลาสําหรับการเคล่ือนที่ในแตละทิศทางและเวลาทั้งหมดนาน โดยมีรายงานการวิจัยที่
เกี่ยวของกับวิธีวิเคราะหดวยวิธี PFGE ดังนี้ 
                   Ávila และคณะ (2010) ไดจําแยกยีสตที่มีคุณสมบัติในการผลิตกรดแลคติกจากใบออย 
โดยใชวิธีวิเคราะหคารีโอไทปงดวย PFGE และการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ซ่ึงสามารถ
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จําแนกไดยีสตไดทั้งสิ้น 9 สปชีสไดแก Torulaspora delbrueckii, Pichia anomala, Saccharo-

myces  cerevisiae, Candida glabrata, Saccharomyces bayanus, Pichia guilliermondii 

, Candida membranifaciens, Pichia. Jadinii และ Kluyveromyces lactis โดยยีสตที่มีลักษณะ
เดนสุด T. delbrueckii (34.56%) รองลงคือ P. anomala (28.39%) และ S. cerevisiae 

(14.72%) ตามลําดับ 

2.2.2 Random amplified polymorphic DNA (RAPD)        
        เปนวิธีการหนึ่งสําหรับตรวจหาความเหมือนหรือแตกตางทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตโดย

การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ โดยวิธีนี้อาศัยการเพ่ิมจํานวนชิ้นของดีเอ็นเอแบบสุมดวยไพรเมอร
ขนาดสั้นประมาณ 10 เบส เนื่องจากการเพ่ิมจํานวนเปนแบบสุมทําใหรูปแบบที่ไดข้ึนกับสภาวะท่ีใชใน
การเพ่ิมจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ อุณหภูมิ และจํานวนรอบในการเพ่ิมจํานวน  โดยมีรายงานการวิจัยที่
เกี่ยวของกับวิธีวิเคราะหดวยวิธี RAPD ดังนี้ 

        Schena และคณะ (2000) ไดทําการคัดแยกยีสตจากผิวของผักและผลไมจาก 9 ไอโซเลต
ของยีสตที่พบ และใชเทคนิค arbitrarily primed polymerase chain reaction (AP-PCR) และวิธี 
RAPD เพ่ือจําแนกยีสต โดยพบวามียีสต 6 ไอโซเลตท่ีมีคุณสมบัติในการผลิตสารควบคุมทางชีวภาพซ่ึง
สามารถยับยั้งเชื้อกอโรคได ( Penicillium digitatum บนผลเกรปฟรุต, Botrytis cinerea, 

Rhizopus stolonifer และ Aspergillus niger บนผลองุน, B. cinerea และ R. stolonifer บนผล
มะเขือเทศ) โดยยีสตที่พบทั้งหมดมีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อกอโรคได แตไอโซเลตที่มีคุณสมบัติเดน
สุดคือ รหัส LS15 และการจําแนกระบุไดวาเปน Metschnikowia spp. ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญ
ของราสีน้ําเทาไดรอยละ 28.3 ถึง 38.2  

        Karabulut และ Baykal (2003) ไดคัดแยกยีสตจากลูกพีชท่ีมีคุมสมบัติในการผลิตสาร
ควบคุมทางชีวภาพโดยจากทั้งหมด 103 ไอโซเลตพบวา มี 7 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งเชื้อกอโรค 2 

ชนิดไดแก Penicillium expansum และ Botrytis cinerea เมื่อทําการวิเคราะหดวย RAPD และ
เปรียบเทียบลําดับนิวคีโอไทดพบวา ยีสตที่มีลักษณะเดนชัดท่ีสุดคือตัวอยางรหัส DR52  มีคุณสมบัติใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อทั้งสอง P. expansum (87.5%) และ B. cinerea (83.4%) โดย
จากการเปรียบเทียบกับฐานขอมูลพบวาตัวอยางรหัส DR52 คือ Kloeckera apiculat 

2.2.3 Amplified fragment length polymorphism (AFLP)  
        เปนเทคนิคสําหรับการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอซ่ึงอาศัยการเลือกเพ่ิมจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่ได

จากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยใช PCR ดวยการนําดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะสอง
ชนิด  จากนั้นนําดีเอ็นเอสายคูมาตอเขากับปลายทั้งสองดานของชิ้นดีเอ็นเอเพ่ือใชเปนแมพิมพสําหรับ
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การเพ่ิมจํานวนโดย PCR  เพ่ือใชสรางลายพิมพดีเอ็นเอเม่ือนําแบบรูปของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากแตละ
เชื้อมาเปรียบเทียบกันจะบอกความแตกตางกันได 

       Lima และคณะ (2003) ศึกษายีสตที่มีคุณสมบัติในการผลิตสารควบคุมทางชีวภาพบนผิว
แอปเปลจากการวิเคราะหดวย AFLP พบวาไอโซเลตจากตัวอยาง Rhodotorula glutinis LS11, 

Cryptococcus laurentii LS28 และ Aureobasidium pullulans LS30 สามารถยับยั้งเชื้อ 
Penicillium expansum และ Botrytis cinerea ไดโดยอยูในสภาวะอุณหภูมิที่ 3 และ 20 องศา
เซลเซียส พบวา LS28 และ LS30 สามารถยับย้ังเชื้อกอโรคทั้งสองไดดีทั้งในสภาวะอุณหภูมิที่ 3 และ 
20 องศาเซลเซียส แต LS11 ยับยั้งไดดีท่ี 3 องศาเซลเซียส ซึ่งเชื้อทั้ง 3 มีคุณสมบัติในการปองกันการ
เกิดโรคบนผิวแอปเปล  โดยไดทําการเก็บเปนฐานขอมูลของลายพิมพดีเอ็นเอของทั้ง 3 ไวศึกษาตอไป 

 2.2.4 Restriction fragment length polymorphism (RFLP)  

             เปนวิธีหนึ่งที่ใชบอกความเหมือนหรือแตกตางทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตโดยการทําลาย
พิมพดีเอ็นเอ วิธีนี้อาศัยการวิเคราะหชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมเอนโดนิวคลีเอสตัด
จําเพาะ (restriction endonuclease) แลวนําไปแยกดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส แลวใชลาย
พิมพดีเอ็นเอ ในการแยกความแตกตาง  ซึ่งวิธีนี้เปนวิธีที่งาย และรวดเร็ว และมีการพัฒนารูปแบบ
เทคนิคมากมาย ยกตัวอยางเชน  เทคนิค PCR-RFLP โดยทําการใชเทคนิค PCR เพ่ิมปริมาณยีนใน
สวนอนุรักษของยีสตหรือบริเวณยีน LSU rRNA แลวนํามาใชเทคนิค RFLP หรือใชเอนไซมตัดจําเพาะ
ตัดดีเอ็นเอบริเวณนี้และวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอที่ตางกันดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  และใช
การหาลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide sequencing) ในบริเวณสวนอนุรักษ แลวใชเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูลเพื่อวิเคราะหสปชีสของยีสต โดยวิธีนี้ทําใหมีความนาเชื่อถือมากกวาวิธีอ่ืนๆ เพราะไมวาจะ
มีความสัมพันธกันมากนอยหรือสัมพันธกันแบบใดนั้นสามารถพิสูจนได  โดยการเทียบจากลําดับนิวคลี
โอไทดของยีสตนั้นเอง จากการเปรียบเทียบโดยใชวิธีที่กลาวมาขางตนนั้นโดยการเปรียบเทียบลําดับนิ
วคลีโอไทดของบริเวณ D1/D2 ของยีน LSU rRNA รวมกับการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ
สามารถจัดจําแนกยีสตและรายงานยีสตจากแหลงตางๆ ไดจํานวนมาก และนํา เสนอยีสตสปชีสใหมๆ
มากมายใน 5 ปที่ผานมา (สาวิตรี  ลิ่มทอง และคณะ, 2555; 2557) โดยมีรายงานการวิจัยที่เกี่ยวของ
กับวิธีวิเคราะหดวยวิธี RFLP ดังนี้ 
   Villa Carvajal และคณะ (2003) ไดทําการคัดแยกยีสตจากจุกไมกอกที่ทํามาจากเน้ือไม
โอคโดยใชการวิเคราะหทางลักษณะทางกายภาพ และเทคนิค RFLP บริเวณ ITS โดยผลการทดลอง
พบวาสามารถแยกยีสตจากลักษณะทางกายภาพไดทั้งหมด 52 ไอโซเลต เมื่อทําการจัดกลุมดวย RFLP 

ไดทั้งส้ิน 11 กลุมจากน้ันนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU rRNA ในแตละกลุม แลว
เปรียบเทียบกับฐานขอมูล สามารถระบุได 11 สปชีสไดแก Rhodosporidium kratochvilovae, 
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Debaryomyces hansenii var.fabryi, Rhodotorula slooffiae, Sporidiobolus salmonicolor, 
Sporidiobolus johnsonii, Pichia anomala, Rhodotorula nothofagi, Cryptococcus 

albidus, Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon mucoides และ Sporobolomyces 

nylandii  และเปนสปชีสใหม 2 สปชีส ไดแก Rhodotorula sp. และ Bullera sp. โดยยีสตสวน
ใหญที่พบเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต ซึ่งมีเพียง 2 สปชีสเทานั้นท่ีเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต สปชีสที่พบ
สวนใหญ ไดแก Rhodosporidium kratochvilovae รองลงมาคือ Rhodotorula nothofagi  

  Hesham และคณะ (2014) ไดทําการคัดแยกยีสตจากน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมโดย
พบยีสต 2 ไอโซเลตใน Kluyveromyces spp. รหัส BM4 และ P41 โดยทั้ง 2 ไอโซเลตมีคุณสมบัติใน
การหมักหางนมท่ีไดจากการผลิตเนยแข็งเพ่ือใชผลิตเอทานอล โดยผูทําการวิจัยไดใชเทคนิคทาง    
อณูชีววิทยาในการจําแนกสปชีสของยีสต ซึ่งใชเทคนิค RFLP บริเวณ ITS เพ่ือใชยืนยันความแตกตาง
ของไอโซเลตท้ังสอง วาเปนคนละสปชีสกัน โดยนําไอโซเลตท้ังสองมาวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน LSU rRNA บริเวณ D1/D2 และบริเวณ ITS แลวเปรียบเทียบกับฐานขอมูลพบวา ไอโซเลต
รหัส BM4 และ P41 มีความเหมือนกัน Kluyveromyces marxianus (99%) และ 
Kluyveromyces lactis (99%) โดยยีสตทั้ง 2 ไอโซเลตมีสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล คือ 
pH 4.5 และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยใชเวลาในการหมัก 120 ชั่วโมง สามารถผลิตเอทานอล
ไดรอยละ 5.52  และรอยละ 5.05 ตามลําดับ  

โดยวิธีที่กลาวมาท้ัง RAPD, AFLP และ RFLP ลวนมีใชเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 

รวมดวยซึ่งหลักการของเทคนิค PCR มีดังนี้ 
  polymerase chain reaction (PCR) หรือ ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนขบวนการ

สังเคราะหชิ้นสวนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง ซึ่งขบวนการน้ีเลียนแบบขบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอใน
สิ่งมีชีวิต ผูคิดคนเทคนิค PCR คือ Kary Mullis โดยขบวนการสังเคราะหประกอบไปดวยขั้นตอนตาง 
ๆ ดังตอไปนี้ 

   1. การแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคูออกจากกัน (denaturation) ใชอุณหภูมิ ประมาณ 94 

องศาเซลเซียส เมื่อเร่ิมตนดีเอ็นเอแมแบบจะอยูในลักษณะที่เปนเกลียวคู เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิถึงประมาณ 
94 องศาเซลเซียส จะทําใหพันธะไฮโดรเจนระหวางเบสของดีเอ็นเอถูกทําลาย ทําใหเสนดีเอ็นเอแยก
ออกจากกัน โดยขั้นตอนนี้จะแตกตางจากการสังเคราะหดีเอ็นเอในธรรมชาติ คือ ในสิ่งมีชีวิตจะมี
เอนไซมเฮลิเคส (helicase) ชวยในการแยกสายและคลายเกลียวดีเอ็นเอ 

  2. การจับของไพรเมอรกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) ใชอุณหภูมิประมาณ 40-62 องศา
เซลเซียส เมื่อแยกสายดีเอ็นเอออกจากกันแลว จะลดอุณหภูมิลงเหลือ 40-62 องศาเซลเซียส เพ่ือใหดี
เอ็นเอสังเคราะหขนาดสั้นประมาณ 15-25 เบส ที่เรียกวา ไพรเมอร (primer) เขามาจับบริเวณที่มี
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ลําดับเบสคูสมกัน ในการสังเคราะหดีเอ็นเอ โดยเอ็นไซมดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส (DNA polymerase) 

ตองการปลายทางดาน 3'-OH เพ่ือนํานิวคลีโอไทดตัวตอมาตอ ซึ่งในสิ่งมีชีวิตจะมีเอ็นไซมที่มีชื่อวา 
ไพรเมส (primase) เปนตัวสรางอารเอ็นเอไพรเมอรขึ้น 

  3. การสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมตอจากไพรเมอร (extension) ใชอุณหภูมิ ประมาณ 68-

72 องศาเซลเซียส ในขั้นตอนนี้จะเปนการสรางสายดีเอ็นเอตอจากไพรเมอร โดยอุณหภูมิที่ใชจะ
พอเหมาะกับ การทํางานของ Taq DNA polymerase 

        นอกจากนี้สิ่งสําคัญในการจัดจําแนกประเภทของยีสตคือ การเลือกบริเวณที่ควรใชในการแยก
ความแตกตางหรือบริเวณที่จะทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด  เนื่องจากจีโนมของสิ่งมีชีวิตประกอบไป
ดวยสวนที่มีวิวัฒนาการดวยอัตราที่แตกตางกัน  โดยบางสวนของยีนที่มีการเปล่ียนแปลงนอยทําให
สามารถแยกความแตกตางออกจากกันได  โดยจะใชการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
nuclear rRNA  ซึ่งใชสําหรับวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการเนื่องจากบริเวณนี้มีสวนที่มีการ
วิวัฒนาการนอยหรือ บริเวณอนุรักษ (conserved region) สําหรับ rRNA gene หรือ rDNA ซึ่งใน
สวนตางของยีน nuclear rRNA นั้นมีบริเวณ D1/D2 ของยีน large subunit (LSU) rRNA หรือ 26S 

rRNA เปนบริเวณที่ใชในการแยกสปชีสตของยีสตไดดีกวาบริเวณอ่ืนๆ ดังนั้นบริเวณ D1/D2 จึงเปน
เปาหมายหลักในการจําแนกยีสตเพื่อใหไดความแมนยําและรวดเร็วที่สุดซึ่งยีนบริเวณนี้จะมีขนาดอยูที่ 
500 – 600 นิวคลีโอไทดอยูที่ปลาย 5´ ของ LSU rRNA ซึ่งบริเวณนี้มีวิวัฒนาการเร็วจึงเปนบริเวณที่มี
ความแตกตางกันมากในบรรดาลําดับนิวคลีโอไทดของ rRNA ความแตกตางในบริเวณน้ีเพียงพอที่จะใช
ในการจําแนกสปชีสของยีสตได  หลักการจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ 
D1/D2 คือ ถายีสต 2 สปชีสมีการแทนท่ีนิวคลีโอไทด (nucleotide substitution) มากกวา 6  นิวคลี
โอไทด (1%) ยีสตนั้นจะถูกจัดใหอยูคนละสปชีสกัน  และถา 2 สายพันธุมีนิวคลีโอไทดตางกัน 0-3 

การแทนที่นิวคลีโอไทดนั้นจะถูกจัดเปนสปชีสเดียวกัน  หรือเปนสปชีสที่มีความใกลชิดกันมาก
(Kurtzman and Robnett, 1998 )  สวนสําคัญในการใชเทคนิคที่กลาวมาขางตนนั้นนี้คืออารเอ็นเอ
ของส่ิงมีชีวิต ดังนั้นวิธีการไมเพาะเล้ียงเชื้อจึงถูกพัฒนาขึ้น เพ่ือลดปญหาการเกิดของเชื้อที่สามารถ
เจริญไดในหองปฏิบัติการเพียงรอยละ 1 จากเชื้อที่มีอยูจริงตามธรรมชาติ ดังนั้นวิธีที่ใชจึงใชการสกัด
อารเอ็นเอจากเซลลโดยคาดหวังวาถึงแมเซลลจะไมมีการทํางานแตก็สามารถสกัดสวนของอารเอ็นเอ
ออกมาไดและทําการเพ่ิมปริมาณยีนดวยวิธี PCR บริเวณที่ใชในการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด
ของอารอารเอ็นเอ โดยใชหลักการทํา PCR รวมดวย  โดยเทคนิคในระดับโมเลกุลตางๆ ที่กลาวมาใน
ขางตน ในการวิเคราะหความหลากหลายของเชื้อไดไมวาจะเปน แบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต (Hirsch 
et al., 2010) โดยมีรายงานการวิจัยที่เกี่ยวของกับวิธีวิเคราะหดวยวิธีการทําลายพิมพดีเอ็นเอและ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ดังนี้ 
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          Hande และคณะ (2013) ไดทําการคัดแยกยีสตที่มีคุณสมบัติในการหมักไซโลสเพื่อใชในการ
ผลิตเอทานอล โดยทําการคัดแยกยีสตที่ไดจากเปลือกกลวยพบวาได ไอโซเลตรหัส BY2 โดยไดทําการ
หาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS แลวทําการเปรียบเทียบกับฐานขอมูล และเปรียบเทียบสายสัมพันธุ
เชิงวิวัฒนาการพบวาไอโซเลตรหัส BY2 มีความใกลเคียงกับยีสต Pichia caribbica โดยไดทดสอบ
การผลิตเอทานอลจากไซโลสท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส สามารถผลิตเอทานอลได 15 กรัมตอลิตร 
จากไซโลสเริ่มตนที่ 30 กรัมตอลิตร  

Inácio และคณะ (2005) ไดศึกษาความหลากหลายของยีสตบนใบของตนเมเปล ใบชาปา ใบ
โอค โดยสามารถแยกได 850 ไอโซเลต และใชเทคนิควิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ (PCR 

fingerprinting) โดยใชไพรเมอร M13 ซึ่งเปนไพรเมอรสายสั้นๆ ซึ่งใชในการทํา minisatellite 

primer -PCR fingerprinting เพ่ือใชในการจัดจําแนก  และหาลําดับนิวคลีโอไทดของ rDNA โดยใช
การเปรียบเทียบบริเวณ D1/D2 และบริเวณ ITS มาใชในการจําแนกสปชีสของยีสต ซึ่งยีสตที่พบสวน
ใหญเปน แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต โดยยีสตสวนใหญอยูในจีนัส Cryptococcus และ Dioszegia ในสป
ชีส C. amylolyticus, C. armeniacus, C. cistialbidi, D. buhagiarii, D. catarinonii, D. 

fristingensis และ D. takashimae  

  Nuobariene และคณะ (2012) ไดทําการคัดแยกยีสตที่มีการผลิตเอนไซมไฟเตสจากแปงหมัก
ขนมปงจากเดนมารกและลิทัวเนีย โดยนํา 19 ไอโซเลตท่ีมีการผลิตเอนไซมไฟเตสมาจัดกลุมดวยวิธี 
Repetitive Sequence-based PCR และ ใชการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 

สามารถจําแนกยีสตได 5 สปชีส ไดแก Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii, Pichia 

occidentalis, Candida humilis และ Kazachstania exigua โดยสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต
เอนไซมไฟเตสคือ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ pH 5.5 โดยยีสตที่มีการผลิตเอนไซมไฟเตสและ
หลั่งออกนอกเซลล ไดดีที่สุดคือ S. cerevisiae L1.12 โดยวัดคากิจกรรมของเอนไซมได 10.6 

U/1010 CFU ตามมาดวย S. cerevisiae L6.06 โดยวัดคากิจกรรมของเอนไซมได 8.2 U/1010 CFU 

  สาวิตรี  ลิ่มทอง และคณะ (2555) ไดจัดจําแนกยีสตที่ไดจากดินที่เก็บจากภายในปาโดยอาศัย
การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา ลักษณะสรีรวิทยาและชีวเคมี และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 
D1/D2 ของ LSU rRNA โดยจาก 3 สายพันธุที่ทําการวิเคราะหเมื่อเปรียบเทียบแลวอยูใน 2 สปชีสใน
จีนัส Candida ไดแก Candida sirachaensis sp. nov และ Candida sakaeoensis sp. nov.  
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บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ 

3.1.1 แบคทีเรียท่ีใชในงานวิจัย 

         แบคทีเรียที่ใชเปนเซลลเจาบาน (host cell) เพ่ือเพ่ิมปริมาณพลาสมิดมีดังนี้ 
                E. coli DH5  มีลักษณะ Genotype : F-,  80lacZaM15, A(lacZYA-argF) U169, 

recA1, endA1, hsdR17 (rK–, mK+), phoA, supE44, λ–, thi-1, gyrA96, relA1  

 

3.1.2 ดีเอ็นเอพาหะ (Vector) 

                    พลาสมิด pTG19-T (Vivantis, USA) มีขนาด 2,880 bp เปนดีเอ็นเอพาหะท่ีใช
สําหรับโคลนชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR โดยดีเอ็นเอพาหะชนิดนี้จะมีสวนที่เปนเบส     
ไทมีนยื่นออกมา (T overhangs) ทําใหสะดวกตอการเชื่อมตอ (ligation) ชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ไดจาก
การทํา PCR (PCR product) นอกจากนี้พลาสมิด pTG19-T มียีนตานทานตอยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 

(ampicillin resistance gene) และยีน lacZ ทําใหสามารถคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มี            
รีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยเทคนิค blue-white selection ได ดังแสดงในภาพที ่3.1 
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ภาพที่ 3.1  แผนที่ของ pTG19-T cloning vector ขนาด 2880 bp 

              ที่มา : http://www.bio-equip.com/show1equip.asp?equipid=328659 

 

  3.1.3 ไพรเมอรที่ใชในการวิจัย 

      ไพรเมอรที่ใชในงานวิจัยเปนไพรเมอรที่จะใชเพ่ิมปริมาณยีน LSU rDNA บริเวณ D1/D2 

ไดแก  ไพรเมอร NL1 มีลําดับนิวคลีโอไทดเปน 5'-AGT AAC GGC GAG TGA AGC GG-3' และไพร
เมอร NL4 มีลําดับนิวคลีโอไทดเปน 5'-TAC TTG TTC GCT ATC GGT CT-3' 

 
3.1.4 เอนไซม 

                1.  เอนไซมตัดจําเพาะที่ใชในการวิจัยไดแก HinfI, HaeIII และ CfoI (Biolabs, USA) 
                2.  Tag DNA polymerase (Vivantis, USA) 
                3.  T4 DNA ligase (Vivantis, USA) 

 

        3.1.5 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

      1.  100 bp DNA Ladder (Biolabs, USA) 

      2.  100 bp DNA Ladder Plus (Biolabs, USA) 

      3.  1 kb DNA Ladder (Biolabs, USA) 
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3.1.6 ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป 

                ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล GF-1 Ambiclean kit (Vivantis, USA) 

 

3.1.7 สารเคมีและสารละลาย 

    ชื่อสารเคมี                           บริษัทผูผลิต, ประเทศ 
  1.  Agar             Lab M, England  
  2.  Agarose gel            Vivantis, USA 

  3.  Ampicillin            Fluka, USA 

  4.  Calcium chloride              Fluka, USA 

      5.  dNTPs mixture            Vivantis, USA 

      6.  Ethanol            Alcoh-A, Thailand 

      7.  Ethidium bromide                   Sigma, USA 

      8.  Ethylene diamine tetraacetic (EDTA)         Fluka, USA 

  9.  Glycerol            Amresco, USA     

 10. Isopropanol                  Sigma, USA 

     11. Potassium acetate             Fluka , USA 

     12. Potassium hydrogen phosphate            Flika, USA 

     13. Sodium chloride             Fluka, USA 

     14. Sodium dodecyl sulfate (SDS)          Fluka, USA 

     15. Sodium hydrogen phosphate              Fluka, USA 

     16. Tris (hydroxylmethyl) aminomethane           GibcoBRL, USA 

     17. Tryptone              Lab M, England  
     18. X-Gal              Vivantis, USA 

         (5-bromo-4-chloro-indolyl-β-D-galactopyranoside)  
     19. Yeast extract             Lab M, England   
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  3.1.8 อุปกรณ 

                  ชื่อเคร่ืองมือ       บริษัทผูผลิต, ผลิตท่ีประเทศ 
            1.  Autoclave                       Tomy, Korea 

2.  Centrifuge รุน MIKRO 120              Hettich Zentrifugem,       

                   Germany 

       3.  Desicator                Nalgene Catalog No.5312, 

          USA 

                   4.  Gel document รุน Syngene     Multi Gennius, England  

                   5.  Hot air oven                          Memmert Model ULM          

                                                                                     500, Germany 

                   6.  Micro centrifuge รุน Gyrospin             GYROZEN, Korea 

       7.  Mini Horizontal Gel Electrophoresis             Major Science, England 

 8.  Power supply รุน MP-300V               Major Science, England 

 9.  Spectrophotominator      Thermoscientific, USA 

     รุน spectronic gensys 8    

      10. Sonicator  รุน 2210                Branson, USA 

      11. UV-transluminator                         Fotodyne Incorporated,  

                                                                         USA 

      12. Vortex       Scientific industries, USA 

      13. Water bath                Scientific promotion   

                                                                         co.,LTD, Thailand        

          14. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Classic C24)           NEW Brunswick             

            Scientific.,LTD, England 

        15. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง               Sartorius, Thailand 

        16. เครื่องผลิตน้ํากลั่น (Maxima LS. Model)   ELGA, USA 

        17. เครื่องผลิตน้ํา mili Q (Reservoir 75L LC136)   ELGA, USA 

                  18. เครื่องไมโครเวฟ (LG รุน MS2127CW)             LG, Thailand 
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3.2 วิธีดําเนินการวิจัย  

3.2.1 เก็บตัวอยางใบออย 

    ทําการสุมเก็บใบออยทั่วพื้นที่เพาะปลูกในประเทศไทย เชน  นครปฐม  ชัยนาท  สระแกว  
สุพรรณบุรี  นครสวรรค  พิจิตร  พิษณุโลก  เพชรบูรณ  สระบุรี  ลพบุรี นครราชสีมา บุรีรัมย เก็บไวที่ 
4 องศาเซลเซียส ดังขอมูลที่แสดงไวในตาราง 3.1 กอนนําไปทําการทดลองในข้ันตอนตอไป 

ตารางที่ 3.1  ตัวอยางใบออยที่เก็บในพ้ืนที่ตางๆ 
จังหวัด จํานวนตัวอยาง รหัสตัวอยาง 

นครปฐม 2 S01NP, S09NP 

ชัยนาท 3 S24CN, S25CN, S26CN 

สระแกว   2 S18SK, S19SK 

สุพรรณบุร ี 9 S06SP, S07SP, S08SP, S15SP, S16SP, S17SP, S21SP, 

S22SP, S23SP,  

นครสวรรค 3 S27NK, S28NK, S29NK 

พิจิตร 1 S30PC 

พิษณุโลก 4 S31PN, S32PN, S33PN, S35PN 

เพชรบูรณ 15 S36PB, S37PB, S38PB, S40PB, S41PB, S42PB, S43PB, 

S44PB, S45PB, S46PB, S48PB, S49PB, S50PB, S51PB, 

S52PB 

สระบุร ี 6 S63SB, S64SB, S66SB, S68SB, S69SB, S70SB 

ลพบุร ี 1 S79LB 

นครราชสมีา 1 S55NS 

บุรีรัมย 1 S60BR 

 
3.2.2 การสกัดดีเอ็นเอจากตะกอนเซลลของจุลินทรียบนผิวใบออย  

    นําตัวอยางใบออยจากขอ 3.2.1  โดยประมาณ 6 กรัม แชในสารละลาย washing buffer  

(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวนําไปทําใหเซลลหลุดออกจากใบออยโดยใชคลื่นเสียง
ความถี่สูงนาน 7 นาที  จากนั้นเทสารละลาย (supernatant) ใสในหลอดเซ็นตริฟวกแลวจึงนําไปปน
ตกตะกอนเซลล โดยใชความเร็วรอบ 7,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที นําสวนของตะกอนเซลลไปทํา
การแตกเซลล โดยทําการเติม lysis buffer (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  และนํามาบมใน
อางน้ํารอน (water bath) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที ทําการเติมสารละลาย



17 
 

 

 

โพแทสเซียมอะซีเตตความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวแชใน
น้ําแข็งนาน 1 ชั่วโมง ทําการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ปเปตสวนของ
สารละลายใสในหลอดไมโครเซ็นตริฟวกใหม  ทําการตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanol ปริมาตร 
หนึ่งเทาตัวของสารละลาย นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง
และลางตะกอนดีเอ็นเอดวย ethanol ความเขมขน 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที จากนั้นนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไปทิ้งใหแหง 
และละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer  (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดี
เอ็นเอท่ีสกัดไดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 

 
         3.2.3 การเพิ่มปริมาณยีน LSU rDNA บริเวณ D1/D2 ดวยเทคนิค PCR 

       ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของบริเวณ  D1/D2 ของยีน LSU rDNA ดวยวิธี  
PCR โดยใชคูไพรเมอร NL1 และ NL4 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดดังตอไปนี้ 

       ไพรเมอร NL1 มีลําดับนิวคลีโอไทดเปน 5'-AGT AAC GGC GAG TGA AGC GG-3' 

       ไพรเมอร NL4 มีลําดับนิวคลีโอไทดเปน 5'-TAC TTG TTC GCT ATC GGT CT-3' 

โดยมีขนาดของ PCR product เปาหมายขนาดประมาณ 600 bp 
ในปฏิกิริยา  PCR ประกอบไปดวยสารดังนี้ PCR buffer (A) ความเขมขน 1X , MgCl2 ความ

เขมขน 1.5 มิลลิโมลาร, dNTPs  ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร, ไพรเมอร NL1 และ NL4 ความ
เขมขนอยางละ 20 พิโคโมล, เอนไซม Taq DNA polymerase 1 ยูนิต และ ดีเอ็นเอแมแบบ 3  
ไมโครลิตร ในปริมาตรสุดทาย 25 ไมโครลิตร และกําหนดสภาวะที่ใชในการทํา PCR สําหรับไพรเมอร 
NL1 และ NL4 ดังนี้ 

ขั้นที่ 1   94ºC         5    นาท ี

ขั้นที่ 2 (35 รอบ) 94ºC        45     วินาที 
   52ºC        30     วินาที  
   72ºC        45     วินาที 
ขั้นที่ 3            72ºC          10     นาที 

 ทําการตรวจสอบ PCR product ที่ไดดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส  
 

3.2.4 การตรวจสอบดีเอ็นเอดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส (agarose gel     

electrophoresis) 
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        เตรียมอะกาโรสเจลที่มีความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นตโดยละลายอะกาโรสในสารละลาย 
1X TAE buffer ดวยความรอนรอใหเย็นลงแลวเทเจลใสในถาด ทิ้งใหแข็งในอุณหภูมิหอง นําดีเอ็นเอ
ที่ผสมกับ 6X loading กye ในอัตราสวน 6 ตอ 1 มาวิ่งบนเจลอะกาโรสโดยใช 100 bp DNA ladder 

เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน นํามาใหกระแสไฟฟาโดยใชเครื่อง Mini Horizontal Gel Electrophoresis 

รุน MJ-105 ที่ความตางศักยไฟฟา 80 โวลต เปนเวลา 45 นาที แลวยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบร
ไมด (ethidium bromide) เปนเวลา 15 นาที นําไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต
ดวยเครื่อง Gel document รุน Syngene  

 

3.2.5 การแยกดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์จากเจลอะกาโรสโดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป   
       (gel purification kit) 

        ตรวจดูแถบดีเอ็นเอที่ไดจากแผนเจลอะกาโรส ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตแลวทําการ
เลือกแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 600 bp โดยทําการเทียบขนาด จาก 100 bp DNA ladder 

จากนั้นใชใบมีดโกนที่สะอาดปราศจากเช้ือตัดเจลบริเวณที่มีแถบดีเอ็นเอที่ตองการ แลวแยกดีเอ็นเอ
ออกจากเจลตามวิธีใชในคูมือชุดสําเร็จรูป GF-1 Ambiclean kit (Vivantis, USA) ดังนี้ เติมบัฟเฟอร 
DB ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตอน้ําหนักเจล 0.1 กรัมนําไปบมที่อางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส รอจนเจลละลายเรียบรอยดีแลว เทใสในหลอดคอลัมนแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000×g นาน 1 นาที เทน้ําสวนลางของคอลัมนทิ้ง เติม Wash buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตรใน
หลอดคอลัมนแลวปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g นาน 1 นาที เทสวนลางของคอลัมนทิ้ง 
จากนั้นทําใหคอลัมนแหงโดยการปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 10,000×g นาน 1 นาที ดึงคอลัมน
ออกแลวไปใสบนหลอดไมโครเซ็นตริฟวกหลอดใหม แลวเติม Elution buffer หรือ TE buffer 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g นาน 1 นาที เก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดที่
อุณหภูมิ 4 หรือ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 
 

3.2.6 การเชื่อมชิ้นสวนดีเอ็นเอเขากับพลาสมิด pTG19-T vector 

 นํา PCR product ที่ผานการทําบริสุทธิ์มาแลวไปเชื่อมเขากับพลาสมิด pTG19-T 

vector (Vivantis, USA) โดยใชเอนไซม T4 DNA ligase ในการเชื่อมตอกัน 

 โดยสวนผสมของ ligation reaction มีดังนี้ ชิ้นสวนดีเอ็นเอบริสุทธิ์ 3.0 ไมโครลิตร 
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ligase buffer ความเขมขน 1X, พลาสมิด pTG19-T ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตรและเอนไซม T4 DNA 

ligase ปริมาณ 20 ยูนิต ในปริมาตรสุดทาย 10 ไมโครลิตรและผสมใหเขากันบมที่ 4 องศาเซลเซียส 
นานขามคืน จากนั้นถายโอนรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอเขาสูเซลลเจาบานตอไป 

 
3.2.7 การถายโอนรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอเขาสูเซลลเจาบาน  

       3.2.7.1 การเตรียมคอมพีเทนตเซลล 

                นําเชื้อ E. coli DH5α ที่เจริญอยูบนอาหารแข็ง LB มาเพาะเล้ียงในอาหาร
เหลว LB ขามคืนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสโดยเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที จากนั้นทําการ
ถายเชื้อ 0.5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที ประมาณ 3 ชั่วโมง แลววัดคาการดูดกลืนแสงของเซลลที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร จนมี
คาประมาณ 0.2-0.6 จากนั้นนําไปแชในน้ําแข็งนาน 10 นาที แบงเซลลใสหลอดเซ็นตริฟวกโดยจะตอง
อยูในน้ําแข็งหรือไวในที่เย็นตลอดเวลา แลวตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ควบคุมอุณหภูมิไวที่ 
4 องศาเซลเซียสและทําการปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 2,000×g นาน 5 นาที จากนั้นลางตะกอน
เซลลดวยแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลารปริมาตร 2 มิลลิลิตรโดยใชไมโครปเปตดูดขึ้น-ลง
เพ่ือใหเซลลกระจายตัว  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 2,000×g นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้งแลว
เติมแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลารปริมาตร 2 มิลลิลิตรละลายตะกอนเซลลดวยไมโครป
เปตอยางเบามือ แชในอางนํ้าแข็งนาน 20 นาที แลวปนเหวี่ยงอีกครั้งดวยความเร็วรอบ 2,000×g นาน 
5 นาที ละลายตะกอนเซลลอยางเบามือดวยสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลารโดย
ใชไมโครปเปตดูขึ้น-ลงเบาๆ จากนั้นแบงใสในหลอดไมโครเซ็นตริฟวกปริมาตร 200 ไมโครลิตรแลวใช
ทันที หรือทําการเก็บโดยเติมกลีเซอรอล (glycerol) ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 15 เปอรเซ็นต แลว
เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
        
                   3.2.7.2 การถายโอนรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ 

                        นํารีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ จากขอ 3.2.7.1 ผสมใหเขากันกับคอมพิเทนต
เซลลปริมาตร 200 ไมโครลิตรในน้ําแข็งนาน 15 นาที จากนั้นนําไปบมในอางน้ําอุนที่อุณหภูมิ 42 

องศาเซลเซียสนาน 90 วินาที นําไปแชในน้ําแข็งอยางรวดเร็วและเบามือ นาน 5 นาที จากนั้นเติม
อาหารเหลว LB ปริมาตร 800 ไมโครลิตรบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานประมาณ 1 ชัว่โมง 
30 นาท ีนํามาตกตะกอนเซลลโดยปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  จากนั้นเท
สวนของอาหารเหลวออกใหเหลือประมาณ 100 ไมโครลิตร แลวใชไมโครปเปตดูดขึ้น-ลงเพื่อละลาย
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ตะกอนเซลล  นําไปเกลี่ย (spread) บนอาหารแข็ง LB ที่มีแอมพิซิลลินเขมขน 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร และ X-gal ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลาขามคืน ทําการคัดเลือกโดยใชวิธี blue-white selection โดยคัดเลือกโคโลนีสีขาวคือทรานส
ฟอรแมนทท่ีมีรีคอมบิแนนทพลาสมิดเพื่อทําการตรวจสอบตอไป 

 
3.2.8 การตรวจสอบรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอรีคอมบิแนนทโคลนโดยวิธี colony PCR 

         การตรวจรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอดวยวิธี colony PCR จะทําการเลือกโคโลนีสีขาว
ประมาณ 20 ถึง 40 โคโลนีตอ 1 ตัวอยางของใบออย มาทํา PCR โดยใชไพรเมอรชุดเดียวกับที่ใชเพ่ิม
ปริมาณยีนบริเวณ D1/D2 คือไพรเมอร NL1 และ NL4 และจะทําการเตรียม cell suspension โดย
เลือกเซลลรีคอมบิแนนทโคลนท่ีไดจากขอ  3.2.7.2 และใชไมจิ้มฟนที่ผานการฆาเชื้อแตะโคโลนีสีขาว
ผสมลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟวกที่มีน้ําฆาเชื้ออยู 25 ไมโครลิตรและใช cell suspension เปนแหลง
ของดีเอ็นเอตนแบบในการทําโคโลนี PCR ตอไป    

  โดยเตรียม PCR reaction mixture ดังนี้ บัฟเฟอร PCR (A) ความเขมขน 1X , MgCl2 ความ
เขมขน 1.5 มิลลิโมลาร, dNTPs  ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร, ไพรเมอร NL1 และ NL4 ปริมาณ
อยางละ 20 พิโคโมล, เอนไซม Taq DNA polymerase 1 ยูนิต และ cell suspension ปริมาตร 3  
ไมโครลิตร ในปริมาตรสุดทาย 25 ไมโครลิตรและกําหนดสภาวะที่ใชในการทํา PCR สําหรับไพรเมอร 
NL1 และ NL4 ดังนี้ 

ขั้นที่ 1   94ºC    10   นาท ี

ขั้นที่ 2 (35 รอบ) 94ºC    45   วินาที 
   52ºC    30   วินาที  
   72ºC    45   วินาที 
ขั้นที่ 3   72ºC    10   นาท ี

          ตรวจสอบ PCR product ดวยเทคนิคอะกาโรสอิเล็กโตรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกา
โรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต เชนเดียวกับขอ 3.2.4 แลวเลือก PCR product ที่มีขนาดประมาณ 
600 bp เพ่ือใชในการวิเคราะห RFLP ตอไป 

  

3.2.9 การจัดกลุมโคลนดวยเทคนิค restriction fragment length polymorphism   
(RFLP) 

                    ปเปต  PCR product จากขอ 3.2.8 มา 2 ไมโครลิตร นํามาตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะไดแก HeaIII, HinfI และ CfoI เพ่ือใชในการแยกความเหมือนและความแตกตางกันเบื้องตน
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ของ PCR product จาก DNA library ตางๆ โดยเตรียม Enzyme reaction mixture ดังนี้ UB 

buffer ความเขมขน 1X,  PCR product ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เอนไซม HaeIII หรือ HinfI หรือ 

CfoI  10 ยูนิต ในปริมาตรสุดทาย 10 ไมโครลิตร  จากนั้นนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน 
ทําการตรวจสอบขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยใชอิเล็กโตรโฟเลซีสใน
เจลอะกาโรสความเขมขน 2 เปอรเซ็นตแลวจัดกลุมโคลนที่มีรูปแบบ ของแถบดีเอ็นเอที่ถูกตัดแลวดวย
เอนไซมทั้ง 3 ชนิดที่เหมือนกันใหเปน operational taxonomic unit (OTU) เดียวกัน ดังแสดง
ตัวอยางใน ภาพที่ 3.2 ซึ่งสามารถจัดกลุมโคลนท้ัง 8 ไดเปน 5 OTUs จากการตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะทั้ง 3 ชนิด 
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ภาพที ่3.2 ตัวอยางแถบดีเอ็นเอของ 8 โคลนจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 3 ชนิด ก) HaeIII,  
              ข) HinfI และ ค) CfoI 
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3.2.10 การศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทด 

          คัดเลือกตัวแทน PCR product จากแตละ OTU มาทําใหบริสุทธิ์ตามคูมือชุด
สําเร็จรูป GF-1 Ambiclean kit (Vivantis, USA) ดังนี้ เติม DB buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันเทใสในหลอดคอลัมนแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g นาน 1 นาที เทน้ํา
สวนลางของคอลัมนทิ้ง เติม Wash buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตรในหลอดคอลัมนแลวปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 10,000×g นาน 1 นาที เทสวนลางของคอลัมนทิ้ง จากนั้นทําใหคอลัมนแหงโดยการปน
เหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 10,000×g นาน 1 นาที ดึงคอลัมนออกแลวไปใสบนหลอดไมโครเซ็นตริ
ฟวกอันใหม แลวเติม Elution buffer หรือ TE buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลวปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 10,000×g นาน 1 นาท ีเก็บดีเอ็นเอท่ีสกัดไดที่อุณหภูมิ 4 หรือ -20 องศาเซลเซียส แลว
ทําการสงไปท่ีบริษัท แปซิฟคไซเอ็นจํากัด (www.pacificscience.in.th)  เพ่ือหาลําดับนิวคลีโอไทด
ของดีเอ็นเอในบริเวณ D1/D2 ตอไปโดยไพรเมอรที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดคือ ไพรเมอร NL1  

 

3.2.11 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล  

         ทําการเลือกตัวแทนรีคอมบิแนนทโคลนจากแตละ OTU เพ่ือหาลําดับนิวคลีโอไทด
โดยใชไพรเมอร NL1 และนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ
ลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank บนเว็บไซต NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใช
โปรแกรม Blastn รวมทั้งลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือจุลินทรียที่เปน type strain 

 

 3.2.12 การเปรียบเทียบสายสัมพันธุเชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

          นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากขอ 3.2.10  และเลือกยีสต type strain จากฐานขอมูล 
GenBank มาทําการสรางสายสัมพันธุเชิงวิวัฒนาการโดยโปรแกรม MEGA 6.06 และใช neighbor-

joining  ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของยีน LSU rRNA 

 

 

 

 

 



24 
 

 

 

 

บทที่ 4 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 

4.1   การเพิ่มปริมาณยีน LSU rDNA บริเวณ D1/D2 ดวยเทคนิค PCR 

 นําดีเอน็เอท้ังหมดที่ไดจากการสกัดจากตัวอยางใบพืช ทั้ง 48 ตัวอยางมาทําการเพ่ิมปริมาณยีน 
LSU rDNA บริเวณ D1/D2 โดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร NL1 และ NL4 โดย PCR product ที่
ไดจะมีขนาดประมาณ 600 bp ดังแสดงในภาพที ่4.1  

 
 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.1  ผลการตรวจสอบ PCR products ของยีน LSU rRNA บริเวณ D1/D2 จากการทํา PCR   
ดวยไพรเมอร NL1 และ NL4 โดย   

    ชอง  M  คือ 100 bp DNA Ladder (Biolabs, USA) 

ชอง  1-6 คือ ตัวอยางรหัส S01NP, S04NP, S06SP, S07SP, S08SP และ S09NP 
ตามลําดับ 

 
         โดยภาพที่ 4.1 แสดงตัวอยาง PCR product ที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางใบ
ออยรหัส S01NP, S04NP, S06SP, S07SP, S08SP และ S09NP โดยพบวา ดีเอ็นเอจากท้ัง 48 

ตัวอยางสามารถเพ่ิมปริมาณดวยไพรเมอร NL1 และ NL4 ซึ่งให PCR product ขนาดตรงตามความ
ตองการจากนั้นตัดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 600 bp ที่ไดมาทําบริสุทธิ์โดยใชชุดสําเร็จรูป GF-1 

Ambiclean  kit เพ่ือนําไปสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดตอไป 
 

 

   M          1           2          3           4         5          6          
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4.2   การโคลนยีน LSU rDNA เขาสู E. coli DH5α และการตรวจสอบรีคอมบิแนนทโคลนดวย   

Colony PCR 

        นํา PCR product ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาทําการเชื่อมตอกับพลาสมิด  pTG19-T แลว
ทําการถายโอนเขาสูคอมพีเทนต  E. coli DH5α และคัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนดวยวิธี blue-

white selection  จากนั้นทําการเลือกโคโลนีสีขาวมาทํา colony PCR โดยการเตรียม cell 

suspension จากการเข่ียโคโลนีของรีคอมบิแนนทโคลนที่ตองการ  แลวเตรียมเซลลแขวนลอยใน
เซลลดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ  ปริมาตร 25 ไมโครลิตร จากนั้นใช  cell suspension  เปนแมแบบ
ในการทํา colony PCR และใชไพรเมอรคูเดิมคือ NL1 และ NL4 ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอซึ่งรีคอม
บิแนนทโคลนที่ใหผลบวกจะตองไดขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 600 bp ซึ่งเทากับขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ
ที่สอดแทรกในพลาสมิด (ภาพที ่4.2)  

 

 

 
 

ภาพที ่4.2  ผลการตรวจสอบ PCR products ของยีน LSU rRNA บริเวณ D1/D2 โดย   
    ชอง   M   คือ 100 bp DNA Ladder Plus (Biolabs, USA) 

               ชอง 1-18 คือ  PCR products ที่ไดจากรีคอมบิแนนทโคลนของตัวอยางรหัส S63SB   
                                 หมายเลข 1-18 

 

4.3  การวิเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธี RFLP และการจัดกลุมโคลน 

       นํา PCR product จากการทํา colony PCR ในขอ 4.2 ที่มีขนาดประมาณ 600 bp จากรีคอม
บิแนนทโคลนของทั้ง 48 library มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 3 ชนิด ไดแก HaeIII, HinfI และ CfoI  
เพ่ือแยกความแตกตางของแตละรีคอมบิแนนทโคลน โดยตัวอยางผลการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 
3 ชนิดจากรีคอมบิแนนทโคลนจํานวน 20 โคลนจาก S16SP แสดงในภาพที ่ 4.3 

M   1   2   3   4   5   6   7   8   9  10  11 12  13 14 15 16  17 18  
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ภาพที ่4.3 ผลของโคโลนี PCR จากตัวอยาง S16SP ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 3 ชนิดก) HaeIII,       
ข) HinfI และ ค) CfoI 

    ชอง  M     คือ 100 bp DNA Ladder Plus (Biolabs, USA) 

    ชอง  1-20 คือ รีคอมบิแนนทโคลน หมายเลข 1-20 

 

M   1   2    3   4   5   6   7   8   9  10  11 12 13  14 15  16 17  18 19 20  

 M   1  2   3   4   5   6   7   8   9  10 11  12 13  14 15  16  17 18 19 20  

M   1  2   3   4  5   6   7   8  9  10  11 12  13   14 15  16  17 18 19 20   ก) 
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       จากภาพที่ 4.3 เมื่อทําการวิเคราะหจัดกลุมโคลนที่ตัดดวยเอนไซม HaeIII (ภาพที่ 4.3ก) 
สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุมโดย กลุมที่  1 ไดแกโคลนหมายเลข 1, 2, 4, 5, 8-13 และ 15- 20 มี
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 300 และ 150 bp กลุมที่ 2 ไดแกโคลนหมายเลข 3, 6 และ 7 มีขนาดชิ้น
ดีเอ็นเอประมาณ 500 และ 100 bp และกลุมที่ 3 ไดแกโคลนหมายเลข 14 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอ
ประมาณ 300, 150 และ 100 bp และเมื่อทําการวิเคราะหขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซม 
HinfI (ภาพที่ 4.3ข) สามารถจัดกลุมไดดังนี้ จากกลุมที่ 1 ขางตนเมื่อนํามาตัดดวยเอนไซม HinfI ได
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 400 และ 200 bp ทุกตัวอยางโคลนยกเวนโคลนหมายเลข 15 ที่ไดขนาด
แถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันออกไป (300, 150 และ 100 bp) จึงสามารถแยกยอยออกไดอีก 1 กลุมโดย
จัดใหเปนกลุมที่ 4 สวนในกลุมที่ 2 ขางตนเม่ือนํามาตัดดวยเอนไซม HinfI ไดขนาดชิ้นดีเอ็นเอ
ประมาณ 250 และ 200 bp เหมือนกันทุกตัวอยางซึ่งยังคงจัดอยูในกลุมเดียวกัน และในกลุมที่ 3 

ขางตนเมื่อตัดดวยเอนไซม HinfI ไดขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 300, 150 และ 100 bp เหมือนกันทุก
ตัวอยางซึ่งยังคงจัดอยูในกลุมเดียวกัน จากนั้นจึงทําการวิเคราะหกับขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซม 
CfoI (ภาพที่ 4.3ค) ไดดังนี้ โคลนในกลุมที่ 1 เมื่อนํามาตัดดวยเอนไซม CfoI ไดขนาดชิ้นดีเอ็นเอ
ประมาณ 300 และ 200 bp ทุกตัวอยางยกเวนโคลนท่ี 11 (600 bp) ดังนั้นจึงสามารถแยกโคลนท่ี 
11 นี้ออกเปนอีกกลุมหนึ่ง (กลุมที่ 5) สวนในกลุมที่ 2 เมื่อนํามาตัดดวยเอนไซม CfoI ไดขนาดชิ้นดี
เอ็นเอประมาณ 450 และ 200 bp เหมือนกันทุกตัวอยางซึ่งยังคงจัดอยูในกลุมเดียวกัน สวนในกลุมที่ 
3 เมื่อนํามาตัดดวยเอนไซม CfoI ไดขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 150 bp สวนในกลุมที่ 4 เมื่อนํามาตัด
ดวยเอนไซมไดขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 600 bp ดังนั้นเม่ือทําการจัดกลุมโดยดูจากขนาดของชิ้นดีเอ็นเอจาก
การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 3 ชนิดจากตัวอยาง S16SP พบวาสามารถ แบงไดทั้งสิ้น 5 กลุม 
หรือ 5 OTUs โดยผลการจัดกลุมของรีคอมบิแนนทโคลนจาก 48 library แสดงในตารางที่ 4.1  

 

4.4  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  

       เลือกตัวแทนรีคอมบิแนนทโคลนจากแตละ OTU เพ่ือหาลําดับนิวคลีโอไทดและนําลําดับนิวคลี
โอไทดที่ไดมาวิเคราะหโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank บนเว็บไซต 
NCBI โดยใชโปรแกรม Blastn รวมทั้งลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อจุลินทรียที่เปน type strain ผลการ
จัดจําแนกแสดงในตารางท่ี 4.1 โดยพบวา จากใบออยทั้งหมด 48 ตัวอยาง มี 34 ตัวอยางที่พบลําดับ 
นิวคลีโอไทดที่คลายกับยีสต โดยตัวอยางที่ไมพบยีสตจํานวน 14 ตัวอยาง ไดแก S01NP, S06SP, 

S07SP, S08SP, S19SK, S29NK, S31PC, S36PB, S49PB, S50PB, S51PB, S52PB, S55NS และ 
S66SB  โดยจากทั้งหมด 1,457 โคลน พบรา 803 โคลน (55.0%) พบยีสตที่สามารถระบุสปชีสที่แน
ชัดได 148 โคลน (10.1%) และยีสตที่ไมสามารถระบุสปชีสที่แนชัดได 288 โคลน (19.8%) 
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ตารางที่ 4.1 แสดงผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดทีมีความเหมือนกับยีสตที่ไดกับฐานขอมูล NCBI 

 

 

 

 

Sample no. 

(no. of positive 

clone) 

Yeast OTUs 

/total OTUs 

No. of 

yeast 

species 

Closest relative yeast 

(no. of clone) 

Accession 

no. 
Similarity % 

Substitution 

No. % 

S01NP(25) 0/6 0 ไมพบ     

S06SP(16) 0/7 0 ไมพบ     

S07SP(18) 0/6 0 ไมพบ     

S08SP(13) 0/4 0 ไมพบ     

S09NP(24) 1/9 1 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(3) JN940523 97(597/613) 14 2.3 

S15SP(34) 1/3 1 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(32) JN940523 98(594/608) 13 2.3 

S16SP(40) 1/7 1 Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(4) DQ008953 97(604/620) 12 1.9 

S17SP(40) 3/11 3 Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(15) DQ008953 98(584/595) 9 1.5 

   Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(1) JN940523 98(593/608) 13 2.1 

   Pseudozyma parantarctica JCM 11752T(1) JN940524 90(552/611) 48 7.9 

S18SK(37) 1/12 1 Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(1) DQ008953 98(584/595) 9 1.5 

S19SK(38) 0/10 0 ไมพบ     

S21SP(18) 4/8 3 Pseudozyma prolifica  CBS 319.87T(2) AJ235298 88(507/576) 61 10.6 

   Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(2) JN940523 91(545/601) 50 8.3 

   Pseudozyma parantarctica JCM 11752T(1) JN940524 97(592/611) 17 2.8 

S22SP(18) 5/5 3 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(8) AJ235300 99(558/563) 4 0.7 

   Rhodotorula mucilaginosa CBS 9083T(1) AF070432 96(542/562) 13 2.3 

   Bandoniozyma tunnelae CBS 8024T(8) AF444715 92(555/603) 45 7.5 

S23SP(26) 5/8 3 Pseudozyma prolifica CBS 319.87T(9) AJ235298 94(540/577) 33 5.7 

    Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(3) JN940523 97(592/608) 15 2.5 

    Malassezia restricta CBS 7877 T(11) AY743607 99(573/576) 2 0.3 

S24CN(19) 2/2 2  Pseudozyma prolifica CBS 319.87T(15) AJ235298 99(566/574) 7 1.2 

    Pseudozyma parantarctica JCM 11752T(4) JN940524 90(541/598) 52 8.7 

S25CN(37) 7/11 4  Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(7) JN940523 98(586/598) 10 1.7 

    Jaminaea angkoriensis CBS 10918T(1) EU587489 99(509/514) 4 0.8 

    Pseudozyma prolifica CBS 319.87T(23) AJ235298 98(572/582) 9 1.5 

    Rhodotorula bacarum CBS6526T(1) AF190002 95(575/608) 24 3.9 

S26CN(21) 4/12 1  Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(5) JN940523 92(564/615) 40 6.5 

    Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(1) JN940523 98(593/608) 13 2.1 

S27NK(19) 3/8 3  Pseudozyma fusiformata CBS 6232T(4) AJ235305 93(539/582) 21 3.6 

    Pseudozyma aphidis  JCM10318T(3) AB089363 99(560/563) 2 0.4 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) 

 

 

 

 

Sample no. 

(no. of positive 

clone) 

Yeast OTUs 

/total OTUs 

No. of 

yeast 

species 

Closest relative yeast 

(no. of clone) 

Accession 

no. 
Similarity % 

Substitution 

No. % 

   Pseudozyma flocculosa CBS 167.88T(1) AJ235299 87(505/580) 67 11.6 

S28NK(30) 4/19 3 Pseudozyma rugulosa  JCM 10323T(4) JN940523 96(590/613) 22 3.6 

   Pseudozyma hubeiensis  CBS 10077T(1) DQ008953 98(590/605) 14 2.3 

   Pseudozyma prolifica  CBS 319.87T(1) AJ235298 98(575/587) 11 1.9 

S29NK(18) 0/5 0 ไมพบ     

S30PC(27) 2/17 2 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(1) JN940523 98(590/605) 13 2.1 

   Pseudozyma prolifica CBS 319.87T(2) AJ235298 98(570/582) 10 1.7 

S31PC(21) 0/11 0 ไมพบ     

S32PN(40) 1/12 1 Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(15) DQ008953 98(584/595) 9 1.5 

S33PN(35) 4/7 3 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(19) JN940523 99(591/596) 3 0.5 

   Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(2) DQ008953 97(604/620) 12 1.9 

   Pseudozyma aphidis JCM 10318T(1) JN940519 99(599/606) 4 0.7 

   Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(1) JN940523 87(531/607) 58 9.6 

S35PN(38) 5/11 5 Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(24) DQ008953 98(557/568) 10 6.5 

   Bullera coprosmaensis CBS 8284T(1) AF363660 94(552/590) 37 6.3 

   Pseudozyma aphidis JCM 10318T(1) JN940519 97(597/615) 14 2.3 

   Rhodotorula marina CBS2365T(2) AF189944 99(591/598) 5 0.8 

   Sporobolomyces vermiculatus CBS 9092T(2) AB279731 99(586/592) 3 0.5 

S36PB(33) 0/6 0 ไมพบ     

S37PB(40) 2/11 2 Sporobolomyces vermiculatus CBS 9092T(2) AB279731 99(386/390) 3 0.8 

   Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(1) DQ008953 98(584/595) 9 1.5 

S38PB(22) 1/7 1 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(1) JN940523 97(583/598) 5 0.8 

S40PB(39) 4/11 4 Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(23) DQ008953 97(604/620) 12 1.9 

   Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(1) JN940523 98(585/595) 8    1.3 

   Pseudozyma tsukubaensis CBS 6389T(1) AJ235297 86(486/568) 78  13.6 

   Pseudozyma flocculosa CBS 167.88T(1) AJ235299 80(346/430) 61 14.2 

S41PB(39) 4/11 3 Pseudozyma prolifica CBS 319.87T(13) AJ235298 98(568/577) 6 1 

   Pseudozyma prolifica CBS 319.87T(2) AJ235298 77(427/555) 111 20 

   Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(1) DQ008953 99(591/595) 3 0.5 

   Sporobolomyces vermiculatus CBS 9092T(1) AB279731 99(586/592) 3 0.5 

S42PB(34) 2/4 2 Pseudozyma prolifica CBS 319.87T(5) AJ235298 98(568/577) 6 1 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) 

 

จากตารางที่ 4.1 ยีสตที่พบทั้งหมดเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตเพียงอยางเดียว ซึ่งตางจากงานวิจัย 
ของ สาวิตรี  ลิ่มทอง และคณะ (2014) ไดคัดแยกยีสตบนผิวใบออยโดยวิธีการเพาะเล้ียงเชื้อและ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ซ่ึงพบท้ังแอสโคมัยซีตัสยีสต และแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตรอย
ละ 69 และ 31 ตามลําดับ ซึ่งจะเห็นไดวายีสตสวนใหญที่พบจะเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต  โดยจากผล

Sample no. 

(no. of positive 

clone) 

Yeast OTUs 

/total OTUs 

No. of 

yeast 

species 

Closest relative yeast 

(no. of clone) 

Accession 

no. 
Similarity % 

Substitution 

No. % 

   Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(1) JN940523 99(565/568) 3 0.5 

S43PB(35) 1/7 1 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(1) JN940523 98(590/600) 9 1.5 

S44PB(24) 1/3 1 Pseudozyma prolifica CBS 319.87T(4) AJ235298 98(577/586) 7 1.2 

S45PB(36) 2/4 2 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(2) JN940523 98(592/607) 14 2.3 

   Jaminaea angkoriensis CBS 10918T(1) EU587489 99(587/595) 4 0.7 

S46PB(28) 2/8 2 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(6) JN940523 97(588/606) 17 2.8 

   Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(5) DQ008953 98(581/591) 9 1.5 

S48PB(34) 1/3 1 Pseudozyma prolifica CBS 319.87T(10) AJ235298 99(567/574) 5 0.9 

S49PB(39) 0/6 0 ไมพบ     

S50PB(24) 0/7 0 ไมพบ     

S51PB(33) 0/6 0 ไมพบ     

S52PB(25) 0/8 0 ไมพบ     

S55NS(40) 0/12 0 ไมพบ     

S60BR(37) 1/7 1 Rhodotorula bacarum IGC 4391T(10) AF352055 95(558/587) 24 4.1 

S63SB(34) 2/9 2 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(2) JN940523 99(601/608) 5 0.8 

   Sporobolomyces vermiculatus CBS 9092T(4) AB279731 89(528/594) 55 9.3 

S64SB(36) 2/9 2 Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(11) DQ008953 98(591/601) 4 0.7 

   Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(4) JN940523 98(596/608) 11 1.8 

S66SB(33) 0/13 0 ไมพบ     

S68SB(35) 3/12 1 Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(23) DQ008953 97(604/620) 12 1.9 

   Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(1) DQ008953 93(538/577) 37 6.4 

S69SB(31) 6/11 2 Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(6) DQ008953 99(590/591) 0 0 

   Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(16) JN940523 97(583/600) 6 1 

S70SB(34) 5/13 2 Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(2) JN940523 99(576/581) 5 0.9 

   Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(4) DQ008953 98(586/599) 11 1.8 

   Pseudozyma hubeiensis CBS10077T(1) DQ008953 94(558/595) 27 4.5 

   Pseudozyma rugulosa JCM 10323T(1) JN940523 89(534/600) 65 11 

S79LB(40) 2/7 1 Pseudozyma prolifica CBS 319.87T(29) AJ235298 98(568/577) 6 1 
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การศึกษาในงานวิจัยนี้พบวายีสตที่พบทั้งหมดเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต เมื่อเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 

NCBI โดยลําดับนิวคลีโอไทดของ OTUs ที่สามารถระบุสปชีสของยีสตที่แนชัดไดยีสตได 5 จีนัส ไดแก 
Jaminaea, Pseudozyma, Malassezia, Rhodotorula และ Sporobolomyces  และจัดจําแนก
ไดทั้งสิ้น 8 สปชีสไดแก Jaminaea angkoriensis, Pseudozyma prolifica, Pseudozyma 

aphidis, Pseudozyma rugulosa, Pseudozyma hubeiensis, Malassezia restricta, 

Rhodotorula marina และ Sporobolomyces vermiculatus ดังแสดงในตาราง 4.2 และลําดับนิ
วคลีโอไทดของ OTUs ที่ไมสามารถระบุสปชีสของยีสตที่แนชัดไดใน 5 จีนัส ไดแก Bullera, 

Bandoniozyma, Pseudozyma, Rhodotorula และ Sporobolomyces  ซึ่งใกลเคียงกับยีสต 13 

สปชีสไดแก Bullera coprosmaensis, Bandoniozyma tunnelae, Pseudozyma prolifica, 

Pseudozyma parantarctica, Pseudozyma aphidis, Pseudozyma rugulosa, 

Pseudozyma fusiformata, Pseudozyma flocculosa, Pseudozyma hubeiensis, 

Pseudozyma tsukubaensis, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula bacarum และ 
Sporobolomyces vermiculatus ดังแสดงในตาราง 4.3 นอกจากน้ียังพบเชื้อราท้ังสิ้น 64 สปชีส 
ใน 51 จีนัสซ่ึงเปนกลุมของประชากรสวนใหญที่พบบนใบออย (55.0%) แสดงในตารางภาคผนวก ค1 

และ ค2 ยีสตสามารถระบุสปชีสของยีสตที่แนชัด ไดสวนใหญที่พบในตัวอยางใบออยไดแก 
Pseudozyma rugulosa ซึ่งพบในตัวอยาง S22SP, S33PN, S38PB, S42PB, S63SB, S69SB และ 
S70SB รวมทั้งสิ้น 7 ตัวอยางใบออย รองลงมาคือ Pseudozyma prolifica  ซึ่งพบในตัวอยาง 
S41PB, S42PB, S48PB และ S79LB รวมทั้งสิ้น 4 ตัวอยางใบออย สวนยีสตที่พบมากเปนอันดับสาม
ไดแก  Pseudozyma hubeiensis ซึ่งพบในตัวอยาง S41PB, S64SB, และ S69SB รวมทั้งสิ้น 3 

ตัวอยางใบออย  สวนยีสตที่ไมสามารถระบุสปชีสที่แนชัดไดนั้นสวนใหญที่พบในตัวอยางใบออยซึ่ง
ใกลเคียงกับยีสตไดแก Pseudozyma rugulosa ซึ่งพบในตัวอยาง S09NP, S15SP, S17SP, S21SP, 

S23SP, S25CN, S26CN, S28NK, S30PC, S33PN, S40PB, S43PB, S45PB, S46PB, S64SB รวม
ทั้งสิ้น 15 ตัวอยางใบออย รองลงมาคือ Pseudozyma hubeiensis ซึ่งพบในตัวอยาง S16SP, 

S17SP, S18SK, S28NK, S32PN, S33PN, S35PN, S37PB, S40PB, S46PB, S68SB และ S70SB 

รวมทั้งสิ้น 12 ตัวอยางใบออย  อันดับสามไดแก  Pseudozyma prolifica ซึ่งพบในตัวอยาง S21SP, 

S23SP, S24CN, S25CN, S28NK, S30PC, S41PB และ S44PB รวมทั้งสิ้น 8 ตัวอยางใบออย  

การหาลําดับนิวคลีโอไทดและเปรียบเทียบกับฐานขอมูลโดยจะทําการเปรียบเทียบรอยละการ
แทนที่นิวคลีโอไทดของบริเวณ D1/D2 สามารถนํามาใชพิจารณาการผันแปรของสปชีสของยีสตได
โดยทั่วไปแลวยีสตสปชีสเดียวกันจะมีคารอยละการแทนที่นิวคลีโอไทดนอยกวา 1 แตในทางกลับกัน
ถาการแทนที่ลําดับนิวคลีโอไทดมากกวารอยละ 1 ยีสตนั้นจะถูกจัดเปนคนละสปชีสโดยจากขอมูลใน
ตารางที่ 4.1 พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดจาก 148 โคลน ที่มีการแทนที่ลําดับนิวคลีโอไทด            
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ตารางที่ 4.2  ผลของขนาดชิ้นดีเอ็นเอจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 3 ชนิดของ OTUs ที่สามารถระบุสปชีสของยีสตที่แนชัดไดกับ type strain โดยใช 
                 โปรแกรม NEB cutter 

 

 

ไฟลัม  จีนัส สปชีส 
 (จํานวนตัวอยางใบออย) 

จํานวนนิวคลีโอไทด 
(bp) 

ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอจากการวิเคราะห 
ดวยโปรแกรม NEB cutter (bp) 

ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอจาก type strain 

ดวยโปรแกรม NEB cutter (bp) 

HaeIII HinfI CfoI HaeIII HinfI CfoI 

Basidiomycota 

Jaminaea J. angkoriensis (2) 618 
257+101+76 

+74+66+44 
420+198 357+172+89 

456+123+39 

+28 

232+194+184 

+36 
444+112+90 

Pseudozyma 

P. prolifica (3) 607 425+123+39+20 224+199+184 436+171 428+123+37 202+194+184 

+8 

414+174 

P. aphidis (3) 631 380+251 202+197+184 

+48 

457+174 408+123+48 

+39+30 

234+197+184 

+36 

446+202 

P. rugulosa (4) 627 
376+123+48 

+41+39 
245+198+184 457+170 

408+123+48 

+39+30 

234+194+184 

+36 
446+202 

P. hubeiensis (1) 618 423+123+39+32 236+198+184 448+112+58 
456+123+39 

+28 

232+198+184 

+36 
444+112+90 

Malassezia M. restricta (1) 618 593+25 
235+200+143 

+40 
618 582 

198+193+143 

+40+8 
582 

Rhodotorula R. marina (1) 684 423+208+53 
304+183+115 

+82 

427+124+101 

+30+2 
445+131+53 

227+183+110 

+82+27 

427+123+47 

+30+2 

Sporobolomyces S. vermiculatus (3) 599 421+125+53 
221+183+113 

+82 
427+99+71+2 445+131+53 

227+183+110 

+82+27 

427+123+47 

+30+2 

 5 จีนัส 8 สปชีส        
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ตารางที่ 4.3  ผลของขนาดชิ้นดีเอ็นเอจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 3 ชนิดของ OTUs ที่ไมสามารถระบุสปชีสของยีสตที่แนชัดไดกับ type strain โดยใช 
                 โปรแกรม NEB cutter 

 

ไฟลัม จีนัส 
สปชีส 

 (จํานวนตัวอยางใบออย) 

ตัวอยาง
ที่พบ 

% 

Identity 

% 

nucleotide 

substitution 

จํานวน 

นิวคลีโอไทด 
(bp) 

ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอจากการวิเคราะห 
ดวยโปรแกรม NEB cutter (bp) 

ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอจาก type strain 

ดวยโปรแกรม NEB cutter (bp) 

HaeIII HinfI CfoI HaeIII HinfI CfoI 

Basidiomycota 

Bullera B. coprosmaensis (1) S35PN 94 6.3 689 533+150+6 487+202 583+106 558+67 404+194+27 625 

Bandoniozyma B. tunnelae (1) S22SP 92 7.5 617 508+77+32 231+203+183 617 558+68 405+194+27 626 

Pseudozyma 

P. prolifica (8) 
S25CN 98 1.5 620 425+123+39+33 237+199+184 449+171 428+123+37 202+194+184+8 414+174 

S23SP 94 5.7 622 425+123+39+35 239+199+184 622 428+123+37 202+194+184+8 414+174 

P. parantarctica (3) S17SP 90 7.9 618 371+159+40+36+12 183+150+127+91+67 452+166 408+123+48+39+30 234+194+184+36 446+202 

P. aphidis (3) S35PN 97 2.3 624 425+123+39+37 425+191+8 453+171 408+123+48+39+30 234+197+184+36 446+202 

P. rugulosa (15) 

S09NP 97 2.3 626 428+123+39+36 240+202+184 452+174 408+123+48+39+30 234+194+184+36 446+202 

S26CN 92 6.5 618 417+123+39+31+8 235+184+149+50 618 408+123+48+39+30 234+194+184+36 446+202 

S33PN 87 9.6 686 
205+139+123+114 

+57+48 
304+184+150+48 

310+167+111 

+55+41+2 
408+123+48+39+30 234+194+184+36 446+202 

P. fusiformata (1) S27NK 87 11.6 602 404+123+39+36 403+199 431+112+59 428+123+39+4 208+194+184+8 420+112+62 

P. flocculosa (2) S27NK 93 3.6 626 428+123+39+36 423+203 432+194 428+123+37 202+194+184+8 414+174 

P. hubeiensis (12) 
S16SP 97 1.9 628 430+123+39+36 240+204+184 452+176 456+123+39+28 232+198+184+36 444+112+90 

S68SB 93 6.4 634 258+176+123+39+38 243+207+184 453+165+16 456+123+39+28 232+198+184+36 444+112+90 

P. tsukubaensis (1) S40PB 86 13.7 602 259+162+123+39+19 223+184+82+65+48 327+183+92 380+123+48+37 202+194+184+8 414+174 

Rhodotorula 
R. mucilaginosa (1) S22SP 96 2.3 583 403+180 378+205 583 417+183 381+192+27 402+198 

R. bacarum (2) S25CN 95 3.9 615 257+166+74+74+44 418+190+7 298+172+87+58 445+121+65 413+191+27 296+254+81 

Sporobolomyces S. vermiculatus (1) S63SB 89 9.3 608 419+136+53 232+183+146+47 526+52+30 445+131+53 
227+183+110 

+82+27 

427+123+47 

+30+2 

 5 จีนัส 13 สปชีส           
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นอยกวารอยละ 1 จากโคลนทั้งหมด 436 โคลน ซึ่งสามารถระบุสปชีสที่แนชัดของยีสตไดดังตอไปนี้ 
Pseudozyma rugulosa JCM 10323T (S22SP: 0.7%, S33PN: 0.5%, S38PB: 0.8%, S42PB: 

0.5%, S63SB: 0.8%, S69SB: 1.0% และ S70SBL: 0.9%) Jaminaea angkoriensis CBS 10918T 

( S25CN: 0.8% และ S45PB: 0.7% ) Pseudozyma aphidis JCM 10318T (S27NK: 0.4% และ 
S33PN: 0.7%) Pseudozyma hubeiensis CBS 10077T (S41PB: 0.5%, S64SB: 0.7% และ 
S69SB: 0.0%) Pseudozyma prolifica CBS 319.87T (S41PB: 1.0%, S42PB: 1.0%, S48PB: 

0.9% และ S79LB: 1.0%) Sporobolomyces vermiculatus CBS 9092T (S35PN: 0.5%, 

S37PB: 0.8% และ S41PB: 0.5%)  Rhodotorula marina CBS2365T (S35PN: 0.8%) และ 
Malassezia restricta CBS 7877T (S23SP: 0.3%) 

โดยพบวามีลําดับนิวคลีโอไทดจาก 288 โคลน ที่มีรอยละการแทนที่นิวคลีโอไทดเกินกวา 1 

เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับยีสต type strain ไดแก  Bullera coprosmaensis CBS 8284T (S35PN: 

6.3%) Bandoniozyma tunnelae CBS 8024T (S22SP: 7.5%) Pseudozyma prolifica CBS 

319.87T (S21SP: 10.6%, S23SP: 5.7%, S24CN: 1.2%, S25CN: 1.5%,S28NK: 1.9%, S30PC: 

1.7%, S41PB: 20% และ S44PB: 1.2%) Pseudozyma parantarctica JCM 11752T (S17SP: 

7.9%, S21SP: 2.8% และ S24CN: 8.7%) Pseudozyma aphidis JCM 10318T (S35PN: 2.3%) 

Pseudozyma rugulosa JCM 10323T (S09NP: 2.3%, S15SP: 2.3%, S17SP: 2.1%, S21SP: 

8.3%, S23SP: 2.5%, S25CN: 1.7%, S26CN: 6.5%, 2.1%, S28NK: 3.6%, S30PC: 2.1%, 

S33PN: 9.6%, S40PB: 1.3%, S43PB: 1.5%, S45PB: 2.3%, S46PB: 2.8%, S64SB: 1.8% และ 
S70SB: 11.0%) Pseudozyma fusiformata CBS 6232T (S27NK: 3.6%) Pseudozyma 

flocculosa CBS 167.88T (S27NK: 11.6%, S40PB: 14.2%) Pseudozyma hubeiensis CBS 

10077T (S16SP: 1.9%, S17SP: 1.5%, S18SK: 1.5%, S28NK: 2.3%, S32PN:1.5%, S33PN: 

1.9%, S35PN: 6.5%, S37PB: 1.5%, S40PB: 1.9%, S46PB: 1.5%, S68SB: 1.9%, 6.4% และ 
S70SB: 1.8%, 4.5%) Pseudozyma tsukubaensis CBS 6389T

 (S40PB: 13.7%)  Rhodotorula 

mucilaginosa CBS 9083T (S22SP: 2.3%)  Rhodotorula bacarum IGC 4391T (S25CN: 

3.9%, S60BR: 4.1%) และ Sporobolomyces vermiculatus CBS 9092T (S63SB: 9.3%) โดย
ลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวคาดวาเปนลําดับนิวคลีโอไทดของยีสตสปชีสใหม เนื่องจากขอจํากัดของวิธี
ทางไมเพาะเล้ียงเชื้อทําใหไมสามารถสรุปไดวาลําดับนิวคลีโอไทดที่มีการแทนที่เบสมากกวารอยละ 1 

นั้นคือสปชีสใดของยีสต  ดังนั้นในการจัดจําแนกยีสตหากใชวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อรวมดวยจะสามารถ
ศึกษาและระบุยีสตสายพันธุใหมไดโดยอาศัยลักษณะสัณฐานวิทยา ลักษณะสรีรวิทยา และชีวเคมี 
รวมกับการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS เพ่ือใชในการจําแนกตอไป 
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จากตารางที่ 4.2 แสดงรูปแบบของขนาดดีเอ็นเอของ OTUs ที่สามารถระบุสปชีสของยีสตที่แน
ชัดท่ีตัดดวยเอนไซมท้ัง 3 ไดแก HaeIII, HinfI และ CfoI พบวาขนาดของดีเอ็นเอท่ีตัดดวยเอนไซมจาก
ผลการทดลองมีความใกลเคียงกับฐานขอมูลที่ทําการตัดดวย โปรแกรม NEB cutter และเมื่อ
เปรียบเทียบกันในแตละสปชีสของยีสตในจีนัสเดียวกันพบวายีสตบางสปชีสจะมีขนาดของดีเอ็นเอที่ถูก
ตัดใกลเคียงกัน เชน P. parantarctica, P. prolifica และ P. rugulosa โดยมีความแตกตางกันเพียง
ไมถึง 50 bp เมื่อเปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมแตละชนิด  อยางไรก็ตามมี
บางสปชีสที่สามารถแยกความแตกตางของรูปแบบขนาดดีเอ็นเอจากการตัดดวยเอนไซมทั้ง 3 ชนิด 
ออกจากสปชีสนั้นไดชัดเจนในแตละสปชีสของจีนัส Rhodotorula ซึ่งแตละสปชีสในจีนัสนี้มีรูปแบบ
ขนาดดีเอ็นเอที่แตกตางกันจากการตัดดวยเอนไซมแตละชนิด บางสปชีสที่มีลักษณะรูปแบบขนาดดี
เอ็นเอตางจากสปชีสอ่ืนๆ ในจีนัสเดียว เชน P. tsukubaensis โดยสวนใหญเมื่อตางจีนัสกันขนาดของ
ดีเอ็นเอที่ถูกตัดก็จะมีลักษณะที่ตางกัน จากความตางนี้สามารถแยกแตละจีนัสและสปชีสของยีสตได
ในเบ้ืองตน และในตารางท่ี 4.3  แสดงรูปแบบของขนาดดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมทั้ง 3 ไดแก HaeIII, 

HinfI และ CfoI ของ OTUs ที่ไมสามารถระบุสปชีสที่แนชัดของยีสตไดมีขนาดของดีเอ็นเอที่ตัดดวย
เอนไซมเมื่อเทียบกับ type strain พบวามีความแตกตางกันอยางนอยหน่ึงเอนไซม โดยคาดวาเปนผล
มาจากความหางกันของสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทําใหขนาดของดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะมีความแตกตางกัน  

 

4.5  การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

       เม่ือทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและเปรียบเทียบกับสายพันธุของยีสตในฐานขอมูลแลว
จึงไดนําขอมูลดังกลาวมาวิเคราะหเพ่ือสราง Phylogenetic tree  เพ่ือศึกษาความสัมพันธและความ
ใกลเคียงกันของยีสตจากขอมูลขางตน โดยใชโปรแกรม MEGA 6.06 และฐานขอมูลของ type strain 
จาก GenBank โดยใชหลักทางสถิติของ Neighbor-joining  โดย Phylogenetic tree ที่ไดจะแสดง
ความสัมพันธของ OTUs ที่สามารถระบุสปชีสของยีสตไดแนชัดในภาพที่ 4.4 

       จากความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการสามารถแบงกลุมของ OTUs ที่ระบุสปชีสของยีสตที่แนชัดได
ออกเปน 5 กลุมตามอันดับ (order) ของยีสตซึ่งทั้งหมดเปน แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต โดยกลุมที่ 1 อยูใน
อันดับ Ustilaginales ประกอบดวย Pseudozyma rugulosa (S22SP clone 02, S33PN clone 

01, S63SB clone 02, S42PB clone 03, S69SB clone 11, S70SB clone 02) Pseudozyma 

aphidis (S27NK clone 5, S33PN clone 05) Pseudozyma prolifica (S38PB clone 05, 

S42PB clone 02, S48PB clone 01, S79LB clone 01) และ Pseudozyma hubeiensis (S41PB 

clone 04, S64SB clone 01, S69SB clone 01) กลุมที่ 2 อยูในอันดับ Malasseziales 
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ประกอบดวย Malassezia restricta (S23SP clone 01) กลุมที่ 3 อยูในอันดับ Microstromatales 
ประกอบดวย Jaminaea angkoriensis (S25CN clone 05, S45PB clone 03) กลุมที่ 4 อยูใน
อันดับ Sporidiales ประกอบดวย Rhodotorula marina (S35PN clone 09) กลุมที่ 5 อยูใน
อันดับ Sporidiobolales ประกอบดวย Sporobolomyces vermiculatus (S35PN clone 10, 

S37PB clone 01, S41PB clone 11) นอกจากน้ียังสามารถจัดกลุม OTUs ของยีสตที่ไมสามารถ
ระบุสปชีสของยีสตที่แนชัดได  4 กลุมตามอันดับ (ภาพที่ 4.5)  โดยกลุมที่ 1 อยูในอันดับ 
Ustilaginales ประกอบดวย Pseudozyma rugulosa (S21SP clone 05, S21SP clone 07, 

S25CN clone 02, S26CN clone 03, S28NK clone 09, S33PN clone 06, S40PB clone 02, 

S43PB clone 02, S46PB clone 02 และ S64PB clone 02) Pseudozyma aphidis (S35PN 

clone 06) Pseudozyma flocculosa (S27NK clone 07) Pseudozyma parantarctica 

(S21SP clone 06 และ S24CN clone 02) Pseudozyma tsukubaensis (S40PB clone 09) 
Pseudozyma fusiformata (S27NK clone 04) Pseudozyma prolifica (S23SP clone 03, 

S24CN clone 01, S28NK clone 18 และS41PB clone 01) และ Pseudozyma hubeiensis 

(S28NK clone 12, S32PN clone 02, S35PN clone 01,  S37PB clone 09, S68SB clone 01, 

S68SB clone 05, S70SB clone 05 และ S70SB clone 07) กลุมที่ 2 อยูในอันดับ Sporidiales 
ประกอบดวย Rhodotorula bacarum (S60BR clone 01 และ S25CN clone 09) และ 
Rhodotorula mucilaginosa (S22SP clone 06) กลุมที่ 3  อยูในอันดับ Tremellales 
ประกอบดวย Bullera coprosmaensis และ Bandoniozyma tunnelae (S35PN clone 02 และ 
S22SP clone 01) กลุมที่ 4 อยูในอันดับ Sporidiobolales ประกอบดวย Sporobolomyces 

vermiculatus (S63SB clone 03) ซึ่งเม่ือลําดับนิวคลีโอไทดของ OTUs นั้นมีคาการแทนที่นิวคลีโอ
ไทดมากกวารอยละ 1 จะอยูหางจาก type strain ของยีสตเมื่อเทียบจากสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ  

จากงานวิจัยกอนหนานี้ (Yali C. and R. B. Richard , 2000) พบวายีสต Pseudozyma 

flocculosa มีคุณสมบัติในการผลิตสารที่มีคุณสมบัติเปนไบโอคอลโทรล ซึ่งจากงานวิจัยนี้ทําใหทราบ
แหงที่สามารถพบยีสตสปชีสนี้จากแหลงที่ทําการเก็บมาได นอกจากนี้ยังมีรายงานที่พบยีสตในจีนัส 
Pseudozyma ในสปชีส P. aphidis, P. rugulosa และ P. hubeiensis สามารถผลิต 
mannosylerythritol lipids ที่มีคุณสมบัติใชเปนสารลดแรงตึงผิว ซึ่งเปนสารท่ีไดจากธรรมชาติ   ทํา
ใหเหมาะแกการใชกับอุตสาหกรรม อาหาร เครื่องสําอาง และยา เนื่องจากมีความปลอดภัยมากกวา
จากลดแรงตึงผิวที่ไดจากปฏิกิริยาทางเคมี (Rau et al., 2005, Morita et al., 2008) และไดมี
รายงานวา P. aphidis มีคุณสมบัติในการผลิตเอนไซมไลเพส (lipase) โดยเอนไซมที่ไดมีลักษณะมีคา
กิจกรรมและความเสถียรที่ดีเมื่อทําปฏิกิริยาในตัวทําละลายอะซิโตน ซึ่งสามารถพัฒนาไปในการผลิต
ในระดับอุตสาหกรรมได (Dimitrijević et al., 2011)  
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ภาพที่ 4.4  แสดง phylogenetic tree ของแตละ OTUs ที่สามารถระบุสปชีสของยีสตที่แนชัดได  
              จากตัวอยางใบออยโดยใชการวิเคราะห neighbour-joining ของลําดับนิวคลีโอไทด    
              บริเวณ D1/D2      

 

 

 

Ustilaginales 

Malasseziales 
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ภาพที่ 4.5  แสดง phylogenetic tree ของแตละ OTUs ทีไ่มสามารถระบุสปชีสของยีสตที่แนชัดไดจาก   
              ตัวอยางใบออยโดยใชการวิเคราะห neighbour-joining ของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 

              หมายเหตุ : คาในวงเล็บเปอรเซ็นต = รอยละการแทนท่ีนิวคลีโอไทด 

Ustilaginales 

Sporidiales 

Sporidiales 

Tremelleales 

Sporidiobolales 
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นอกจากนี้งานวิจัยของ de Azeredo et al., 1998 ไดศึกษาความหลากหลายของยีสตจาก
ตัวอยาง ใบ ลําตน และราก โดยใชเทคนิควิเคราะหลักษณะสัณฐานวิทยา ลักษณะสรีรวิทยาและ
ชีวเคมี  โดยจากตัวอยาง 230 ไอโซเลต พบวาเปนยีสตสวนใหญที่พบเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต และ
สามารถจําแนกยีสตที่พบทั้งสิ้น 19 จีนัส โดยจัดจําแนกได 41 สปชีส ซึ่งยีสตที่พบมากท่ีสุดคือ 
Cryptococcus laurentii, Cryptococcus albidus, Rhodotorula mucilaginosa และ 
Debaryomyces hansenii ตามลําดับ  ซึ่งมีความสอดคลองกับ งานวิจัยน้ีโดยพบยีสตสวนใหญเปน
แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต แตสปชีสที่พบสวนใหญในงานวิจัยนี้ไดแก   P. rugulosa, P. prolifica และ P. 

hubeiensis โดยจะเห็นไดวาสปชีสที่พบมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับสถานที่และแหลงที่เก็บตัวอยาง  
จากสายสัมพันธของวิวัฒนาการของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไมสามารถระบุสปชีสของยีสตที่แนชัด

ได จากตัวอยางใบออยโดยใชการวิเคราะห  neighbour-joining ของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 
D1/D2 (ภาพที่ 4.5) จะเห็นไดวาเมื่อการแทนที่ลําดับนิวคลีโอไทด เพ่ิมขึ้นสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ
ของลําดับนิวคลีโอไทดนั้นจะอยูหางจากยีสต type strain เพ่ิมขึ้นตามไปดวย เชน ในตัวอยางรหัส 
S27NK clone 07 ที่มีการแทนที่ลําดับนิวคลีโอไทดรอยละ 11.6 จากการเปรียบเทียบกับฐานขอมูล
พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดมีความใกลเคียงกับยีสต Pseudozyma flocculosa ซึ่งเปน type strain 

และตัวอยาง S40PB clone 09 ที่มีการแทนที่ลําดับนิวคลีโอไทดรอยละ 13.6 จากการเปรียบเทียบ
กับฐานขอมูลพบวา ลําดับนิวคลีโอไทดมีความใกลเคียงกับ Pseudozyma tsukubaensis ซึ่งเปน 

type strain แตเมื่อทําการเทียบสายสัมพันธของวิวัฒนาการจะเห็นไดวา ลําดับนิวคลีโอไทดของ
ตัวอยางดังกลาวมีความหางกันในสายสัมพันธของวิวัฒนาการ  และคาดวาลําดับนิวคลีโอไทดของ
ตัวอยาง S40PB clone 09 เปนยีสตที่ไมสามารถระบุสปชีสที่แนชัดได  โดยเมื่อเทียบสายสัมพันธของ
วิวัฒนาการจะเห็นไดวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีสตสวนใหญที่มีรอยละการแทนท่ีเกินกวาหน่ึงนั้น  
คาดการณไดวาเปนยีสตที่ไมสามารถระบุสายพันธุไดซึ่งมีปริมาณมากเม่ือเทียบกับยีสตที่สามารถระบุส
ปชีสที่แนนอนได  อันเนื่องมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางที่พบมีอยูนอกเหนือจากฐานขอมูลที่
มีการบันทึกไว  หรือเกิดจากการวิวัฒนาการของยีสตเปนไปไดอยางรวดเร็วตามพ้ืนที่และบริเวณที่พบ
ที่มีความแตกตางกัน  เปนเหตุใหการศึกษาความหลากหลายมีความสําคัญมากข้ึนดวย 
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บทที่  5 

สรุปผลการทดลอง 

 ผลการศึกษาความหลากหลายของยีสตบนผิวใบของออยจากตัวอยางใบออยที่เก็บจากพ้ืนท่ี
ตางๆ ไดแก นครปฐม  ชัยนาท  สระแกว  สุพรรณบุรี  นครสวรรค  พิจิตร  พิษณุโลก  เพชรบูรณ  
สระบุรี  ลพบุรี นครราชสีมา และ บุรีรัมย รวมทั้งสิ้น 48 ตัวอยาง ซึ่งจากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด
และจัดจําแนกพบวาโคลนท่ีไดสวนใหญเปนเชื้อรา (ภาคผนวก ค) มากกวายีสตที่เปนเชื้อเปาหมาย
ของงานวิจัยนี้ จากผลการทดลองพบรารอยละ 55.0 และยีสตรอยละ 29.9 จากใบออยทั้งหมด 48 
ตัวอยาง พบยีสตบนใบออย 34 ตัวอยาง (70.8%) และพบยีสตทั้งสิ้น 436 โคลน โดยลําดับนิวคลีโอ
ไทดของ 148 โคลน สามารถระบุสปชีสของยีสตที่แนชัดไดซึ่งทั้งหมดเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตและจัด
อยูใน 5 จีนัส ไดแก Jaminaea, Pseudozyma, Malassezia, Rhodotorula และ 
Sporobolomyces  และสามารถระบุไดทั้งสิ้น 8 สปชีสไดแก Jaminaea angkoriensis, 

Pseudozyma prolifica, Pseudozyma aphidis, Pseudozyma rugulosa, Pseudozyma 

hubeiensis, Malassezia restricta, Rhodotorula marina และ Sporobolomyces 

vermiculatus และลําดับนิวคลีโอไทดของ 288 โคลน ที่ไมสามารถระบุสปชีสของยีสตที่แนชัดไดใน 
5 จีนัส ไดแก Bullera, Bandoniozyma, Pseudozyma, Rhodotorula และ Sporobolomyces  
และสามารถระบุไดทั้งสิ้น 13 สปชีสไดแก Bullera coprosmaensis, Bandoniozyma tunnelae, 

Pseudozyma prolifica, Pseudozyma parantarctica, Pseudozyma aphidis, Pseudozyma 

rugulosa, Pseudozyma fusiformata, Pseudozyma flocculosa, Pseudozyma hubeiensis, 

Pseudozyma tsukubaensis, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula bacarum และ 
Sporobolomyces vermiculatus โดยจีนัสที่พบมากที่สุดคือ Pseudozyma นอกจากนี้จากการ
เปรียบเทียบรอยละการแทนท่ีลําดับนิวคลีโอไทด พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดของยีสตที่มีรอยละการ
แทนที่ลําดับนิวคลีโอไทดมากกวา 1 อยูทั้งหมด 288 โคลน ซึ่งไมสามารถระบุสปชีสไดแนนอนและ
คาดวาปนยีสตสปชีสใหม และขอมูลนี้เปนการสนับสนุนขอเท็จจริงที่วา  จุลินทรียสวนใหญไมสามารถ
เจริญใดในหองปฎิบัติการ  และวิธีการไมเพาะเลี้ยงเชื้อโดยอาศัยเทคนิค PCR และ RFLP สามารถ
วิเคราะหความหลากหลายของยีสตที่ใกลเคียงกับความหลากหลายตามธรรมชาติมากที่สุด  แตวิธีนี้ก็
ยังมีขอดอยคือไมสามารถยืนยันหรือวิเคราะหเพ่ิมเติมวา  ยีสตที่ไมสามารถระบุสปชีสที่แนชัดไดนั้น
เปนยีสตสายพันธุใหมหรือไม  จากการวิเคราะหสายวิวัฒนาการสามารถแบงกลุมไดออกเปน 6 กลุม 

ไดแก Ustilaginales, Malasseziales, Microstromatales, Sporidiales, Tremellales และ 
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Sporidiobolales โดยกลุมที่พบตัวอยางมากที่สุดจัดอยูในอันดับ  Ustilaginales คือกลุมของ จีนัส 

Pseudozyma โดยตัวอยางที่มีรอยละการแทนที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคายิ่งมาก จะยิ่งอยูหางออกไป
ในการวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ เชน ตัวอยาง S27NK clone 07 และ S40PB clone 09 
ซึ่งมีรอยละการแทนทีลําดับนิวคลีโอไทดอยูที่ 9.6 และ 13.6 ตามลําดับ โดยเมื่อเทียบสายสัมพันธของ
วิวัฒนาการจะเห็นไดวา นิวคลีโอไทดของยีสตสวนใหญที่มีรอยละการแทนท่ีเกินหนึ่งนั้นคาดการณได
วา เปนยีสตที่ไมสามารถระบุ  สปชีสได  ซึ่งมีปริมาณมากเมื่อเทียบกับยีสตที่สามารถระบุสปชีสที่
แนนอนได  อันเนื่องมากจากลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางที่พบมีความหลากหลายมากกวา
ฐานขอมูลที่มีการบันทึกไว   นอกจากน้ีลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางที่พบสวนใหญจะเปนเชื้อรา
เฉลี่ยแลวมีรอยละ 55.0 เปนผลทําใหตัวอยางใบออยที่พบเฉพาะผลของเช้ือรามีถึง 14 ตัวอยาง และ
ทําใหไมสามารถวิเคราะหยีสตจากตัวอยางท่ีไมพบได  
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อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

 

1. อาหารเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
เตรียมสารเคมีดังตัวอยางตอไปนี้ 

Tryptone   10  กรัม 

Yeast extract  5    กรัม 

Sodium chloride  10  กรัม 

นําสวนประกอบท้ังหมดละลายในน้ําปริมาตร 1 ลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสภาชนะ
ตามตองการ นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว นาน 
15 นาท ี

 

2. อาหารแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
เตรียมสารเคมีดังตัวอยางตอไปนี้ 

Tryptone   10  กรัม 

Yeast extract  5    กรัม 

Sodium chloride  10  กรัม 

Agar   14  กรัม 

นําสวนประกอบทั้งหมดละลายในนํ้าปริมาตร 1 ลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที ตั้งทิ้งไว
จนกระทั่งของเหลวมีอุณหภูมิประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส แบงใสภาชนะตามตองการในสภาวะ
ปลอดเชื้อ 

 

3. อาหารเหลว Luria-Bertani ที่มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลิน (LB+amp broth) 
เตรียมสารเคมีดังตัวอยางตอไปนี้ 

Tryptone   10  กรัม 
Yeast extract  5    กรัม 
Sodium chloride  10  กรัม 

10 mg/ml ampicillin  
นําสวนประกอบท้ังหมดยกเวนยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin) ละลายในนํ้าปริมาตร 1 

ลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางน้ิว นาน 15 นาที ตั้งทิ้งไวจนกระทั่งของเหลวมีอุณหภูมิประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส ทํา
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การเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให
เปนเนื้อเดียวกัน แบงใสภาชนะตามตองการในสภาวะปลอดเชื้อ 

 

4. อาหารแข็ง Luria-Bertani ที่มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลิน (LB+amp agar) 
เตรียมสารเคมีดังตัวอยางตอไปนี้ 

Tryptone   10  กรัม 

Yeast extract  5    กรัม 

Sodium chloride  10  กรัม 

Agar   14  กรัม 

10 mg/ml ampicillin  

นําสวนประกอบท้ังหมดยกเวนยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin) ละลายในนํ้าปริมาตร 1 

ลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางน้ิว นาน 15 นาที ตั้งทิ้งไวจนกระทั่งของเหลวมีอุณหภูมิประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส ทํา
การเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให
เปนเนื้อเดียวกัน แบงใสภาชนะตามตองการในสภาวะปลอดเชื้อ 

 

5. อาหารแข็ง Luria-Bertani (LB+amp+X-gal agar) 
เตรียมสารเคมีดังตัวอยางตอไปนี้ 

Tryptone   10  กรัม 

Yeast extract  5    กรัม 

Sodium chloride  10  กรัม 

Agar   14  กรัม 

10 mg/ml ampicillin      

20 mg/ml X-gal   

นําสวนประกอบทั้งหมดยกเวนยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน(ampicillin), IPTG และ X-gal มา
ละลายในน้ําปริมาตร 1 ลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว นาน 15 นาที ตั้งทิ้งไวจนกระท่ังของเหลวมีอุณหภูมิ
ประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส ทําการเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร, IPTG ความเขมขน 0.4 โมลาร ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และ X-gal 

ความเขมขน 20  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสภาชนะ
ตามตองการในสภาวะปลอดเชื้อ 
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สารเคมี 

 

1. สารละลาย Glucose/Tris/EDTA pH 8.0 (GTE buffer) 
เตรียมสารเคมีดังตอไปนี้ 

Glucose    9.01   กรัม 

Tris base     3.03  กรัม 

EDTA     2.92  กรัม 

นําสวนประกอบทั้งหมดผสมใหเขากัน ในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับ pH โดยการใชกรด 
concentrated HCl จนกระทั้งได pH 8.0 แลวทําการปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร นํา
สารละลายไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว นาน 15 

นาท ี

 

2. สารละลายเอทานอล เขมขน 70 เปอรเซ็นต (70% ethanol) 
ตวง 95% ethanol ปริมาตร 737 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 263 

มิลลิลิตร ดวยกระบอกตวงท่ีผานการฆาเชื้อแลว ผสมสารละลายใหเขากัน ใสขวดที่ผานการฆาเชื้อ
แลว เก็บสารละลายไวที่ -20 องศาเซลเซียส 
 

3. สารละลาย 1 M Tris-HCl  pH 8.0 
ละลาย Tris base 121.1 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH โดยการใชกรด 

concentrated HCl จนกระทั่งได pH สุดทายเทากับ 8.0 แลวปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 
นําสารละลายที่เตรียมได ไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว นาน 15 นาที  

 

4. สารละลาย 0.5 M EDTA pH 8.0 
ชั่งสาร EDTA 18.164 กรัม ละลาย EDTA ในน้ํากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร กวนจนลละลาย 

เติมเกล็ด NaOH ลงไปจนกระทั่งได pH 8.0 ซึ่งเปน pH ที่ EDTA ละลายหมดพอดี จากนั้นปรับ
ปริมาตรใหได  100 มิลลิลิตร นําสารละลายท่ีเตรียมได ไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี

5.  สารละลาย Tris/EDTA pH 7.8 (TE buffer) 
 ชั่ง Tris base 1.21 กรัม และ EDTA 0.29 กรัม ในน้ํากลั่น ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรบั 

pH โดยการใชกรด concentrated HCl จนกระท่ังได pH สุดทายเทากับ 8.0 แลวปรับปริมาตรให
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เปน 1,000 มิลลิลิตร นําสารละลายที่เตรียมได ไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว นาน 15 นาที  

 

6. สารละลายยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (10 mg/ml 
Ampicillin) 
เตรียมสารเคมีดังน้ี 

Ampicillin    10  มิลลิกรัม 

Steriled water   1  มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายใหเขากัน  ทําการปลอดเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนขนาด 0.2 ไมครอน

และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

7. สารละลาย 10X TAE buffer 
ชั่งสาร Tris base 48.46 กรัม แลวตวงสารตางๆ ใหไดปริมาตรดังตอไปน้ี 

glacial acetic acid   10.22   มิลลิลิตร 
0.4 M EDTA  pH 8.0   20         มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายทั้งหมดใหเขากัน  แลวปรับ pH ของสารละลายดวยกรด glacial acetic ให
ได pHสุดทายเทากับ 8.0 นําสารละลายที่เตรียมไดไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว นาน 15 นาท ี

 

8. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (10 mg/ml Ethidium 
bromide) 
เตรียมสารเคมีดังน้ี 

Ethidium bromide   1  กรัม 
Sterile    100   มิลลิลิตร 

ละลาย ethidium bromide  ดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ  และใชเครื่องแกวที่ผานการฆา
เชื้อแลวเก็บใสขวดสีชาหุมดวยกระดาษฟอยลและเก็บใหพนแสง 
 

9. สารละลายแคลเซียมคลอไรด เขมขน 0.1 โมลาร (0.1 M CaCl2) 
ชั่งสาร CaCl2.2H2O 1.47 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหได 

100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น นําสารละลายที่เตรียมได ไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี
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10.  สารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal) 

เตรียม stock solution ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  โดยละลาย X-gal ใน 
dimethylformamide เก็บสารละลายในขวดทึบแสงที่ -20 ºC  

 

11. สารละลาย Lysis buffer  

เตรียมสารเคมีดังน้ี 

Tris-HCl     100  mM  

EDTA     30    mM  

SDS     0.5 % 

ทําการปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121  

องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว นาน 15 นาท ี

 

12. สารละลาย 5X Washing buffer  

เตรียมสารเคมีดังน้ี  

NaCl     146.1 กรัม 
Na2HPO4        4.6    กรัม 

KH2PO4         1.0    กรัม 

ทําการปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121  

องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว นาน 15 นาทีหลังจากนึ่งฆาเชื้อเสร็จแลวใหเติม 
Tween-20 ลงไปปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 
 

13. สารละลาย 2.5 mM Potassium acetate 

ชั่งสาร CH3COOK 24.5 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหได 
100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น นําสารละลายที่เตรียมได ไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี
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วิธีการทํา Agarose Gel Electrophoresis 

 

การเตรียมแผนเจล 

 1.  ชั่ง agarose ใสลงใน electrophoresis buffer (TAE buffer) ใหได 
              ความเขมขน 1.0% w/v 

 2.  ทําการหลอม agarose ในขอ 1 โดยใชเตาไมโครเวฟ 

 3.  เมื่อ agarose หลอมตัวหมดแลวทําใหเย็นลงจนมีอุณหภูมิประมาณ 55-60  
              องศาเซลเซียส  
          4.  วาง comb สําหรับทําชอง electrophoresis ลงใน gel chamber โดยใหปลายดานลาง 

ของซี่ comb อยูเหนือผิวถาดประมาณ 1 มิลลิเมตร  
 5.  เทเจล ลงใน gel chamber ของชุด electrophoresis 

 6.  ทิ้งไวใหเจลแข็งที่อุณหภูมิหองอยางสมบูรณ 
 

การทํา electrophoresis  

1. คอยๆดึง comb ออกจากเน้ือเจลอยางระมัดระวัง จะไดเปนหลุมเล็กๆ บนแผนเจล นํา
ถาดเจลวางในชองวางถาดของชุด electrophoresis แลวเท electrophoresis buffer 

ลงไปจนทวมแผนเจล 

 2.  ผสมสารละลาย DNA ตัวอยางและสารละลาย DNA มาตรฐานกับ 6X loading dye ใน      
             อัตราสวน 5:1 โดยปริมาตร และตองมีปริมาตรรวมไมเกินความจุของหลุมแตละหลุม 

3. ใช autopipette ดูดสารละลายผสมจากขอ 2 ใสลงในหลุมแตละหลุม สารละลายจะไหล 

    ลงหลุมอันเนื่องจากความหนาแนนของ glycerol แลวบันทึกวาหยอดสารละลาย DNA   
ชนิดใดลงไปในหลุมใด 

         4.  ตอสายไฟระหวางขั้วของชุด electrophoresis กับขั้วของเครื่องจายไฟฟากระแสตรง โดย 
ใหขั้วที่อยูดานเดียวกับหลุมเจลใหเปนขั้วลบ เปดเครื่องจายไฟฟากระแสตรงแลวปรับ
แรงเคลื่อนไฟฟาใหได 80 โวลต  

5.  ปดเครื่องจายไฟฟากระแสตรงเม่ือสีน้ําเงินของ bromophenol blue เคลื่อนที่ไปจนมี
ระยะทางเปน 4/5 ของแผนเจล ในกรณีที่เครื่องจายกระแสไฟฟากระแสตรงนั้นสามารถ
ตั้งเวลาได ใหตั้งเวลาไวที่ 35 นาท ี
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การยอมและการถายภาพบนเจล 

 นําแผนเจลท่ีทํา electrophoresis แลว มาแชในสารละลาย ethidium bromide ความ
เขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เปนเวลาประมาณ 15-20 นาที จากนั้นนําแผนเจลวางลงบนเครื่อง
ฉายแสงของเคร่ือง gel document แลวทําการดูผลและบันทึกผลจากเครื่อง gel document 
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ตารางที่ ค1 แสดงผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดทีมีความเหมือนกับเชื้อราท่ีไดกับฐานขอมูล NCBI 

 

 

 

 

Sample no. 

no. of positive

clone) 

Fungi OTUs 

/total OTUs 

No. of 

fungi 

species 

Closest relative fungi 

(no. of clone) 

Accession 

no. 
Similarity % 

Substitution 

No. % 

S01NP(25) 6/6 4 Coniothyrium sidae CBS 135108T (12) KF251653 99(560/567) 6 1.1 

   Pyrenochaeta acicola CBS 812.95T (1) GQ387602 91(489/540) 47 8.7 

   Heterospora dimorphospora CBS 345.78T(10) GU238069 99(533/541) 8 1.5 

   Metulocladosporiella musae CBS 161.74 T(2) DQ008161 89(513/575) 49 8.5 

S06SP(16) 5/7 3 Cladosporium silenes CBS 109082T (8) JF770463 99(569/576) 5 0.9 

   Sphaerulina polyspora CBS 354.29 T(1) GU214501 87(500/574) 65 11.3 

   Cladosporium cladosporioides CBS 109.21T(5) EU019262 99(559/567) 7 1.2 

S07SP(18) 4/6 3 Ustilago longissima var. macrospora voucherCBS160.22T(1)   JN367332 98(597/612)    11    1.8 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(12) JF770463 99(570/573) 1 0.2 

   Sphaerulina polyspora CBS 354.29T(3) GU214501 92(522/570) 34 6 

S08SP(13) 1/4 1 Cladosporium phaenocomae CBS 128769T(12) JF499857 99(576/583) 5 0.9 

S09NP(24) 8/9 4 Cladosporium cladosporioides ATCC 11277T(1) AY342113 90(473/524) 36 6.9 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(16) JF770463 99(571/575) 2 0.3 

   Sphaerulina polyspora CBS 354.29T(1) GU214501 91(527/579) 39 6.7 

   Cainia graminis CBS 136.62T(1) AF431949 87(495/567) 58 10.2 

S15SP(34) 1/3 1 Cladosporium silenes CBS 109082T(1) JF770463 98(565/574) 7 1.2 

S16SP(40) 6/7 4 Cladosporium silenes CBS 109082T(27) JF770463 99(565/571) 6 1 

   Cochliobolus microlaenae CBS 280.91T(2) JN600996 99(552/556) 2 0.4 

   Pleospora  tarda CBS 714.68T(2) KC584345 91(514/565) 42 7.4 

   Pyrenochaeta unguis-hominis CBS 378.92T(1) GQ387621 95(543/569) 23 4 

S17SP(40) 8/11 4 Devriesia americana CBS 117726T(1) EU040227 92(522/569) 42 7.4 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(15) JF770463 99(563/566) 2 0.4 

   Cladosporium sphaerospermum DAOM 144726T(4) JN938884 94(534/566) 23 4.1 

   Apiospora setosa ICMP 4207T(1) DQ368631 94(529/562) 31 5.5 

   Devriesia americana CBS 117726T(1) EU040227 93(527/565) 36 6.4 

S18SK(37) 11/12 10 Sphaerulina polyspora CBS 354.29T(18) GU214501 92(523/568) 36 6.3 

   Devriesia americana CBS 117726T(3) EU040227 94(521/553) 30 5.4 

   
Catenulostroma chromoblastomycosum CBS 

597.97T(1) 
EU019251 94(528/560) 25 4.5 

   Aulographina pinorum CBS 302.71T(2) GU214393 96(538/563) 22 3.9 

   Cladosporium cladosporioides CBS 109.21T(7) EU019262 99(576/584) 5 0.9 
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ตารางที่ ค1 (ตอ) 

 

 

 

 

 

Sample no. 

no. of positive

clone) 

Fungi OTUs 

/total OTUs 

No. of 

fungi 

species 

Closest relative fungi 

(no. of clone) 

Accession 

no. 
Similarity % 

Substitution 

No. % 

   Devriesia thermodurans CBS 115878T(1) EU040229.1 93(518/558) 35 6.3 

   Fumagospora capnodioides CBS 131.34T(2) EU019269.1 91(520/571) 45 7.9 

   Xenomeris raetica CBS 485.61T(1) EF114716.1 93(513/549) 35 6.4 

   Apiospora setosa ICMP 4207T(1) DQ368631.1 92(524/570)   

S19SK(38) 8/10 5 Mycosphaerella lateralis CBS 567.89T(2) EU019268.2 98(535/548) 10 1.8 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(6) JF770463.1 99(563/570) 4 0.7 

   Cladosporium cladosporioides CBS 109.21T(15) EU019262.2 98(558/572) 12 2.1 

   Melanodothis caricis CBS 860.73T(1) GU214431.2 91(527/576) 38 6.6 

   Devriesia americana CBS 117726T(3) EU040227.1 94(528/563) 33 5.9 

S21SP(18) 5/8 4 Tremella aurantia CBS6965T(2) AF189842 93(546/589) 43 7.3 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(7) JF770463.1 99(566/573) 4 0.7 

   Cladosporium grevilleae CBS 114271T(1) JF770462.1 90(428/478) 40 8.4 

   Ramichloridium indicum CBS 171.96T(2) EU041856.1 97(545/561) 14 2.5 

S22SP(18) 0/5 0 ไมพบ     

S23SP(26) 2/8 2 Xylaria allantoidea BCC 1340T(1) AB376730.1 93(511/552) 36 6.5 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(1) JF770463.1 99(552/559) 6 1 

S24CN(19) 0/2 0 ไมพบ     

S25CN(37) 2/11 2 Sphaerulina polyspora CBS 354.29T (1) GU214501.1 90(516/574) 44 7.7 

   Sympodiomycopsis paphiopedili CBS 7429T(1) AF352054.1 97(585/604) 15 2.5 

S26CN(21) 6/12 2 Mycosphaerella lateralis CBS 567.89T(8) EU019268.2 97(557/574) 15 2.6 

   Meira argovae CBS110051T(3) AY158666.1 98(570/582) 11 1.9 

S27NK(19) 3/8 3 Mycosphaerella lateralis CBS 567.89T(2) EU019268.2 97(551/566) 13 2.3 

   Meira argovae CBS110051T(1) AY158666.1 99(591/594) 2 0.3 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(2) JF770463.1 99(567/572) 3 0.5 

S28NK(30) 12/19 6 Cladosporium cladosporioides CBS 109.21T(1) EU019262.2 99(555/561) 5 0.9 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(8) JF770463.1 99(568/573) 3 0.5 

   Phaeosphaeria oryzae CBS 110110T(3) KF251689.1 99(566/569) 3 0.5 

   Dichomera saubinetii CBS 990.70T(2) DQ377888.1 99(562/567) 4 0.7 

   Meira argovae CBS110051T(3) AY158666.1 99(579/582) 2 0.3 

   Toxicocladosporium pseudoveloxum CBS 128777T(1) JF499868.1 92(515/562) 44 7.8 
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ตารางที่ ค1 (ตอ) 

 

 

 

 

Sample no. 

no. of positive

clone) 

Fungi OTUs 

/total OTUs 

No. of 

fungi 

species 

Closest relative fungi 

(no. of clone) 
Accession no. Similarity % 

Substitution 

No. % 

S29NK(18) 2/5 1 Cladosporium silenes CBS 109082T(9) JF770463 99(541/545) 3 0.6 

S30PC(27) 11/17 8 Mycosphaerella tasmaniensis CBS111687T (2) DQ246233 96(546/571) 24 4.2 

    Periconiella velutina CBS 101948T(1) EU041838 94(531/562) 29 5.2 

   Mycosphaerella marksii CBS682.95T(2) DQ246249 92(527/572) 39 6.8 

   Devriesia thermodurans CBS 115878T (1) EU040229 94(477/510) 30 5.9 

   Ramichloridium indicum CBS 171.96T(1) EU041856 88(495/564) 58 10.3 

   Metulocladosporiella musae CBS 161.74T(1) DQ008161 87(491/563) 56 9.9 

   Metulocladosporiella musicola CBS 113861T(1) DQ008156 90(514/572) 53 9.3 

   Setophoma sacchari CBS 333.39T (1) KF251748 99(558/561) 1 0.2 

S31PC(21) 6/11 1 Epicoccum sorghi CBS 627.68T (14) GU237979 99(563/570) 4 0.7 

S32PN(40) 10/12 8 Cladosporium silenes CBS 109082T(15) JF770463 99(563/566) 2 0.4 

   Pyrenochaetopsis indica CBS 124454T(1) GQ387626 98(558/571) 10 1.8 

   Montagnula spartii CBS 183.58T(2) GU205225 93(538/579) 36 6.2 

   Cladosporium sphaerospermum DAOM 144726T(1) JN938884 88(507/573) 65 11.3 

   Cordyceps pseudomilitaris NBRC 101409T(1) JN941393 91(526/578) 36 6.2 

   Teratosphaeria knoxdaviesii CBS 122898T(2) EU707865 98(556/570) 12 2.1 

   Ochrocladosporium elatum CBS 146.33T(2) EU040233 96(548/569) 19 3.3 

   Acremonium vitellinum CBS 792.69T(1) HQ232151 94(523/557) 30 5.4 

S33PN(35) 2/7 2 Cladosporium cladosporioides CBS 109.21T(7) EU019262 98(558/572) 12 2.1 

   Subplenodomus drobnjacensis CBS 269.92T(4) JF740285 97(559/575) 13 2.3 

S35PN(38) 6/11 5 Metulocladosporiella musae CBS 161.74T(4) DQ008161 93(540/582) 30 5.2 

   Sarcinomyces petricola CBS 101157T(1) FJ358249 90(509/568) 53 9.3 

   Alternaria arborescens CBS 102605T (1) KC584253 99(560/564) 2 0.4 

   Catenulostroma chromoblastomycosum CBS 597.97T (1) EU019251 95(517/544) 23 4.2 

   Apiospora setosa ATCC 58184T(1) AY346259 84(479/568) 77 14 

S36PB(33) 6/6 4 Cladosporium silenes CBS 109082T(26) JF770463 99(565/571) 6 1 

   Kabatiella microsticta CBS 114.64T(2)  FJ150940 96(541/561) 14 2.5 

   Apiospora setosa  ICMP 4207T(4) DQ368631 94(518/551) 31 5.6 

   Davidiella tassiana DAOM 196248T(1) JN938886 93(512/552) 28 5.1 

S37PB(40) 9/11 7 Arthrinium puccinioides CBS 549.86T(1) KF144972 85(285/335) 45 13.4 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(22) JF770463 99(563/566) 2 0.4 
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ตารางที่ ค1 (ตอ) 

 

 

 

 

Sample no. 

(no. of positive

clone) 

Fungi OTUs 

/total OTUs 

No. of 

fungi 

species 

Closest relative fungi 

(no. of clone) 

Accession 

no. 
Similarity % 

Substitution 

No. % 

   Sphaerulina polyspora CBS 354.29T(1) GU214501 96(544/569) 15 2.6 

   Devriesia americana CBS 529.82T(4) FN400757 94(515/550) 32 5.8 

   Cladosporium cladosporioides CBS 109.21T(1) EU019262 99(563/567) 2 0.4 

   Phaeodothis winteri CBS 182.58T (1) GU301857 98(567/581) 12 2.1 

   Sphaerulina polyspora CBS 354.29T(1) GU214501 95(545/572) 18 3.1 

S38PB(22) 4/7 2 Cladosporium silenes CBS 109082T(17) JF770463 99(552/558) 6 1.1 

   Phaeodothis winteri CBS 182.58T (1) GU301857 98(559/572) 13 2.3 

S40PB(39) 6/11 3 Cladosporium silenes CBS 109082T(5) JF770463 99(563/570) 4 0.7 

   Arthrinium xenocordella CBS 595.66T(5) KF144971 94(520/551) 29 5.3 

   Sphaerulina polyspora CBS 354.29T(1) GU214501 92(517/565) 31 5.5 

S41PB(39) 8/11 6 Cladosporium silenes CBS 109082T(13) JF770463 99(563/566) 2 0.4 

   Apiospora setosa ICMP 4207T(2) DQ368631 94(518/551) 31 5.6 

   Phaeosphaeria nodorum CBS 259.49T(2) GU456332 99(553/558) 3 0.5 

   Alternaria arborescens  CBS 102605T (1) KC584253 91(525/575) 45 7.8 

 Arthrinium saccharicola  CBS 831.71T(1) KF144969 92(380/414) 29 7 

   Sphaerulina polyspora CBS 354.29T(2) GU214501 93(526/564) 31 5.5 

S42PB(34) 2/4 1 Cladosporium silenes CBS 109082T(28) JF770463 98(551/561) 8 1.4 

S43PB(35) 6/7 4 Cladosporium uredinicola CBS 306.84T(26) DQ008147 99(560/565) 2 0.4 

   Metulocladosporiella musicola CBS 113861T(1) DQ008156 93(531/572) 34 5.9 

   Cladosporium cladosporioides CBS 109.21T (3) EU019262 99(556/563) 5 0.9 

   Cladosporium sphaerospermum DAOM 144726T(1) JN938884 92(503/547) 37 6.8 

S44PB(24) 2/5 2 Cladosporium silenes CBS 109082T(15) JF770463 99(559/561) 0 0 

   Cladosporium cladosporioides ATCC 11275T(2) KC585410 96(444/464) 19 4.1 

S45PB(36) 2/4 2 Cladosporium silenes CBS 109082T(17) JF770463 99(559/561) 0 0 

   Alternaria indefessa CBS 536.83T(2) KC584333 88(505/572) 49 8.6 

S46PB(28) 5/8 3 Cladosporium silenes CBS 109082T(12) JF770463 99(559/561) 0 0 

   Aureobasidium pullulans var. melanogenumCBS100225T(2) FJ150923 99(559/563) 1 0.2 

    Ustilago longissima var. macrospora voucherCBS160.22T(1) JN367332 97(605/622) 14 2.3 

S48PB(34) 1/2  1 Cladosporium silenes CBS 109082T(3) JF770463 99(563/566) 2 0.4 

S49PB(39) 3/4 2 Cladosporium silenes CBS 109082T(19) JF770463 99(561/564) 0 0 

   Epicoccum sorghi CBS 627.68T(1) GU237979 99(565/570) 2 0.4 
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Sample no. 

no. of positive

clone) 

Fungi OTUs 

/total OTUs 

No. of 

fungi 

species 

Closest relative fungi 

(no. of clone) 

Accession 

no. 
Similarity % 

Substitution 

No. % 

S50PB(24) 5/7 5 Cladosporium cladosporioides ATCC 201142T(14) AY342076 99(559/564) 3 0.5 

    Cladosporium sphaerospermum DAOM 144726T(1) JN938884 96(537/560) 18 3.2 

   Apiospora setosa ICMP 4207T(1) DQ368631 94(518/549) 30 5.5 

   Devriesia americana CBS 117726T(1) EU040227 94(527/561) 30 5.3 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(1) JF770463 99(564/569) 3 0.5 

S51PB(33) 5/6 5 Cladosporium silenes CBS 109082T(16) JF770463 98(549/558) 5 0.9 

   Fusarium chlamydosporum var. fuscum CBS635.76T(5) AY213706 99(521/526) 5 1 

   Ustilago longissima var.macrospora voucherCBS160.22T(1) JN367332 93(562/603) 36 6 

   Apiospora setosa ICMP 4207T(1) DQ368631 94(523/555) 31 5.6 

   Arthrinium puccinioides CBS 549.86T(3) KF144972 95(517/545) 27 5 

S52PB(25) 4/8 4 Cladosporium silenes CBS 109082T(17) JF770463 98(570/582) 9 1.5 

    Davidiella tassiana DAOM 196248T(2) JN938886 94(350/372) 21 5.6 

   Arthrinium puccinioides CBS 549.86T(1) KF144972 95(520/548) 27 4.9 

   Septoria arundinacea CBS 133.68T(1) KF251734 99(549/553) 4 0.7 

S55NS(40) 10/12 4 Cladosporium silenes CBS 109082T(26) JF770463 99(560/567) 5 0.9 

   Arthrinium puccinioides CBS 549.86T (1) KF144972 95(518/546) 27 5 

   Mycosphaerella lateralis CBS 567.89T(2) EU019268 98(529/542) 11 2 

   Montagnula spartii CBS 183.58T(1) GU205225 94(527/559) 29 5.2 

S60BR(37) 3/7 3 Xenomeris raetica CBS 485.61T(4) EF114716 93(510/546) 35 6.4 

   Meira argovae CBS110051T(2) AY158666 96(560/585) 21 3.6 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(2) JF770463 99(559/561) 0 0 

S63SB(34) 7/9 5 Devriesia americana CBS 529.82T(2) FN400757 94(515/550) 32 5.8 

   Septoria arundinacea CBS 133.68T(2) KF251734 99(544/552) 8 1.4 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(19) JF770463 99(568/571) 1 0.2 

   Mycosphaerella lateralis CBS 567.89T(4) EU019268 97(543/562) 16 2.8 

   Arthrinium xenocordella  CBS 595.66T(1) KF144971 93(527/564) 35 6.2 

S64SB(36) 6/9 4 Cladosporium silenes CBS 109082T(13) JF770463 99(563/570) 4 0.7 

   Septoria arundinacea CBS 133.68T(1) KF251734 99(564/569) 3 0.5 

   Pyrenochaeta unguis-hominis CBS 378.92T(1) GQ387621 95(545/574) 26 4.5 

   Ustilago longissima var.macrospora voucher CBS160.22T(1) JN367332 97(589/610) 19 3.1 

S66SB(33) 12/13 7 Cladosporium silenes CBS 109082T(25) JF770463 99(563/569) 5 0.9 
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ตารางที่ ค1 (ตอ) 

 

 

 

 

 

 

Sample no. 

no. of positive

clone) 

Fungi OTUs 

/total OTUs 

No. of 

fungi 

species 

Closest relative fungi 

(no. of clone) 
Accession no. Similarity % 

Substitution 

No. % 

   Cladosporium uredinicola CBS 306.84T(1) DQ008147 98(516/529) 12 2.3 

   Arthrinium xenocordella CBS 595.66T(1)  KF144971 89(498/557) 57 10.2 

   Coniothyrium telephii CBS 188.71T(2) GQ387599 93(522/564) 39 6.9 

   Epicoccum sorghi CBS 627.68T(1) GU237979 99(566/568) 0 0 

   Cladosporium cladosporioides CBS 109.21T(1) EU019262 98(562/571) 9 1.6 

   Sphaerulina polyspora CBS 354.29T(1) GU214501 93(526/564) 31 5.5 

S68SB(35) 7/12 7 Cladosporium cladosporioides CBS 109.21T(2) EU019262 98(558/572) 12 2.1 

   Montagnula spartii CBS 183.58T(2) GU205225 95(534/565) 27 4.8 

   Septoria arundinacea CBS 133.68T(1) KF251734 98(559/568) 6 1 

   Pyrenochaeta unguis-hominis CBS 378.92T(1) GQ387621 98(527/552) 25 4.5 

   Karstenula rhodostoma CBS 690.94T(1) AY787933 88(508/576) 52 9 

   Cladosporium silenes CBS 109082T(1) JF770463 99(560/567) 5 0.9 

   Apiospora setosa ICMP 4207T(1) DQ368631 95(522/551) 28 5.1 

S69SB(31) 6/11 4 Cladosporium silenes CBS 109082T(4) JF770463 99(555/558) 2 0.4 

   Cladosporium cladosporioides ATCC 11275T(3) KC585410 96(444/464) 19 4.1 

   Meira argovae CBS 110051T(1) AY158666 99(591/594) 1 0.2 

   Septoria arundinacea CBS 133.68T(3) KF251734 97(559/579) 17 2.9 

S70SB(34) 8/13 7 Cladosporium silenes CBS 109082T(8) JF770463 99(563/570) 6 1 

   
Ustilago longissima var.macrospora 

voucherCBS160.22T(10) 
JN367332 99(569/577) 8 1.4 

   Meira argovae CBS110051T(2) AY158666 99(576/582) 3 0.5 

   Parastagonospora nodorum CBS 259.49T(1) KF251688 92(512/555) 32 5.8 

   Cladosporium uredinicola CBS 306.84T(1) DQ008147 98(564/574) 9 1.6 

   Meira argovae CBS110051T(1) AY158666 93(501/536) 33 6.2 

   Apiospora setosa ICMP 4207T(1) DQ368631 92(524/570) 43 7.5 

S79LB(40) 2/7 2 Curvularia gladioli voucher ICMP 6160T(1) JX256393 99(563/568) 4 0.7 

   
Ustilago longissima var. macrospora voucher 

CBS160.22T(1) 
JN367332 96(595/622) 22 3.5 



62 

 

 

ตารางที ่ค2 สรุปจีนัสและสปชีสของเชื้อราจากตัวอยางใบออย 

จีนัส สปชสี 
 (จํานวนตัวอยางใบออย) 

Cladosporium C. silenes (35) 

  C. cladosporioides (13) 

  C. phaenocomae (1) 

  C. sphaerospermum (4) 

  C. grevilleae (1) 

  C. uredinicola (3)  

Sphaerulina  S. polyspora  (10) 

Setophoma  S. sacchari (1) 

Epicoccum  E. sorghi (3) 

Aureobasidium  A. pullulans var. melanogenum (1) 

Fusarium  F. chlamydosporum var. fuscum (1)  

Coniothyrium  C. sidae (1) 

  C. telephii  (1) 

Heterospora  H. dimorphospora (1) 

Metulocladosporiella  M. musae (3) 

  M. musicola (2) 

Pyrenochaeta  P. acicola (1)  

Ustilago  U. longissima var. macrospora voucher (6)  

Cainia  C. graminis (1)  

Tremella  T. aurantia (1)  

Ramichloridium R. indicum (2) 

Xylaria  X. allantoidea (1)   

Sympodiomycopsis  S. paphiopedili (1)  

Mycosphaerella  M. lateralis (5) 

  M. tasmaniensis (1) 

  M. marksii (1)  

Periconiella P. velutina (1) 

Phaeosphaeria  P. oryzae (1) 

Devriesia  D. thermodurans (2) 

  D. americana (7)  

Phaeodothis  P. winteri (2) 
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Alternaria  A. indefessa (1) 

  A. arborescens (2)  

Apiospora  A. setosa (8)  

Davidiella  D. tassiana (2) 

Toxicocladosporium  T. pseudoveloxum (1) 

Ramichloridium  R. indicum (1) 

Meira  M. argovae (7) 

Cochliobolus C. microlaenae (1) 

Pleospora P. tarda (1)  

Pyrenochaeta P. unguis-hominis (3) 

Catenulostroma C. chromoblastomycosum (2) 

Aulographina A. pinorum (1)  

Fumagospora F. capnodioides (2)  

Melanodothis M. caricis (1) 

Pyrenochaetopsis P. indica (1) 

Montagnula M. spartii (3) 

Cordyceps C. pseudomilitaris (1) 

Teratosphaeria T. knoxdaviesii (1) 

Ochrocladosporium O. elatum (1) 

Acremonium A. vitellinum (1) 

Subplenodomus S. drobnjacensis (1) 

Sarcinomyces S. petricola (1) 

Kabatiella K. microsticta (1) 

Arthrinium A. puccinioides (3) 

  A. xenocordella (3)  

  A. saccharicola (1)  

Phaeosphaeria P. nodorum (1) 

Septoria S. arundinacea (5) 

Karstenula K. rhodostoma (1) 

Parastagonospora P. nodorum (1) 

Curvularia C. gladioli (1) 

Xenomeris   X. raetica (2) 

Verrucocladosporium  V. dirinae (1) 

51 64 
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