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การสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอดวยวิธี sequence-tagged site เพื่อตรวจสอบสายตน 
ยูคาลิปตัสที่ตานทานหรือออนแอตอเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti 

 
DNA Markers for Cryptosporiopsis eucalypti Resistant/Susceptible Eucalypt Clone 

Selection using Sequence-Tagged Site Technique 
 

คํานํา 
 
 การคัดเลือกสายตนยูคาลิปตัสเพื่อปลูกสรางสวนปาในชวงแรกจะคํานึงถึงการเจริญเติบโต 
และรูปทรงที่เปลาตรงเปนหลัก แตไมไดพิจารณาถึงความทนทานตอความเครียดดานตางๆ รวมไป
ถึงความตานทานโรค  จึงทําใหผลผลิตของสวนปายูคาลิปตัสเกิดความเสียหายจากโรคทางใบ โดย
เชื้อสาเหตุโรคทางใบซึ่งเปนปญหามากที่สุดในบริเวณเอเชียตะวันออกเฉียงใตประกอบดวยเช้ือรา 
Cylindrocladium quinqueseptatum, Phaeophleospora destructans และ Cryptosporiopsis eucalypti 
แตในประเทศไทยมีเชื้อรา C. eucalypti กระจายอยูอยางกวางขวางและสรางความเสียหายตอ
ผลผลิตของสวนปายูคาลิปตัสมากกวาเชื้อราชนิดอื่นๆ โดยเฉพาะในบริเวณภาคตะวันตกและภาค
ตะวันออก ซ่ึงเชื้อราชนิดนี้ระบาดมากในชวงฤดูฝนและทําใหเกิดโรคอยางมากในยูคาลิปตัสที่มีอายุ 
2-4 ป โดยเฉพาะยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิส (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.) ที่ออนแอตอเชื้อรา
ชนิดนี้มากกวาสปชีสอ่ืนๆ แตก็เปนสปชีสที่เจริญเติบโตดีและใชปลูกอยางแพรหลายในประเทศ
ไทย โดยสายตนที่โตดีซ่ึงไดมีการคัดเลือกเพื่อใชเปนแมพันธุบางสายตนจึงมีพื้นฐานทางพันธุกรรม
ที่ออนแอตอเชื้อรา C. eucalypti คอนขางมาก นอกจากนั้นระบบการปลูกยูคาลิปตัสที่ใชสายตน
เดียวในหนึ่งแปลงทําใหมีโอกาสเกิดความเสียหายจากโรคไดมาก โดยเฉพาะเมื่อใชสายตนที่โตดี
แตออนแอไปปลูกในพื้นที่ที่มีการระบาดของโรคมาก ประกอบกับในบางพื้นที่ตนยูคาลิปตัสยัง
ไดรับผลกระทบจากความเครียดที่มาจากปจจัยส่ิงแวดลอม จึงทําใหตนยูคาลิปตัสเกิดความออนแอ
และงายตอการเขาทําลายของเชื้อรายิ่งขึ้น การคัดเลือกสายตนที่ตานทานตอโรคใบจุดและใบไหมที่
เกิดจากเชื้อรา C. eucalypti จึงมีความจําเปนอยางมากตอการปองกันหรือการลดความเสียหายจาก
โรคและเปนขอมูลในการวางแผนเลือกใชสายตนในการปลูกใหเหมาะสมกับพื้นที่ การประเมินโรค
ที่เกิดจากเชื้อรา C. eucalypti ในสภาพแปลงทําไดคอนขางลําบากเนื่องจากการเกิดโรคขึ้นอยูกับ
สภาพแวดลอมในแตละป ทําใหขอมูลความตานทานโรคของสายตนในแตละปไมตรงกัน ประกอบ
กับมีสายตนยูคาลิปตัสจํานวนมากทําใหคัดเลือกในสภาพแปลงไดลําบาก จึงตองหาวิธีการอื่นที่มี
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ประสิทธิภาพเขามาชวย การปลูกเชื้อในเรือนเพาะชําหรือหองปฏิบัติการและการใชเครื่องหมาย      
ดีเอ็นเอในการคัดเลือก จึงเปนทางเลือกที่ชวยใหการคัดเลือกทําไดงายและรวดเร็วขึ้น โดยเฉพาะ
การใชเครื่องหมายดีเอ็นเอในการคัดเลือกจะไมมีอิทธิพลจากสิ่งแวดลอมเขามาเกี่ยวของ 
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่นํามาใชแยกระหวางพืชที่ตานทานและพืชที่ออนแอจะอาศัยความแตกตางใน
ระดับดีเอ็นเอระหวางกัน โดยยีนที่นาจะมีโอกาสพบความแตกตางไดมากจะเปนยีนที่เกี่ยวของกับ
กระบวนการตานทานโรคตางๆ ซ่ึงยีนที่มีบทบาทสําคัญที่ทําใหเกิดความตานทานตอเชื้อราคือ ยีน
ในกลุม pathogenesis-related (PR) proteins ยีนตานทานโรคของพืช และยีนที่เกี่ยวของกับ
กระบวนการปองกันตางๆ ยีนเหลานี้จะนํามาหาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด sequence-tagged site 
(STS) เพื่อแยกความแตกตางระหวางสายตนตานทานและออนแอ โดยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดนี้
อาศัยสวนอนุรักษในสายนิวคลีโอไทดแตละยีนมาออกแบบไพรเมอรเพื่อติดตามชิ้นสวนของ         
ดีเอ็นเอของยีนเหลานี้ในจีโนม และหาแถบดีเอ็นเอที่สามารถแยกกลุมระหวางสายตนตานทานและ
สายตนออนแอ ในการทดลองครั้งนี้จะไดทําการทดสอบความตานทานตอเชื้อรา C. eucalypti ของ 
ยูคาลิปตัสในเรือนเพาะชําและหองปฏิบัติการดวยวิธีการปลูกเชื้อ และพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ชนิด STS เพื่อใชคัดเลือกสายตนยูคาลิปตัส 
 

วัตถุประสงค 
 
 1.  เพื่อคัดเลือกสายตนยูคาลิปตัสที่ตานทานหรือออนแอตอเชื้อรา Cryptosporiopsis 
eucalypti ซ่ึงเปนสาเหตุของโรคใบจุดและใบไหม  
 
 2.  เพื่อหาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด sequence-tagged site ที่ใชตรวจสอบสายตนยูคาลิปตัส
ที่ตานทานหรือออนแอตอเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะทั่วไปของยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิส
 
 ยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิส (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.) มีช่ือสามัญคือ red gum, 
river gum, Murray red gum และ red river gum โดยจัดอยูในวงศ Myrtaceae ยูคาลิปตัส                
คามาลดูเลนซิสเปนไมพื้นเมืองออสเตรเลียโดยกระจายอยูระหวางเสนรุง 12.5-38 องศาใต และ  
ลองติจูด 112-152 องศาตะวันตก พบมากตอนเหนือของออสเตรเลีย ที่ระดับความสูง 20-700 เมตร 
จากระดับน้ํ าทะเลปานกลาง  อุณหภูมิที่ เหมาะสมในการเจริญเติบโตอยูระหวาง  27-40                
องศาเซลเซียส ปริมาณน้ําฝนเฉลี่ยรายป  250-625 มิลลิเมตร (Boland et al., 1997)  
 
 ยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสเปนไมยืนตนขนาดกลางถึงใหญ มีความสูง 25-30 เมตร มี
เสนผาศูนยกลางที่ระดับอก 0.9-2.1 เมตร เปลือกเรียบสีชมพู สีขาว หรือสีครีม ลอกเปนแผนกวางๆ 
ใบเปนใบเดี่ยว ใบในชวงกลาไมเรียงตัวแบบตรงกันขามพอโตขึ้นจะเรียงตัวแบบสลับ ในตนกลาใบ
เปนรูปไขหรือรูปหอกกวางพอโตขึ้นจะเปนรูปเรียวยาวหรือรูปหอก ขนาดของใบ 10-13 x 1.8-3 
เซนติเมตร ใบมักจะหอยลง ดอกเกิดเปนชอตามซอกใบ ดอกเปนรูปกระสวยโดยสวนลางเปนรูป
ถวย มีฝาปด สีขาวหรือสีครีม ออกดอกเกือบตลอดทั้งป ผลเปนรูปถวยมีขนาด 0.5-0.7 x 0.5-0.7 
เซนติเมตร ผลแหงแตก เมล็ดมีสีน้ําตาลหรือสีเหลืองยาว 0.1 เซนติเมตร (Food and Agriculture 
Organization [FAO], 1979) 
 
2.  ความเปนมาของการปลูกยูคาลิปตัส  
 
 ประเทศไทยไดนํายูคาลิปตัสเขามาทดลองปลูกเพื่อทดสอบสปชีส (species) และถ่ินกําเนิด
ตั้งแตป 2508 ภายใตโครงการสํารวจวัตถุดิบเพื่อผลิตเยื่อกระดาษระหวางป 2508-2512 โดยความ
รวมมือของกรมปาไมและ UNDP/FAO (United Nation Development Project) ไดนําเมล็ด              
ยูคาลิปตัสจากประเทศออสเตรเลียจํานวน 15 ชนิด ปลูกทดลองเพื่อคัดเลือกสปชีสและถ่ินกําเนิด 
(กรมปาไม, ม.ป.ป.; Pousajja, 1993) ตอมาในป 2512 โดยความรวมมือของกรมปาไมและ 
DANIDA (Danish International Development Agency) จากประเทศเดนมารคไดจัดตั้งโครงการ
บํารุงพันธุไมสนและไมโตเร็ว มีการสั่งเมล็ดพันธุไมยูคาลิปตัสจากประเทศออสเตรเลียและประเทศ
แซมเบียมาปลูกทดลองในป 2516 โดยเฉพาะยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสที่มีอัตราการเจริญและมี
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ปริมาณการรอดตายสูงกวายูคาลิปตัสสปชีสอ่ืนๆ จากการคัดเลือกสปชีสของยูคาลิปตัส 
Luangviriyasaeng (2003) ไดสรุปไวดังนี้ สปชีสที่เหมาะสมในการปลูกในพื้นที่แหงแลงที่มีปริมาณ
ฝนเฉลี่ยรายป 1,000-1,200 มิลลิลิตร คือ E. brassiana, E. camaldulensis, E. citriodora และ           
E. tereticornis สปชีสที่เหมาะสมในการปลูกในพื้นที่ชุมชื้นที่มีปริมาณฝนเฉลี่ยรายป 1,500 
มิลลิลิตร คือ E. urophylla และสปชีสที่เหมาะสมสําหรับการปลูกในพื้นที่สูงคือ E. grandis และ   
E. saligna นอกจากนั้น กรมปาไม (2533) พบวา เมล็ดพันธุไมยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสจากถิ่น
กําเนิดเพทฟอรด (Petford), ลุมแมน้ําแมรี่ (Marry River), ลุมแมน้ํากิ๊บ (Gibb River), แคทเธอรีน 
(Katherine), และลุมแมน้ําเออรวิน (Irvine) มีความเหมาะสมที่จะนํามาปลูกในประเทศไทยโดย
เฉพาะถิ่นกําเนิดเพทฟอรดสามารถปรับตัวไดดีที่สุด จึงไดใชพันธุที่ไดผานการคัดเลือกใน
สภาพแวดลอมของประเทศไทยไวขยายพันธุเพื่อปลูกตอไป ในป 2519-2520 กรมปาไมและ
องคการอุตสาหกรรมปาไมไดเร่ิมตนปลูกสรางสวนปายูคาลิปตัส และภายหลังจากนั้นเกษตรกร
และภาคเอกชนก็ไดใหความสนใจที่จะปลูกสวนปายูคาลิปตัสในเชิงเศรษฐกิจ (Pousajja, 1993) 
 
3.  การใชประโยชนของไมยคูาลิปตัส 
 
 การใชประโยชนไมยูคาลิปตัสเกือบทั้งหมดใชในภาคอุตสาหกรรม สวนการใชประโยชน
อ่ืนๆ มีเพียงเล็กนอยเทานั้นโดยในป 2003 Laemsak ไดกลาวไวใน Luangviriyasaeng (2003) วา
ผลผลิตของไมยูคาลิปตัสที่ปอนเขาสูภาคอุตสาหกรรมในประเทศไทยมีประมาณ 7.6 ลานตัน 
แบงเปนอุตสาหกรรมเยื่อ 4.2 ลานตัน (55 เปอรเซ็นต) โรงงานชิ้นไมสับ 2.1 ลานตัน (28 
เปอรเซ็นต) โรงงานแผนใยไมอัด 1.1 ลานตัน (15 เปอรเซ็นต) และการใชประโยชนรูปแบบอื่นๆ 
เชน ไมแปรรูป ไมค้ํายัน เปนตน 0.14 ลานตัน (2 เปอรเซ็นต)  
 
 การใชประโยชนในภาคอุตสาหกรรม ไมยูคาลิปตัสจะปอนเขาสูโรงงานชิ้นไมสับ โดยไม
ทอนยูคาลิปตัส 2.2 ตัน นํามาผลิตเปนชิ้นไมสับได 1 ตัน สําหรับชิ้นไมสับที่ไดจะนําไปผลิตแผน
ช้ินไมอัด แผนใยไมอัด แผนปารติเกิล แผนไมอัดซีเมนต และอุตสาหกรรมเยื่อ โดยเยื่อที่ผลิตไดจาก
ไมยูคาลิปตัสเปนเยื่อส้ัน ซ่ึงทัศนีย และคณะ (2525) ไดศึกษาการผลิตเยื่อจากไมยูคาลิปตัส           
คามาลดูเลนซิสอายุ 10 ป และ 15 ป โดยวิธีซัลเฟตพบวา ในอายุ 10 ป ใหผลผลิตเยื่อสูงกวาอายุ    
15 ป โดยลักษณะเสนใยที่ไดมีความยาวของเสนใยอยูในชวงของไมเนื้อแข็งทั่วไปคือ เปนเยื่อส้ัน 
ผนังเซลลของเสนใยบาง มีแนวโนวที่จะใหเสนใยยึดติดกันไดดี ทําใหแรงจับยึดระหวางเสนใยสูง 
เมื่อผลิตเปนกระดาษจะไดกระดาษที่แข็งแรง เยื่อไมยูคาลิปตัสมีคุณสมบัติเดนคือ มีความฟูสูง และ
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มีความทึบแสง ประกอบกับไฟเบอรมีความแข็งแรงเหมาะตอการใชทํากระดาษพิมพเขียวประเภท
ตางๆ ได สําหรับอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษสวนหนึ่งจะใชภายในประเทศและสวนที่เหลือจะ
สงออกไปตางประเทศ โดยกระทรวงพาณิชย (2545) ไดรายงานวา ในป 2543 ประเทศไทยการ
สงออกกระดาษและเยื่อกระดาษมีมูลคา 24,878.04 ลานบาท และในป 2544 มีมูลคา 27,055.70 ลาน
บาท ขยายตัวเพิ่มขึ้นรอยละ 13.44 และ 13.35 ตามลําดับ โดยมีตลาดสงออกสําคัญคือ มาเลเซีย 
ฮองกง ไตหวัน จีน สิงคโปร และเบลเยียม 
 
 การใชประโยชนทั่วไปไดแก ใชในการกอสรางตางๆ เชน ทําเฟอรนิเจอร เครื่องเรือน ทํา
ร้ัว ทําคอกปศุสัตว ทําเสา ใชเปนสวนประกอบของอาคารบานเรือนได แตควรจะไดทําการอาบ
น้ํายารักษาเนื้อไมไวกอน จึงจะยืดอายุการใชงานไดนาน จากการศึกษาของสุชาติ (2528)  พบวาเนื้อ
ไมยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสมีแกนสีน้ําตาล เนื้อไมคอนขางละเอียด เสี้ยนสน มีความถวงจําเพาะ
ประมาณ 0.9-1 ในสภาพแหง เปนไมที่มีน้ําหนักสูง มีคาความแข็งแรงในการตัดหรือความสามารถ
ในการรับน้ําหนักในสภาพแหง 1,344 กิโลกรัม/ตารางเซนติเมตร ซ่ึงเทากับไมเนื้อแข็งโดยทั่วไป 
เชน เต็ง รัง เปนตน มีความแข็งสูงถึง 868 กิโลกรัม จึงทําใหแปรรูปและตกแตงไดยาก การแปรรูป
สวนใหญจะเหมาะแปรรูปเปนไมหนาแคบ เนื่องจากไมหนากวางจะบิดงอแตกราว และการแปรรูป
ตองรีบกระทําในขณะสดหลังจากการตัดฟนเพราะหากปลอยทิ้งไวจะแตกราว  นอกจากนั้นยังใชทํา
เชื้อเพลิงในรูปฟนหรือถานไม   ยูคาลิปตัสใชเปนเชื้อเพลิงติดไฟไดดีและมีขี้เถานอย ซ่ึง อรุณ และ 
วินัย (2528) ไดทดลองการผลิตถานจากไมยูคาลิปตัสพบวา ไมยูคาลิปตัสมีศักยภาพเพื่อใชเปน
พลังงานโดยเฉพาะสําหรับการผลิตถานจําหนายในการหุงตม และถาใชลําตนที่มีขนาดเล็กซึ่งมี
เสนผาศูนยกลางขนาด 3-6 นิ้ว จะสามารถผลิตเปนถานแทงใหมีคุณลักษณะและคุณภาพคลายคลึง
กับถานไมโกงกาง  
 
4.  ประวัติและความสําคัญของโรคใบจุด

 
การพบเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti ที่ทําใหเกิดโรคใบจุดในยูคาลิปตัสพบครั้งแรก

ในป 1986 โดย Old ซ่ึงไมมีการตีพิมพเปนเอกสารออกมาโดยพบในตอนกลางของ Honshu 
ประเทศญี่ปุน (Old et al., 2002) ตอมาในระหวางชวงตนทศวรรษ 1990 Pongpanich ไดพบวาเชือ้รา
นี้พบไดทั่วไปในประเทศไทย ทําใหเกิดโรคใบจุดและใบไหมใน Eucalyptus camaldulensis ซ่ึงได
รายงานใน Ciesla et al. (1996)  แตการรายงาน การบรรยายลักษณะและการทดสอบความสามารถ
ในการกอเกิดโรคของเชื้อราไดศึกษาโดย Sankaran et al. (1995) ซ่ึงพบเชื้อรา C. eucalypti ทําให
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เกิดโรคใบจุดของ E. globulus, E. nicholii, E. microcorys และสปชีสอ่ืนของยูคาลิปตัสใน
ออสเตรเลีย, โรคของใบใน E. grandis และ  E. robusta ในฮาวาย และโรคใบจุดใน E. grandis,     
E. tereticornis และ E. rostrata ในอินเดีย โดยเฉพาะในอินเดียตอนใตพบโรคใบจุดไดทั่วไปใน
สวนปา E. grandis ที่เจริญในพื้นที่สูง 850-1500 เมตร จากระดับน้ําทะเล ในชวงฤดูฝน นอกจากนั้น
ยังพบวาสวนปา E. grandis ที่อยูสูงจากระดับน้ําทะเลไมมากจะไมพบโรค และพบไดนอยใน          
E. grandis และ E. rostrata ตอมา Ferreira et al. (1998) ไดรายงานวาเชื้อรานี้เปนสาเหตุโรคใบจุด
ในสวนปา E. grandis และ E. saligna ในบราซิล และตอมา Gadgil and Dick (1999) ไดพบอาการ
ใบจุดที่เกิดจากเชื้อรานี้ใน Eucalyptus และ Corymbia spp. โดยมีการกระจายอยางกวางขวางใน
นิวซีแลนด 

 
โรคทางใบและลําตนของยูคาลิปตัสที่สําคัญ และทําใหเกิดความเสียหายมากที่สุดในแถบ

เอเชียตะวันออกเฉียงใตเกิดจากเชื้อรา Cylindrocladium quinqueseptatum, Phaeophleospora 
destructans และ C. eucalypti ซ่ึงทําใหเกิดโรคยอดไหมและใบไหม (Old, 2002; Old and 
Mohammed, 2003) ในประเทศไทยไดมีการสํารวจเชื้อราที่เขาทําลายยูคาลิปตัสในแปลงปลูกพบ
เชื้อรามากกวา 15 ชนิด ที่สามารถเขาทําลายใบ ยอด กิ่ง และลําตน ทําใหเกิดโรคแผลจุด แผลไหม 
กิ่งแหง แคงเกอร และยอดตาย ดวยระดับความรุนแรงของโรคแตกตางกัน โดยโรคทางใบที่เกิดจาก
เชื้อรา Pseudocercospora sp., Coniella spp., Cercospora sp., Mycotribulus sp., Mycosphaerella 
sp. ไมพบวาทําใหเกิดความเสียหายรุนแรงแตพบเชื้อรา C. eucalypti และ C. quinqueseptatum 
สามารถเขาทําลายใบปลายกิ่งและยอดออน ทําใหเกิดแผลจุดไหมรุนแรง ใบรวง กิ่งแหง ตนไม
ออนแอ เปดชองทางใหเชื้อราท่ีไมสรางความเสียหายรุนแรง (weak pathogen) ชนิดอื่นๆ เชน 
Cytospora sp., Lasiodiplodia theobromae, Phomopsis sp. เขาทําลายสวนของกิ่ง และลําตน เกิด
โรคแผลแตก ยางไหล และยอดตาย ทําใหรูปรางผิดปรกติ คดงอ แคระแกรน หรือรุนแรงถึงกับทํา
ใหตนตายได (กฤษณา, 2542) โดยทั่วไปสวนปายูคาลิปตัสในเวียดนามและไทยจะพบการเขา
ทําลายของเชื้อรา C. quinqueseptatum และ C. eucalypti คอนขางมาก แตการหลุดรวงของใบและ
อาการยอดไหมที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา C. eucalypti ในยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสสราง
ความเสียหายและมีกระจายกวางขวางกวาการเขาทําลายของเชื้อรา C. quinqueseptatum       
(กฤษณา, 2542; Old et al., 2002) จากการสํารวจในแปลงทดสอบ Chon Thanh ในเวียดนาม 
ระหวางป 1997-1998 พบวา ความสมบูรณของเรือนยอดตนยูคาลิปตัสไดรับผลกระทบจากการเขา
ทําลายของเชื้อรา C. eucalypti โดยเฉพาะอาการยอดไหม (shoot blight) อยางมาก หลังจากอายุ 2 ป 
ขึ้นไป นอกจากนั้นจากการประเมินโรคในป 1998 พบวา ยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสแสดงอาการ
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โรคใบจุดและใบไหมที่เกิดจากเชื้อรา C. eucalypti ประมาณ 35 เปอรเซ็นต โดยแตละพันธุมี
เปอรเซ็นตการเกิดโรคอยูในชวง 8.34-96.8 เปอรเซ็นต และถ่ินกําเนิดของ E. camaldulensis        
var. simulata เชน ถ่ินกําเนิด Laura River และ Kennedy Creek จาก Queensland ตอนเหนือ มี
สัดสวนของตนที่ตานทานสูงกวา E. camaldulensis var. obtusa เชน ถ่ินกําเนิด Petford จาก 
Queensland และ Katherine จาก Northern Territory (Old et al., 2002) ในป 1999 พื้นที่ปลูก           
ยูคาลิปตัสของไทยในบริเวณที่มีปริมาณน้ําฝนที่สูง (มากกวา 1500 มิลลิเมตร) เกิดการระบาดของ
โรคใบจุดและใบไหมที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา C. eucalypti ในสวนปายูคาลิปตัส           
คามาลดูเลนซิสที่ปลูกโดยใชสายตน (clone) เดียวทําใหสูญเสียพื้นที่สวนปายูคาลิปตัสไป               
1 เปอรเซ็นต และนาจะเปนไปไดวาแหลงที่มาของสายตนที่ใชปลูกมาจากถิ่นกําเนิด Petford 
เนื่องจากผลการทดสอบชวงแรกในแปลงแสดงใหเห็นวาเปนถ่ินกําเนิดที่เหมาะสมในดานการ
เจริญเติบโตและรูปทรงดี (Luangviriyasaeng, 2003) 
 
5.  อนุกรมวิธานของรา Cryptosporiopsis eucalypti

 
 เชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti  Sankaran & Sutton เปนสาเหตุของโรคใบจุด          
(leaf spot) ใบไหม (leaf blight) แคงเกอร (canker) และยอดแหงตาย (shoot blight) ของยูคาลิปตัส
จัดหมวดหมูได ดังนี้ (Sutton, 1980) 
 
 Division Eumycotina 
  Subdivision Deuteromycotina  
   Class Blastodeuteromycetes 
    Order Plialostromatineae 
     Genus Cryptosporiopsis 
      Species C. eucalypti 

 
Verkley (1999) ไดรับรองวาจํานวนสปชีสในเชื้อราสกุล Cryptosporiopsis มีอยางนอย     

23 ชนิด โดยมี teleomorphs อยูในสกุล Pezicula หรือใน Neofabraea ลักษณะที่ใชกําหนดเชื้อราใน
สกุลตามที่ Sankaran et al. (1995) กลาวไวจะใชลักษณะรวมกันของโครงสราง conidiomata รูปราง
ทางสัณฐานวิทยาและขนาดของโคนิเดีย ขอบเขตของสกุล (genus) และวงศ (family) ของพืชอาศัย 
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ในขณะเดียวกัน Sutton (1980) กลาววา เชื้อราในสกุลนี้แตกตางกันนอยมากในแตละสปชีส ในการ
จําแนกบางครั้งจะใชขนาดของโคนิเดียเปนหลัก 

 
6.  ลักษณะอาการโรคและเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti  
 

6.1  ลักษณะอาการโรค 
 

เชื้อรา C. eucalypti สามารถเขาทําลายใบและบางครั้งทําลายกิ่งของยูคาลิปตัสได 
ลักษณะอาการที่เกิดกับใบจะทําใหเกิดจุดขึ้นทั้ง 2 ดานของแผนใบ มีขนาด รูปราง และสีแตกตาง
กันไปตามสปชีสและพันธุของยูคาลิปตัส โดย Sankaran et al. (1995) ไดบรรยายลักษณะอาการโรค
ไวดังนี้ อาการใบจุดที่พบใน E. grandis ใน Hawaii มีสีน้ําตาลคอนขางดํา เสนผาศูนยกลางเล็กสุด  
1 เซนติเมตร จุดขยายเปนพื้นที่กวางบนใบ ตรงกลางมีสีน้ําตาลออน สวนดานหลังมีสีน้ําตาล
คอนขางดํา ตางจากอาการใบจุดที่พบใน E. grandis ใน Kerala ที่เปนจุดแยกกัน สวนมากจะไม
ตอเนื่องกัน (discrete) รูปรางวงกลมถึงไมสม่ําเสมอ สีน้ําตาลออน เปนแผนยกขึ้นเล็กนอย ในใบแก
ขอบมีสีทับทิมเขม เสนผาศูนยกลางประมาณ 7 มิลลิเมตร สวน Ciesla et al. (1996) ไดแบงชนิด
และรูปแบบของบาดแผลโดยทั่วไปออกเปน 4 แบบ ดังนี้ แบบที่ 1 จุดแบบวงกลม (circular spots) 
มีสีน้ําตาลออนถึงคอนขางดํา ไมตอเนื่องกัน เปนวงกลมหรือเกือบกลมมีเสนผาศูนยกลาง 1-1.5 
เซนติเมตร แบบที่ 2 จุดไหมขนาดใหญ (large blight spots) มีสีน้ําตาลออนถึงน้ําตาล บาดแผลมี
เซลลตายขยายออกกวาง แบบที่ 3 จุดไมสม่ําเสมอขนาดเล็ก (small irregular spots) มีสีเทา น้ําตาล
ถึงน้ําตาลดํา บางครั้งขอบมีสีดํา จุดไมสม่ําเสมอหรือคอนขางเปนเหลี่ยม ไมตอเนื่องกัน มีขนาดเล็ก 
เสนผาศูนยกลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร แบบที่ 4 จุดสีสนิมไมสม่ําเสมอ (irregular rusty spots) มี
สีสนิม พื้นผิวขรุขระ ไมสม่ําเสมอ ไมตอเนื่องกัน หรืออยูเปนกลุมตามเสนแขนงใบ การเขาทําลาย
ใบสามารถขยายไปยังกิ่งขนาดเล็ก บาดแผลที่เซลลตายจะเปลี่ยนสีไปเพราะ fruiting bodies ที่มีสี
ออนเกิดขึ้นบนกิ่ง fruiting bodies จะกระจัดกระจายไมสม่ําเสมอบนจุดและปรากฏเปนตุม 
(pustules) ที่ผิว เมื่อแกจะแตกออกหรือเปนรู กลุมของโคนิเดีย (conidial mass) มีสีครีมอยูดานบน
ของตุมในสภาพความชื้นสูง 
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6.2  ลักษณะของเชื้อรา 
 

Sankaran et al. (1995) ไดการบรรยายลักษณะเชื้อราไวดังนี้ mycelium ที่ฝงใน
บาดแผลเปนสีน้ําตาลออน แตกกิ่งกาน hyphae มีผนังกั้น ความกวาง 2-3.5 ไมโครเมตร 
conidiomata เปนแบบ pycnidial ถึง acervular สวนมากรูปรางกลม (globose) อยูใตช้ันคิวติเคิลถึง
เนื้อเยื่อช้ันผิว สีน้ําตาลออน แยก (separate) ประกอบดวย textura angularis 2-3 ช้ัน ซ่ึงผนังชั้นบน 
(overlying wall) จะเขมและในผนังชั้นฐานจะออน (basal wall) ความกวางประมาณ 170 
ไมโครเมตร และความลึกประมาณ 110 ไมโครเมตร dehiscence จะไมสม่ําเสมอ ใกลๆ จะมีการ
แตกออกของเนื้อเยื่อพืชอาศัยที่อยู ช้ันบน  กานชูโคนิเดีย  (conidiophores) จะไมมีหรืออาจ
ประกอบดวย 1-2 supporting cell สวน conidiogenous cells อาจจะไมเปนอันหนึ่งอันเดียวกับกานชู
โคนิเดียหรือเปนอันหนึ่งอันเดียวกับกานชูโคนิเดีย ทรงกระบอก หายากที่เปน dolliiform ใสไมมีสี 
อาจตรงหรือโคงเล็กนอย เรียบ indeterminate ขนาด 4-13.5 X 2-3 ไมโครเมตร สรางเปนเซลล
แทรกภายในหรืออยูบนผนังของ conidiomata โคนิเดีย (conidia) เกิดแบบ holobastic ใสไมมีสี มี
ลักษณะเปนหยดน้ํามันอยูภายในเซลล (guttulate) เรียบ ตรงหรือโคงเล็กนอย บางครั้งมีผนังกั้น   1 
ผนัง รูปรี ปลายมน (obtuse) ฐานแหลมอยางทันทีทันใดจนถึงรอยแผล (scar) ผนังหนา 0.5-1 
ไมโครเมตร ขนาด 11-20 X 4.5-8 ไมโครเมตร โคนิเดียจะเกิดแบบ holoblastic ซ่ึงจะสรางยื่นออก
จากผนังสวนบน (apical wall) แลวสรางผนังมากั้นแลวหลุดออกแบบ schizolytic สวน 
conidiogenous cells เจริญแบบ enteroblastic และ percurrent โดยโคนิเดียแยกตัวออกที่ระดับ
เดียวกันหรือที่ระดับที่สูงกวา (1-2 annellations) ไมมีลักษณะปลายบานออก (collarette) เกิดการ
หนาขึ้นตามแนวผนังเล็กนอย (periclinal thickening) ชองวางของไซโทพลาสกวาง (cytoplasmic 
channel) 

 
ระยะไมโครโคนิเดีย (microconidial stage) จะมี microconidiogenous cells ใสไมมีสี 

รูปรางทรงกระบอก ไมตอเนื่องกัน อาจจะ integate หรือไมก็ได indeterminate ขนาด 6-9.5 X 2-3 
ไมโครเมตร ไมโครโคนิเดีย (microconidia) จะเกิดขึ้นแบบ holoblastic ซ่ึงจะสรางยื่นออกจากผนัง
ตรงปลายแลวมีการสรางผนังมากั้นและหลุดออกแบบ schizolytic การเกิด conidiogenous cells เปน
แบบ enteroblastic ไมมีลักษณะปลายบานออก (collarette) เกิดการหนาขึ้นตามแนวผนังชัดเจน 
(periclinal thickening) ชองวางของไซโทพลาสแคบ (cytoplasmic channel) (Sankaran et al., 1995) 
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7.  ลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
 

โคโลนีของเชื้อรา C. eucalypti ที่เล้ียงบน potato dextose agar (PDA) เร่ิมแรกจะสีน้ําตาล 
เมื่ออายุ 4-6 วัน จะเปลี่ยนเปนน้ําตาลเขม มีเสนผาศูนยกลางของโคโลนี 2.5 เซนติเมตร ในวันที่ 7 
จะเปลี่ยนเปนน้ําตาลคอนขางดํา มีกล่ินคลายละมุดฝร่ัง (Achras sapota) ที่สุก กลุมของเสนใยเจริญ
ติดกับอาหาร (adpressed) เสนใยสีน้ําตาลออน มีผนังกั้น (septate) แตกกิ่งกาน กวาง 2-3.5 
ไมโครเมตร conidiomata เปนแบบอะเซอรวูลัส (acervulus) โดยโคนิเดียเกิดบน pulvinate masses 
ของ conidiogenous cells ปรากฏใหเห็นไดประมาณ 2 สัปดาห ไมมี stromatic tissue มีการขับ
ของเหลวขน (exudates) เปนหยดเล็กๆ สีน้ําตาลแดงเรื่อยๆ หรือน้ําตาลเหลืองและมีโคนิเดียลอยอยู 
ไมพบกานชูโคนิเดีย conidiogenous cells จะ discrete และ indeterminate ใสไมมีสีเรียบ เปน
ทรงกระบอกหรือโคงเล็กนอย บางครั้งมีผนังกั้น 1-2 ผนัง ปลายมน (obtuse) ฐานแหลมทันทีจนถึง
รอยแผลที่เกิดจากการหลุดออก ผนังหนา 0.5-1 ไมโครเมตร ขนาด 11-22.5(25) X 5-9 ไมโครเมตร 
(Sankaran et al., 1995) 
 
8.  การกอเกิดโรค 
 
 การทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคของเชื้อรา C. eucalypti บนใบของตนกลา  
E. grandis และ E. tereticornis อายุ 6 เดือน โดยใชการหยดหยดเล็กๆ ของ conidia และ mycelium 
suspension ลงบนดานหนาใบและหลังใบ และมีการเปรียบเทียบระหวางการทําแผลและไมทําแผล 
พบวา อาการใบจุดเกิดขึ้นภายหลังจากปลูกเชื้อ 4-5 วัน ในทั้งสองดานของแผนใบและการทํา
หรือไมทําแผลจะใหผลเชนเดียวกัน (Sankaran et al., 1995) ตอมามีการทดลองปลูกเชื้อราชนิดนี้ 
โดยใชความเขมขนของ spore suspension เทากับ 5 x 105 สปอรตอมิลลิลิตร ในกลา                       
E. camaldulensis var. obtusa, E. camaldulensis var. camaldulensis, E. amplifolia และ E. blakelyi 
อายุ 2 เดือนโดยวางแผนการทดลองแบบสุมในบล็อกจํานวน 6 บล็อก ภายหลังจากปลูกเชื้อเก็บ
ขอมูลของจํานวนใบที่มีโรคใบจุดในตนและจํานวนจุดตอใบพบวา อาการของโรคที่เกิดขึ้น
เหมือนกับอาการของโรคที่พบในสภาพแปลงของตนออนแอโดย E. camaldulensis และ               
E. blakelyi เกิดใบจุดเฉลี่ยประมาณ 54 เปอรเซ็นตของใบที่ปลูกเชื้อ และ E. amplifolia จะถูกเขา
ทําลายประมาณ 17 เปอรเซ็นต (Old et al., 2002) 
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 ชีววิทยาของเชื้อสาเหตุนี้รูเพียงเล็กนอย โดยการเขาทําลายของเชื้อ C. eucalypti จะเขาทั้ง
ปากใบและบาดแผลขนาดเล็ก การเกิดโรคจะแสดงอาการใหเห็นใชเวลาประมาณ 1 สัปดาห (เกิด
มากบอยกวา 4-5 วัน) และตองการความชื้น โรคจะระบาดมากในระหวางฤดูฝน ฝนและลมนาจะ
เปนปจจัยหลักที่เกี่ยวของในการกระจายของเชื้อรา การกระจายระหวางประเทศสวนใหญนาจะ
กระจายผ านทางเมล็ดหรือเปลือกเมล็ด  แตการเข าทํ าลาย เมล็ดยั งไมมี เอกสารยืนยัน                
(Ciesla et al., 1996)  
 
9.  ปฏิกิริยาระหวางพชือาศัยกับเชื้อสาเหตุโรค 
 
 ในระหวางที่เชื้อสาเหตุโรคเขาทําลายพืชอาศัยอาจจะไมแสดงอาการโรคออกมาใหเห็น 
หรือจะแสดงอาการโรคออกมาในระดับตางๆ กัน ซ่ึงขึ้นอยูกับปฏิกิริยาระหวางพืชอาศัยกับเชื้อ
สาเหตุโรคนั้นๆ โดยสามารถแบงออกเปน 2 ปฏิกิริยา คือ compatible interaction เปนปฏิกิริยาที่พืช
อาศัยและเชื้อสาเหตุโรคอาศัยอยูรวมกันไดในชวงแรก แตเชื้อสาเหตุโรคจะทําลายพืชอาศัยทําให
แสดงอาการโรคออกมาในเวลาตอมา สวนอีกปฏิกิริยาคือ incompatible interaction เปนปฏิกิริยาที่
พืชอาศัยและเชื้อสาเหตุโรคอาศัยอยูรวมกันไมไดเปนผลใหไมแสดงอาการโรคออกมาโดยใน
ปฏิกิริยานี้เปนไปไดวาในสวนของเชื้ออาจจะเปนเชื้อที่ออนแอทําใหไมสามารถเขาทําลายพืชไดดี 
หรือในสวนของพืชอาจจะเปนพืชที่ตานทานมีกลไกที่ตอตานการเขาทําลายของเชื้อ ซ่ึงความ
ตานทานของพืชสามารถแบงออกเปน 2 แบบ คือ แบบที่ 1 เปนความตานทานที่มีอยูแลวตาม
ธรรมชาติกอนที่เชื้อจะเขาทําลายที่เรียกวา constitutive resistance หรือ passive resistance ซ่ึง
เกี่ยวของกับลักษณะทางโครงสรางของพืช เชน ลักษณะใบ จํานวนและการปดเปดของปากใบ หรือ
เกี่ยวของกับสารเคมีตางๆ ที่สะสมในพืช แบบที่ 2 เปนความตานทานที่เกิดขึ้นเพื่อตอบโตการเขา
ทําลายของเชื้อที่เรียกวา inducible resistance หรือ active resistance ซ่ึงกระบวนการปองกัน 
(defense reponses) ที่สรางขึ้นจะเกี่ยวของกับกระบวนการทางชีวเคมีตางๆ โดย Buchanan et al. 
(2000) แบงกระบวนการปองกันเปน 3 ชวง คือ (1) การตอบสนองทันทีทันใดของเซลลที่ถูกบุก
ไดแก การสราง reactive oxygen species, การเปล่ียนแปลงไอออนภายในเซลล (ion fluxes), การ
เติมหรือตัดหมูฟอสเฟตของโปรตีน, cytoskeletal rearrangement, การตายอยางรวดเร็วของเซลล 
(hypersensitive cell death) (2) การตอบสนองและกระตุนการทํางานของยีนเฉพาะแหงไดแก การ
สรางโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิดโรค (pathogenesis-related (PR) proteins), การสราง 
phytoalexins, peroxidase, phenylpropanoid pathways, การเสริมสรางความแข็งแรงของผนังเซลล 
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(3) การตอบสนองและกระตุนการทํางานของยีนทั่วทั้งตนไดแก การสราง 1,3-ß-glucanases, 
chitinase และ PR protein อ่ืนๆ 
  
  9.1  การเปลี่ยนแปลงของไอออนและแคลเซียมไอออน 
 

การเปลี่ยนแปลงของไอออนตางๆ ภายในเซลลเปนเหตุการณแรกๆ ที่เกิดขึ้นในหลาย
ปฏิกิริยาของเชื้อสาเหตุโรคและพืชอาศัย โดยเฉพาะการเกิดการไหลเขาของแคลเซียมไอออนเขาสู
เซลลทําใหเกิดการถายทอดสัญญาณลําดับถัดๆ ไป เพื่อไปกระตุนกระบวนการปองกันตางๆ จาก
การเลี้ยงเซลลแขวนลอยและโปรโทพลาสของแครอท (Daucus carota) พบวา มีการตอบสนองตอ 
elicitor ที่ไดจากเชื้อรา Pythium aphanidermatum โดยมีการเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วพรอมกันของการ
ไหลเขาของแคลเซียมไอออนและการไหลออกของโพแทสเซียมไอออนจะมีผลตอการถายทอด
สัญญาณจากเยื่อหุมเซลลเขาไปยังนิวเคลียส และนอกจากนั้นยังมีการปลอย 4-hydroxy-benzoic 
acid ออกมาในอาหาร (Bach et al., 1993) สัญญาณจากแคลเซียมไอออน (Ca2+ signal) เปน
ส่ิงจําเปนในการกระตุนกระบวนการปองกันในพืชอยางหนึ่งแตกระบวนการสงสัญญาณลําดับถัดๆ 
ไปยังคงระบุไมไดชัดเจน ซ่ึง Heo et al. (1999) พบวา เมื่อมีการเขาทําลายของเชื้อหรือ elicitor ที่ได
จากเชื้อจะเกิดการกระตุนเซลลใหมีระดับของแคลเซียมไอออนภายในเซลลเพิ่มขึ้น เปนผลทําให
สราง calmodulin (CaM) isoforms ที่เฉพาะเจาะจงขึ้นภายใน 30 นาที ซ่ึงเปนการตอบสนองเพื่อ
ความตานทานโรคของพืช 
 
 9.2  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของพืช โดย 
Bolwell et al. (1998) ไดเล้ียงเซลลกุหลาบ (Rosa damascena) และเติม elicitor จาก Phytophthora 
spp. และการเลี้ยงเซลลแขวนลอยของถั่วแขก (Phaseolus vulgaris) ที่เติม elicitor  ที่ไดจากผนัง
เซลลของเชื้อ Colletotrichum lindemuthianum พบวา มีการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึง
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดของเซลลกุหลาบสรางจาก plasma membrane NAD(P)H oxidase 
(superoxide synthase) ในขณะที่ไฮโดรเจนเปอรออกไซดของเซลลถ่ัว ไดจากการทํางานของ 
peroxidases ในผนังเซลล โดยผานการ alkalinization ภายนอกเซลล ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ถูก
สรางขึ้นจะมีสองบทบาทในพืชคือ ในระดับความเขมขนที่ต่ําจะเปนโมเลกุลถายทอดสัญญาณ เพื่อ
กระตุนทําใหเกิดความทนทานตอความเครียดที่เกิดจากสิ่งแวดลอมตางๆ จากการศึกษาของ 
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Pellinen et al. (2002) พบวา ไฮโดรเจนเปอรออกไซดใน birch (Betula pendula) มีหนาที่เปน
โมเลกุลสําหรับถายทอดสัญญาณ (signal molecule) ควบคุมการแสดงออกของยีน และการตายของ
เซลลที่ถูกชักนําจากความเครียดจากภายนอก โอโซน และเชื้อ Pseudomonas syringae pv syringae 
(Pss) สวนไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ถูกสรางขึ้นมาในระดับความเขมขนสูงจะทําใหเกิด 
programmed cell death เชน ในการศึกษาการตายอยางรวดเร็วของเซลล (hypersensitive cell death) 
ของเซลลยาสูบ BY-2 โดยกระตุนดวย INF1 ที่เปน elicitin ซ่ึงปลอยจากเชื้อ Phytophthora 
infestans ที่เปนสาเหตุโรค late blight พบวา INF1 elicitin จะชักนําทําใหเกิดการสะสมของ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางรวดเร็วเพื่อทําใหเกิด oxidative burst (Sasabe et al., 2000) 
 
 9.3  ลิกนิน (lignin) 
 

ลิกนินเปนโพลิเมอรที่มีหนวยยอยเปนอะโรมาติก ที่ไดจากฟนิลอะลานีน 
(phenylalanine) โดยลิกนินจะเกิดเปนเมทริกซ (matrix) รอบสวนประกอบที่เปนโพลีเซกคารไรด
ของผนังเซลลพืช ชวยเพิ่มแข็งแรงแกผนังเซลล ชวยในการ facilitate water transport  เซลลที่มีการ
สะสมลิกนินเชน เซลลไซเลม (xylem element) และสเกลอเรงคิมา (sclerenchyma) และพบไดบอย
ที่เปนการดัดแปลงผนังเซลลอ่ืนๆ เชน เกิดการหนาของผนั้งเซลลขั้นที่สอง (secondary cell wall 
thickenings) นอกจากนั้นการสะสมลิกนินสามารถถูกชักนําโดยโรคหรือบาดแผลในเซลลหลาย
ชนิด ซ่ึงกระบวนการสรางลิกนิน (linification) ประกอบดวยการสังเคราะหโมโนลิกนอล 
(monolignols) การเคลื่อนยายโมโนลิกนอลไปยังผนังเซลล และการเกิดพอลิเมอรไปเปนลิกนิน 
(Whetten and Sederoff, 1995) โดยลิกนินนั้นไดจากการเกิดพอลิเมอรของโมโนลิกนอลโดย 
peroxidase (Polle et al., 1994) 
 
10.  Pathogenesis-related (PR) proteins 
 
 พืชจะมีการสราง PR-protein เพื่อใชตอตานการเขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคตางๆ รวมทั้ง
เชื้อรา ซ่ึง PR-protein นี้สวนใหญจะมีคุณสมบัติตอตานเชื้อรา โดย Van Loon and Van Strien 
(1999) แบง PR-protein ออกเปน 14 กลุม (families) คือ PR1, PR2 (ß-1,3-glucanase), PR3 
(chitinase type I, II, IV, V, VI, และVII), PR4 (chitinase type I, II), PR5 (thaumatin-like), PR6 
(proteinase-inhibitor), PR7 (endoproteinase), PR8 (chitinase type III), PR9 (peroxidase), PR10 
(ribonuclease-like), PR11 (chitinase type I), PR12 (defensin), PR13 (thionin), PR14 (lipid-
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transfer protein) แตยังสามารถแยก PR-protein กลุมใหมไดอีกคือ PR15 (oxlate oxidase), PR16 
(oxalate oxidase-like), PR17 (Tobacco PRp27) คุณสมบัติของ PR-protein จะมีความแตกตางกันไป 
แตคุณสมบัติของยีนบางกลุมก็ยังไมชัดเจนเชน PR1 ยังไมทราบคุณสมบัติที่แนนอนแตมีผลทําให
เชื้อราตายได chitinase จะยอย chitin ที่เปนองคประกอบของผนังเซลลเชื้อราโดยเฉพาะบริเวณ
ปลายของเสนใย ทําใหไปขัดขวางการเจริญเติบโตและเปนการปลอย oligosaccharide elicitor ขนาด
เล็กออกมาโดยจะไปกระตุนกระบวนการตอบสนองในพืช glucanase (PR2), proteinases (PR7) 
และ RNases (PR10) มีบทบาทคลายกับ hydrolytic enzyme ทําใหเกิดความตานทานตอ oomycetes 
และแบคทีเรีย peroxidases (PR9) จะเกี่ยวของกับการทําใหผนังเซลลแข็งแรงขึ้น thaumatin-like 
protein (PR5) มีความเหมือนกับ permatins ที่จะ permeabilise ผนังเซลลเชื้อรา defensin (PR12) 
และ thionin (PR13) มีความเหมือนกับสารประกอบที่ตอตานเชื้อจุลินทรียที่พบในสัตวเล้ียงลูกดวย
นม lipid transfer proteins (PR14) บทบาทเกี่ยวกับการปองกันยังไมชัดเจน (Dickinson, 2003) 
 
 PR-protein กลุมตางๆ สามารถแยกไดจากหลายการทดลองและมีความแตกตางกันออกไป
ตามแตปฏิกิริยาระหวางพืชอาศัยและเชื้อสาเหตุโรคดังนี้ โปรตีน P14a, P14b และ P14c ที่มีขนาด 
14 kD ซ่ึงแยกไดจากใบมะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum Mill. cv Baby) ที่ถูกเขาทําลายโดย 
Phytophthora infestans โปรตีนทั้งหมดมีคุณสมบัติตอตานเชื้อราโดยจะยับยั้งการงอกของ             
ซูโอสปอร (zoospore) และลดการเขาทําลายบริเวณผิวใบ นอกจากนั้นลําดับของกรดอะมิโนของ
โปรตีนทั้ง 3 จะอยูในกลุมของ PR1 (Niderman et al., 1995) 
 
 โปรตีนขนาด 19, 16 และ 15 kD  ที่แยกไดจากของเหลวระหวางเซลลในใบบารเลย 
(Hordeum vulgare L.) ที่ไดรับผลกระทบจากความเครียด ซ่ึงโปรตีนขนาด 19 kD จะมีความ
เหมือนกับโปรตีน BP-R ที่ไดจากเมล็ดและมีความคลายคลึงกับ thaumatin-like (TL) permatins 
สวนโปรตีนขนาด 16 kD จะมีความเหมือนกับ TL proteins ในขณะที่โปรตีนขนาด 15 kD จะมี
ความเหมือนกับ pathogenesis-related Hv-1 TL protein  (Trudel et al., 1998) 
 
 โปรตีน IWF4 ที่พบในสวนของเหลวระหวางเซลลของใบบีท (Beta vulgaris L.) สามารถที่
จะตอตานเชื้อรา Cercospora beticola (Sacc.) ซ่ึงโปรตีนนี้มีความคลายคลึงกับ chitin-binding 
(hevein) domain ของ chitin-binding proteins ที่เปน chitinases ที่อยูใน class 1 และ 4            
(Nielsen et al., 1997) โปรตีน C1, C2, C3 และ C4 ที่มี chitin binding domain ซ่ึงแยกไดจาก
ช้ินสวนของ European chestnut (Castanea sati.a Mill.) โดยโปรตีน C2, C3 และ C4 มีคุณสมบัติ
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เปน chitinase และจากการทดสอบการตอตานเชื้อราแสดงใหเห็นวาโปรตีน C1, C3 และ C4 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Cryphonectria parasitica ที่เปนสาเหตุของโรคใบไหม
ของ chestnut (Vannini et al., 1999) cDNA ที่ encode ให chitinase สามารถแยกไดจากขาวโพด ซ่ึง
มีความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนอยางมากกับ chitinases ใน class II 
ของ PR-4 เมื่อทําการกระตุนตนขาวโพดดวย elicitors ของเชื้อราหรือใช moniliformin ซ่ึงเปน 
mycotoxin ที่สรางจากเชื้อรา Fusarium moniliforme พบวามีการเพิ่มของระดับ ZmPR4 mRNA 
(Bravo et al., 2003)  
 
 โปรตีน Rs-AFP1 และ Rs-AFP2 แยกไดจากเมล็ด radish โดยโปรตีนเปนโพลีเปปไทดที่มี
ขนาดเล็กประมาณ 5-kDa และมี cysteine จํานวนมาก โดยโปรตีน Rs-AFPs มีความสามารถตอตาน
เชื้อราไดหลายชนิดและมีประสิทธิภาพมาก (Terras et al., 1992) โปรตีน So-D1-7 ที่แยกไดจากการ
เตรียม crude cell wall ของใบ spinach (Spinacia oleracea cv. Matador) เมื่อทําการหาลําดับกรด 
อะมิโนพบวา โปรตีนทั้ง 6 โปรตีน ไดแก So-D2-7 จัดอยูในกลุมยอยที่ 4 ของ defensins ในพชื ซ่ึงมี
โครงสรางแบบใหม และสามารถตอตานแบคทีเรียสาเหตุโรคแกรมบวก  เชน  Clavibacter 
michiganensis และแกรมลบ เชน Ralstonia solanacearum นอกจากนั้นยังสามารถตอตานเชื้อราได 
เชน Fusarium culmorum, F. solani, Bipolaris maydis และ Colletotrichum lagenarium       
(Segura et al., 1998) โปรตีนขนาดเล็กที่มี cysteine จํานวนมากสามารถแยกไดจากเมล็ดพิษลักษณ 
(Phytolacca americana) โปรตีนนี้สามารถยับยั้งการเติบโตของเชื้อราเสนสายและแบคทีเรียแกรม
บวกหลายชนิด และลําดับกรดอะมิโนทั้งหมดของโปรตีนจะคลายกับ antimicrobial protein (AMP) 
จากตนบานเย็น (Mirabilis jalapa) (Liu et al., 2000) จากการแยก TSW12 ซ่ึงเปน full-length 
cDNA clone ของมะเขือเทศ ซ่ึง TSW12 mRNA มีการสะสมในระหวางการงอกของเมล็ด       
มะเขือเทศและจะมีระดับเพิ่มขึ้นเมื่อเติม NaCl หรือทํา heat shock เมื่อกําหนดลําดับกรดอะมิโนที่
อาจเปนไปได (deduced amino acid sequence) ของ TSW12 พบวามีความเหมือนอยางมากกับ lipid 
transfer proteins ที่มีการรายงานไวจึงสรุปวา TSW12 จะ encode ให lipid transfer protein     
(Torres-Schumann et al., 1992) โปรตีน LTP-a1 และ LTP-a2 ที่แยกไดจาก crude cell-wall 
preparation ของใบ Arabidopsis โดยโปรตีนทั้งสองสามารถตอตานเชื้อแบคทีเรีย Clavibacter 
michiganensis subsp. sepedonicus และลําดับกรดอะมิโนที่ปลาย N ของโปรตีนทั้งสองมีความ
เหมือนกับ lipid transfer proteins (Segura et al., 1993) 
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 การเขาทําลายตนกลาขาวสาลีโดย Fusarium culmorum จะทําใหเกิดการสราง wheatwins 
(PR4) และพบกิจกรรมของ peroxidase (PR9) เพิ่มขึ้น ซ่ึงการชักนําใหสราง PR-proteins หลายๆ 
ชนิดเพิ่มขึ้นดวยกลไกที่แตกตางกันนี้เปนสวนหนึ่งของกลยุทธในการปองกันเพื่อจํากัดการ 
colonization ของเชื้อรา (Caruso et al., 1999) การตอบสนองของจีโนไทปขาวฟาง (sorghum) เมื่อ
ถูกเขาทําลายโดยเชื้อรา Fusarium moniliforme จากบาดแผลที่เกิดจากเพลี้ย และจากการทําบาดแผล 
พบวา chitinases และ ß-1,3-glucanase จะถูกชักนําใหสรางเพิ่มขึ้นในเนื้อเยื่อพืชของทุก inbreds แต
ในแตละ inbreds จะมีการตอบสนองที่แตกตางกันทั้งในชวงระยะเวลาที่มีการชักนําและความยาว
ของระยะ เวลา  โดยทั่ วไปใน  inbreds ที่ อ อนแอและต านทานจะมีระดับ เอนไซนที่ สู ง     
(Krishnaveni et al., 1999) การแสดงออกของ PR-1a และ PR-10 จะเพิ่มมากขึ้นเมื่อถูกกระตุนจาก 
glucan elicitor (WGE) ที่ไดจากผนังเซลลของ Phytophthora sojae โดยการแสดงออกจะจํากัดอยู
ในบริเวณเซลลที่อยูใกลเคียงกับจุดที่มีการกระตุน ซ่ึงตางจากการแสดงออกของ elicitor-releasing 
endoglucanase (GLU, PR-2), WIN-like protein (WIN, PR-4) และ Kunitz trypsin inhibitor (KTI, 
PR-6)  จะเกิดขึ้นทั้งในบริเวณเซลลใกลเคียง เซลลรอบๆ  และเซลลที่อยูไกลออกไปจากจุดที่มีการ
กระตุน (Graham et al., 2003) 
 
11.  ยีนตานทานโรคของพืช 
 
 ปฏิกิริยาระหวางพืชและเชื้อสาเหตุโรคโดยเฉพาะ biotrophic parasites จะพบปฏิกิริยา
ระหวางยีนในพืชอาศัยและยีนในเชื้อสาเหตุโรคอยางเฉพาะเจาะจง  สามารถอธิบายไดจาก        
gene-for-gene hypothesis ซ่ึงเสนอโดย Flor (1971) จากการศึกษาปฏิกิริยาระหวางปาน (flax) และ
ราสนิมของปาน (flax rust) พบวา ยีนตานทาน (Resistance gene; R gene)ในพืชจะตอบสนองอยาง
เฉพาะเจาะจงกับโปรตีนของ avirulence genes (avr gene) ในเชื้อสาเหตุโรค ถายีนตานทานในพืช
อาศัยและ avr gene ในเชื้อสาเหตุโรคมีความสัมพันธกันจะทําใหเกิดความตานทานโรคขึ้นได แตถา
ยีนทั้งสองไมทํางานหรือไมมีความสัมพันธกันก็จะทําใหเกิดโรคขึ้นได  เมื่อเกิดการจดจําระหวาง
ทั้งสองยีนดังกลาวขึ้นจะกระตุนใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตางๆ ภายในเซลลพืชและกระตุนการ
ตอบสนองเพื่อปองกัน โดยเกิดการไหลเขาออกของแคลเซียมไอออนและไอออนตางๆ ภายในเซลล 
เกิด oxidative burst และ transcriptional reprogramming ภายในและรอบๆ บริเวณที่ถูกเขาทําลาย 
แตสวนมากแลวจะเกิด programmed cell death ของเซลลในบริเวณนั้น เปนการตายอยางรวดเร็ว
ของเซลลในบริเวณที่ถูกเขาทําลายโดยเรียกลักษณะการตายนี้วา hypersensitive response (HR) 
(Greenberg and Vinatzer, 2003) ในกรณีที่ไมมีการจดจําที่เฉพาะเจาะจง กระบวนการตอบสนอง
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เพื่อการปองกันพื้นฐาน (basal defense response) ยังคงเกิดขึ้น ซ่ึงกระบวนการตอบสนองเพื่อการ
ปองกันพื้นฐานนั้นมีความคาบเกี่ยวกับกระบวนการปองกันที่มีโปรตีนจากยีนตานทานโรคเปนสื่อ 
(R-protein-mediated defense) แตการตอบสนองเพื่อการปองกันพื้นฐานจะเกิดไดชา มีระดับ
สัญญาณต่ํา และไมยับยั้งการ colonization ของเชื้อสาเหตุโรคเพียงแตจะจํากัดขอบเขตของการบุก
รุกไวเทานั้น (Glazebrook et al., 1997) 
 
 ยีนตานทานโรคของพืชแบงออกเปน 5 กลุม (class) ใหญๆ ตามโครงสรางของโปรตีน 
ดังนี้ กลุมที่ 1 ประกอบดวย nucleotide binding site (NBS), leucine-rich repeat (LRR) และ Toll 
interleukin receptor (TIR-NBS-LRR) ไดแก ยีน N ของยาสูบ และ L6 ของปาน หรือประกอบดวย 
coiled-coil (CC) motif (CC-NBS-LRR) ไดแก ยีน RPS2 ของ Arabidopsis กลุมที่ 2 ประกอบดวย 
extracellular LRR และ transmembrane (LRR-TM) ไดแก ยีน Cf-9 ของมะเขือเทศ กลุมที่ 3 
ประกอบดวย intracellular serine/threonine protein kinase ไดแก ยีน Pto ของมะเขือเทศ กลุมที่ 4 
ประกอบดวย extracellular LRR, transmembrane (TM) และ cytoplasmic kinase domain (LRR-
TM-Kinase) ไดแก ยีน Xa21 ของขาว กลุมที่ 5 ประกอบดวย toxin reductase ไดแก ยีน Hm1 ของ
ขาวโพด (Hammond-Kosack and Jones, 1997; Martin et al., 2003) โดยยีนตานทานโรคที่โคลนได
สวนมากจะอยูในกลุม NBS-LRR, eLRR หรือ LRR-Kinase การแยกยีนตานทานในกลุมเหลานี้ของ
มะเขือเทศ ยาสูบ และ Arabidopsis สามารถแยกไดดวยวิธี map-based cloning หรือ transposon 
tagging โดยเทคนิคเหลานี้ตองอาศัยตําแหนงของยีนบนแผนที่โครโมโซม  แตสําหรับพืชไรหลาย
ชนิดรวมทั้งพันธุปาไมสามารถที่จะหาขอมูลเหลานี้ได แตก็สามารถแยกยีนตานทานโรคโดยใช
เทคนิค resistance gene analogs (RGA) ซ่ึงเปนวิธีที่งายโดยอาศัยความเหมือนของลําดับ                 
นิวคลีโอไทด เชน ในสวน NBS และ core residues ของ LRRs ซ่ึงมีลําดับอนุรักษระหวางยีน
ตานทานโรคของพืชตางๆ เพื่อนํามาใชออกแบบไพรเมอร ผลผลิตที่ไดจาก PCR จะเรียกวา RGA 
โดยจากการศึกษาทางจีโนมแสดงใหเห็นวา NBS-LRR, eLRR และ LRR-Kinase มีอยูแพรหลาย
ทั่วไปในพืช และสามารถโคลน RGA ดวยปฏิกิริยา PCR (McDowell and Woffenden, 2003) 
เทคนิค resistance gene-analog polymorphism (RGAP) อาจจะใชเปนเครื่องมือสําหรับวางแผนที่
ยีนตานทานโรคเชิงคุณภาพและปริมาณได โดยในโรค stripe rust โรคราสนิม และ Barley Yellow 
Dwarf Virus (BYDV) ที่เปนโรคที่สําคัญของขาวบารเลย (Hordeum vulgare L) จากขอมูลลักษณะ
ของฟโนไทปที่เกี่ยวกับโรคดังกลาวและ marker linkage map ที่สรางจาก doubled-haploid lines 
ของการผสมระหวาง Shyri x Galena จึงไดมีการกําหนดจํานวนของยีน ตําแหนงในจีโนม และผล
จากยีนที่ใหความตานทานโรคทั้ง 3 โรค โดยทําการวางตําแหนง RGAP ลงในประชากรดังกลาว
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พบวา ความตานทานตอโรคราสนิมมาจากยีน 1 ยีน บนโครโมโซมที่ 1 (7H), QTL บนโครโมโซม
ที่ 2 (2H), 3 (3H), 5 (1H) และ 6 (6H) เปนตัวกําหนดความตานทานตอโรค stripe rust และความ
ตานทานตอ BYDV ใน serotypes ที่ MAV และ PAV ถูกระบุโดย coincident QTL อยูบน
โครโมโซมที่ 1 (7H), 4 (4H) และ 5 (1H) แต QTL interactions ไมมีความสัมพันธกับความตานทาน 
(Toojinda et al., 2000) 
 
12.  เทคนิค sequence-tagged sites (STS) 
 
 แนวคิดของ sequence-tagged sites (STS) ไดเสนอโดย Olson et al. (1989) มีแนวคิดอยูวา
จากลําดับเบสของดีเอ็นเอที่ทราบและมีเพียง 1 ชุด บนตําแหนงแผนที่ยีน นาจะใชเปนเครื่องหมาย
โมเลกุลในการกําหนดตําแหนงของยีนที่สําคัญนั้นบนโครโมโซม ถาจะทําใหจีโนมของมนุษยมี
เครื่องหมายโมเลกุลเพียงพอเพื่อใชศึกษาจะตองใชหองสมุดดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญมาก ไวเปนที่เก็บ 
เพิ่มจํานวน ตรวจสอบผล และกระจายไปใหนักวิจัยที่สนใจ แตถาใชบางสวนของลําดับเบสของ
โคลนเหลานี้ก็นาจะเพียงพอที่จะใหขอมูลสําหรับนํามาใชใหมของแตละเครื่องหมายโมเลกุลดวย
การทํา PCR ดังนั้นนักวิทยาศาสตรก็จะสามารถเก็บวัสดุทางชีวภาพในรูปขอมูลอิเล็กโทรน ิคทําให
สะดวกตอการใชงานและเผยแพร เครื่องหมายโมเลกุลที่ เก็บแบบอิเล็กโทรนิคจะเรียกวา     
sequence-tagged sites (STS) มีการใชประโยชนของ STS ในการพัฒนาแผนที่ทางกายภาพจากแผน
ที่ยีนในโครงการจีโนมของมนุษย  
 
 เทคนิค STS เปนการติดตามยีนหรือสายนิวคลีโอไทดที่ตองการศึกษาโดยใชไพรเมอรที่
ออกแบบจากยีนนั้นๆ มาเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR เพื่อใชศึกษาตอไป และ
สามารถจะใช STS มาเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอได โดยขอดีของเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด STS 
สามารถตรวจสอบไดรวดเร็วและงาย ใชดีเอ็นเอเพียงเล็กนอย สามารถเพิ่มปริมาณผลผลิตที่ตองการ
ไดเสมอ สวนขอจํากัดหลักของการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด STS คือ มีคาใชจายมากและตอง
ใชแรงงานเพื่อหาขอมูลของลําดับดีเอ็นเอในการสรางและสังเคราะหไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจง และ
อาจตองใชเอนไซนตัดจําเพาะในการจําแนกความหลากหลาย (Skiba et al., 2003) การพัฒนา
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด STS ไดมีการศึกษาในหลายการทดลองดังนี้ การพัฒนาเครื่องหมาย          
ดีเอ็นเอชนิด STS จากยีนตานทานโรค yellow rust โดยยีน YrMoro พบในขาวสาลีพันธุ Moro เปน
ยีนเดี่ยวและเปนยีนเดน  เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด STS ไดมาจากแถบดีเอ็นเอของ amplified 
fragment length polymorphism (AFLP) ที่มีการกระจายตัวรวมกับยีน YrMoro และไดทําการ
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ออกแบบไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงกับแถบดีเอ็นเอดังกลาว ใหช่ือวาคูไพรเมอร S26M47 ซ่ึง
ออกแบบโดยอาศัยลําดับเบสที่ใชคัดเลือกของไพรเมอร AFLP รวมกับลําดับเบสที่ตอเขาไปในแถบ
ดีเอ็นเอของ AFLP เมื่อนําคูไพรเมอรนี้ไปทําปฏิกิริยา PCR จะเกิดเปนแถบดีเอ็นเอขนาด 151 คูเบส 
ที่จะพบในพันธุ Moro และ resistant bulks และไมพบแถบดีเอ็นเอนี้ในพันธุ Lemhi และ 
susceptible bulk (Smith et al., 2002) ความแตกตางของสายพันธุคลาย (near-isogenic lines; NILs) 
และสายพันธุผูให (donor parent) กับสายพันธุผูรับ (recurrent parent) ที่ออนแอตอโรคราสนิม  
(leaf rust) สามารถแยกโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอ random amplied polymorphic DNA (RAPD) 
เมื่อนําแถบดีเอ็นเอที่พบเฉพาะในสายพันธุตานทานที่มียีน Lr28 ของขาวสาลีไปทําการโคลนและ
หาลําดับ ทําการออกแบบไพรเมอร STS จากลําดับเบสที่หาไดและมีความเฉพาะเจาะจงกับยีน Lr28 
แลวนําเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด STS ไปตรวจสอบโดยทํา bulk segregation ของประชากรรุน F3 
พบวา เครื่องหมายดีเอ็นเอนี้พบไดเฉพาะใน NILs, F3 bulk ที่ตานทาน, และ F3 lines ที่ตานทาน แต
ไมพบในสายพันธุผูรับ F3 bulk ที่ออนแอ และ F3 lines ที่ออนแอ (Naik et al., 1998) 
 
 Radwan et al. (2004) ไดโคลนยีนและทําแผนที่ยีนของ resistance gene analogs (RGA) ที่
มีความยาวสมบูรณ 2 ยีน ซ่ึงอยูในกลุม CC-NBC-LRR ของยีนตานทานของพืช แลวนําลําดับ        
นิวคลีโอไทดของทั้ง 2 ยีน มาพัฒนาไดเปน STS จํานวน 14 ชนิด ที่อยูภายในตําแหนง P15/P18 ซ่ึง
เปนตําแหนงที่ใหความตานทานตอเชื้อ Plasmopara halstedii ใน races ตางๆ ที่เปนสาเหตุโรค     
ราน้ําคางในทานตะวัน (Helianthus annuus L.) และสามารถใช STS นี้ในโปรแกรม marker-
assisted selection  
 
 Mano et al. (1999) ไดจําแนก STS ที่เหมาะกับ recombinant inbred lines ของขาวบารเลย
พันธุ Azumamugi x Kanto Nakate Gold โดยสรางไพรเมอร STS จํานวน 43 คู จากลําดับ               
นิวคลีโอไทดบริเวณปลายของ restriction fragment length polymorphism (RFLP) clones เมื่อนําคู
ไพรเมอรไปทําปฏิกิริยา PCR พบวา ไพรเมอรจํานวน 41 คู ที่สามารถเพิ่มจํานวนไดในปฏิกิริยา 
PCR ได มีไพรเมอร 2 คู ที่ใหแถบดีเอ็นเอขนาดตางกันระหวาง Azumamugi และ Kanto Nakate 
Gold และมีไพรเมอร 2 คู ที่ใหแถบดีเอ็นเอเฉพาะพันธุพอหรือพันธุแม เมื่อนําผลผลิตจาก PCR ของ
ไพรเมอรที่เหลือ 37 คู ไปตัดดวยเอนไซนตัดจําเพาะ 46 เอนไซน พบวา ไพรเมอรจํานวน 15 คู จะ
ใหโพลีมอรฟซึม 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  ตนกลายูคาลิปตัสอายุ 6-8 เดือน และใบจากตนยูคาลิปตัสในสายตน SF01, SF03, SF06, 
SF07, SF14, SF16, SF18, SF36, SF70, SF86, SF94 และ SF98 
 

2.  อุปกรณและสารเคมีที่ใชแยกเชื้อ เล้ียงเชื้อ และศึกษาสัณฐานวิทยาของเชื้อราและการ
ปลูกเชื้อ 
 

3.  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวย
เทคนิค sequence-tagged sites 
 

วิธีการ 
 
1.  การแยกเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti  
 
 นําใบยูคาลิปตัสที่เปนโรคใบจุดและใบไหมที่เกิดจากเชื้อรา C. eucalypti มาฆาเชื้อที่ผิว
ดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต เช็ดใหแหงดวยกระดาษทิชชู และนําไปแยกเชื้อดวยวิธีดังตอไปนี้ 
 
 1.1  การแยกเชื้อดวยวิธี tissue transplanting 
 

นําใบยูคาลิปตัสที่เปนโรคใบจุดและใบไหมมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ         
0.5 x 0.5 เซนติเมตร โดยตัดผากลางบาดแผลและใหมีเนื้อเยื่อใบที่ยังไมถูกเขาทําลายดวยเชื้อรา     
C. eucalypti รวมอยูดวย นําชิ้นสวนใบใสในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด (sodium 
hypochloride) ความเขมขน 10  เปอรเซ็นต เปนเวลา 3-5 นาที ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 1-2 คร้ัง ทิง้
ไวใหแหงแลวนําไปวางบนอาหาร PDA (มันฝร่ัง 200 กรัม, น้ําตาล dextrose 20 กรัม, วุน 15 กรัม 
และน้ํา 1 ลิตร) จานละ 4-5 ช้ิน บมเชื้อไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 
2-4 วัน เพื่อใหเชื้อราเจริญเติบโตออกมาบนอาหาร หลังจากนั้นยายเชื้อราลงในอาหาร PDA จาน
ใหม  
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 1.2  การแยกเชื้อจากกลุมของโคนิเดียโดยตรง 
  

พับกระดาษทิชชูที่นึ่งฆาเชื้อวางลงบนจานเลี้ยงเชื้อ เทน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อใสพอชุม ตัด
ใบยูคาลิปตัสที่เปนโรคใบจุดหรือใบไหมใหพอดีกับจานเลี้ยงเชื้อ วางลงในจานเลี้ยงเชื้อ ปดฝาใช
พลาสติกพันเพื่อใหเกิดสภาพที่มีความชื้นสูง บมไวเปนเวลา 2-3 วัน จะเกิดกลุมของโคนิเดีย 
(conidial masses) ที่ขับออกมาจาก conidiomata ใชเข็มเขี่ยเชื้อที่ผานการฆาเชื้อมาแตะกลุมของ    
โคนิเดียนําไปเขี่ยบนวุน (water agar: วุน 15 กรัม และน้ํา 1 ลิตร) บมเชื้อไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง 
(25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 2-4 วัน ยายเชื้อราลงในอาหาร PDA จานใหม  
 

เมื่อเชื้อรา C. eucalypti ที่เจริญบนอาหาร PDA สรางโคนิเดียแลว นํามาแยกโคนิเดีย
เดี่ยว (single conidial isolation) โดยใชเข็มเขี่ยแตะกลุมของโคนิเดียมากระจายบนผิวหนาของวุน 
(water agar) ดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ บมจานเลี้ยงเชื้อไวที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง 
เมื่อโคนิเดียงอกเปนเสนใยตัดชิ้นวุนที่มีโคนิเดียเดี่ยวภายใตกลองจุลทรรศน นําไปเลี้ยงบนอาหาร 
PDA เปลี่ยนอาหารใหมทุก 4 สัปดาห เพื่อเก็บไวใชตอไป 
 
2.  การศึกษาสัณฐานวิทยาและการเจริญบนอาหารของเชื้อราแตละไอโซเลท 
 

2.1  ความสามารถในการเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

นําเชื้อราแตละไอโซเลทที่แยกไดจากขอ 1 มาเล้ียงบนอาหาร PDA ในที่มืด ที่
อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 14 วัน บันทึกลักษณะโคโลนีและวัดขนาด
เสนผาศูนยกลางของโคโลนี โดยวางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (completely randomized 
design) จํานวน 4 ซํ้า จัดใหเชื้อราแตละไอโซเลทเปนทรีทเมนต วิเคราะหความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SAS 
 
 2.2  ขนาดและรูปรางของโคนิเดีย 
 

เล้ียงเชื้อแตละไอโซเลทบนอาหาร PDA นําไปบมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง (25-30                 
องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7-14 วัน เมื่อเชื้อราสรางโคนิเดีย นําโคนิเดียมาทําสไลดช่ัวคราวดวย 
lactophenol บันทึกลักษณะรูปรางโคนิเดีย วัดขนาดความกวางและความยาวดวย ocular micrometer 
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ภายใตกลองจุลทรรศน โดยวางแผนการทดลองแบบสุมตลอด จํานวน 50 ซํ้า จัดใหเชื้อราแตละ   
ไอโซเลทเปนทรีทเมนต วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT ดวย
โปรแกรมสําเร็จรูป SAS 
 
3.  การคัดเลือกสายตนท่ีตานทานและออนแอของยคูาลปิตัสดวยการปลูกเชื้อ 
 
 3.1  การเตรียม conidial suspension 
 

เล้ียงเชื้อราบนอาหาร PDA นําไปบมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) 
เปนเวลา 14 วัน เก็บโคนิเดียโดยใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อเพื่อลางโคนิเดียออกจากผิวหนาอาหารใชแทง
แกวขูดเบาๆ นับจํานวนโคนิเดียดวย haemacytometer และเจือจางลงดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อจนได
ความเขมขนของโคนิเดียประมาณ 1-5 x 105 โคนิเดียตอมิลลิลิตร 
 
 3.2  การปลูกเชื้อโดยตรงในตนกลา (Intact seedling inoculation) 
 

ตนกลายูคาลิปตัสอายุประมาณ 6-8 เดือน ที่มีใบเจริญเติบโตเต็มที่ประมาณ 6-8 ใบ ใช
เปนหนวยทดลอง วางแผนการทดลองแบบ 3 x 8 แฟคทอเรียลที่ใชแผนการทดลองแบบสุมตลอด 
(3 x 8 factorial experiment in completely randomized design) จํานวน 3 ซํ้า โดยจัดใหทรีทเมนตที่ 
1 คือ ไอโซเลทของเชื้อราจํานวน 3 ไอโซเลท ทรีทเมนตที่ 2 คือ สายตนยูคาลิปตัสจํานวน 8 สายตน 
ไดแก SF03, SF06, SF07, SF14, SF16, SF36, SF70 และ SF86 ปลูกเชื้อโดยพน conidial 
suspension ลงบนใบของตนกลายูคาลิปตัส ในชวงเวลา 18.00-19.00 น. ยายตนกลาไปบมไวใน
กลองชื้นที่มีความชื้นสัมพัทธ 100 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิประมาณ 25-32 องศาเซลเซียส เก็บขอมูล
พื้นที่ใบที่เปนโรคและพื้นที่ใบทั้งหมดในวันที่ 7-14 วัน หลังจากปลูกเชื้อ 
 
 3.3  การปลูกเชื้อดวยวิธีการ detached leaf technique 
 

การปลูกเชื้อดวยวิธีการ detached leaf technique แบงออกเปน 2 การทดลอง คือ การ
ทดลองที่ 1 (detached leaf technique 1) วางแผนการทดลองแบบ 3 x 6 แฟคตอเรียลที่ใชแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด จํานวน 3 ซํ้า โดยจัดใหทรีทเมนตที่ 1 คือ ไอโซเลทของเชื้อราจํานวน           
3 ไอโซเลท ทรีทเมนตที่ 2 คือ สายตนยูคาลิปตัสจํานวน 6 สายตน ไดแก SF03, SF07, SF01, SF06, 
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SF18, และ SF94  สวนการทดลองที่ 2 (detached leaf technique 2) วางแผนการทดลองแบบสุม
ตลอด จํานวน 4 ซํ้า โดยจัดใหทรีทเมนตคือ สายตนยูคาลิปตัสจํานวน 11 สายตน ไดแก SF01, 
SF03, SF06, SF07, SF14, SF16, SF18, SF36, SF70, SF94 และ SF98 
 

ยอดยูคาลิปตัสที่มีใบเจริญเติบโตเต็มที่แลวจํานวน 3 ใบตอยอดใชเปนหนวยทดลอง   
1 หนวย ลางดวยน้ํากลั่น ฆาเชื้อที่ผิวดวยเอธานอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต แลวเช็ดดวยกระดาษ
ทิชชูปลอดเช้ือใหแหง นํากานของยอดยูคาลิปตัสใสลงในถุงน้ํานึ่งฆาเชื้อ จากนั้นรัดดวยหนังยาง 
ปลูกเชื้อโดยทําการพนดวย conidial suspension ในชวงเวลา 18.00-19.00 น. แลวยายยอดยูคาลิปตัส
ไปบมไวในกลองพลาสติกที่มีความชื้นสัมพัทธ 100 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศา
เซลเซียส) เก็บขอมูลพื้นที่ใบที่เปนโรคและพื้นที่ใบทั้งหมดในวันที่ 7-14 หลังจากปลูกเชื้อ 
 
 3.4  การวิเคราะหขอมูล 
 

นําขอมูลพื้นที่ใบที่เปนโรคและพื้นที่ใบทั้งหมดในแตละทรีทเมนตไปคํานวนหา
เปอรเซ็นตการเกิดโรคตามสูตรดังนี้ 
   พื้นที่ใบที่เปนโรค (ตร.ซม.) 

พื้นที่ใบทั้งหมด (ตร.ซม.) 
X    100                   เปอรเซ็นตการเกิดโรค         = 

    
    

เปอรเซ็นตการเกิดโรคในแตละทรีทเมนตที่ไดจะวิเคราะหความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SAS และจัดแบงปฏิกิริยาความ
ตานทานโรคของแตละสายตนยูคาลิปตัสตอการเขาทําลายของเชื้อรา C. eucalypti ตามคาเฉลี่ย
เปอรเซ็นตการเกิดโรคเปน 4 ระดับ คือ ตานทาน (Resistance: R), คอนขางตานทาน (Moderately 
Resistance: MR), คอนขางออนแอ (Moderately Susceptibility: MS) และออนแอ (Susceptible: S) 
 
4.  การสกัดดีเอ็นเอยูคาลิปตสั 
 
 สกัดดีเอ็นเอยูคาลิปตัสสายตนตางๆ ตามวิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีการของ Agrawal et al. 
(1992) โดยมีขั้นตอนดังนี้ ตัดใบยูคาลิปตัส (ใชใบออนที่โตพอสมควร) เปนชิ้นเล็กๆ ใสลงในโกรง
ประมาณ 1 กรัม เติมไนโตรเจนเหลวใหทวม บดใหละเอียด ปลอยใหไนโตรเจนระเหยไปจนหมด 
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ถายผงลงในหลอดเซ็นตริฟวจขนาด 50 มิลลิลิตร ที่มี 2X CTAB (4% hexadecylimethyl ammonium 
bromide, 2.8 M NaCl, 20 mM EDTA, 200 mM Tris HCl pH8.0) 10 มิลลิลิตร และ                        
2-mercaptoethanol 20 ไมโครลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที โดยกลับ
หลอดไปมา 2-3 ครั้งทุก 10 นาที จากนั้นนําหลอดตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที เพื่อให
อุณหภูมิลดลง เติมคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24 : 1) 10 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกันโดยกลับหลอดไปมาเบาๆ นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,500 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที เพื่อแยกชั้นน้ําและคลอโรฟอรมออกจากกัน (ปรับปริมาตรของหลอดเซนตริฟวจ
ใหเทากันดวยคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกฮอล) ใชไมโครปเปตดดูดสารละลายสวนบนใสใน
หลอดใหม เติม linear polyacrylamide 140 ไมโครลิตร เพื่อชวยในการตกตะกอนดีเอ็นเอ และเติม
ไอโซโพรพานอล 2/3 เทาของปริมาตรของเหลวที่มีอยู ผสมใหเขากันเบาๆ นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,500 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4               
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทน้ําทิ้ง เติม washing buffer (10 mM sodium acetate, 70% 
ethanol) 10 มิลลิลิตร เคาะขางหลอดเบาๆ เพื่อละลายเกลือออกจากดีเอ็นเอ นําไปปนเหวี่ยงที่ 
12,500 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เทสวนน้ําทิ้ง คว่ําหลอดบนกระดาษ
ซับใหแหงหรือปลอยใหแหงในอากาศ ละลายตะกอนใน RNase buffer (10 mM Tris HCl pH8.0, 
15 mM NaCl) 500 ไมโครลิตร เติม RNase A (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 10 ไมโครลิตร บมไวที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที สกัดเอนไซน RNase A และโปรตีนที่ยังคงเหลืออยู
ดวยฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (25 : 24 : 1) 500 ไมโครลิตร ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกันโดยกลับหลอดไปมา นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,500 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสในหลอดใหม สกัดดวยคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (24 : 1) 450 ไมโครลิตร 1-2 คร้ัง เพื่อกําจัดฟนอลที่อาจติดอยูออกไป เนื่องจากฟนอลมี
ผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมหลายชนิดเชน เอนไซมตัดจําเพาะ หรือ DNA polymerase เปนตน 
ดูดสารละลายสวนบนใสในหลอดใหม เติม linear polyacrylamide 70 ไมโครลิตร โซเดียมอะซิเตท
เขมขน 3 โมลาร pH 5.2 1/10 เทาของปริมาตรของเหลว และ absolute ethanol 2 เทาของปริมาตร
เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอซ้ํา เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (หรือเก็บไวที่ -70 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที) นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,500 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําทิ้ง ลางตะกอนดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,500 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ําทิ้งไป 
คว่ําหลอดบนกระดาษซับใหแหง หรือปลอยใหแหงในอากาศ แลวละลายตะกอนใน TE buffer (10 
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mM Tris HCl pH8.0, 1 mM EDTA pH8.0) 200 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกวาจะใชตอไป 

  
5.  การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอ 
 
 การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอโดยทั่วไปมี 2 วิธี คือ วัดคาดูดกลืนแสง
อัลตราไวโอเลตโดยใช spectrophotometer และวัดการเรืองแสงของดีเอ็นเอที่จับตัวกับ                 
เอธิเดียมโบรไมดหลังจากแยกขนาดดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 
 5.1  การวัดคาการดูดกลืนแสง 
 

การตรวจสอบความเขมขนดีเอ็นเอดวยการวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance: A หรือ 
optical density: OD) ที่ความยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร มีขั้นตอนดังนี้ เจือจางดีเอ็นเอลง 50 เทา 
โดยใชดีเอ็นเอ 6 ไมโครลิตร ละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 294 ไมโครลิตร แลวนําดีเอ็นเอที่ละลาย
ไปวัดปริมาณและคุณภาพ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร นําคา OD260 มา
คํานวณความเขมขนตามสูตรดังนี้  
 

ความเขมขนดเีอ็นเอ (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)   =   OD260  x  50  x  dilution factor 
 

คา OD260 เปนคาการดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอ สวนคา OD280 เปนคาการดูดกลืนแสง
ของโปรตีน จากคาทั้งสองทําใหทราบคุณภาพดีเอ็นเอโดยดูจากอัตราสวนของคา OD260/280 ถาเปน  
ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ควรมีอัตราสวนเทากับ  1.8 ถามีการปนเปอนของโปรตีนหรือสารเคมีใน
กระบวนการสกัดอัตราสวนจะต่ํากวา 1.6 แตถาอัตราสวนมากกวา 2.0 จะหมายถึงมีการปนเปอน
ของอารเอ็นเอ 
 
 5.2  การวัดการเรืองแสงของเอธิเดียมโบรไมด 

 
การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ โดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรส

เจลความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต ตรวจสอบผลโดยยอมเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดความ
เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โมเลกุลของเอธิเดียมโบรไมดจะเขาไปแทรกอยูในเกลียวคูของ
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ดีเอ็นเอ และตรวจสอบโดยการมองผานแสงอัตราไวโอเลตจะเกิดการเรืองแสง โดยความเขมของ
แสงเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณดีเอ็นเอ เมื่อนํามาเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตราฐาน (marker) 
สามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอไดในระดับนาโนกรัม และตรวจสอบคุณภาพโดยดูการแตกหักของ    
ดีเอ็นเอ การปนเปอนของโปรตีน และอารเอ็นเอได  

 
 5.3  เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

  
เตรียมอะกาโรสเจล 0.8 เปอรเซ็นต โดยช่ังผงอะกาโรสเจล 0.8 กรัม ใสลงใน 1X TAE 

buffer (4.84 g Tris-acetate, 1.15 ml glacial acetic acid, 2 ml 0.5 M EDTA  pH 8.0 หรือ 0.04 M 
Tris-acetate, 0.001 M EDTA pH 8.0) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และหลอมอะกาโรสโดยใชเครื่อง
ไมโครเวฟ 1-2 นาที ปลอยสารละลายอะกาโรสใหเย็นลง จนมีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส 
เทลงในถาดเจลที่มีหวีเสียบอยูปลายดานบนของถาดใหเจลมีความหนาประมาณ 3-5 มิลลิลิตร ระวัง
อยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหอะกาโรสแข็งตัวที่อุณหภูมิหองประมาณ 30-45 นาที ดึงหวีออกอยาง
ระมัดระวัง นําถาดเจลไปใสใน chamber อิเล็คโทรโฟรีซิส ใหดานที่มีหลุมอยูทางขั้วลบ และเติม 
1X TAE buffer ใหสูงทวมแผนเจลประมาณ 1-2 มิลลิลิตร ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับ 6X loading 
buffer (0.25% bromphenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol) ในอัตราสวน 5 ตอ 1 ผสม
ใหเขากันแลวหยอดสารลงในหลุมของอะกาโรสเจล ปดฝาเครื่อง และเปดกระแสไฟฟาใหวิ่งผาน
จากขั้วลบไปบวก โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต และปดกระแสไฟฟาเมื่อสีของโหลดดิงบัฟเฟอร
เคล่ือนที่ไปไดระยะทางที่เหมาะสม นําแผนเจลไปยอมในสารละลายเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 
1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 10-15 นาที นําแผนเจลไปแชในถาดน้ําไหลผานเบาๆ ประมาณ 
10 นาที เพื่อลางเอธิเดียมโบรไมดที่คางอยูในเจล นําแผนเจลไปดูในเครื่องดูเจล (gel document) 
ภายใตแสงอัลตราไวโอเล็ต แลวบันทึกภาพเก็บไว 
 
6.  การออกแบบไพรเมอร 
 
 ทําการคนหาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ PR-protien, ยีนตานทานโรคของพืช, และยีนที่
เกี่ยวของกับการปองกันของพืชจากฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ทําการ
เปรียบเทียบความเหมือนของกลุมสายดีเอ็นเอของแตละยีนดวยโปรแกรม ClustalW1.82 ใน 
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ เพื่อหาชวงลําดับอนุรักษ จากนั้นทําการออกแบบไพรเมอรใหมี
ลําดับนิวคลีโอไทดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนในชวงลําดับอนุรักษโดยใชโปรแกรม 
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Primer3 ใน http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi แลวส่ังสังเคราะห
ไพรเมอร 
 
7.  การทําปฏกิิริยา PCR 
 
 ปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม, dNTP 
0.2 มิลลิโมลาร, 10X PCR buffer (มีแมกนีเซียมไอออน 20 มิลลิโมลาร) 1 เทา, forward primer และ 
reverse primer อยางละ 5 พิโคโมล, YEA DNA Polymerase 0.5 ยูนิต และปรับปริมาตรใหครบดวย
น้ํากลั่นบริสุทธิ์ โปรแกรมในการทําปฏิกิริยา PCR ขั้นตอนดังนี้ ขั้นที่ 1 การทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพ 
(denature) ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จํานวน 1 รอบ, ขั้นที่ 2 ประกอบดวยการทําให
ดีเอ็นเอเสียสภาพที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, การทําใหไพรเมอรจับตัวกับดีเอ็นเอ
ตนแบบ (annealing) ที่อุณหภูมิตามความเหมาะสมของแตละคูไพรเมอร นาน 1 นาที และการ
สังเคราะหดีเอ็นเอตอจาก ไพรเมอร (extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จํานวน 
35-40 รอบ, ขั้นสุดทายการสังเคราะหดีเอ็นเอตอจากไพรเมอรที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน      
5 นาที 
 
8.  การแยกขนาดดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 
 8.1  การแยกขนาดดีเอน็เอดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 

การแยกขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากผลผลิต PCR ของไพรเมอรคูตางๆ ดวยเทคนิค
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ทําในอะกาโรสเจลความเขมขน 1 เปอรเซ็นต โดยมีวิธีทําดังแสดงในขอ 5.3 
 
 8.2  การแยกขนาดดีเอน็เอดวยเทคนิคโพลีอะครีลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 
  8.2.1  การเตรียม denaturing polyacrylamide gel 

 
ลางกระจกหูกระตายและกระจกธรรมดาขนาด 15 x 17 ตารางเซนติเมตร 

ดวยน้ําใหสะอาด ทิ้งไวใหแหง เช็ดดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เช็ด
กระจกธรรมดาดวย blind silane mix (blind silane 1 µl, glacial acetic 2.5 µl, 95% ethanol 500 µl) 
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ใหทั่วแผนและแหง เช็ดกระจกหูกระตายดวย repel silane 150-200 ไมโครลิตร กระดาษที่เช็ด repel 
silane เสร็จแลวใหใชเช็ดที่ specer และหวีเสียบเจลดวย นํากระจกทั้งสองแผนที่เช็ดไวประกบเขา
ดวยกันโดยวาง spacer กั้นทั้ง 2 แผนไวที่ริมดานขางของกระจก ใชคลิปติดกระจกเขาไวดวยกันแลว
ใชกระดาษกาวติดขอบของกระจกทั้ง 2 แผนยกเวนดานบนของกระจก 

 
การเตรียมโพลีอะครีลาไมดเจลความเขมขน 6 เปอรเซ็นต ทําไดโดยช่ังยูเรีย 

6.75 กรัม ใสในบีกเกอร เติม 5X TBE buffer (5.4 g Tris base, 2.75 g boric acid, 2 ml 500 mM 
EDTA pH8.0) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปอุนไฟออนๆ 
ใหละลาย จากนั้นนําบีกเกอรมาแชน้ําใหเย็น เติมอะครีลาไมดความเขมขน 30 เปอรเซ็นต ปริมาตร 
3 มิลลิลิตร แกวงใหเขากัน เติม APS ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แกวงให
เขากัน และเติม TEMED ปริมาตร 7.5-10 ไมโครลิตร แกวงใหเขากัน เทเจลใสในกระจกที่เตรียมไว 
อยาใหมีฟองอากาศแลวเสียบหวีลงระหวางกระจกทั้งสองแผน ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 2 
ช่ัวโมง หรือทิ้งไวขามคืน  

 
นํากระจกที่มีเจลที่เตรียมไวมาลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา แกะ

กระดาษกาวและดึงหวีออก ทําการ pre-run ที่ 300 โวลต เปนเวลา 30 นาที เตรียมดีเอ็นเอโดยผสม
สารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร กับ loading buffer (10 ml formamide, 10 mg xylene cyanol, 10 
mg bromphenol blue, 200 µl 0.5 M EDTA pH8.0) 2.5 ไมโครลิตร ลงในหลอดเตรียมโดยผสม    
25 bp. DNA marker ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 4 ไมโครลิตร และ loading buffer 2.5 
ไมโครลิตร ใสในหลอด จากนั้นนําสารละลายดีเอ็นเอและ DNA marker ไปแยกใหเปนสายเดี่ยว 
(denature) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนําไปแชน้ําแข็งทันที ใชเข็มฉีดยาดูด
บัฟเฟอรมาไลยูเรียตามชองหวีของเจลออก ดูดสารละลายดีเอ็นเอและ 25 bp. DNA marker ใสลงไป
ในชองหวีของเจล เปดเครื่องรันที่ 300 โวลต เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง ปดเครื่อง นํากระจกมาลางดวย
น้ําประปา ดึง spacer ออกแลวแกะกระจกหูกระตายออก  
 
  8.2.2  การยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรท 

 
นํากระจกที่มีเจลติดอยูแชน้ํากลั่นนาน 10 นาที เขยาที่ประมาณ 120 รอบตอ

นาทีบนเครื่องเขยา เตรียม CTAB ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต (0.25 g CTAB, น้ํากลั่น 250 
ไมโครลิตร) ใสแทงแมเหล็กแลวนําไปปนใหละลาย นํากระจกมาแชนาน 30 นาที เขยาที่ประมาณ 
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90 รอบตอนาทีบนเครื่องเขยา เตรียมแอมโมเนียความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต (750 µl conc. 
ammonia, น้ํากลั่น 250 ไมโครลิตร) ใสในถาดสําหรับแชกระจก เขยาใหเขากัน นํากระจกมาแช
นาน 15 นาที เขยาที่ประมาณ 90 รอบตอนาที บนเครื่องเขยา เตรียมสารละลายซิลเวอร (0.4 g 
AgNO3, น้ํากลั่น 250 ไมโครลิตร, 333 µl 3 M NaOH, 960 µl ammonia; แอมโมเนียจะเติมลงทีละ
หยดจนไดสารละลายใส (ประมาณ 960 ไมโครลิตร) แลวเติมเพิ่มไปอีก 2 หยด) นํากระจกมาแช
นาน 20 นาที เขยาที่ประมาณ 90 รอบตอนาที บนเครื่องเขยา จากนั้นนํากระจกมาจุมในน้ํากลั่นอยาง
รวดเร็ว แลวนําไปใสใน developer (2% sodium carbonate, 0.02% formaldehyde, น้ํากลั่น 250 
ไมโครลิตร) ซ่ึงไดเตรียมและแชเย็นไวกอน เขยาบนเครื่องเขยาจนกวาจะเห็นแถบดีเอ็นเอปรากฏ
ขึ้นชัดเจน นํากระจกมาจุมในน้ํากลั่นเขยาประมาณ 2-3 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาโดยแชในกลีเซอรอล
ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํากระจกมาผึ่งใหแหงในอากาศ  
 
9.  การวิเคราะหผลลายพิมพดีเอ็นเอดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร 
 
 นําขอมูลการปรากฏและไมปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนงเดียวกันของแตละสายตน           
ยูคาลิปตัสจากคูไพรเมอรทั้งหมด ถามีแถบดีเอ็นเอกําหนดเปน “1” ถาไมมีแถบดีเอ็นเอกําหนดเปน 
“0” แลวนําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบหาความเหมือนและความแตกตางดวยโปรแกรม NTSYSpc 
version 2.01e (Rohlf, 1993) เพื่อหาคาดัชนีความเหมือน และจัดกลุมตัวอยางดวยวิธี unweighted 
pair group method of average (UPGMA) (Sneath and Sokal, 1973) ซ่ึงจะแสดงผลในรูปแบบของ 
dendrogram 
 
10.  การสกัดดเีอ็นเอออกจากเจล 
 
 แถบดีเอ็นเอที่สามารถแยกระหวางกลุมสายตนตานทานและออนแอหลังจากแยกขนาดดวย
เทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสทั้งบนอะกาโรสและโพลีอะครีลาไมดเจลจะนํามาสกัดดีเอ็นเอออกจาก
เจล 
 
 10.1  การสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล 
 

การสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลจะใชชุดสารละลาย QIA quick gel extraction 
kit (QIAGEN) ดวยวิธีการที่บริษัทระบุไว โดยมีขั้นตอนดังตอไปนี้ แยกขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากการ
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ทําปฏิกิริยา PCR ดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรสเจล ตามวิธีในขอ 5.3 เมื่อยอมดวยเอทิเดียม
โบรไมดนํามาสองภายใต UV transilluminator แลวใชมีดผาตัดตัดเจลบริเวณที่มีแถบดีเอ็นเอขนาด
ที่ตองการ นํามาใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร QG ลงไป 3 เทาของปริมาณเจล โดย
เทียบน้ําหนักเจล 100 มิลลิกรัม เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 300 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที โดยเขยาเปนระยะๆ สังเกตสีของสารละลายในหลอดถาเปนสีเหลือง
และเจลละลายจนหมด เติมไอโซโพรพานอลปริมาตรเปน 1 เทาของน้ําหนักเจล (100 มิลลิกรัม ~ 
100 ไมโครลิตร) ผสมใหเขากัน ดูดสารละลายใสหลอดขนาดเล็กที่มีช้ันกรองสําหรับแยกดีเอ็นเอ
ออกจากสารละลายและมีหลอดเซนตริฟวจขนาด 2 มิลลิลิตร รองอยูดานลาง นําไปปนเหวี่ยง
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสารละลายในหลอดลางทิ้ง เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสารละลายในหลอดลางทิ้ง เติม
บัฟเฟอร PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 2.5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที 
นาน 1 นาที นําไปปนเหวี่ยงซ้ํานาน 1 นาที เพื่อใหแนใจวาไมมีบัฟเฟอร PE เหลือคางอยู หลังจาก
นั้นเทสารละลายในหลอดลางทิ้ง ยายหลอดขนาดเล็กที่มีช้ันกรองมาใสหลอดเซนตริฟวจใหม แลว
เติม elution buffer  (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ทิ้งไวนาน 1 นาที นําไปปน
เหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ดีเอ็นเอจะถูกชะลางลงมาอยูขางลาง ดึงหลอดที่มีช้ันกรอง
ทิ้งไป เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวในตูเย็นอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ไวเพื่อเชื่อมตอกับพลาสมิด     
pGEM-T ตอไป 
 
 10.2  การสกัดดีเอ็นเอจากโพลีอะครีลาไมดเจล 
 

แยกขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR ดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในโพลีอะครีลาไมด
เจล ตัดแถบดีเอ็นเอที่ตองการดวยมีดผาตัด นํามาใสในหลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร ที่มีน้ํากลั่นที่นึ่ง
ฆาเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําไปอุนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจาก
นั้นนําไปทําปฏิกิริยา PCR โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดออกมาไดปริมาตร 5 ไมโครลิตร และใชคูไพรเมอร
ที่เพิ่มปริมาณแลวใหแถบดีเอ็นเอดังกลาว เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ไดไวในตูเย็นอุณหภูมิ –20    
องศาเซลเซียส ไวเพื่อเชื่อมตอกับพลาสมิด pGEM-T ตอไป 
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11.  การโคลนแถบดีเอ็นเอ 
 
 11.1  การเชื่อมตอช้ินสวนดเีอ็นเอกับพลาสมิด pGEM-T 
 

นําชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดสกัดออกจากเจลไวมาเชื่อมตอกับพลาสมิดพาหะ pGEM-T 
(Promega) ตามวิธีการที่บริษัทระบุไว โดยใช 2X T4 DNA ligase buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
pGEM–T vector (50 ng) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR (1µg/µl) 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร T4 DNA ligase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (3 weiss unit/µl) และเติมน้ํากลั่น
นึ่งฆาเชื้อใหครบปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ใสในหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมให 
เขากัน นําหลอดปฏิกิริยาบมไวที่อุณหภูมิ 4 หรือ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอย 16 ช่ัวโมง 
 
 11.2  การเตรียมคอมพีเทนตเซลล 
 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ JM109 ในขวดรูปชมพูขนาด 125 
มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหาร LB broth (tryptone 10 กรัม, yeast extract 5 กรัม, NaCl 10 กรัม และน้ํา   
1 ลิตร) 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150-250 รอบตอนาที เปน
เวลา 12-18 ช่ัวโมง ดูดอาหาร LB broth มา 100 ไมโครลิตร ใสในขวดรูปชมพูขวดใหมซ่ึงบรรจุ
อาหาร LB broth 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150-250 รอบตอ
นาที เปนเวลา 3-4 ช่ัวโมง จะไดเชื้อแบคทีเรียอยูชวงกลาง log phase เทอาหารเลี้ยงแบคทีเรียใสใน
หลอดเซนตริฟวจขนาด  50 มิลลิลิตร  นําไปปนเหวี่ยงที่  3 ,000 รอบตอนาที  อุณหภูมิ  4               
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เทอาหารใสสวนบนทิ้งไป เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด (50 
mMCaCl2) ที่เย็นจัดลงไป 20 มิลลิลิตร คอยๆผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน โดยใชพาสเจอรปเปตตดูด
ขึ้นลงเบาๆ แชในน้ําแข็ง 10 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ 3,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที แลวเทสารละลายในสวนบนทิ้งไป ทําซํ้าโดยเริ่มจากการเติมสารละลายแคลเซียม
คลอไรดอีก 1 คร้ัง แลวเติมสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่มีกลีเซอรอล 20 เปอรเซ็นต และเย็นจัด
ลงไป 2 มิลลิลิตร คอยๆ ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันโดยใชพาสเจอรปเปต แลวแชน้ําแข็งเปนเวลา 30 
นาที แบงสารละลายดีเอ็นเอใสหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 100 ไมโครลิตร แลว
เก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส หรือนําไปใชในการ transformation ไดทันที 
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 11.3  การนําพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล 
 

การนําพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลลโดยใชเทคนิค heat shock transformation 
(Sambrook et al., 1989) ทําไดดังตอไปนี้ ผสมสารละลายพลาสมิดที่ไดจากขอ 11.1 ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร ลงในหลอดที่มีคอมพีเทนตเซลล 100 ไมโครลิตร แชในน้ําแข็ง 30 นาที นํามาทํา heat 
shock โดยจุมลงในอางควบคุมอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที แลวยายมาแชในน้ําแข็ง
ทันที เปนเวลา 2 นาที เติมอาหาร SOC (2% tryptone (g/ml), 0.5% yeast extract, 10 mM NaCl, 2.5 
mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 และ 20 mM glucose) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร โดยทํา
ในตู laminar flow ผสมใหเขากัน บมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ดูดสารละลายผสมระหวาง X-gal กับ IPTG  (30 ng/ml X-gal 30 µl, 0.1 M IPTG 30 µl) 
ปริมาตร 60 ไมโครลิตร และอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย 200 ไมโครลิตร มาเกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหาร   
LB agar (tryptone 10 กรัม, yeast extract 5 กรัม, NaCl 10 กรัม, วุน 15 กรัม และน้ํา 1 ลิตร) ที่มี      
แอมพิซิลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําจานเลี้ยงเชื้อไปบมในตูอบความรอน ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง โคโลนีที่เกิดขึ้นเปนแบคทีเรียที่ไดรับการ transformation 
โดยโคโลนีสีขาวจะมี pGEM vector และชิ้น insert จิ้มโคโลนีสีขาวดวยไมจิ้มฟนที่นึ่งฆาเชื้อใสใน
หลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 30 ไมโครลิตร จากนั้นตรวจสอบชิ้น 
insert ใน pGEM vector อีกครั้งดวยการทําปฏิกิริยา PCR โดยใชคูไพรเมอรที่เพิ่มปริมาณดวย
ปฏิกิริยา PCR แลวใหช้ิน insert นั้น ตรวจสอบผลดวยการทําอิเล็กโตรโฟรีซิสในอะกาโรสเจลวาได
แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดที่ตองการหรือไม เมื่อไดโคโลนีที่ตองการนําหลอดที่มีโคโลนีที่ตองการมา
เติมอาหาร LB Broth ที่มีแอมฟซิลินความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร โดยทําในตู laminar flow บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อตองการสกัดพลาสมิดจะ
ดูดโคโลนีของแบคทีเรียที่เล้ียงไวมาประมาณ 100 ไมโครลิตร มาเลี้ยงตอในหลอดขนาด 15 
มิลลิลิตร ที่มีอาหาร LB Broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน และ
สกัดพลาสมิดตอไป 
 
12.  การสกัดพลาสมิด 
 
 การสกัดพลาสมิดจะใชชุดสารละลาย QIAprep spin miniprep kit (QIAGEN) ตามวิธีการที่
บริษัทระบุไว ซ่ึงมีขั้นตอนดังตอไปนี้ นําสารแขวนลอยของแบคทีเรียที่เล้ียงไวมาปนเหวี่ยงที่ 3000 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทของเหลวชั้นบนทิ้ง ละลายตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยบัฟเฟอร P1 
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ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แลวยายสารละลายลงสูหลอด (กอนใชบัฟเฟอร P1 ใหตรวจดูวาเติม 
RNaseA แลวหรือไม) เติมบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆ 4-6 คร้ัง 
เติมบัฟเฟอร N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาทันทีอยางเบาๆ 4-6 คร้ัง จะสังเกตเห็น
สารละลายในหลอดขุน นําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ยายสารละลายใส
สวนบนใสใน QIAprep spin column นําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30-60 วินาที 
แลวเทสารละลายที่ผานคอลัมนทิ้ง ลางคอลัมนโดยเติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
นําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30-60 วินาที แลวเทสารละลายที่ผานคอลัมนทิ้ง 
ลางคอลัมนโดยเติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 30-60 วินาที แลวเทสารละลายที่ผานคอลัมนทิ้ง และนําไปปนเหวี่ยงตออีก 1 นาที เพื่อให
แนใจวาไมมีบัฟเฟอร PE คางอยูในคอลัมน แลวยายคอลัมนใสในหลอดใหม เติมบัฟเฟอร EB 
(10mM Tris.Cl, pH8.5) ปริมาตร 50 ไมโครลิตรเพื่อละลายพลาสมิด ออกจากคอลัมนโดยใสลงตรง
กลางของคอลัมนตั้งพักไว 1 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เก็บ 
พลาสมิดดีเอ็นเอไวเพื่อสงหาลําดับนิวคลีโอไทดตอไป 
 
13.  การหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 
 พลาสมิดที่ไดจะนําสงหาลําดับนิวคลีโอไทดที่หนวยบรกิารชีวภาพศูนยพันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดเปรียบเทยีบความเหมือนหรือความ
คลายคลึงกับยนีในฐานขอมลู GenBank ดวยโปรแกรม BLAST ใน 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi 
 
14.  สถานที่ทําการทดลอง 
 
 หองปฏิบัติการวิจัยภาควิชาพันธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร และเรือนเพาะชํา คณะ            
วนศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพฯ 
 
15.  ระยะเวลาในการทดลอง 
 
 การทดลองเริ่มทําในเดือนตุลาคม พ.ศ. 2546 และสิ้นสุดการทดลองในเดือนธันวาคม พ.ศ. 
2548 
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ผล 
 
1.  อาการของโรคใบจุดและใบไหม และการแยกเชื้อ 
 
 เชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti สามารถแยกไดจากใบยูคาลิปตัสที่แสดงอาการโรคใบ
จุดและใบไหม อาการของโรคใบจุดและใบไหมในยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสโดยทั่วไปใน
ระยะแรกของการเขาทําลายของเชื้อราชนิดนี้จะเห็นบาดแผลเปนจุดกลมๆ สีเหลือง ขนาดเล็ก มี
เสนผาศูนยกลางประมาณ 1 มิลลิเมตร กระจายอยูเดี่ยวๆ บนใบ บาดแผลจะมีการขยายออกตามการ
เจริญของเชื้อรา และในบริเวณตรงกลางของบาดแผลจะมีการตายของเซลลใบทําใหเห็นเปนจุดสี
น้ําตาลหรือน้ําตาลดําอยูภายในวงสีเหลือง (ภาพที่ 1ก และ 1ข) ในบางครั้งบาดแผลที่อยูใกลกันจะ
ขยายออกเปนวงกวางมาเชื่อมตอกันทําใหเห็นเปนจุดไมสม่ําเสมอ รูปรางไมแนนอน นอกจาก
บาดแผลในลักษณะดังกลาวยังพบแผลไหมขนาดใหญ สีน้ําตาลออนถึงน้ําตาล บาดแผลมีการตาย
ของเซลลเปนบริเวณกวาง (ภาพที่ 1ค) เมื่อนําใบยูคาลิปตัสที่เปนโรคใบจุดและใบไหมจากเชื้อรา                   
C. eucalypti บมในที่ที่มีความชื้นสูงประมาณ 3-5 วัน พบวาเชื้อรามีการสรางกลุมของโคนิเดียสี
น้ําตาลใสถึงน้ําตาลแดงออกมาจํานวนมาก (ภาพที่ 1ง) เมื่อนําใบนั้นตัดตามขวางผานกลุมของ     
โคนิเดียจะพบ conidiomata แบบอะเซอรวูลัส (acervulus) (ภาพที่ 2ก-ง) มีรูปรางกลม แทรกอยู
ระหวางเนื้อเยื่อช้ันผิว (epidermis) และอาจมีบางสวนเลยเขาไปอยูในชั้นมีโซฟลล (mesophyll) ของ
ใบยูคาลิปตัส อะเซอรวูลัสจะดันคิวทิเคิล (cuticle) ใหแตกออก โดยมีชองเปดที่ดานบนของ         
อะเซอรวูลัสเพื่อปลอยโคนิเดียออกมาสูบริเวณผิวใบ ภายในอะเซอรวูลัสจะมีเซลลที่ทําหนาที่สราง
โคนิเดียที่เรียกวา conidiogenous cell มีกานชูโคนิเดีย (conidiophore) โคนิเดียมีการเกิดแบบ 
holoblastic โดยมีการยืดออกของผนังดานปลายเพื่อสรางเปนผนังของโคนิเดียแลวจึงมีการสราง
ผนังกั้น (septum) และในที่สุดจะหลุดออกมาบริเวณชองวางตรงกลางของอะเซอรวูลัสกอนจะ
ปลอยออกมาสูผิวใบ ลักษณะของโคนิเดียจะมีรูปรางเปนรูปรีหรือทรงกระบอก ปลายมน ฐานมน
หรือเรียวแหลมอยางทันทีทันใดจนถึงรอยแผลที่เกิดจากการหลุดออก ผนังโคนิเดียหนาและใสเห็น
ไดชัดเจน ในบางครั้งภายในโคนิเดียจะเห็นเปนลักษณะหยดน้ํามัน (guttulate) ไมมีผนังกั้น ขนาด    
โคนิเดียอยูระหวาง 5.5-6 x 13.18-13.68 ไมโครเมตร 
 
 ไอโซเลทของเชื้อรา C. eucalypti สามารถแยกโดยใชวิธี tissue transplanting และแยกจาก
กลุมของโคนิเดียโดยตรงไดทั้งหมดจํานวน 9 ไอโซเลท ซึ่งแบงออกไดเปนไอโซเลทที่แยกไดจาก
ตัวอยางใบยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสที่มีอาการโรคใบจุดและใบไหม โดยเก็บมาจากสวนปา           
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ยูคาลิปตัสในทองที่บานทุงแฝก ตําบลแกมอน อําเภอจอมบึง จังหวัดราชบุรี จํานวน 3 ไอโซเลท คือ 
ไอโซเลท R001, R002 และ R003 ในทองที่บานหนองปากดง ตําบลดานมะขามเตี้ย อําเภอดาน
มะขามเตี้ย จังหวัดกาญจนบุรี จํานวน 1 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท K001 ในทองที่บานหนองกลาง
เนิน ตําบลบานใหม อําเภอทามวง จังหวัดกาญจนบุรี จํานวน 1 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท K002 และ
ในทองที่บานทุงสาย ตําบลคลองตะเกรา  อําเภอทาตะเกียบ จังหวัดฉะเชิงเทรา จํานวน 4 ไอโซเลท 
คือ ไอโซเลท C001, C002, C003 และ C004 (ภาพที่ 3ก-ณ) 
 
2.  การศึกษาสัณฐานวิทยาและการเจริญบนอาหารของเชื้อราแตละไอโซเลท 
 

ลักษณะโดยทั่วไปของโคโลนีเชื้อรา C. eucalypti ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เร่ิมแรก
เสนใยเชื้อราจะมีสีขาว เสนใยที่มีอายุ 3-4 วันจะเปลี่ยนเปนสีครีม หลังจากนั้นสีของเสนใยเชื้อราจะ
เขมขึ้นโดยเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลออน น้ําตาลปนดําหรือดํา ตามลําดับ โคโลนีเชื้อราเจริญติดไปกับ
อาหารเลี้ยงเชื้อ (adpressed) นอกจากนั้นประมาณ 10-12 วัน โคโลนีเชื้อราจะสงกลิ่นออกมาคลาย
กับผลของละมุดฝร่ังสุก การเจริญเติบโตบนอาหาร PDA จนเต็มจานเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิหอง (25-30           
องศาเซลเซียส) ใชเวลาประมาณ 20-25 วัน โดยเชื้อราที่แยกไดคร้ังแรกจากใบยูคาลิปตัสที่แสดง
อาการโรคจะสรางโคนิเดียคอนขางชาโดยใชเวลาประมาณ 2 เดือน การสรางโคนิเดียจะเริ่มจาก
โคโลนีมีการขับของเหลวขน (exudates) ที่มีลักษณะเปนหยดน้ําใสหรือสีน้ําตาลใสออกมาหลัง
จากนั้นเสนใยบริเวณใตหยดของเหลวขนนี้จะพัฒนาไปเปน conidiogenous cell โดยมีลักษณะเซลล
ที่ตางจากเสนใยปกติคือ ขนาดความกวางมากกวาเซลลเสนใยปกติ conidiogenous cell มีขนาด      
6-8 x 4-5 ไมโครเมตร รูปรางคอนขางกลมถึงรูปรีแตหัวทายตัดหรืออาจเปนทรงกระบอกที่พอง
ออกดานขาง ผนังเซลลหนา ใส สามารถเห็นผนังเซลลไดชัดเจน (ภาพที่ 4ก-ข) conidiogenous cell 
บางสวนจะลอยอยูกับโคนิเดียที่เชื้อราสรางขึ้นบนหยดของเหลวขน เชื้อรา C. eucalypti ที่ผานการ
แยกโคนิเดียเดี่ยวหลายๆ คร้ัง พบวา ประมาณ 2-3 วัน หลังจากเปลี่ยนอาหารใหมจะมีการสราง
ของเหลวขนออกมาที่ผิวหนาอาหารและสรางออกมาจํานวนมากจนทวมผิวหนาของโคโลนี     
(ภาพที่ 3ญ-ฏ) 
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ก ข

ค 

ง 

 
 
ภาพที่ 1  อาการโรคใบจุดและใบไหมของยคูาลิปตัสที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา 

Cryptosporiopsis eucalypti 
 ก  อาการโรคใบจุดของยูคาลปิตัส 
 ข  อาการโรคใบจุดและใบไหมของยูคาลิปตัส 
 ค  อาการโรคใบจุดและใบไหมของยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิส 
 ง  กลุมของโคนิเดียบนผิวใบยูคาลิปตัส 
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ข ก 60 µm 
45 µm 

ง 25 µm 

ค 45 µm 

 
ภาพที่ 2  ลักษณะ conidiomata ของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti ที่สรางขึ้นบนใบยูคาลิปตัส

โดยมีการสรางโคนิเดียอยูภายใน 
 ก     ลักษณะอะเซอรวูลัสที่กาํลังพัฒนา 
 ข-ง  ลักษณะและรูปรางอะเซอรวูลัสและกลุมของโคนิเดียที่ปลอยออกจากอะเซอรวูลัส 
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ค ก ข 

ง จ ฉ 

ช ซ ณ 

ญ ฎ ฏ 

 
 
ภาพที่ 3  ลักษณะโคโลนีของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti ในแตละไอโซเลทบนอาหาร PDA 

ก-ณ  ไอโซเลท R001, R002, R003, K001, K002, C001, C002, C003 และ C004 
ญ-ฏ  ไอโซเลท R001, K001 และ C001 ที่มีการสรางของเหลวขนออกมาจํานวนมาก 
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ก 
15 µm 

ค ข 15 µm 15 µm 

 
ภาพที่ 4  ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti บนอาหาร PDA 

ก-ข  ลักษณะ conidiogenous cell และการพัฒนาของโคนิเดีย 
ค      รูปรางโคนิเดีย 

 
 



  

40

 2.1  ความสามารถในการเจรญิบนอาหาร 
 

อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อรา C. eucalypti ทั้งหมด 9 ไอโซเลท บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
PDA โดยบมเชื้อไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 14 วัน พบวา ขนาด
เสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อราแตละไอโซเลทมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง       
(P = 0.0001) (ตารางผนวกที่ 1) โดยไอโซเลท C004 มีการเจริญเติบโตรวดเร็วที่สุด มีขนาด
เสนผาศูนยกลางโคโลนีเทากับ 6.6 เซนติเมตร รองลงมาเปนไอโซเลท K001, K002, C003, R002, 
R001, R003 และ C001 มีขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีเทากับ 6, 5.7, 5.6, 5.5, 5.2, 4.6 และ 4.1 
เซนติเมตร ตามลําดับ และไอโซเลท C002 มีการเจริญเติบโตชาที่สุด มีขนาดเสนผาศูนยกลาง
โคโลนีเทากับ 3.6 เซนติเมตร ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีแตละไอโซเลทสามารถจัดกลุมตาม
วิธีการของ DMRT ไดเปน 6 กลุม คือ กลุมที่ 1 ประกอบดวยไอโซเลท C004 กลุมที่ 2 ประกอบดวย
ไอโซเลท K001, K002, C003 และ R002 กลุมที่ 3 ประกอบดวยไอโซเลท R001 กลุมที่ 4 
ประกอบดวยไอโซเลท R003 กลุมที่ 5 ประกอบดวยไอโซเลท C001 กลุมที่ 6 ประกอบดวย           
ไอโซเลท C002 (ตารางที่ 1) นอกจากนั้นในไอโซเลทที่แยกจากใบยูคาลิปตัสที่เปนโรคใบจุดและ
ใบไหมซ่ึงเก็บมาจากสวนปายูคาลิปตัสในบริเวณจังหวัดราชบุรีคือ ไอโซเลท R001, R002 และ 
R003 พบวามีการเจริญเติบโตใกลเคียงกัน เชนเดียวกับในไอโซเลทที่เก็บมาจากสวนปายูคาลิปตัส
ในบริเวณจังหวัดกาญจนบุรีคือ ไอโซเลท K001 และ K002 พบวามีอัตราการเจริญเติบโตใกลเคียง
กันเชนกัน แตในไอโซเลทที่เก็บจากสวนปายูคาลิปตัสในบริเวณจังหวัดฉะเชิงเทรากลับพบวามี
อัตราการเจริญที่แตกตางกัน โดยเฉพาะระหวางไอโซเลท C004 กับไอโซเลท C002 ที่มีขนาด
เสนผาศูนยกลางโคโลนีแตกตางกันถึง 3 เซนติเมตร และลักษณะโคโลนีของเชื้อรา C. eucalypti ทั้ง 
9 ไอโซเลท บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA มีความผันแปรของสีโคโลนี ลักษณะขอบโคโลนี และการ
เกาะกันของเสนใยในแตละไอโซเลทคอนขางสูง นอกจากนั้นเมื่อเล้ียงเชื้อราเปนเวลานาน ลักษณะ
โคโลนีของแตละไอโซเลทจะมีการเปลี่ยนแปลงไปคือ โคโลนีเชื้อราจะสรางเสนใยที่มีสีขาว เสนใย
สานกันหลวมๆ ฟูขึ้นเล็กนอย เสนใยลักษณะเชนนี้จะเกิดขึ้นเปนกระจุก หรือทั่วทั้งจานเลี้ยงเชื้อ ไม
มีการสรางของเหลวขนและโคนิเดีย  
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ตารางที่ 1  ขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีโดยเฉลี่ยของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti ที่
เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนเวลา 14 วัน 

 
ไอโซเลท ขนาดของโคโลนี (เซนติเมตร) 

C004 6.6a

K001 6.0ab

K002 5.7bc

C003 5.6bc

R002 5.5bc

R001 5.2cd

R003 4.6de

C001 4.1ef

C002 3.6f

 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรเหมือนกันในแนวตัง้ไมมีความแตกตางทางสถิติตามการ

วิเคราะหแบบ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
 
 2.2  รูปรางและขนาดของโคนิเดีย 
 

ลักษณะของโคนิเดียของเชื้อรา C. eucalypti พบวา รูปรางของโคนิเดียแตละไอโซเลท
มีลักษณะเหมือนกันคือ รูปรางเปนทรงกระบอกหรือรูปรี ปลายมน ฐานมนหรือเรียวแหลมอยาง
ทันทีทันใดจนถึงรอยแผลที่เกิดจากการหลุดออก ผนังหนาและใส เห็นไดชัดเจน (ภาพที่ 4ค) ขนาด
ของโคนิเดียของเชื้อรา 4 ไอโซเลท คือ R001, K001, C001 และ C002 มีคาดังแสดงในตารางที่ 2 
เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความกวางและความยาวพบวา ทั้งความกวางและความยาวไมมีความ
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ตารางภาคผนวกที่ 2 และ 3) 
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ตารางที่ 2  ขนาดของโคนิเดยีโดยเฉลีย่ของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti 
 

ขนาดของโคนิเดีย (ไมโครเมตร) 
ไอโซเลท 

ความกวาง  ความยาว 
R001 5.98a ± 1.01 13.68a ± 1.70 
K001 5.50ab ± 0.87 13.18a ± 1.46 
C001 5.58ab ± 0.91 13.63a ± 1.51 
C002 5.73ab ± 1.03 13.48a ± 2.13 

 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรเหมือนกันในแนวตัง้ไมมีความแตกตางทางสถิติตามการ

วิเคราะหแบบ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
 
3.  การคัดเลือกสายตนท่ีตานทานและออนแอของยคูาลปิตัสดวยการปลูกเชื้อ 
 
 การทดสอบความตานทานโรคของสายตนยูคาลิปตัสตอการเขาทําลายของเชื้อรา              
C. eucalypti แบงออกเปน 3 การทดลองคือ การทดลองที่ 1 เปนการปลูกเชื้อโดยตรงบนตนกลา 
(intact seedling inoculation) ดวยไอโซเลท C001, R001 และ K001 บนตนกลายูคาลิปตัสที่มีอายุ
ระหวาง 6-8 เดือนจํานวนทั้งหมด 8 สายตน คือ SF03, SF06, SF07, SF14, SF16, SF36, SF70 และ 
SF86 การทดลองที่ 2 เปนการปลูกเชื้อดวยเทคนิค detached leaf (detached leaf inoculation 1) ดวย
ไอโซเลท C001, R001 และ K001 บนใบที่สมบูรณซ่ึงตัดจากตนยูคาลิปตัส จํานวนทั้งหมด 6     
สายตน คือ SF01, SF03, SF06, SF07, SF18 และ SF94 และการทดลองที่ 3 เปนการทดลองปลูก
ดวยเทคนิค detached leaf (detached leaf inoculation 2) ดวยไอโซเลท R001 บนใบที่สมบูรณซ่ึงตัด
จากตนยูคาลิปตัสจํานวนทั้งหมด 11 สายตน คือ SF01, SF03, SF06, SF07, SF14, SF16, SF18, 
SF36, SF70, SF94 และ SF98 
 
 3.1  การทดลองปลูกเชื้อโดยตรงบนตนกลา (intact seedling inoculation) 
 

อาการของโรคที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา C. eucalypti สามารถสังเกตเห็นได
หลังปลูกเชื้อ 3-4 วัน บาดแผลมีลักษณะเปนจุดเล็กๆ สีน้ําตาล ซ่ึงเกิดจากการตายของเซลลใบ 
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บาดแผลมีการขยายขนาดขึ้นตามความออนแอของแตละสายตน ใบออนมีความออนแอตอเชื้อ
คอนขางมาก โดยในวันที่ 9 หลังจากปลูกเชื้อพบวา สายตน SF03, SF07, SF14, SF16, SF70 และ 
SF86 มีระดับอาการของโรคไมแตกตางกันมากนัก บาดแผลสวนใหญจะเปนจุดขนาดเล็กสีน้ําตาล 
มีบาดแผลขนาดใหญเพียงเล็กนอย ใบที่เปนโรคบางใบจะเกิดการเหี่ยว บางใบมีการตายของเสน
กลางใบ เนื่องจากเชื้อรามีการเจริญไปตามทอลําเลียงทําใหเซลลทอลําเลียงถูกทําลาย นอกจากนั้น
ในสายตน SF03 จะมีการตอบสนองตอการเขาทําลายของเชื้อที่ตางจากสายตนอื่นๆ คือ ใบจะเหี่ยว
และหลุดรวงคอนขางมากแมวามีจํานวนบาดแผลไมมาก สวนสายตน SF36 และ SF06 พบบาดแผล
นอยมาก (ภาพที่ 5) อุณหภูมิของกลองชื้นในเรือนเพาะชําที่ใชบมตนกลาที่ปลูกเชื้อแลวมีความผัน
แปรและมีระดับคอนขางสูงโดยเฉพาะในชวงบาย มีคาอยูระหวาง 24-33 องศาเซลเซียส  การเก็บ
ขอมูลพื้นที่ใบทั้งหมดและพื้นที่ใบที่เปนโรคในการทดลองนี้ทําในวันที่ 9 หลังจากปลูกเชื้อ เมื่อบม
ตนกลาที่เก็บขอมูลแลวไวในกลองชื้นตอไปอีกระยะหนึ่งพบวาอาการโรคจะไมพัฒนามากขึ้นแต
เกิดการรวงของใบที่ถูกเขาทําลาย  
 

การทดลองปลูกเชื้อโดยตรงในตนกลายูคาลิปตัสจํานวน 8 สายตน พบวา การทดลอง
เปรียบเทียบที่ปลูกเชื้อดวยน้ําแทน conidial suspension ไมพบอาการโรคใบจุดและใบไหมในทุก
การทดลอง เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการเกิดโรคพบความแตกตางทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญยิ่งระหวางไอโซเลทเชื้อรา (P = 0.0001) สายตนยูคาลิปตัส (P = 0.0003) และปฏิกิริยารวม
ระหวางไอโซเลทเชื้อราและสายตนยูคาลิปตัส (P = 0.003) (ตารางผนวกที่ 4) สําหรับความรุนแรง
ของเชื้อราแตละไอโซเลทสามารถพิจารณาไดจากเปอรเซ็นตการเกิดโรค โดยเมื่อจัดกลุมตามวิธีการ
ของ DMRT สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 ประกอบดวยไอโซเลท C001 มี
เปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 2.97 เปอรเซ็นต กลุมที่ 2 ประกอบดวยไอโซเลท R001 มีเปอรเซ็นต
การเกิดโรคเทากับ 1.90 เปอรเซ็นต และกลุมที่ 3 ประกอบดวยไอโซเลท K001 มีเปอรเซ็นตการเกิด
โรคเทากับ 0.87 เปอรเซ็นต จะเห็นวาความสามารถในการเขาทําลายยูคาลิปตัสในสายตน SF03, 
SF06, SF07, SF14, SF16, SF36, SF70 และ SF86 ของเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลทมีความแตกตางกัน โดย
ไอโซเลท C001 มีความรุนแรงมากที่สุด รองลงมาคือ ไอโซเลท R001 และไอโซเลท K001 มีความ
รุนแรงนอยสุด (ตารางที่ 3) สวนเปอรเซ็นตการเกิดโรคของยูคาลิปตัส 8 สายตนสามารถจัดกลุม
ตามวิธีการของ DMRT ออกไดเปน 2 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 ประกอบดวยสายตน SF07, SF14, SF86, 
SF70, SF16 และ SF03 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 2.87, 2.49, 2.44, 2.41, 2.04 และ 2.03 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ และกลุมที่ 2 ประกอบดวยสายตน SF36 และ SF06 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรค
เทากับ 0.63 และ 0.39 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4) 
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ปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตนยูคาลิปตัสตอการเขาทําลายของเชื้อรา          
C. eucalypti ในการทดลองปลูกเชื้อโดยตรงในตนกลาแบงไดเปน 4 ระดับ ตามเปอรเซ็นตการเกิด
โรคไดดังนี้ ตานทานมีคานอยกวาหรือเทากับ 1 เปอรเซ็นต คอนขางตานทานมีคา 1.1-2 เปอรเซ็นต 
คอนขางออนแอมีคา 2.1-3 เปอรเซ็นต และออนแอมีคามากกวา 3 เปอรเซ็นต จากเกณฑดังกลาว
สามารถจัดสายตนยูคาลิปตัสไดเพียง 2 ระดับ คือ ระดับคอนขางออนแอประกอบดวยสายตน SF07, 
SF14, SF86, SF70, SF16 และ SF03 และระดับตานทานประกอบดวยสายตน SF36 และ SF06 
(ตารางที่ 4) ซ่ึงการจัดกลุมสายตนตามวิธีการทางสถิติและตามปฏิกิริยาความตานทานโรคของแต
ละสายตนของยูคาลิปตัสมีความสอดคลองกัน 
 
ตารางที่ 3  ความสามารถในการกอใหเกิดโรคของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti บนยูคาลิปตัส 

8 สายตน ในการทดลอง intact seedling inoculation 
 

ไอโซเลท เปอรเซ็นตการเกิดโรค 
C001 2.97a

R001 1.90b

K001 0.87c

 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรเหมือนกันในแนวตัง้ไมมีความแตกตางทางสถิติตามการ

วิเคราะหแบบ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 4  เปอรเซ็นตการเกดิโรคโดยเฉลี่ยและปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตน           
ยูคาลิปตัสตอการเขาทําลายของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti ในการทดลอง intact 
seedling inoculation 

 
สายตน เปอรเซ็นตการเกิดโรค ปฏิกิริยาความตานทานโรค 

SF07 2.87a คอนขางออนแอ 
SF14 2.49a คอนขางออนแอ 
SF86 2.44a คอนขางออนแอ 
SF70 2.41a คอนขางออนแอ 
SF16 2.04a คอนขางออนแอ 
SF03 2.03a คอนขางออนแอ 
SF36 0.63b ตานทาน 
SF06 0.39b ตานทาน 

 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรเหมือนกันในแนวตัง้ไมมีความแตกตางทางสถิติตามการ

วิเคราะหแบบ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
 
 3.2  การทดลอง detached leaf inoculation 1 
 

อาการของโรคที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา C. eucalypti สามารถสังเกตเห็นได
หลังปลูกเชื้อ 3-4 วัน บาดแผลมีลักษณะเปนจุดเล็กๆ สีน้ําตาลถึงน้ําตาลดํา ซ่ึงเกิดจากการตายของ
เซลลใบ โดยในวันที่ 9 หลังจากปลูกเชื้อพบวา สายตน SF03 และ SF07 เกิดการตายของเซลลใบ
เปนบริเวณกวาง นอกจากนั้นยังพบเสนใยและกลุมของโคนิเดียบนผิวใบอยูเปนจํานวนมาก สวน     
สายตน SF06 และ SF94 จะมีบาดแผลสวนใหญเปนจุดขนาดเล็ก สวนบาดแผลขนาดใหญมีเพียง
เล็กนอย การเก็บขอมูลพื้นที่ใบทั้งหมดและพื้นที่ใบที่เปนโรคในการทดลองนี้ทําในวันที่ 9 หลังจาก
ปลูกเชื้อ 
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การทดลอง detached leaf inoculation 1 ในใบยูคาลิปตัสจํานวน 6 สายตน พบวา การ
ทดลองเปรียบเทียบที่ปลูกเชื้อดวยน้ําแทน conidial suspension ไมพบอาการโรคใบจุดและใบไหม
ในทุกการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการเกิดโรคพบความแตกตางทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญยิ่ง (P = 0.0001) ทั้งในระหวางไอโซเลทเชื้อรา สายตนยูคาลิปตัส และปฏิกิริยารวม
ระหวางไอโซเลทเชื้อราและสายตนยูคาลิปตัส (ตารางผนวกที่ 5) สําหรับความรุนแรงของเชื้อราแต
ละไอโซเลทสามารถพิจารณาไดจากเปอรเซ็นตการเกิดโรค โดยเมื่อจัดกลุมตามวิธีการของ DMRT 
สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 ประกอบดวยไอโซเลท R001 มีเปอรเซ็นตการเกิด
โรคเทากับ 52.07 เปอรเซ็นต สวนกลุมที่ 2 ประกอบดวยไอโซเลท K001 และ C001 มีเปอรเซ็นต
การเกิดโรคเทากับ 31.37 และ 25.02 เปอรเซ็นต จะเห็นวาความสามารถในการเขาทําลายยูคาลิปตัส
ในสายตน SF01, SF03, SF06, SF07, SF18 และ SF94 ของเชื้อราในกลุมที่ 1 มีมากกวาเชื้อราใน
กลุมที่ 2 หรือในกลุมที่ 1 มีความรุนแรงมากกวากลุมที่ 2 นั่นเอง (ตารางที่ 5) สวนเปอรเซ็นตการ
เกิดโรคของยูคาลิปตัส 6 สายตน สามารถจัดกลุมตามวิธีการของ DMRT ออกไดเปน 3 กลุม ดังนี้ 
กลุมที่ 1 ประกอบดวยสายตน SF03 และ SF07 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 78.37 และ 75 
เปอรเซ็นต ในกลุมที่ 2 ประกอบดวยสายตน SF18 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 36.26 เปอรเซ็นต 
และกลุมที่ 3 ประกอบดวยสายตน SF01, SF06 และ SF94 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 17.44, 
7.19 และ 2.67 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 6) 
 
ตารางที่ 5  ความสามารถในการกอใหเกิดโรคของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti บนยูคาลิปตัส 

6 สายตน ในการทดลอง detached leaf inoculation 1 
 

ไอโซเลท เปอรเซ็นตการเกิดโรค 
R001 52.07a

K001 31.37b

C001 25.02b

 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรเหมือนกันในแนวตัง้ไมมีความแตกตางทางสถิติตามการ

วิเคราะหแบบ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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ปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตนยูคาลิปตัสตอการเขาทําลายของเชื้อรา          
C. eucalypti ในการทดลองปลูกเชื้อดวยเทคนิค detached leaf สามารถแบงเปน 4 ระดับ ตาม
เปอรเซ็นตการเกิดโรคไดดังนี้ ตานทานมีคา 0-20 เปอรเซ็นต คอนขางตานทานมีคา 21-40 
เปอรเซ็นต คอนขางออนแอมีคา 41-60 เปอรเซ็นต และออนแอมีคา 61-100 เปอรเซ็นต จากเกณฑ
ดังกลาวสามารถจัดสายตนยูคาลิปตัสในการทดลอง detached leaf inoculation 1 ได 3 ระดับ คือ 
ระดับออนแอประกอบดวยสายตน SF03 และ SF07 ระดับคอนขางตานทานประกอบดวยสายตน 
SF18 และระดับตานทานประกอบดวยสายตน SF01, SF06 และ SF94 (ตารางที่ 6) ซ่ึงการจัดกลุม
สายตนตามวิธีการทางสถิติและตามปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตนของยูคาลิปตัสมี
ความสอดคลองกัน 
 
ตารางที่ 6  เปอรเซ็นตการเกดิโรคโดยเฉลี่ยและปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตน          

ยูคาลิปตัสตอการเขาทําลายของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti ในการทดลอง 
detached leaf inoculation 1   

 
สายตน เปอรเซ็นตการเกิดโรค ปฏิกิริยาความตานทานโรค 
SF03 78.37a ออนแอ 
SF07 75.00a ออนแอ 
SF18 36.26b คอนขางตานทาน 
SF01 17.44c ตานทาน 
SF06 7.19c ตานทาน 
SF94 2.67c ตานทาน 

 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรเหมือนกันในแนวตัง้ไมมีความแตกตางทางสถิติตามการ

วิเคราะหแบบ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
 
 3.3  การทดลอง detached leaf inoculation 2 
 

อาการของโรคที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา C. eucalypti สามารถสังเกตเห็นได
หลังจากปลูกเชื้อ 3-4 วัน บาดแผลมีลักษณะเชนเดียวกับการทดลอง detached leaf inoculation 1 
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โดยในวันที่ 9 หลังจากปลูกเชื้อ พบวาสายตน SF07, SF70 และ SF16 มีบาดแผลเปนแผลไหมขนาด
ใหญเกิดขึ้นทั่วทั้งใบ พบการตายของเซลลทอลําเลียงของเสนกลางใบ และมีกลุมของโคนิเดีย
เกิดขึ้นบนผิวใบจํานวนมาก ในสายตน SF03 และ SF14 มีบาดแผลเปนจุดขนาดใหญจํานวนมาก 
ในสายตน SF18 มีบาดแผลเปนแผลไหมที่เกิดการขยายตัวในรูปทรงไมแนนอน แตบาดแผลที่
เกิดขึ้นมีปริมาณนอยกวาในสายตน SF03 และ SF14 มาก สวนในสายตน SF01, SF94, SF98, SF36 
และ SF06 มีบาดแผลเปนจุดทั้งขนาดเล็กและใหญปริมาณเพียงเล็กนอยเทานั้น และอาจพบแผล
ไหมที่มีการขยายตัวในรูปทรงไมแนนอนแตมีปริมาณบาดแผลนอย (ภาพท่ี 6) การเก็บขอมูลพื้นที่
ใบทั้งหมดและพื้นที่ใบที่เปนโรคในการทดลองนี้ทําในวันที่ 11 หลังจากปลูกเชื้อ 

 
การทดลอง detached leaf inoculation 2 ในใบยูคาลิปตัสจํานวน 11 สายตน พบวา การ

ทดลองเปรียบเทียบที่ปลูกเชื้อดวยน้ําแทน conidial suspension ไมพบอาการโรคใบจุดและใบไหม
ในทุกการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการเกิดโรคพบวา ในแตละสายตนยูคาลิปตัสมี
ความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P = 0.0001) (ตารางผนวกที่ 6) เปอรเซ็นตการเกิดโรค
ของยูคาลิปตัส 11 สายตน สามารถจัดกลุมตามวิธีการของ DMRT ออกไดเปน 5 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 
ประกอบดวยสายตน SF07 และ SF70 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 86.5 และ 83.5 เปอรเซ็นต ใน
กลุมที่ 2 ประกอบดวยสายตน SF16 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 67.34 เปอรเซ็นต ในกลุมที่ 3 
ประกอบดวยสายตน SF03 และ SF14 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 49.67 และ 40.5 เปอรเซ็นต 
ในกลุมที่ 4 ประกอบดวยสายตน SF18 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 22.5 เปอรเซ็นต ในกลุมที่ 5 
ประกอบดวยสายตน SF01, SF94, SF98, SF36 และ SF06 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 10.5, 
6.34, 5.25, 2 และ 1.92 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 7) 
 

ปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตนยูคาลิปตัสตอการเขาทําลายของเชื้อรา   
C. eucalypti ในการทดลอง detached leaf inoculation 2 สามารถแบงเปน 4 ระดับ โดยใชเกณฑ
เดียวกับในการทดลอง detached leaf inoculation 1 จากเกณฑดังกลาวสามารถจัดสายตนยูคาลิปตัส
ได 4 ระดับ คือ ระดับออนแอประกอบดวยสายตน SF07, SF70 และ SF016 ระดับคอนขางออนแอ
ประกอบดวยสายตน SF03 และ SF14 ระดับคอนขางตานทานประกอบดวยสายตน SF18 และระดบั
ตานทานประกอบดวยสายตน SF01, SF94, SF98, SF36 และ SF06 (ตารางที่ 7) ซ่ึงการจัดกลุมสาย
ตนตามวิธีการทางสถิติและปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตนยูคาลิปตัสมีความ
สอดคลองกัน 
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ตารางที่ 7  เปอรเซ็นตการเกดิโรคโดยเฉลี่ยและปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตน           
ยูคาลิปตัสตอการเขาทําลายของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti ในการทดลอง 
detached leaf inoculation 2 

 
สายตน เปอรเซ็นตการเกิดโรค ปฏิกิริยาความตานทานโรค 

SF07 86.50a ออนแอ 
SF70 83.50a ออนแอ 
SF16 67.34b ออนแอ 
SF03 49.67c คอนขางออนแอ 
SF14 40.50c คอนขางออนแอ 
SF18 22.50d คอนขางตานทาน 
SF01 10.50de ตานทาน 
SF94 6.34de ตานทาน 
SF98 5.25de ตานทาน 
SF36 2.00e ตานทาน 
SF06 1.92e ตานทาน 

 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรเหมือนกันในแนวตัง้ไมมีความแตกตางทางสถิติตามการ

วิเคราะหแบบ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
 

การแบงกลุมตามปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตนยูคาลิปตัสตอการเขา
ทําลายของเชื้อรา C. eucalypti เพื่อใชในการศึกษาหาเครื่องหมายดีเอ็นเอจะแบงออกเปน 2 กลุม
ใหญ คือ กลุมตานทานและกลุมออนแอเทานั้น โดยจะรวมสายตนที่อยูในระดับคอนขางออนแอ
และออนแอเขาเปนกลุมออนแอ และรวมสายตนที่อยูในระดับคอนขางตานทานและตานทานเขา
เปนกลุมตานทาน เมื่อพิจารณาจากการปลูกเชื้อทั้ง 3 การทดลองสามารถจัดกลุมไดดังนี้ กลุม
ออนแอมีจํานวน 6 สายตน คือ SF03, SF07, SF14, SF16, SF70 และ SF86 และกลุมตานทานมี
จํานวน 6 สายตน คือ SF01, SF06, SF18, SF36, SF94 และ SF98 (ตารางที่ 8) 
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ก ข 

ค ง 

  
ภาพที่ 5  ระดบัความตานทานตอโรคใบจดุและใบไหมของตนกลายูคาลิปตัสที่เกิดจากการเขา

ทําลายของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti หลังจากปลกูเชื้อ 9 วัน ในการทดลอง 
intach seedling inoculation  
ก  สายตน SF07 คอนขางออนแอตอเชื้อ 
ข  สายตน SF70 คอนขางออนแอตอเชื้อ 
ค  สายตน SF36 ตานทานตอเชื้อ 
ง  สายตน SF06 ตานทานตอเชื้อ 
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ข ก 

ค ง 

ฉ จ 

 
 
ภาพที่ 6  ระดบัความตานทานตอโรคใบจดุและใบไหมของสายตนยูคาลิปตัสที่เกิดจากการเขา

ทําลายของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti หลังจากปลกูเชื้อ 11 วัน ในการทดลอง 
detached leaf inoculation 2  
ก  สายตน SF07 ออนแอตอเชื้อ 
ข  สายตน SF70 ออนแอตอเชื้อ 
ค  สายตน SF16 ออนแอตอเชื้อ 
ง  สายตน SF03 คอนขางออนแอตอเชื้อ 
จ  สายตน SF14 คอนขางออนแอตอเชื้อ 
ฉ  สายตน SF18 คอนขางตานทานตอเชื้อ 
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ซ ช 

 
 
ภาพที่ 6 (ตอ)  ระดับความตานทานตอโรคใบจุดและใบไหมของสายตนยูคาลิปตัสที่เกิดจากการเขา

ทําลายของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti หลังจากปลกูเชื้อ 11 วัน ในการ
ทดลอง detached leaf inoculation 2 
ช  สายตน SF01 ตานทานตอเชื้อ 
ซ  สายตน SF94 ตานทานตอเชื้อ 
ฌ  สายตน SF98 ตานทานตอเชื้อ 
ญ  สายตน SF36 ตานทานตอเชื้อ 
ฎ  สายตน SF06 ตานทานตอเชื้อ 

 
 

ณ ญ 

ฎ 



  

53

ตารางที่ 8  เปอรเซ็นตการเกดิโรคโดยเฉลี่ยและปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตน           
ยูคาลิปตัสตอการเขาทําลายของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti ในการทดลอง intact 
seedling inoculation และ detached leaf inoculation 1 และ 2 

 
Intact seedling inoculation Detached leaf inoculation 1 Detached leaf inoculation 2 

สายตน เปอรเซ็นต
การเกิดโรค  

ปฏิกิริยา
ความ

ตานทานโรค 

เปอรเซ็นต
การเกิดโรค  

ปฏิกิริยา
ความ

ตานทานโรค 

เปอรเซ็นต
การเกิดโรค  

ปฏิกิริยา
ความ

ตานทานโรค 

SF07 2.87a MS 75.00a S 86.50a S 
SF70 2.41a MS - - 83.50a S 
SF16 2.04a MS - - 67.34b S 
SF03 2.03a MS 78.37a S 49.67c MS 
SF14 2.49a MS - - 40.50c MS 
SF86 2.44a MS - - - - 
SF18 - - 36.26b MR 22.50d MR 
SF01 - - 17.44c R 10.50de R 
SF94 - - 2.67c R 6.34de R 
SF98 - - - - 5.25de R 
SF36 0.63b R - - 2.00e R 
SF06 0.39b R 7.19c R 1.92e R 

 C.V. (%) = 64.12 C.V. (%) = 42.68 C.V. (%) = 32.72 
 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรเหมือนกันในแนวตัง้ไมมีความแตกตางทางสถิติตามการ

วิเคราะหแบบ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
โดย S = ออนแอ, MS = คอนขางออนแอ, MR = คอนขางตานทาน และ R = ตานทาน 
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4.  การออกแบบ sequence-tagged sites primer 
 
 การคนหาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ PR-protein และยีนตานทานโรคของพืช จาก
ฐานขอมูล GenBank สามารถหา accession number ของลําดับนิวคลีโอไทดที่ใชในการเปรียบเทียบ
ความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของ PR-protein และยีนตานทานโรคของพืชไดดังตารางที่ 9  
 
ตารางที่ 9  Accession number ของลําดับนวิคลีโอไทดที่ใชในการเปรยีบเทียบความคลายคลึง

ระหวางกลุมสายนวิคลีโอไทด (multiple sequence alignment) ของ PR-protein และยนี
ตานทานโรคของพืชจากฐานขอมูล GenBank 

 
ช่ือ Accession Number 

PR1 M69248, M69247, A22635, AJ001627, AJ250136, A22636, X05454, 
D90196, D90197, AF053343, X71592, Z46947, U21849, U70666, U64806 
และ M90508 

PR2 AJ133470, AY325498, AF311749, A26453, A26451, S51479, U01900, 
U01901, M80608, AF239617, AY353062, AF435089, AJ000081, AJ810085, 
U41323, AY086134, X77990, U49454 และ AF435088 

PR5 X67244, M21346, AF093743, X95308, AF178653, X89008, AJ010502, 
X65700, X72927, X03913, AY007309, AY093595, AJ277064, D76437, 
AF003007 และ AF516207 

PR8 Z11564, Z11563, AF097660, AF134347, AF309514, Z68123, M34107, 
AB006071, AB006070, AF184884, S66038, AF082284, 
AF241266,  M24365, D49953, AB007127,  AB007126, X70660, Y16415 
และ D11335 

PR9 J02979, AB087838, M74103, NM_101321, AY098531 และ L36093 

PR10 AY433943, U31669, X13383, AF456481, AB070618, AJ000108, AF002278, 
AF002277, X98688, U48862, X12573, X12574,  AJ417550, AJ289770, 
Z15128, Y08641, X98867, X61365 และ AJ311050 

PR12 U18557, U18556, X97319, NM_106233, AY383485, U59459, AJ311046, 
และ X91916 
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ตารางที่ 9 (ตอ)   
 

ช่ือ Accession Number 
PR14 AY621634, AY621632, AY621633, AY621631, AF151214, X96716, 

AJ002958, U72765, AY300806, AY300807, AF467946, AF467945, 
AY395741, AF465408, AY059472, U66465, D13952, U81996, AF525363, 
AF525362, AF519812, U66466, X62395, AF044204, AY507141, AF531366, 
AF195863, AF228333, AF195865 และ X92748 

PR15 AK117308, AF417299, AY116170, AY116169, AY116168, AY116167, 
AY084870, X91957, L15737, M63223 และ M63224 

PR16 AF051156, AF032975, Y15962, U21743, U75206, U79114, U81162, 
U75188, U75195, X84786, AJ222979, AJ276491 และ D45425 

Chitinase chitinase type I: AF335589, X51599, S44869, AB008892, AJ301671, 
Z68152, AJ291505, AF153195, Z15139, U83591, Z15140, X16938,  
X64519, X64518,  X15494,  X14133, M38240, M95835, M25336,  M25337, 
U30324, L22032,  M13968,  S43926, X63899, L37876 และ X88800  
chitinase type II: AJ291505, X82329, X82330, AF141373, AF141372, 
U30465, AF147091, Z15141,  Z15139,  M29868, M29869, X51427 X67693 
 chitinase type IV: U52845, U52846, U52848, U52847, U97521, U97522, 
Z46948,  Z46950,  A23392,  L25826, X61488 และ X57187 

ยีนตานทาน
โรคของพืช 

ยีนตานทานโรคของพืชที่ไมมี TIR domain: U65391, AF039682, AF004878, 
AF004879, AF118127, AF487823, AF074916, AF089710, AF089711, 
U12860, U14158, X87851, AF209732, AF202179, AF195939, AJ457051, 
AJ249448, AF502080, AF105140, AF105139, AF060192, U97223, U97224, 
U97225, U97226, U19616, U97217, AJ298883, AJ298884, AJ298885, 
AJ298886, AJ298888, AJ298890, AJ298891, AJ298892, AJ307991, 
AY369228, AY187297, AY187296, AY187298, AY187299 และ AY187300  
ยีนตานทานโรคของพืชที่มี TIR domain: U15605, U73916, AF093645,  
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ตารางที่ 9 (ตอ)   
 

ช่ือ Accession Number 
ยีนตานทาน
โรคของพืช 

U27081, AF098962, AF098964, AJ243468, AF039377, AF116848, 
AJ009720, AJ009719, U55803, U55804, U55805, U55810, U55806, U55807, 
U55808, U55811, U55809, NM_180323 และ NM_114331 

 
 สวนอนุรักษของลําดับนิวคลีโอไทดในยีน PR1, PR2, PR5, PR8, PR9, PR10, PR12, 
PR14, PR15, PR16, chitinase และยีนตานทานโรคของพืชถูกนํามาใชออกแบบไพรเมอร โดยเลือก
สายนิวคลีโอไทดตัวแทนของแตละยีนมาหนึ่งสาย ซ่ึงมี accession number ของแตละยีนที่เลือกมา
ออกแบบไพรเมอรดังแสดงไวในตารางที่ 10 นอกจากยีนดังกลาวยังใชยีนที่เกี่ยวของกับการปองกัน
อ่ืนๆ มาออกแบบไพรเมอร โดยมี accession number ของแตละยีนที่เลือกมาดังแสดงในตารางที่ 10 
 
 ไพรเมอรที่ออกแบบไดทั้งหมด 35 คู สามารถแยกเปน 3 กลุมใหญ คือ กลุมที่ 1 ไพรเมอรที่
ออกแบบไดจาก PR-protein จํานวน 12 คู ประกอบดวยคูไพรเมอร PR1, PR2, PR5, PR8, PR9, 
PR10, PR12, PR14, PR15, PR16, Chi, และ Rcht2 กลุมที่ 2 ไพรเมอรที่ออกแบบไดจากยีนตานทาน
โรคของพืชจํานวน 4 คู ประกอบดวยคูไพรเมอร RPS2, Pib, Xa1, และ XA21 และกลุมที่ 3         
ไพรเมอรที่ออกแบบไดจากยีนที่ เกี่ยวของกับการปองกันและเกี่ยวของกับการทนทานตอ
ความเครียดจํานวน 19 คู ประกอบดวยคูไพรเมอร I-SOD, CBP, APX1, SalT, C/Z-SOD, APX2, 
CatB, OsMADS45, ATPase, Rab21, Waxy, ATN, Fe, Fe1, Fe2, IRT, MY1, ZIP1 และ ZIP4  
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ตารางที่ 10  ยีน PR-protein, ยีนตานทานโรค และยีนที่เกี่ยวของกับการปองกันอื่นๆ ของพืช ที่ใช
ในการออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม Primer3 เพื่อใชในการหาเครื่องหมายดเีอ็นเอ 

   

ลําดับ ช่ือคูไพรเมอร คุณสมบัติ GenBank Accession No. 

1 PR1 antifungal D90196 
2 PR2 ß-1,3-glucanase AF435089 
3 PR5 thaumatin-like protein X89008 
4 PR8 chitinase type III AF241266 
5 PR9 lignin forming peroxidase NM101321 
6 PR10 ribonuclease-like X61365 
7 PR12 defensin X91916 
8 PR14 lipid-transfer protein AY395741 
9 PR15 oxalate oxidase X91957 
10 PR16 oxalate oxidase-like U75206 
11 Chi chitinase X16938 
12 Rcht2 chitinase (Rcht2) gene L40336 
13 RPS2 RPS2 U12860 
14 Pib Pib AB013448 
15 Xa1 XA1 AB002266 
16 Xa21 receptor kinase-like protein gene U37133 
17 I-SOD iron-superoxide dismutase AB014056 
18 CBP calcium-binding protein AB021259 
19 APX1 ascorbate peroxidase AB050724 
20 SalT salT AF001395 
21 C/Z-SOD copper/zinc-superoxide dismutase D00999 
22 APX2 ascorbate peroxidase D45423 
23 CatB CatB gene (catalase) D64013 
24 OsMADS45 MADS box protein U31994 
25 ATPase Ca2+-ATPase U82966 
26 Rab21 Water-stress inducible protein Y00842 
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ตารางที่ 10 (ตอ)   
 

ลําดับ ช่ือคูไพรเมอร คุณสมบัติ GenBank Accession No. 

27 Waxy Waxy gene X64108 
28 ATN Metal transporter Q9SAH8 
29 Fe Yellow Stripe1 AF186234 
30 Fe1 Yellow Stripe1 AF186234 
31 Fe2 Yellow Stripe1 AF186234 
32 IRT Zrt-Irt related protein NM179215 
33 MY1 Maize Yellow Stripe1 - 
34 ZIP1 Zinc transporter AF033535 
35 ZIP4 Metal transporter NM100972 

 
 ไพรเมอรทั้ง 35 คู สามารถที่จะเพิ่มจํานวนคูไพรเมอรไดโดยการสลับคูระหวาง forward 
primer และ reverse primer ของคูไพรเมอร RPS2, Pib และ Xa1 เนื่องจากเปนไพรเมอรที่ออกแบบ
มาจากยีนตานทานโรคของพืชที่อยูกลุมเดียวกันและการจัดเรียงตัวของยีนตานทานโรคในจีโนมจะ
อยูเปนกลุมๆ ไพรเมอรทั้ง 3 คู จึงสามารถนํามาสลับคูระหวางกันได จึงทําใหเกิดคูไพรเมอรใหมอีก 
6 คู คือ RP, PR, PX, XP, RX และ XR (ตารางที่ 11) ดังนั้นไพรเมอรที่ใชศึกษาในครั้งนี้จึงมีทั้งหมด 
41 คู 
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ตารางที่ 11  ไพรเมอรที่ไดจากสลับคูระหวาง forward primer และ reverse primer ของคูไพรเมอร 
RPS2, Pib และ Xa1 เพื่อใชในการหาเครื่องหมายดเีอ็นเอ 

 
ลําดับ ช่ือไพรเมอร Forward primer Reverse primer 

1 RP RPS2 Pib 
2 PR Pib RPS2 
3 PX Pib Xa1 
4 XP Xa1 Pib 
5 RX RPS2 Xa1 
6 XR Xa1 RPS2 

 
5.  การทําปฏกิิริยา PCR 
 
 ดีเอ็นเอของยูคาลิปตัสที่สกัดโดยใชวิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Agrawal et al. (1992) 
พบวามีปริมาณมากพอและมีคุณภาพดี ไมมีอารเอ็นเอและโปรตีนปนในดีเอ็นเอที่สกัดได และยัง
สามารถใชทําปฏิกิริยา PCR ไดดี 
 
 ปฏิกิริยา PCR ที่ใชในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอมี 2 สูตร คือ ปฏิกิริยาที่ 1 มีปริมาตร
รวม 20 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม, dNTP 0.2 มิลลิโมลาร, 10X PCR buffer 
(รวมแมกนีเซียมไอออน 20 มิลลิโมลาร) 1 เทา, forward primer และ reverse primer อยางละ 5       
พิโคโมล, YEA DNA Polymerase 0.5 ยูนิต และปรับปริมาตรใหครบดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ สวน
ปฏิกิริยาที่ 2 มีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 133 นาโนกรัม, dNTP 0.2        
มิลลิโมลาร, 10X PCR buffer (รวมแมกนีเซียมไอออน 20 มิลลิโมลาร) 1 เทา, forward primer และ 
reverse primer อยางละ 6.7 พิโคโมล, YEA DNA Polymerase 0.67 ยูนิต และปรับปริมาตรใหครบ
ดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ สําหรับปฏิกิริยา PCR ที่เหมาะสมและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการจับตัวของ
ไพรเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบของไพรเมอรทั้ง 41 คู ไดแสดงไวในตารางที่ 12  
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ตารางที่ 12  ปฏิกิริยา PCR และอุณหภูมิที่เหมาะสมของไพรเมอรที่จับตัวกับดเีอ็นเอตนแบบ 
(annealing temperature) ของไพรเมอรทั้ง 41 คู 

 

ลําดับ ช่ือไพรเมอร ปฏิกิริยา 
PCR 

Ta 
(°C) ลําดับ ช่ือไพรเมอร ปฏิกิริยา 

PCR 
Ta 

(°C) 
1 PR1 2 50 22 APX2 - - 
2 PR2 2 50 23 CatB - - 
3 PR5 2 45 24 OsMADS45 1 45 
4 PR8 2 45 25 ATPase 2 45 
5 PR9 1 52 26 Rab21 1 50 
6 PR10 2 45 27 Waxy 2 45 
7 PR12 2 50 28 ATN 2 45 
8 PR14 2 45 29 Fe - - 
9 PR15 2 45 30 Fe1 1 50 
10 PR16 2 45 31 Fe2 1 50 
11 Chi 1 50 32 IRT 1 50 
12 Rcht2 2 50 33 MY1 1 50 
13 RPS2 1 50 34 ZIP1 2 45 
14 Pib 2 45 35 ZIP4 - - 
15 Xa1 2 45 36 RP 2 45 
16 Xa21 2 45 37 PR 2 45 
17 I-SOD 2 45 38 PX 2 45 
18 CBP 2 50 39 XP 2 45 
19 APX1 1 45 40 RX 2 45 
20 SalT - - 41 XR 2 45 
21 C/Z-SOD 1 50     

 
หมายเหต ุ สัญลักษณ – แสดงวาไพรเมอรไมสามารถเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยา PCR 
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6.  การตรวจหาแถบดีเอ็นเอที่แตกตางระหวางกลุมสายตนออนแอและตานทาน 
 
 การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรทั้ง 41 คู พบวา มีคู       
ไพรเมอรที่ไมสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา PCR มีทั้งหมด 5 คู คือ คูไพรเมอร 
SalT, APX2, CatB, Fe และ ZIP4 สวนไพรเมอรที่เหลืออีก 36 คู พบวา สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นสวน
ดีเอ็นเอได และเมื่อแยกขนาดดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสพบวา ในอะกาโรสเจล
สามารถตรวจสอบไดเพียง 33 คู โดยมีไพรเมอร 3 คู ประกอบดวย คูไพรเมอร XA21, CBP และ 
Zip1 ที่ไมสามารถตรวจสอบไดหรือตรวจสอบไดไมดีในอะกาโรสเจล แตยังสามารถตรวจสอบได
ในโพลีอะครีลาไมดเจล 
 
 6.1  การแยกขนาดดีเอน็เอดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 

คูไพรเมอรที่ตรวจสอบไดในอะกาโรสเจลทั้ง 33 คู พบวา คูไพรเมอรที่ใหแถบดีเอ็นเอ
ที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง (monomorphic band) มีทั้งหมด 4 คู คือ คูไพรเมอร PR9, Chi, 
APX1 และ Fe2 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 900, 850, 800 และ 590 คูเบส ตามลําดับ คูไพรเมอรที่ใหแถบ
ดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกันในบางตัวอยาง (polymorphic band) มีทั้งหมด 29 คูไพรเมอร คือ คู  
ไพรเมอร PR1, PR2, PR5, PR8, PR10, PR12, PR14, PR15, PR16, Rcht2, RPS2, Pib, Xa1, I-SOD, 
C/Z-SOD, OsMADS45, ATPase, Rab21, Waxy, ATN, Fe1, IRT, MY1, RP, PR, PX, XP, RX และ 
XR โดยมีลักษณะของแถบดีเอ็นเอดังนี้ คูไพรเมอร PR1 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 850 คูเบส ปรากฏ
เหมือนกันในทุกตัวอยาง และพบแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางขนาด 380 คูเบส แตเปนแถบดีเอ็นเอ
ที่คอนขางจาง, คูไพรเมอร PR2 พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 4 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกนั
ในทุกตัวอยาง 2 แถบ ขนาด 270 และ 600 คูเบส แถบดีเอ็นเอขนาด 490 คูเบส ซ่ึงพบเฉพาะใน    
สายตน SF06 และแถบดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบส ซ่ึงพบเฉพาะในสายตน SF94 และ SF98, คู       
ไพรเมอร PR 5 พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 7 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 
แถบ ขนาด 120 คูเบส และแถบที่เหลือเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตาง มีขนาด 210, 350, 420, 535, 700 
และ 870 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร PR8 พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 3 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่
แตกตางทั้งหมด มีขนาด 150, 220 และ 600 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร PR10 พบแถบดีเอ็นเอ
ทั้งหมด 8 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 แถบ ขนาด 580 คูเบส และ
แถบที่เหลือเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตาง มีขนาด 150, 290, 300, 510, 650, 900  และ 1000 คูเบส 
ตามลําดับ, คูไพรเมอร PR12 พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 8 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางทั้งหมดมี
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ขนาด 90, 200, 290, 300, 460, 645, 660 และ 1020 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร PR14 พบแถบ      
ดีเอ็นเอทั้งหมด 6 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางทั้งหมดมีขนาด 350, 415, 440, 650, 1100 และ 
1350 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร PR15 พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 4 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ
เหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 แถบ ขนาด 310 คูเบส และแถบที่เหลือจะเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมี
ขนาด 1000, 1400 และ 1600 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร PR16 พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 5 แถบ 
เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 แถบ ขนาด 270 คูเบส และแถบที่เหลือจะเปน
แถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 480, 640, 770 และ 1590 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร Rcht2 พบ
แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 2 แถบที่ชัดเจน เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยางมีขนาด 180 
คูเบส และเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 545 คูเบส, คูไพรเมอร RPS2 พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 
5 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 แถบ ขนาด 510 คูเบส และแถบที่เหลือ
จะเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 240, 290, 650 และ 750 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร Pib พบ
แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 6 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 2 แถบ ขนาด 510 
และ 750 คูเบส และแถบที่เหลือเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 400, 925, 1100 และ 1490 คูเบส 
ตามลําดับ, คูไพรเมอร Xa1 พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 7 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันใน
ทุกตัวอยาง 1 แถบ ขนาด 260 คูเบส และแถบที่เหลือเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 340, 400, 
500, 580, 850 และ 1000 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร I-SOD พบแถบดีเอ็นเอที่แตกตาง 1 แถบ 
ขนาด 450 คูเบส ในสายตน SF01 และ SF06, คูไพรเมอร C/Z-SOD พบแถบดีเอ็นเอที่แตกตาง 2 
แถบ ขนาด 660 และ 1490 คูเบส, คูไพรเมอร OsMADS45 พบแถบดีเอ็นเอที่แตกตาง 2 แถบ ขนาด 
300 และ 640 คูเบส, คูไพรเมอร ATPase พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 4 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ
เหมือนกันในทุกตัวอยาง 3 แถบ ขนาด 290, 450 และ 600 คูเบส และแถบที่เหลือเปนแถบดีเอ็นเอที่
แตกตางมีขนาด 400 คูเบส, คูไพรเมอร Rab21 พบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางทั้งหมด 5 แถบ ขนาด 200, 
400, 510, 640 และ 850 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร Waxy พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 7 แถบ เปน
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 3 แถบ ขนาด 320, 440 และ 1550 คูเบส และแถบที่
เหลือจะเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 210, 510, 600 และ 850 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร 
ATN พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 4 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 แถบ 
ขนาด 660 คูเบส และแถบที่เหลือเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 400, 510 และ 1300 คูเบส 
ตามลําดับ, คูไพรเมอร Fe1 พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 7 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันใน
ทุกตัวอยาง 2 แถบ ขนาด 180 และ 510 คูเบส และแถบที่เหลือจะเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 
340, 450, 560, 640 และ 670 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร IRT พบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางทั้งหมด 5 
แถบ มีขนาด 100, 150, 300, 350 และ 500 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร MY1 พบแถบดีเอ็นเอที่
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แตกตางทั้งหมด 3 แถบ มีขนาด 450, 640 และ 1000 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร RP พบแถบ        
ดีเอ็นเอทั้งหมด 3 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 แถบ ขนาด 650 คูเบส 
และแถบที่เหลือจะเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 850 และ 1100 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร 
PR พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 3 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 แถบ ขนาด 
195 คูเบส และแถบที่เหลือจะเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 300 และ 400 คูเบส ตามลําดับ, คู
ไพรเมอร PX พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 6 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 
แถบ ขนาด 610 คูเบส และแถบที่เหลือจะเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 240, 700, 850, 925   
และ 1170 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร XP พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 7 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่
ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 แถบ ขนาด 260 คูเบส และแถบที่เหลือจะเปนแถบดีเอ็นเอที่
แตกตางมีขนาด 350, 700, 860, 1000, 1280 และ 1300 คูเบส ตามลําดับ, คูไพรเมอร RX พบแถบ    
ดีเอ็นเอทั้งหมด 4 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 2 แถบ ขนาด 100 และ 
190 คูเบส และแถบที่เหลือจะเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 500 และ 510 คูเบส ตามลําดับ, คู
ไพรเมอร XR พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 7 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกันในทุกตัวอยาง 1 
แถบ ขนาด 190 คูเบส และแถบที่เหลือจะเปนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมีขนาด 100, 260, 300, 510, 
650 และ 790 คูเบส ตามลําดับ 
 

ไพรเมอรทั้ง 29 คู ที่มีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางพบวามีคูไพรเมอรที่ใหแถบดีเอ็นเอที่
แตกตางระหวางกลุมสายตนตานทานและออนแอที่ตรวจสอบไดในอะกาโรสเจลจํานวน 4 คู คือ คู
ไพรเมอร PR5, Pib, Xa1 และ ATN และสวนที่เหลืออีก 25 คู ที่ประกอบดวย คูไพรเมอร PR1, PR2, 
PR8, PR10, PR12, PR14, PR15, PR16, Rcht2, RPS2, I-SOD, C/Z-SOD, OsMADS45, ATPase, 
Rab21, Waxy, Fe1, IRT, MY1, RP, PR, PX, XP, RX และ XR ไมพบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน
ระหวางกลุมสายตนตานทานและออนแอ 
 
 6.2  การแยกขนาดดีเอน็เอดวยเทคนิคโพลีอะครีลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 

คูไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดดวยปฏิกิริยา PCR ทั้ง 36 คู จะนํามา
ตรวจสอบในโพลีอะครีลาไมดเจลเพียง 32 คู โดยไมนําไพรเมอรที่ใหแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ
เหมือนกันในทุกตัวอยางในอะกาโรสเจล คือ คูไพรเมอร PR9, Chi, APX1 และ Fe2 มาตรวจสอบ
ในโพลีอะครีลาไมดเจลอีก จากคูไพรเมอรทั้ง 32 คู ประกอบดวยคูไพรเมอร PR1, PR2, PR5, PR8, 
PR10, PR12, PR14, PR15, PR16, Rcht2, RPS2, Pib, Xa1, Xa21, I-SOD, CBP, C/Z-SOD, 
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OsMADS45, ATPase, Rab21, Waxy, ATN, Fe1, IRT, MY1, ZIP1, RP, PR, PX, XP, RX และ XR 
จากคูไพรเมอรทั้ง 32 คู พบวา มีคูไพรเมอรที่ใหแถบดีเอ็นเอที่แตกตางระหวางกลุมสายตนตานทาน
และออนแอเพิ่มจากที่ตรวจสอบไดในอะกาโรสเจล (คูไพรเมอร PR5, Pib, Xa1 และ ATN) คือ คู
ไพรเมอร PR5 และ RPS2 สวนไพรเมอรอีก 26 คู ไมพบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันระหวางกลุมสาย
ตนตานทานและออนแอ  
 
7.  ความคลายคลึงและความสัมพันธของยคูาลิปตัสท่ีไดจากขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอ 
 
 ลายพิมพดีเอ็นเอของสายตนยูคาลิปตัส 12 สายตน ที่ไดจากการแยกขนาดดวยเทคนิค
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสบนโพลีอะครีลาไมดเจลโดยใชคูไพรเมอรทั้งหมด 32 คู พบวา มีคูไพรเมอรที่
ใหแถบ ดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกันระหวางแตละสายตนยูคาลิปตัส จํานวน 28 คู คือ คูไพรเมอร 
PR1, PR2, PR5, PR8, PR10, PR12, PR14, PR15, PR16, Rcht2, RPS2, Pib, Xa1, Xa21, I-SOD, 
CBP, C/Z-SOD, OsMADS45, Rab21, Waxy, ATN, Fe1, IRT, MY1, ZIP1, PN, NP และ XN โดยมี
แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางรวมทั้งสิ้น 103 แถบ ที่ใชเปนขอมูลการปรากฏและไมปรากฏแถบ    
ดีเอ็นเอ ซ่ึงเมื่อนําไปวิเคราะหความคลายคลึงดวยโปรแกรม NTSYSpc version 2.01e (Rohlf, 1993) 
จะใหคาออกมาเปนดัชนีความเหมือน (similarity index) (ตารางที่ 13) โดยพบวา ในสายตน SF03, 
SF07, SF14, SF16 และ SF70 ที่เปนสายตนออนแอจะมีคาดัชนีความเหมือนระหวางกันมากกวา 95 
เปอรเซ็นต สวนสายตน SF86 ที่เปนสายตนออนแออีกหนึ่งสายตนจะมีคาดัชนีความเหมือน
ประมาณ 50 เปอรเซ็นตกับสายตนออนแออื่นๆ สวนในระหวางสายตนตานทานจะพบวา SF18 
และ SF01 มีคาดัชนีความเหมือนกัน 100 เปอรเซ็นตและ SF94 และ SF98 จะมีคาดัชนีความ
เหมือนกันมากกวา 90 เปอรเซ็นต นอกจากนั้นในระหวางสายตนตานทานอื่นๆ จะมีความ
เหมือนกันไมมากเทาใดนัก และจากดัชนีความเหมือนนําไปจัดกลุมตัวอยางดวยวิธี UPGMA โดย
แสดงผลในรูปแบบของ dendrogram (ภาพที่ 7) ซ่ึงพบวา ที่ระดับความเหมือน 34 เปอรเซ็นต     
สายตนตานทานทั้งหมดจะอยูในกลุมเดียวกัน และสายตนออนแอทั้งหมดจะอยูในกลุมเดียวกัน
เชนกัน ซ่ึงผลจาก dendrogram นี้มีความสอดคลองกับการจัดกลุมตามปฏิกิริยาความตานทานโรค
ของแตละสายตนยูคาลิปตัสตอการเขาทําลายของเชื้อรา C. eucalypti 
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ตารางที่ 13  คาดัชนีความเหมือนที่ไดจากขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอบนโพลีอะครีลาไมดเจลของ            
ยูคาลิปตัส 12 สายตน จากคูไพรเมอรทั้งหมด 28 คู 

 
สาย
ตน 

SF03 SF07 SF14 SF16 SF70 SF86 SF18 SF01 SF06 SF36 SF94 SF98 

SF03 1.000            
SF07 0.971 1.000           
SF14 0.962 0.991 1.000          
SF16 0.952 0.981 0.972 1.000         
SF70 0.971 0.962 0.972 0.962 1.000        
SF86 0.545 0.569 0.563 0.569 0.520 1.000       
SF18 0.236 0.265 0.281 0.265 0.234 0.561 1.000      
SF01 0.236 0.265 0.281 0.265 0.234 0.561 1.000 1.000     
SF06 0.378 0.366 0.362 0.344 0.352 0.414 0.571 0.571 1.000    
SF36 0.350 0.337 0.333 0.313 0.321 0.312 0.386 0.386 0.529 1.000   
SF94 0.375 0.384 0.400 0.364 0.371 0.495 0.577 0.577 0.524 0.405 1.000  
SF98 0.364 0.392 0.408 0.392 0.380 0.521 0.617 0.617 0.552 0.442 0.946 1.000 
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ภาพที่ 7  Dendrogram ของสายตนยูคาลิปตัสที่ไดจากขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอบนโพลีอะครีลาไมด
เจลโดยใชคูไพรเมอรทั้งหมด 28 คู 

 
8.  เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่สามารถแยกระหวางสายตนตานทานและออนแอตอเชื้อรา C.  eucalypti 
  
 คูไพรเมอรที่ใหเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถแยกกลุมระหวางสายตนตานทานและสายตน
ออนแอมีทั้งหมด 5 คู คือ คูไพรเมอร PR5, NBS, Pib, Xa1 และ ATN ซ่ึงใหเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ทั้งหมด 6 ชนิด โดยคูไพรเมอร PR5 ใหเครื่องหมายดีเอ็นเอ 2 ชนิด โดยเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
พบเฉพาะในสายตนตานทานมี 3 ชนิด คือ เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1, Ce2 และ Ce3 ซ่ึงเครื่องหมาย  
ดีเอ็นเอ Ce1 ไดมาจากคูไพรเมอร PR5 เปนแถบดีเอ็นเอที่ตรวจสอบไดในโพลีอะครีลาไมดเจลมี
ขนาด 220 คูเบส (ภาพที่ 8ก) เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 ไดมาจากคูไพรเมอร RPS2 เปนแถบดีเอ็นเอ
ที่ตรวจสอบไดในโพลีอะครีลาไมดเจลมีขนาด 750 คูเบส (ภาพที่ 8ข) และเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce3 
ไดมาจากคูไพรเมอร Pib เปนแถบดีเอ็นเอที่ตรวจสอบไดในอะกาโรสเจลมีขนาด 420 คูเบส      
(ภาพที่ 9ก) ในสวนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่พบเฉพาะในสายตนออนแอมี 3 ชนิด คือ เครื่องหมาย      
ดีเอ็นเอ Ce4, Ce5 และ Ce6 โดยท่ีเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 ไดมาจากคูไพรเมอร Xa1 เปนแถบ       
ดีเอ็นเอที่ตรวจสอบไดในอะกาโรสเจลมีขนาด 340 คูเบส (ภาพที่ 9ข), เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce5 
ไดมาจากคูไพรเมอร PR5 เปนแถบดีเอ็นเอที่ตรวจสอบไดในอะกาโรสเจลมีขนาด 420 คูเบส      
(ภาพที่ 9ค) และเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce6 ไดมาจากคูไพรเมอร ATN เปนแถบดีเอ็นเอที่ตรวจสอบ
ไดในอะกาโรสเจลมีขนาด 510 คูเบส (ภาพที่ 9ง) 
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  ก            สายตนออนแอ      สายตนตานทาน 

           

เครื่องหมายดีเอ็นเอ  
Ce1 

  ข            สายตนออนแอ       สายตนตานทาน 

           

เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
Ce2 

 
ภาพที่ 8  ลายพิมพดีเอ็นเอบนโพลีอะครีลาไมดเจล โดยชอง 1-12 คือ SF03, SF07, SF14, SF16, 

SF70, SF86, SF18, SF01, SF06, SF36, SF94 และ SF98 
 ก  เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 ขนาด 220 คูเบส พบเฉพาะในสายตนตานทาน  
 ข  เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 ขนาด 750 คูเบส พบเฉพาะในสายตนตานทาน 
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      ก                        สายตนออนแอ         สายตนตานทาน 

 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
Ce3 

      ข          สายตนออนแอ       สายตนตานทาน 

 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
Ce4 

      ค                 สายตนออนแอ         สายตนตานทาน 

 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
Ce5 

 
ภาพที่ 9  ลายพิมพดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล โดยชอง 1-12 คือ SF03, SF07, SF14, SF16, SF70, 

SF86, SF18, SF01, SF06, SF36, SF94 และ SF98 
ก  เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce3 ขนาด 420 คูเบส พบเฉพาะในสายตนตานทาน  
ข  เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 ขนาด 340 คูเบส พบเฉพาะในสายตนออนแอ 
ค  เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce5 ขนาด 420 คูเบส พบเฉพาะในสายตนออนแอ 
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      ง  สายตนออนแอ         สายตนตานทาน 

 

 
ภาพที่ 9 (ตอ)  ลายพิมพดีเอน็เอบนอะกาโรสเจล โดยชอง 1-12 คือ SF03, SF

SF86, SF18, SF01, SF06, SF36, SF94 และ SF98 
ง  เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce6 ขนาด 510 คูเบส พบเฉพาะในสาย

 

  
 
ภาพที่ 10  ลายพิมพดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลที่ไดจากคูไพรเมอร RPS2 โดยใ

750 คูเบส ที่ไดจากการสกัดดีเอ็นเอออกจากโพลีอะครีลาไมดเจลม
ตนแบบในปฏิกิริยา PCR โดยชอง 1-6 คือ SF01, SF06, SF18, SF

 
 
 
 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ
Ce6 
 

07, SF14, SF16, SF70, 

ตนออนแอ  

ร 
แถบดีเอ็นเอทีต่องกา
ชแถบดีเอ็นเอขนาด 
าใชเปนดีเอ็นเอ

36, SF94 และ SF98 
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9.  การโคลนแถบดีเอ็นเอและการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถแยกกลุมระหวางสายตนตานทานและออนแอที่นํามาโคลน
แถบดีเอ็นเอและหาลําดับนิวคลีโอไทดประกอบดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1, Ce2, Ce3 และ Ce4 
โดยเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 สามารถโคลนแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 220 คูเบส ในสายตน SF01, 
SF06, SF18, SF36, SF94 และ SF98 เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 สามารถโคลนแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 750 คูเบส ในสายตน SF01 และ SF36 เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce3 สามารถโคลนแถบ         
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 420 คูเบส ในสายตน SF01, SF06, SF18, SF36, SF94 และ SF98 
เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 สามารถโคลนแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 340 คูเบส ในสายตน SF03, 
SF07, SF14, SF16, SF70 และ SF86 นอกจากนั้นในคูไพรเมอร Xa1 นี้ ยังโคลนแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 400 คูเบส ในสายตน SF01, SF06, SF18, SF94 และ SF98 และแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 340 และ 500 คูเบส ในสายตน SF36 เมื่อสงหาลําดับนิวคลีโอไทดพบวา ลําดับ                 
นิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 ในสายตน SF01, SF06, SF18, SF36 และ SF98 มีความ
ยาว 179 คูเบส และในสายตน SF94 มีความยาว 176 คูเบส เมื่อนําไปเปรียบเทียบความเหมือน
ระหวางสายนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของสายตน SF01, 
SF06, SF18, SF36, SF94 และ SF98 มีความเหมือนระหวางกันสูงโดยมีคา aligned score ตั้งแต 94 
ขึ้นไป (ภาพที่ 11) ลําดับนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 ที่ไดจากสายตน SF01 และ 
SF36 มีความยาว 582 และ 538 คูเบส โดยสายนิวคลีโอไทดทั้ง 2 สาย มีความเหมือนระหวางกันสูง
โดยมีคา aligned score เทากับ 99 จะเห็นวาเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 เปนแถบดีเอ็นเอที่ยาวประมาณ 
750 คูเบส แตการหาลําดับเบสในครั้งหนึ่งจะหาลําดับไดยาวประมาณ 500-600 เบส จึงทําใหหา
ลําดับนิวคลีโอไทดไมไดทั้งหมดใน 1 คร้ัง ซ่ึงเมื่อนําไปเปรียบเทียบความเหมือนกับยีนใน
ฐานขอมูล GenBank พบวาไมมีความเหมือนกับยีนที่ออกแบบมาจึงไมไดทําการหาลําดับ               
นิวคลีโอไทดจนครบทั้งสาย (ภาพที่ 12) ลําดับนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce3 ในสาย
ตน SF06 และ SF36 มีความยาว 400 คูเบส สายตน SF18, SF94 และ SF98 มีความยาว 399 คูเบส 
และสายตน SF01 มีความยาว 360 คูเบส เมื่อนําไปเปรียบเทียบความเหมือนระหวางสาย                  
นิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce3 พบวา ในสายตน SF06, SF18, SF36, SF94 และ SF98 มี
ความเหมือนระหวางกันคอนขางสูงโดยมีคา aligned score ตั้งแต 77 ขึ้นไป สวนในสายตน SF01 
จะมีความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดกับสายตนอื่นนอย (ภาพที่ 13) ลําดับนิวคลีโอไทดของ
เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 ในสายตน SF07, SF14  และ SF70 มีความยาว 297 คูเบส สายตน SF03 
และ SF86 มีความยาว 298 คูเบส สายตน SF16 มีความยาว 299 คูเบส สายตน SF94 มีความยาว 348 
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คูเบส สายตน SF98 มีความยาว 350 คูเบส สายตน SF01, SF18 และ SF06 มีความยาว 361 คูเบส 
เมื่อนําไปเปรียบเทียบความเหมือนระหวางสายนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 พบวา 
ลําดับนิวคลีโอไทดในสายตน SF03, SF07, SF14, SF16, SF70, SF86, SF18, SF01, SF06, SF94 
และ SF98 มีความเหมือนระหวางกันสูงโดยมีคา aligned score ตั้งแต 81 ขึ้นไป (ภาพที่ 14) สวนใน
สายตน SF36 มีลําดับนิวคลีโอไทดที่แตกตางจากสายตนอื่นๆ อยางมาก  
 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 เปนแถบดีเอ็นขนาด 340 คูเบส ที่พบเฉพาะในกลุมสายตนออนแอ
แตจากลําดับนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 พบวามีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของแถบดีเอ็นเอขนาด 400 คูเบส ที่พบในสายตนตานทาน ยกเวนในสายตน SF36 การที่แถบ          
ดีเอ็นเอทั้งสองแถบมีขนาดตางกันเนื่องจากเกิดการเพิ่ม (insertion) และขาดหายไป (deletion) ของ
ลําดับนิวคลีโอไทดประมาณ 60 เบส (ภาพที่ 14) จึงทําใหในกลุมสายตนออนแอมีลําดับ                 
นิวคลีโอไทดส้ันกวาในกลุมสายตนตานทาน 

 

 
  CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
  Ce1_Marker_SF06   ----------ACCTTTCGAGTCTTATGGCTACGCTTAGAATTAAATCGGATGTCCAAATC 50 
  Ce1_Marker_SF98   ----------ACCTTTCGAGTCTTATGGCTACGCTTAGAATTAAATCGGATGTCCAAATC 50 
  Ce1_Marker_SF36   ----------ACCTTTCGAGTCTTATGGCTACCCTCAGAATTAAATCGGATGTCCAAATC 50 
  Ce1_Marker_SF01   ----------ACCTTTCGAGTCTTATGGCTACCCTCAGAATTAAATCGGATGTCCAAATC 50 
  Ce1_Marker_SF18   ----------ACCTTTCGAGTCTTATGGCTACCCTCAGAATTAAATCGGATGTCCAAATC 50 
  Ce1_Marker_SF94   ACAACCAATCGTCCTTGGAATCTCAATGTTCCATCTTAAG--AAATCTAAAAGTCAGCTT 58 
                                * ** ** *** *  * * *      *   *****  *    **  *  
 
  Ce1_Marker_SF06   AAAATCAAATTACTCTAGCCAATAGA----TCTAGATGTTTAAAAGATTCTATAGGAAGA 106 
  Ce1_Marker_SF98   AAAATCAAATTACTCTAGCCAATAGA----TCTAGATGTTTAAAAGATTCTATAGGAAGA 106 
  Ce1_Marker_SF36   AGAATCAAATTACTCTAGCCGATAGA----TCTAGAAGTTTAAAAGATTCTATAGGAAGA 106 
  Ce1_Marker_SF01   AGAATCAAATTACTCTAGCCGATAGA----TCTAGAAGTTTAAAAGATTCTATAGGAAGA 106 
  Ce1_Marker_SF18   AGAATCAAATTACTCTAGCCGATAGA----TCTAGAAGTTTAAAAGATTCTATAGGAAGA 106 
  Ce1_Marker_SF94   TCCTTTTATTTGCATCATCTTGCAGGATTTTCTGAACATCTGAATCTGTCTATTAAAGTG 118 
                        *  * ** *   * *    **     ***  *  * * **    *****   *    
 
  Ce1_Marker_SF06   CACCGAGAGAAGAAAAGTTGACTTCCAGATTTCTGATGATGGAGCATTGAGATTCCGAGG 166 
  Ce1_Marker_SF98   CACCGAGAAAAGAAAAGTTGACTTCCAGATTTCTGATGATGGAACATTGAGATTCCGAGG 166 
  Ce1_Marker_SF36   CATCGAGAAAAGAAAAGTTGACTTCCAGATTTCTGATGATGGAACACTGAGATTCCGAGG 166 
  Ce1_Marker_SF01   CATCGAGAAAAGAAAAGTTGACTTCCAGATTTCTGATGATGGAACACTGAGATTCCGAGG 166 
  Ce1_Marker_SF18   CATCGAGAAAAGAAAAGTTGGCTTCCAGATTTCTGATGATGGAACACTGAGATTCCGAGG 166 
  Ce1_Marker_SF94   CACTGATTCTGACCTGCACTTCTGGCTCAATTCTAAGGGTGG--CCATAAGATTCCAAAG 176 
                    **  **               **  *  * **** * * ***  *  * ******* * * 
 
  Ce1_Marker_SF06   ACGATTGGTTGTA 179 
  Ce1_Marker_SF98   ACGATTGGTTGTA 179 
  Ce1_Marker_SF36   ACGATTGGTTGTA 179 
  Ce1_Marker_SF01   ACGATTGGTTGTA 179 
  Ce1_Marker_SF18   ACGATTGGTTGTA 179 
  Ce1_Marker_SF94   ------------- 
 

ภาพที ่11  การเปรียบเทียบความเหมือนของสายนิวคลีโอไทด (multiple sequence alignment) ดวย
โปรแกรม ClustalW 1.82 ของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 
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  CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
  Ce2_Marker_SF01   ACCTGAACTGGTCATGTTTCCGAACGGATTCCTTCAACTCTTGAGGTAGTTGCCTGTGAT 60 
  Ce2_Marker_SF36   ACCTGAACTGGTCATGTTTCCGAACGGATTCCTTCAACTCTTGAGGTAGTTGCCTGTGAT 60 
                    ************************************************************ 
 
  Ce2_Marker_SF01   GCATCCACTGTTCTGCATCTGTTCTCTTGATCCTCCACTCTTCCAGTCGGACCGTTGTAG 120 
  Ce2_Marker_SF36   GCATCCACTGTTCTGCATCTGTTCTCTTGATCCTCCACTCTTCCAGTCGGACCGTTGTAG 120 
                    ************************************************************ 
 
  Ce2_Marker_SF01   ATTGGAGATATGTCTGTTAGATGAGCACATTAGTTTCTAACATTACCTGTTTAGGTAAAC 180 
  Ce2_Marker_SF36   ATTGGAGATATGTCTGTTAGATGAGCACATTAGTTTCTAACATTACCTGTTTAGGTAAAC 180 
                    ************************************************************ 
 
  Ce2_Marker_SF01   CGAAGCATCACGCATCGCTTCCAATTCTTGTCTAGTCGCTAAAATTTTTTTTGGACTGAA 240 
  Ce2_Marker_SF36   CGAAGCATCACGCATCGCTTTCAATTCTTGTCTAGTCGCTAAAATTTTTTTTGGACTGAA 240 
                    ******************** *************************************** 
 
  Ce2_Marker_SF01   AAACACATATAGGAAATGACAGAAGAAAAATAGTGAGTCATCCATTTTTACTTGCATATT 300 
  Ce2_Marker_SF36   AAACACATA--GGAAATGACAGAAGAAAAATAGTGAGTCATCCATTCTTACTTGCATATT 298 
                    *********  *********************************** ************* 
 
  Ce2_Marker_SF01   TCCAATCAGCAATGCAAAGAGAACTAGCCCTAGAGTCGCAATGACTATGGCGAAAACAAT 360 
  Ce2_Marker_SF36   TCCAATCAGCAATGCAAAGAGAACTAGCCCTAGAGTCGCAATGACTATGGCGAAAACAAT 358 
                    ************************************************************ 
 
  Ce2_Marker_SF01   TTCTCCGACATATGTGCTCGTTGAGAGATTTTGTCCCAAGGAACTGCAAGTGCGATCAAA 420 
  Ce2_Marker_SF36   TTCTCCGACATATGTGCTCGTTGAGAGATTTTGTCCCAAGGAACTGCAAGTGCGATCAAA 418 
                    ************************************************************ 
 
  Ce2_Marker_SF01   AGATCATCATCTGAACTAGACAGTAGTCGAACGAGAATGACATTCAGCTCAATAAATGTG 480 
  Ce2_Marker_SF36   AGATCATCATCTGAACTAGACAGTAGTCGAACGAGAATGATATTCAGCTCAATAAATGTG 478 
                    **************************************** ******************* 
 
  Ce2_Marker_SF01   GAGATGGAAAGAGAAAGAGACGCATCTCCGCAAATCTATCTGTCGCTTCCAACCATAGTG 540 
  Ce2_Marker_SF36   GAGATGGAAAGAGGAAGAGACGCATCTCCGCAAATCTATCTGTCGCTTCCAACCATAGTG 538 
                    ************* ********************************************** 
 
  Ce2_Marker_SF01   GTTAAATTTCAGATATAATCAAGCATCTAGAGAAAAGTTTCA 582 
  Ce2_Marker_SF36   ------------------------------------------ 

ภาพที ่12  การเปรียบเทียบความเหมือนของสายนิวคลีโอไทด (multiple sequence alignment) ดวย
โปรแกรม ClustalW 1.82 ของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 
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  CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
  Ce3_Marker_SF06   ------TCACTACCATTGGTCGCAAAGGAGGTACCCAAA--GATAACCCCCCGAGGTCTG 52 
  Ce3_Marker_SF36   ------TCACTACCATTGATCGCAAAGGAGGTGCCTAGA--GATAACCCCCTGAGGTTCG 52 
  Ce3_Marker_SF18   ------TCACTACCATTGGTCGCAAAGGAGGTACCTAGA--AATAATCCCGCGAAGTTTG 52 
  Ce3_Marker_SF98   ------TCACTACCATTGGTCGCAAAGGAGGTACCTAGA--AATAACCCCGCGAAGTTTG 52 
  Ce3_Marker_SF94   ------TCACTACCATTGGTCGCAAAGGAGGTACCTAGA--GACAATCCCGCTAAGTTTG 52 
  Ce3_Marker_SF01   GTTAAATTACCCCCATAGCTACCATCTTGTGGACGCGGTTTAATTTCTCATTTGAGGACA 60 
                          * **  **** * *  **      *  *        *     *      *     
 
  Ce3_Marker_SF06   ACGGGTTCGATATGACCAAGACTTGCGAATACCACATGGGAGAAAGGCGGCATGATATAG 112 
  Ce3_Marker_SF36   CCGGGTTCGATATAACCAAGACATGTGAATACCACATGGGAGAAATGGGGCATGATGTAG 112 
  Ce3_Marker_SF18   CCAAGTTCGATGTGACCAAGACCTGCGAGTATCACATGGGAGAAAGGGGGCATGATGCTA 112 
  Ce3_Marker_SF98   CCAGGTTCGATGTGACCAAGACCTGCGAGTATCACATGGGAGAAAGGGGGCATGACGTTA 112 
  Ce3_Marker_SF94   TCAGGTTCGATGTGACCCAAACCTGCAAGTACCACATGGGAGAAATGGGGTATGATGTGG 112 
  Ce3_Marker_SF01   -CATTTTCTTCACCTCCATAATATCCTACCAGCACTAGGGATTCATACAATTTGG---AA 116 
                     *   ***       **   *  *   *  * ***  ****   *       **       
 
  Ce3_Marker_SF06   ATAATTGTCACATGCTGAGATACAAAGTTCAACAACTTCTAGACAAGAACATCTTGATTT 172 
  Ce3_Marker_SF36   ATAATTGTCACATGCTGAGATACAAAGTTCAACAGCTTCTAGACAATAACATTTTGACTT 172 
  Ce3_Marker_SF18   ATAATTGCTACGTGCTAAAATACAAAGTCCAATTGCTGCTAGATAAGGGTGTCTTGACTT 172 
  Ce3_Marker_SF98   ATAATTGCTACATGCTGAAATACAAAGTCCAACTGCTGCTAGATAAGGGTGTCTTAACTT 172 
  Ce3_Marker_SF94   ATAATTGCTATGTGCTGAAATACAAAGTCCAACAGCTACTAGATAAGAGCATCTTGACTT 172 
  Ce3_Marker_SF01   GCATCCACCACTAGAGGGCGTTGACCTCCCAATGTCTCCTCGAAAATTGAGTTCACTCCC 176 
                      *      *   *      *  *     ***   ** ** ** **     *         
 
  Ce3_Marker_SF06   TTAGGGAGGCTCAACCCAACGTGCAACAGAACCCTCTACAAAATCATGCCGGGGGAGTGA 232 
  Ce3_Marker_SF36   TCAGGGAAGCTCAGCCCAACGTGCAACAGAACCCTCTACCAAATCTTGTAGGGGGAGTGA 232 
  Ce3_Marker_SF18   TCAGGGAAGCTCAGCCTAGCGTGCAGCAAAATCCTCTACCAAATCATGCATTGAAAGTGA 232 
  Ce3_Marker_SF98   TCAGGGAAGCTCAACCTAGTGTGCAGTAGAATCCTCTACCAAATCATGCATTAAAAGTGA 232 
  Ce3_Marker_SF94   TCAGGAAAGCTTAGCTTAACGTGCAACAGAATCTCTTATCAAATCATGCATTAAAAGTGA 232 
  Ce3_Marker_SF01   TCTGCATGATTTGATAAGAGATTCTGTTGCACGTTAAGCTAAGCTTTCC--TGAAAGTCA 234 
                    *  *      *          * *      *         **    *        *** * 
 
  Ce3_Marker_SF06   ACTCAATTTTTGAGGACACGCGGGCGAGTCAACAGCCTCTAGTGTTAGATGCTTCCGAGT 292 
  Ce3_Marker_SF36   ACTCAATTTTCGAGGACACACGGGCGAGTCAGCAACCTTTAGTATTGGATGCTTCCGAGT 292 
  Ce3_Marker_SF18   ACTCAATCTCCGAGGAGACCCGGGTGGGTCAACGGCCTCTAGTGGTAGATGCATCCAAAT 292 
  Ce3_Marker_SF98   ACTTAATCTCCGAGGAGACCCGGGTGGGTCAACGGCCTCTAGTTGTAGATGCTTCCAAAT 292 
  Ce3_Marker_SF94   ACTTAATCTCCGAGGAGACATTGGGAGGTCAACGCCCTCTAGTGGTGGATGCTTCCAAAT 292 
  Ce3_Marker_SF01   AGATGCTCTTATCTAGTAGCTGTTGGACTTTGTATTTCAGCACATAGCAATTATCCACAT 294 
                    *     * *        *          *                   *    ***   * 
 
  Ce3_Marker_SF06   TGTATGAATCCCTAGTGCTAGCGGGATACTATGAAGGCCAGGAGGATGTGACCCTAAAAG 352 
  Ce3_Marker_SF36   TGTATGAGTCCCTAGTGCTAGTAGGATACTATGAAGGCCATGAGGATGTGATCCTAGAAG 352 
  Ce3_Marker_SF18   TATATGAGTCCTTAGTGCTGGCAAGATATTATGGAAGTGAGGAAGACGTGACCCCCGAGG 352 
  Ce3_Marker_SF98   TATATGAGTCCTTAGTGCTGGCAAGATATTATGGAAGTGAGGAAGACATGACCCCTAAGG 352 
  Ce3_Marker_SF94   TGTATGAATCCCCAGTGCTGGCAAGATATTATGGAAGTGAGGAAGACATGACCCCTAAGG 352 
  Ce3_Marker_SF01   CATAC---CCCATTTCTCCCATGTGGTACT-TGCAGGTTTGGGTCACATCGAACCT---G 347 
                      **     **      *      * ** * ** * *    *   *  *    *     * 
 
  Ce3_Marker_SF06   AGAAATTGAACCGCATCCGTAGGATGGTAGCCATGGGAGTAATCAGAA 400 
  Ce3_Marker_SF36   AGAAATTGAACCGCGTCCGTAAGATGATAACCATGGGAGTAATCAGAT 400 
  Ce3_Marker_SF18   AGAAATTAAAC-ACGTCCGCAAAATAGTAGCCATGGGGGTAATCTAAC 399 
  Ce3_Marker_SF98   AGAAATTAAAC-ACGTCCGCAAGATAGTAGCCATGGGGGTAATTTAAC 399 
  Ce3_Marker_SF94   AGAAATTAAAC-ACGTCCGCAAGATAGTAGCCATGGGGGTAATCTGAC 399 
  Ce3_Marker_SF01   ACAAACTTAGCGG----------------------------------- 360 
                    * *** * * *                                 

ภาพที ่13  การเปรียบเทียบความเหมือนของสายนิวคลีโอไทด (multiple sequence alignment) ดวย
โปรแกรม ClustalW 1.82 ของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce3 
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  Ce4_Marker_SF03   -CCCTGCTGCCGAGGCAGCTGTCCTGGCCCATCCTCAACGCCCTTCGTCGGCGTGGCTTC 59 
  Ce4_Marker_SF16   CCCCTGCTGCCGAGGCAGCTGTCCTGGCCCATCCTCAACGCCCTTCGTCGGCGTGGCTTC 60 
  Ce4_Marker_SF86   -CCCTGCTGCCGAGGCAGCTGTCCTGGCCCATCCTCAACGCCCTTCGTCGGCGTGGCTTC 59 
  Ce4_Marker_SF14   -CCCTGCTGCCGAGGCAGCTGTCCTGGCCCATCCTCAACGCCCTTCGTCGGCGTGGCTTC 59 
  Ce4_Marker_SF70   -CCCTGCTGCCGAGGCAGCTGTCCTGGCCCATCCTCAACGCCCTTCGTCGGCGTGGCTTC 59 
  Ce4_Marker_SF07   -CCCTGCTGCCGAGGCAGCTGTCCTGGCCCATCCTCAACGCCCTTCGTCGGCGTGGCTTC 59 
  Ce4_Marker_SF01   -CCCTGCTGCCGAGGCAGCTGTCCTGGCCCATCCTCAACGCCCTTCGTCGGCGTGGCTTC 59 
  Ce4_Marker_SF18   -CCCTGCTGCCGAGGCAGCTGTCCTGGCCCATCCTCAACGCCCTTCGTCGGCGTGGCTTC 59 
  Ce4_Marker_SF06   -CCCTGCTGCCGAGGCAGCTGTCCTGGCCCATCCTCAACGCCCTTCGTCGGCGTGGCTTC 59 
  Ce4_Marker_SF94   -CGCTGCTCCCGAGGCAGCTGTCCTGGTCCATCCTCAACGCCCCTCGCCGTC------CC 53 
  Ce4_Marker_SF98   -CGCTGCTCCCGAGGCAGCTGTCCTGGTCCATCCTCAACGCCCCTCGCCGTC------CC 53 
                     * ***** ****************** *************** *** ** *       * 
 
  Ce4_Marker_SF03   TCCCTCCAGCGGCTCTCTGGCGTGGAAAGGAGCTTTGCTTCAACGAAAACACCGCTTGGT 119 
  Ce4_Marker_SF16   TCCCTCCAGCGGCTCTCTGGCGTGGAAAGGAGCTTTGCTTCAACGAAAACACCGCTTGGT 120 
  Ce4_Marker_SF86   TCCCTCCAGCGGCTCTCTGGCGTGGAAAGGAGCTTTGCTTCAACGAAAACACCGCTTGGT 119 
  Ce4_Marker_SF14   TCCCTCCAGCGGCTCTCTGGCGTGGAAAGGAGCTTTGCTTCAACGAAAACACCGCTTGGT 119 
  Ce4_Marker_SF70   TCCCTCCAGCGGCTCTCTGGCGTGGAAAGGAGCTTTGCTTCAACGAAAACACCGCTTGGT 119 
  Ce4_Marker_SF07   TCCCTCCAGCGGCTCTCTGGCGTGGAAAGGAGCTTTGCTTCAACGAAAACACCGCTTGGT 119 
  Ce4_Marker_SF01   TCCCTCCAGCGACTCTCTGGCGTGGAGAGGAGCTTTGCTTCAACGAAAACACCGCTTGGT 119 
  Ce4_Marker_SF18   TCCCTCCAGCGACTCTCTGGCGTGGAGAGGAGCTTTGCTTCAACGAAAACACCGCTTGGT 119 
  Ce4_Marker_SF06   TCCCTCCAGCGACTCTCTGGCGTGGAGAGGAGCTTTGCTTCAACGAAAACACCGCTTGGT 119 
  Ce4_Marker_SF94   GTGGACCTGTTGCCCGCCTTCGTCGCGCGGCTTCTCCTTCCATCCTCAGC--CGCTTGGT 111 
  Ce4_Marker_SF98   GTGGACCTGTTGCCCGCCTTCGTCGCGCGGCTTCTCCTTCCATCCTCAGC--CGCTTGGT 111 
                         ** *   * * *   *** *   **    *   * ** *   * *  ******** 
 
  Ce4_Marker_SF03   TGGAGTTCCACAACAACATCGGGAGGAAGTTAGGCGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 179 
  Ce4_Marker_SF16   TGGAGTTCCACAACAACATCGGGAGGAAGTTAGGCGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 180 
  Ce4_Marker_SF86   TGGAGTTCCACAACAACATCGGGAGGAAGTTAGGCGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 179 
  Ce4_Marker_SF14   TGGAGTTCCACAACAACATCGGGAGGAAGTTAGGCGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 179 
  Ce4_Marker_SF70   TGGAGTTCCACAACAACATCGGGAGGAAGTTAGGCGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 179 
  Ce4_Marker_SF07   TGGAGTTCCACAACAACATCGGGAGGAAGTTAGGCGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 179 
  Ce4_Marker_SF01   TGGAGTTCCACAACAACATCGGGAGGAAGTTAGGCGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 179 
  Ce4_Marker_SF18   TGGAGTTCCACAACAACATCGGGAGGAAGTTAGGCGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 179 
  Ce4_Marker_SF06   TGGAGTTCCACAACAACATCGGGAGGAAGTTAGGCGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 179 
  Ce4_Marker_SF94   TGGAGTTCCACAACGAGACCGGGAGCGAGTTCAGGGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 171 
  Ce4_Marker_SF98   TGGAGTTCCACAACGAGACCGGGAGCGAGTTCAGGGGAGGCACGCTTCACATCAAGGTCC 171 
                    ************** * * ******  ****  * ************************* 
 
 
  Ce4_Marker_SF03   GTTCTTTAGTTTTATCGCGTCGCTTTGGCT------------------------------ 209 
  Ce4_Marker_SF16   GTTCTTTAGTTTTATCGCGTCGCTTTGGCT------------------------------ 210 
  Ce4_Marker_SF86   GTTCTTTAGTTTTATCGCGTCGCTTTGGCT------------------------------ 209 
  Ce4_Marker_SF14   GTTCTTTAGTTCTATCGCGTCGCTTTGGCT------------------------------ 209 
  Ce4_Marker_SF70   GTTCTTTAGTTTTATCGCGTCGCTTTGGCT------------------------------ 209 
  Ce4_Marker_SF07   GTTCTTTAGTTTTATCGCGTCGCTTTGGCT------------------------------ 209 
  Ce4_Marker_SF01   GTTCTTTAGTTTAATCGCGTCGCTTTGGCTATGGCTTGGTCTCTGTTTGGTTTTGAGTTG 239 
  Ce4_Marker_SF18   GTTCTTTAGTTTAATCGCGTCGCTTTGGCTATGGCTTGGTCTCTGTTTGGTTTTGAGTTG 239 
  Ce4_Marker_SF06   GTTCTTTAGTTTAATCGCGTCGCTTTGGCTATGGCTTGGTCTCTGTTTGGTTTTGAGTTG 239 
  Ce4_Marker_SF94   GTTCTTTAGTGTTATCGCGTCGCTTTGGCTTGGTCTCTGCTTGGTTTTGAGTGCGATTCT 231 
  Ce4_Marker_SF98   GTTCTTTAGTGTTATCGCGTCGCTTTGGCTTGGTCTCTGCTTGGTTTTGAGTGCGATTCT 231 
                    **********   *****************    
                          

insertion or deletion 

  
 
  Ce4_Marker_SF03   ----------------------------------TGGTCACTGATCACGAGAGGCTTTTC 235 
  Ce4_Marker_SF16   ----------------------------------TGGTCACTGATCACGAGAGGCTTTTC 236 
  Ce4_Marker_SF86   ----------------------------------TGGTCACTGATCACGAGAGGCTTTTC 235 
  Ce4_Marker_SF14   ----------------------------------TGGTCACTGATCACGAGAGGCTTT-C 234 
  Ce4_Marker_SF70   ----------------------------------TTGTCACTGATCACGAGAGGCTTT-C 234 
  Ce4_Marker_SF07   ----------------------------------TGGTCACTGATCACGAGAGGCTTT-C 234 
  Ce4_Marker_SF01   CGATTCTGGAAGATTTTGGGGGGTTTTGAGGCTGTGGCCACTGATCACGAGAGGCTTT-C 298 
  Ce4_Marker_SF18   CGATTCTGGAAGATTTTGGGGGGTTTTGAGGCTGTGGCCACTGATCACGAGAGGCTTT-C 298 
  Ce4_Marker_SF06   CGATTCTGGAAGATTTTGGGGGGTTTTGAGGCTGTGGCCACTGATCACGAGAGGCTTT-C 298 
  Ce4_Marker_SF94   GGAAGATTTTGGGGGG-------TTTTGAGGCTATCGTCGCTGATCACGATAGGCTTT-T 283 
  Ce4_Marker_SF98   GGAAGATTTTGGGGG--------TTTTGAGGCTATGGTCGCTGATCACGATAGGCTTT-T 282 
                                                      * * * ********** *******   

insertion or deletion
ภาพที ่14  การเปรียบเทียบความเหมือนของสายนิวคลีโอไทด (multiple sequence alignment) ดวย
โปรแกรม ClustalW 1.82 ของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 
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  Ce4_Marker_SF03    TGGTCGACTATTATGTTGGGTTTGGCACGTTGGAATGGAATGGAAT-----CGGGAAATG 290 
  Ce4_Marker_SF16    TGGTCGACTATTATGTTGGGTTTGGCACGTTGGAATGGAATGGAAT-----CGGGAAATG 291 
  Ce4_Marker_SF86    TGGTCGACTATTATGTTGGGTTTGGCACGTTGGAATGGAATGGAAT-----CGGGAAATG 290 
  Ce4_Marker_SF14    TGGTCGACTATTATGTTGGGTTTGGCACGGTGGAGTGGAATGGAAT-----CGGGAAATG 289 
  Ce4_Marker_SF70    TGGTCGACTATTATGTTGGGTTTGGCACGGTGGAATGGAATGGAAT-----CGGGAAATG 289 
  Ce4_Marker_SF07    TGGTCGACTATTATGTTGGGTTTGGCACGGTGGAATGGAATGGAAT-----CGGGAAATG 289 
  Ce4_Marker_SF01    TGGTCGACTATTATGTTGGGTTTGGCACGGTGGAATGGAATGGAAT-----CGGGAAATG 353 
  Ce4_Marker_SF18    TGGTCGACTATTATGTTGGGTTTGGCACGGTGGAATGGAGTGGAAT-----CGGGAAATG 353 
  Ce4_Marker_SF06    TGGTCGACTATTATGTTGGGTTTGGCACGGTGGAATGGAACGGAAT-----CGGGAAATG 353 
  Ce4_Marker_SF94    TGGTCGACTAT---GTTGGGTTTGGCACGGTGGAATGGAATGGAATGGAATTGGGAAATG 340 
  Ce4_Marker_SF98    TGGTCGACTATTATGTTGGGTTTGGCACGGTGGAATGGAATGGAATGGAATTGGGAAATG 342 
                     ***********   *************** **** ****  *****      ******** 
 
  Ce4_Marker_SF03    ACGGGGAA 298 
  Ce4_Marker_SF16    ACGGGGAA 299 
  Ce4_Marker_SF86    ACGGGGAA 298 
  Ce4_Marker_SF14    ACGGGGAA 297 
  Ce4_Marker_SF70    ACGGGGAA 297 
  Ce4_Marker_SF07    ACGGGGAA 297 
  Ce4_Marker_SF01    AAGGGGAA 361 
  Ce4_Marker_SF18    AAGGGGAA 361 
  Ce4_Marker_SF06    AAGGGGAA 361 
  Ce4_Marker_SF94    ACGGGGAA 348 
  Ce4_Marker_SF98    ACGGGGAA 350 
                     * ******     
 

ภาพที ่14 (ตอ)  การเปรียบเทยีบความเหมือนของสายนิวคลีโอไทด (multiple sequence alignment) 
ดวยโปรแกรม ClustalW 1.82 ของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 

 
 ลําดับนิวคลีโอไทดของแตละเครื่องหมายดีเอ็นเอ เมื่อนําไปเปรียบเทียบความเหมือน 
(identity) หรือความคลายคลึง (similarity) กับยีนในฐานขอมูล GenBank พบวา ลําดับนิวคลีโอไทด
ของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 Ce3 และ Ce4 ไมมีความเหมือนกับยีนตานโรคของพืช, ยีนที่เกี่ยวของ
กับการปองกัน หรือยีนอื่นๆ แตลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 มีความ
เหมือน (homology) กับลําดับนิวคลีโอไทดของ cyclic nucleotide-regulated ion channel ของ 
Arabidopsis thaliana แตมีคาคะแนนที่นอย คือ 104 bites และมีคา E value เทากับ 3 x 10-19 (ลําดับ
เบสที่เหมือนกันมากๆจะมีคาคะแนนมากกวา 200 bites และมีคา E value เทากับ 0) โดยตําแหนงที่
มีความเหมือนของสายนิวคลีโอไทดเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 จะอยูในชวงลําดับเบสที่ 293-406 โดย
มีความยาวทั้งหมด 114 เบส และมีความเหมือนในชวงลําดับเบสนี้เทากับ 82 เปอรเซ็นต 
นอกจากนั้นยังพบตําแหนงที่มีความเหมือนอีกชวง คือ ในชวงลําดับเบสที่ 38-136 โดยมีความยาว
ทั้งหมด 99 เบส และมีความเหมือนในชวงลําดับเบสนี้เทากับ 78 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 15) 
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                                                                         Score     E 
  Sequences producing significant alignments:                        (Bits)  Value 
 
  gi|18401686|ref|NM_128386.1|  Arabidopsis thaliana cyclic nucl...   104    3e-19   
  gi|20197600|gb|AC006202.4|  Arabidopsis thaliana chromosome 2 ...   102    1e-18   
  gi|62198328|gb|AC150977.12|  Medicago truncatula clone mth2-32m9,  64.1    4e-07 
 
 
  Arabidopsis thaliana cyclic nucleotide-regulated ion channel,  
              putative (CNGC15) (At2g28260) mRNA, complete cds 
            Length=2037 
 
   Score = 104 bits (54),  Expect = 3e-19 
   Identities = 94/114 (82%), Gaps = 0/114 (0%) 
   Strand=Plus/Minus 
 
  Query  293   TGCATATTTCCAATCAGCAATGCAAAGAGAACTAGCCCTAGAGTCGCAATGACTATGGCG  352 
               |||||||||||||| ||||||||||| ||||| ||||| ||||| || ||||  |||||| 
  Sbjct  1166  TGCATATTTCCAATAAGCAATGCAAACAGAACAAGCCCGAGAGTTGCTATGATGATGGCG  1107 
 
  Query  353   AAAACAATTTCTCCGACATATGTGCTCGTTGAGAGATTTTGTCCCAAGGAACTG  406 
               ||||  ||||| ||  | || |||||||| | ||| ||||||||||| || ||| 
  Sbjct  1106  AAAAGGATTTCGCCAGCGTAAGTGCTCGTGGCGAGGTTTTGTCCCAAAGAGCTG  1053 
 
 
   Score = 69.9 bits (36), Expect = 8e-09 
   Identities = 78/99 (78%), Gaps = 0/99 (0%) 
   Strand=Plus/Minus 
 
  Query  38    CTCTTGAGGTAGTTGCCTGTGATGCATCCACTGTTCTGCATCTGTTCTCTTGATCCTCCA  97 
               |||| | || ||||| || ||||||||||| ||||||| |||||| ||  | |||||||| 
  Sbjct  1263  CTCTGGTGGAAGTTGTCTATGATGCATCCATTGTTCTGTATCTGTCCTTCTTATCCTCCA  1204 
 
  Query  98    CTCTTCCAGTCGGACCGTTGTAGATTGGAGATATGTCTG  136 
               |||||| ||||  |  ||||| || || | ||| ||||| 
  Sbjct  1203  CTCTTCAAGTCTCATTGTTGTTGACTGTAAATAAGTCTG  1165 
 

ภาพที ่15  การเปรียบเทียบความเหมือนของสายนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดเีอ็นเอ Ce2 กับยนี
ในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BLAST  
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วิจารณ 
 

1.  อาการของโรคใบจุดและใบไหม และการแยกเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti 
 
 ลักษณะบาดแผลที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา C. eucalypti ที่เก็บมาใชในการแยกเชื้อ
ในการทดลองนี้จะเหมือนกับลักษณะบาดแผลในแบบที่ 1 ที่มีลักษณะเปนจุดแบบวงกลมมีสีน้ําตาล
ออนถึงคอนขางดํา และแบบที่ 2 จุดไหมขนาดใหญมีสีน้ําตาลออนถึงน้ําตาล บาดแผลมีเซลลตาย
ขยายออกเปนบริเวณกวาง ตามที่ Ciesla et al. (1996) ไดแบงรูปแบบของบาดแผลไวทั้งหมด 4 
แบบ ลักษณะโดยทั่วไปของโคโลนีที่เจริญบนอาหาร PDA ของเชื้อรา C. eucalypti จากการศึกษา
คร้ังนี้มีลักษณะคลายกับ Sankaran et al. (1995) ไดบรรยายไว แตในการทดลองนี้พบวาการสราง  
โคนิเดียของเชื้อราหลังจากแยกเชื้อไดคอนขางชาและยังไมพบระยะไมโครโคนิเดีย (microconidial 
stage) ของเชื้อรา ซ่ึงในสปชีสของ Cryptosporiopsis บอยคร้ังที่มีการสรางสปอรชาเมื่อเล้ียงบน
อาหารและอาจทําใหยากตอการจําแนกวาเปน Coelomycetes (Verkley et al., 2003)   
 
 วิธีการแยกเชื้อทั้งสองวิธีพบวา การแยกเชื้อโดยตรงจากกลุมของโคนิเดียสามารถทําไดงาย
และสะดวกกวาวิธี tissue transplanting เนื่องจากไมมีเชื้อราชนิดอื่นๆ ปะปนมาทําใหแยกไดเฉพาะ
เชื้อรา C. eucalypti นอกจากนั้นยังสามารถแยกเปนโคนิเดียเดี่ยวไดเลย โดยนํากลุมโคนิเดียไป    
เจือจางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อบนผิวหนาของวุน นําไปบมเปนเวลา 1-2 วัน แลวตัดชิ้นวุนที่มีโคนิเดีย
เดี่ยวๆ ซ่ึงกําลังงอกเสนใยภายใตกลองจุลทรรศนไปเลี้ยงตอไป  ซ่ึงตางจากวิธี tissue transplanting 
โดยพบวาเมื่อนําชิ้นสวนใบยูคาลิปตัสที่เปนโรคและผานการฆาเชื้อที่ผิววางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
PDA ในบางครั้งจะมีเชื้อชนิดอื่นๆ หลายชนิดเจริญบนอาหารดวย โดยเชื้อราชนิดอื่นบางชนิดมี
อัตราการเจริญเติบโตที่เร็วกวาเชื้อรา C. eucalypti ทําใหไมสามารถแยกเชื้อรา C. eucalypti ออกจาก
เชื้อราชนิดอื่นๆ ไดงาย แตอยางไรก็ตามสามารถลดปญหาการปะปนของเชื้อราชนิดอื่นๆ ไดโดย
เลือกใชใบยูคาลิปตัสที่มีบาดแผลอยูในระยะแรกๆ ของการเขาทําลายของเชื้อรา C. eucalypti ซ่ึง
สอดคลองกับในการแยกเชื้อ Phytophthora infestans ดวยวิธีการแยกเชื้อราโดยการใชช้ินวุนมาปาย 
sporangium โดยตรงนั้นสามารถแยกเชื้อราไดเร็วและสะดวกมากกวาวิธี tissue transplanting    
(กมลสิริ, 2546) 
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2.  การศึกษาสัณฐานวิทยาและการเจริญบนอาหารของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti 
  
 ลักษณะของโคโลนีทั้ง 9 ไอโซเลทที่ผานการแยกโคนิเดียเดี่ยวแลวพบวา มีความผันแปร
ของสีโคโลนีในแตละไอโซเลท และลักษณะขอบโคโลนีมีความตางกันซึ่งเกิดจากการเจริญเติบโต
มีทั้งที่สม่ําเสมอและไมสม่ําเสมอตามแนวรัศมีวงกลม เชน ในไอโซเลท K001 จะมีสีโคโลนี
คอนขางดํา และขอบโคโลนีจะไมเจริญออกตามแนวรัศมีวงกลม  นอกจากนั้นในไอโซเลท C002 
จะมีเม็ดสีน้ําตาลแดงที่ทําใหอาหาร PDA เปลี่ยนเปนสีน้ําตาลแดง ลักษณะเชนนี้สามารถพบไดใน
บางไอโซเลทของ Cryptosporiopsis rhizophila ที่มีการสรางเม็ดสีแดงที่สามารถแพรไดบนอาหาร 
malt extraction agar แตไมพบในสปชีสของ Cryptosporiopsis อีก 2 ชนิด (Verkley et al., 2003) 
นอกจากนั้นยังพบวาเมื่อเล้ียงเช้ือราเปนเวลานานโคโลนีอาจมีลักษณะเปลี่ยนไปจากเดิม ในบาง   
ไอโซเลทเสนใยเชื้อราจะเกาะกันหลวมขึ้น ฟูขึ้นเล็กนอย สีของโคโลนีจะเปนสีขาวมากกวาเดิม
เนื่องจากโคโลนีของเชื้อรามีการสรางเสนใยสีขาวออกมาเปนกระจุกหรือทั่วทั้งจานเลี้ยงเชื้อ และ
ไมมีการสรางของเหลวขนออกมา รวมไปถึงไมมีการสรางโคนิเดีย  
 
 ไอโซเลทที่เก็บจากสวนปายูคาลิปตัสในบริเวณจังหวัดราชบุรีและที่เก็บไดจากสวนปา      
ยูคาลิปตัสในบริเวณจังหวัดกาญจนบุรีมีการเจริญเติบโตใกลเคียงกันระหวางไอโซเลทของแตละ
พื้นที่ สวนในเชื้อราที่เก็บไดจากสวนปายูคาลิปตัสในบริเวณจังหวัดฉะเชิงเทราจะมีอัตราการเจรญิที่
แตกตางกันในแตละไอโซเลท โดย C004 มีอัตราการเจริญเติบโตเร็วที่สุด สวนไอโซเลท C003 มี
อัตราการเจริญเติบโตปานกลาง และไอโซเลท C001 และ C002 มีอัตราการเจริญเติบโตชา ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อรา C. eucalypti ในสวนปายูคาลิปตัสบริเวณ
จังหวัดฉะเชิงเทราอาจจะมีมาก เมื่อพิจารณาขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีทั้ง 9 ไอโซเลท บน
อาหาร PDA ที่บมเชื้อไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 14 วัน จะมีคาอยู
ระหวาง 3.6-6.6 เซนติเมตร ซ่ึงมีอัตราการเจริญเติบโตใกลเคียงกับไอโซเลทของเชื้อรา C. eucalypti 
ที่แยกไดโดย เดชา (2547) ที่พบวา การเจริญเติบโตของเชื้อราทางด านเส นผ าศูนย กลางจํานวน 10    
ไอโซเลท เมื่อบมเชื้อทั้งหมดไวในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 25 องศาเซสเซียส เปนเวลา 14 วัน บนอาหาร 
PDA สําเร็จรูปมีคาอยูระหวาง 2.65-6.7 เซนติเมตร สวนในอาหาร PDA ที่เตรียมขึ้นเองในห อง
ปฏิบัติการมีคาอยูระหวาง 2.83-7.65 เซนติเมตร และพบวาขนาดของเส นผ าศูนย กลางของโคโลนี
ของเชื้อราท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA สําเร็จรูปมีคานอยกวาขนาดเสนผาศูนย กลางของโคโลนีของ    
เชื้อราที่เล้ียงบนอาหาร PDA ที่เตรียมขึ้นเองในห องปฏิบัติการเกือบทุกไอโซเลทยกเว นไอโซเลท 
T5 และสามารถแบ งเชื้อราได เป น 4 กลุม ตามคาความแตกต างของขนาดเสนผ าศูนย กลางเฉลี่ยที่มี
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นัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามอัตราการเจริญเติบโตของโคโลนีในอาหารเลี้ยงเชื้อจะผันแปรไป
ตามไอโซเลทและอุณหภูมิในการเลี้ยง เชน ที่อุณหภูมิเดียวกัน ไอโซเลทอุดรธานีเจริญเร็วกวา     
ไอโซเลทฉะเชิงเทรา และไอโซเลททั้งสองเจริญที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส ไดรวดเร็วกวาที่
อุณหภูมิ 24 และ 28 องศาเซลเซียส (Ciesla et al., 1996) จากการเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต
ของ Cryptosporiopsis melanigena และ C. radicicola ในชวงอุณหภูมิระหวาง 5-30 องศาเซลเซียส 
พบวา เชื้อราทั้งสองชนิดสามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิที่กวางแตอุณภูมิที่เหมาะสมตอการ
เจริญเติบโตของ C. melanigena เทากับ 20 องศาเซลเซียส และอุณภูมิที่เหมาะสมตอการ
เจริญเติบโตของ C. radicicola เทากับ 25 องศาเซลเซียส นอกจากนั้นในชวงอุณหภูมิ 25-30       
องศาเซลเซียส เชื้อรา C. radicicola เจริญเติบโตไดรวดเร็วกวาเชื้อรา C. melanigena ประมาณ 2-3 
เทา (Kowalski et al., 1998) 
 
 ความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคของเชื้อรา C. eucalypti ทั้ง 3 ไอโซเลท คือ C001, K001 
และ R001 ที่เขาทําลายยูคาลิปตัส 8 สายตน ในการทดลอง intach seedling inoculation และที่เขา
ทําลายยูคาลิปตัส 6 สายตน ในการทดลอง detached leaf inoculation 1 มีระดับความรุนแรงในการ
กอใหเกิดโรคของเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท แตกตางกันในระหวางการทดลองเนื่องจากสายตนที่ใชใน
การทดลองมีความแตกตางกันจึงไมสามารถเปรียบเทียบดูแนวโนมของทั้ง 2 การทดลองได
เพราะวาเชื้อราแตละไอโซเลทมีความสามารถในการเขาทําลายแตละสายตนไดแตกตางกัน ถา
พิจารณาแตละการทดลองก็พบวาเชื้อแตละไอโซเลทมีระดับความรุนแรงแตกตางกัน แตจากการ
ทดลองปลูกเชื้อหลายครั้งถึงแมจะวางแผนการทดลองเหมือนเดิมโดยใชสายตนเดียวกันแตความ
รุนแรงของเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท ก็มีแนวโนวไมเหมือนเดิม ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปจจัยส่ิงแวดลอม
มีผลตอการพัฒนาอาการโรคคอนขางมาก และอายุของตนกลาที่ใชในตอละครั้งมีความตางกันหรือ
อายุของใบที่เลือกมาใชทดลองไมใกลเคียงกัน โดยใบที่ออนกวาจะเกิดโรคที่งายกวาใบที่แก รวม
ไปถึงอายุของเชื้อราที่ใชในการเลี้ยงเพื่อเตรียม conidial suspension เนื่องจากการปลูกเชื้อแตละครั้ง
จะมีระยะเวลาหางกันจึงทําใหเชื้อรามีอายุมากขึ้นและตองมีการเปลี่ยนอาหารบอยๆ เพื่อใหเชื้อรามี
การสรางโคนิเดียจํานวนมากอยูเหมือนเดิม แตโคนิเดียที่สรางขึ้นมาใหมอาจมีการเจริญปะปนไป
กับโคโลนีเดิมจึงอาจทําใหความรุนแรงของเชื้อราแตละไอโซเลทเปลี่ยนไปจากเดิมได  อยางไรก็
ตามการแยกระดับความรุนแรงของเชื้อราโดยใชพืชอาศัยก็สามารถทําไดดังเชน การศึกษาระดับ
ความรุนแรงของเชื้อ Cochliobolus sativus ที่เปนสาเหตุของโรค spot blotch ของขาวบารเลย ในแต
ละไอโซเลทที่เก็บไดจาก Syria สามารถแยกระดับความรุนแรงของเชื้อราโดยใชขาวบารเลย 10      
จีโนไทป พบวา ในการตอบสนองของจีโนไทปมีตั้งแตออนแอมากจนถึงคอนขางตานทาน เมื่อ
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แบงกลุมตามความรุนแรงของเชื้อสามารถจัดได 3 กลุม และที่ระดับคาเฉลี่ยของโรค 3.71 จะเปนจุด
ที่ใชแยกระหวางปฏิกิริยาที่รุนแรงและไมรุนแรงของเชื้อ (Arabi and Jawhar, 2004) นอกจากนั้นจะ
เห็นไดวาเชื้อรา  C. eucalypti ถึงแมจะเปนเชื้อราที่มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศเพียงอยางเดียว 
อาจมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมไดนอยและชากวาเชื้อราที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศดวย แต
อยางไรก็ตามการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศก็สามารถทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตอระดับความ
รุนแรงของเชื้อได โดยในการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศของเชื้อ Phytopthora infestans พบวา มี
ความสามารถในการเปลี่ยนแปลงความรุนแรงของเชื้อราได โดยไอโซเลทตางๆ ที่ไดจากการแยก  
ซูโอสปอรเดี่ยวๆ มีความรุนแรงของเชื้อแตกตางกันออกไปจากไอโซเลทเดิม อาจมีทั้งเปนเชื้อที่
รุนแรงมากขึ้นหรือนอยลง แตบางไอโซเลทเมื่อแยกซูโอสปอรเดี่ยวแลวไอโซเลทตางๆ ที่ไดมีความ
รุนแรงของเชื้อเทาเดิม (Abu-El Samen et al., 2003b) การจัดกลุมไอโซเลทของเชื้อ Phytophthora 
infestans ที่ไดจากการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยใชวิธี UPGMA พบวา ไอโซเลทที่ไดจากการ
แยกสปอรเดี่ยวซึ่งสปอรไดจากไอโซเลท PI-105 สามารถจัดกลุมตามความรุนแรงของเชื้อได 6 
กลุม จัดกลุมโดยใช RAPD ได 11 กลุม และจัดกลุมโดยใช AFLP ได 3 กลุม สวนไอโซเลทที่ได
จากการแยกสปอรเดี่ยวซ่ึงสปอรไดจากไอโซเลท PI-1 จัดกลุมตามความรุนแรงของเชื้อไดเพียง 1 
กลุม จัดกลุมโดยใช RAPD ได 4 กลุม และจัดกลุมโดยใช AFLP ได 6 กลุม นอกจากนั้นยังพบวาแต
ละประชากรลูกไมมีความสัมพันธระหวางการจัดกลุมตามความรุนแรง RAPD และ AFLP       
(Abu-El Samen et al., 2003a) 
 

ลักษณะโคโลนีของเชื้อรา C. eucalypti ในแตละไอโซเลทเมื่อมีการเลี้ยงไปเปนเวลานาน
พบวาลักษณะโคโลนีของเชื้อราจะเปลี่ยนไป โดยเฉพาะสีของโคโลนีทําใหไมสามารถที่จะใช
ลักษณะโคโลนีในการจําแนกเชื้อราวาเปนไอโซเลทใดได แตมีเพียงบางไอโซเลทที่มีลักษณะเฉพาะ
ของไอโซเลทที่สามารถใชจําแนกได เชน ไอโซเลท C002 ที่มีการสรางเม็ดสีน้ําตาลแดง สําหรับ
การเลี้ยงเชื้อรา C. eucalypti ใหเหมาะสมที่สุดเพื่อที่จะใชในการปลูกเชื้อ นาจะใชเชื้อราที่พึ่งแยกมา
ใหมจากใบยูคาลิปตัสที่มีอาการโรคใบจุดและใบไหม และนํามาเลี้ยงบนอาหาร PDA แลวทําการ
เปลี่ยนอาหารใหมถ่ีขึ้นโดยเปลี่ยนอาหารใหมทุก 5-7 วัน ซ่ึงจะทําใหโคโลนีของเชื้อรามีการสราง
ของเหลวขนออกมาจํานวนมากจนบางครั้งทวมโคโลนีของเชื้อราและเชื้อราก็จะมีการสรางโคนิเดีย
ออกมาจํานวนมากเชนกัน ซ่ึงจะทําใหไดโคนิเดียจํานวนมากพอที่จะเจือจางใหไดความเขมขน
ประมาณ 1-5 x 105 โคนิเดียตอมิลลิลิตร และถาตองการใหโคโลนีของเชื้อรามีการสรางของเหลว
ขนและโคนิเดียออกจํานวนมากตอไปเรื่อยๆ ตองทําการเปลี่ยนอาหารใหมเปนประจํา อาจจะ
เปลี่ยนอาหารใหมทุก 14 วัน อยางไรก็ตามเมื่อเล้ียงเชื้อราในอาหารเปนเวลานานขึ้น เชื้อรามักไม
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คอยสรางโคนิเดียหรือสรางเพียงเล็กนอยจนทําใหไมสามารถที่จะใชในการเตรียม conidial 
suspension ไดเพียงพอ นอกจากนั้นเชื้อราที่มีอายุมากจะมีอัตราการเจริญเติบโตที่ชาลง 
 
3.  การคัดเลือกสายตนยูคาลปิตัสท่ีตานทานดวยการปลูกเชื้อ 
 
 การเปรียบเทียบวิธีการปลูกเชื้อ Colletotrichum lindemuthianum ที่เปนสาเหตุของโรค 
anthracnose ในตนถ่ัว (Phaseolus vulgaris L.) พบวา ทั้งการปลูกเชื้อในเมล็ด ในกลา และดวย
เทคนิค detached leaf ใหผลการทดลองเหมือนกันในแตละวิธี แตการปลูกเชื้อดวยเทคนิค detached 
leaf เปนวิธีการที่ดีที่สุด (Bigirimana and Hofte, 2001) เชนเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้ที่พบวาการ
ปลูกเชื้อดวยเทคนิค detached leaf มีประสิทธิภาพในการแยกสายตนยูคาลิปตัสที่ตานทานและ
ออนแอตอเชื้อรา C. eucalypti มากกวาการปลูกเชื้อโดยตรงในกลา โดยปญหาหนึ่งของการปลูกเชื้อ
ในตนกลาคือ ไมสามารถบมตนกลาที่ปลูกเชื้อแลวในกลองชื้นไวจนมีระดับอาการโรคที่สามารถ
แยกความแตกตางระหวางสายตนที่คอนขางตานทานและคอนขางออนแอไดชัดเจน เนื่องจากใน
บางสายตนเกิดการรุนรวงของใบทั้งใบที่แสดงอาการของโรครุนแรงและใบที่แสดงอาการของโรค
ปานกลางจนถึงนอยโดยใบจะเริ่มรวงประมาณวันที่ 7 หลังปลูกเชื้อ โดยเฉพาะในสายตน SF03 ที่
ถึงแมจะไมพบอาการโรคมากนักแตเกิดการเหี่ยวและการหลุดรวงของใบอยางมาก จึงทําใหการ
ประเมินโรคโดยใชเปอรเซ็นตการเกิดโรคไมสามารถแยกสายตนที่มีความตานทานในระดับกลางๆ 
ไดดี เชนเดียวกับ การทดลองของ เดชา (2547) พบวา เมื่อปลูกเชื้อรานี้บนตนกลายูคาลิปตัส ใน
สัปดาหที่ 3 หลังปลูกเชื้อ ใบที่เปนโรคเริ่มเหลืองและมีการรวงหลนของใบที่เปนโรคพรอมกับมี
การสรางใบใหมขึ้นมา สําหรับการประเมินโรคโดยใชเปอรเซ็นตการเกิดโรคในการปลูกเชื้อดวย
เทคนิค detached leaf จะใชไดผลดีเนื่องจากแตละสายตนแสดงอาการโรคออกมาในระดับที่
แตกตางกันชัดเจน และนาสะทอนใหเห็นถึงระดับความตานทานของแตละสายตนไดดีโดยเฉพาะ
ความตานทานที่เปนลักษณะเชิงปริมาณ  
 
 การปลูกเชื้อในตนกลามีอาการของโรคคอนขางนอย  อาจเนื่องมาจากการควบคุม
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะกับการเกิดโรค ดังในการทดลองปลูกเชื้อโดยตรงบนตนกลายูคาลิปตัส
ดวยเชื้อรา C. eucalypti กอนหนานี้ถึงแมในการทดลองปลูกเชื้อจะมีอาการโรคเหมือนกับการเขา
ทําลายของเชื้อในสภาพแปลง แตชวงเวลาที่ยาวในการบมตนกลาที่ปลูกเชื้อในสภาพความชื้นสูงมัก
ทําใหเกิดปญหาและการทดลองหลายครั้งที่ลมเหลวเนื่องจากควบคุมสภาพแวดลอมไดไมเหมาะสม
เพียงพอ (Old et al., 2002) นอกจากนั้นอาจเนื่องมาจากตนกลาที่ใชในการทดลองปลูกไวในดิน เมื่อ
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เชื้อราเขาทําลายใบของตนกลาแลวตนกลาจะพยายามที่ตอตานการเขาทําลาย เมื่อตนกลาปลูกในดิน
จึงสามารถที่จะดูดน้ําและแรธาตุตางๆ ทําใหตนกลามีความแข็งแรงซึ่งตางจากการปลูกเชื้อดวย
เทคนิค detached leaf ที่ใบถูกเด็ดออกมาจากตนทําใหมีการแสดงอาการของโรคออกมามากกวา 
อยางก็ตามปจจัยแวดลอมที่เหมาะสมตอการเขาทําลายและทําใหเกิดโรคใบจุดและใบไหมจากเชื้อ
รา C. eucalypti ยังไมมีความเขาใจมากนัก แตนาจะเกี่ยวของกับปจจัยหลักๆ อยู 2 ปจจัย คือ 
ความชื้นและอุณหภูมิ ในการเขาทําลายพืชอาศัยของเชื้อรา Albugo candida ก็พบวาอุณหภูมิต่ําและ
ความชื้นสูงของตูควบคุมการเจริญเติบโตใน 72 ช่ัวโมงแรกหลังจากปลูกเชื้อ มีความสําคัญตอการ
บุกรุกและตั้งรกรากในพืชอาศัยของเชื้อรา (Goyal et al., 1996) แตในการทดลองนี้ไดบมตนกลา
และใบที่ปลูกเชื้อไวในกลองชื้นตลอดเวลา ดังนั้นความชื้นจึงนาจะเพียงพอตอการงอกของโคนิเดีย
และการพัฒนาของอาการโรคได แตอุณหภูมิของกลองชื้นในการปลูกเชื้อโดยตรงบนตนกลาใน
การศึกษาครั้งนี้มีความไมสม่ําเสมอและมีระดับคอนขางสูงโดยมีอุณหภูมิอยูระหวาง 24-33       
องศาเซลเซียส จึงอาจเปนสาเหตุที่ทําใหการเกิดโรคนอยกวาปกติ จากการศึกษาของ Sankaran et al. 
(1995) ไดนําตนกลาที่ปลูกเชื้อชนิดนี้แลวไวในกลองความชื้นที่มีอุณหภูมิ 32±2 องศาเซลเซียส เปน
เวลาประมาณ 1 เดือน พบวาไมมีการพัฒนาของอาการโรคใบจุด สวน Ciesla et al. 1996 ไดรายงาน
วาในการทดสอบปลูกเชื้อดวยเช้ือรา C. eucalypti ที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส สามารถทําใหเกิด
อาการใบจุดใน 4-5 วัน หลังจากปลูกเชื้อ แตจะไมแสดงอาการโรค ที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
นอกจากนั้นการเจริญของเชื้อราชนิดนี้บนอาหารและการสรางโคนิเดียที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
จะลดลงเมื่อเทียบกับที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส และพบวาชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการพัฒนา
ของอาการโรคเทากับ 23-30 องศาเซลเซียส (Old et al., 2002) นอกจากนั้นปจจัยส่ิงแวดลอมนาจะมี
ผลตอการเกิดโรคคอนขางมาก นอกเหนือจากอาการใบจุดและใบไหม เชื้อรา C. eucalypti สามารถ
ทําใหเกิดแคงเกอรในกิ่ง กานและลําตนของยูคาลิปตัส การเขาทําลายของเชื้อราที่ทําใหเกิด         
แคงเกอรหลายชนิดพบวาขึ้นกับปจจัยสภาพแวดลอมเปนอยางมาก โดย Heerden and Wingfield 
(2002) ไดศึกษาผลจากสภาพแวดลอมที่มีตอการตอบสนองของสายตนยูคาลิปตัสเมื่อปลูกเชื้อรา 
Cryphonetria cubensis พบวา ระดับความรุนแรงของการเกิดโรคมีความแตกตางกันตามตําแหนง
ที่ตั้งทางภูมิศาสตรของแปลงทดลอง เชนเดียวกับการศึกษาในเชื้อรา Cryphonectria eucalypti ที่ทํา
ใหเกิดแคงเกอรพบวา การพัฒนาของโรคในสายตนยูคาลิปตัสขึ้นอยูกับปจจัยสภาพแวดลอมอยาง
มาก (Gryzenhout et al., 2003) 
 
 การทดลองคัดเลือกสายตนยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสที่ตานทานโรคใบจุด โดยวิธีฉีดพน 
สปอรโดยตรงในกลาไมพบวา สามารถคัดเลือกสายตนยูคาลิปตัสที่ตานทานตอโรคใบจุดไดใน



  

83

ระดับหนึ่งภายใตเวลาที่รวดเร็วโดยกระทํากับกลาไมขนาดเล็กและอายุนอย แตมีขอจํากัดคือ เชื้อรา
สาเหตุของโรคพืชไมสามารถสรางความเสียหายใหกับกลาไมจนถึงตายไดเหมือนกับตนยูคาลิปตัส
ที่ปลูกในพื้นที่ทั้งนี้อาจเนื่องจากสภาพแวดลอมในเรือนทดลองไมเหมาะสมสําหรับการระบาดของ
โรค และกลาไมที่นํามาทดลองอาจอยูในชวงที่กําลังเจริญเติบโตและมีความแข็งแรง (เดชา, 2547) 
ดังนั้นอายุของตนยูคาลิปตัสที่เลือกใชจึงนาจะมีผลตอการทดสอบความตานทานตอเชื้อราดวย โดย
ลักษณะของใบของตนกลายูคาลิปตัสมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกตางจากใบของตนโตเต็มที่
โดยโรคใบจุดใบไหมที่เกิดจากเชื้อรา C. eucalypti มักจะสรางความเสียหายอยางมากใหกับตน       
ยูคาลิปตัสที่มีอายุ 2-4 ป ในสภาพแปลง การทดสอบความตานทานจึงอาจตองมีการเลือกใชระยะ
ตนพืชที่นํามาทดลองใหเหมาะสมที่สุดเพื่อที่แสดงใหเห็นถึงระดับความตานทานที่ถูกตองและมี
ความสอดคลองกับการคัดเลือกในแปลง เชน ในการเขาทําลายของเชื้อ Pyrenophora semeniperda 
บนใบของตนกลา และใบของตนที่โตเต็มที่ของขาวสาลีพบวา โคนิเดียที่พนลงบนใบของตนกลา
สามารถงอกได 100 เปอรเซ็นต สวนบนใบของตนโตเต็มที่สามารถงอกไดเพียง 20-30 เปอรเซ็นต 
นอกจากนั้นยังพบวาใบของตนกลามีความออนแอมากกวาใบของตนที่โตเต็มที่ทั้งภายใตสภาพ
แปลงทดลองและสภาวะควบคุมปจจัยแวดลอม (Campbell and Medd, 2003) อายุตนพืช อายุใบ 
และตําแหนงของใบบนตนของมันฝร่ัง (Solanum tuberosum) 5 พันธุ มีผลตอความตานทานแบบไม
จําเพาะ (race-nonspecific resistance) ตอเชื้อรา Phytopthora infestans ทั้งจากการสํารวจใน
ภาคสนามและการทดลองในสภาวะควบคุมปจจัยแวดลอม โดยสวนของตําแหนงใบบนตนเปน
ปจจัยที่สําคัญอยางมาก สวนอายุตนพืชและอายุใบมีผลเพียงเล็กนอย (Visker et al., 2003) ปจจัย
ทางพันธุกรรมของตนพืชก็สงผลตอความตานทานในระยะตางๆ ของการเจริญเติบโตได โดยความ
ตานทานในตนกลากับตนที่โตเต็มที่อาจถูกควบคุมดวยยีนตางกันเชน ในความตานทานตอ 
Leptosphaeria maculans ที่เปนสาเหตุโรค black leg ใน Brassica juncea เกี่ยวของกับยีน 2 คู ที่
กําหนดความตานทานในตนกลาและในลําตน ปฏิกิริยาการขมของยีนทั้งสองเปนแบบ dominant 
recessive epistasis โดยยีนแรกที่ใหความตานทานมีการขมยีนที่ 2 เปนแบบ dominant และยีนที่ 2 มี
การขมยีนแรกเปนแบบ recessive (Keri et al., 1997) ในขาวสาลีสายพันธุ Westphal 12A ที่มียีน
ตานทานโรคราสนิม (leaf rust) ที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อ Puccinia triticina พบวา ยีนที่
ควบคุมความตานทานโรคในชวงเปนตนกลาและตนโตมีความตางกัน โดยในขณะเปนตนกลามียีน 
3 ยีน ที่เกี่ยวของกับความตานทานโรค สวนในตนโตเต็มที่จะมียีน Lr34 ที่เปนยีนซึ่งเกี่ยวของกับ
ความตานทานมีการแสดงออกไดดี  (Kolmer and Liu, 2001) สวนความตานทานโรค eyespot ของ
ขาวสาลีพันธุ Cappelle-Desprez (Bezostaya) พบวา ยีนหลักที่ควบคุมความตานทานโรคในตนกลา
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จะอยูบนโครโมโซม 7A ซ่ึงยีนเหลานี้ไมมีผลตอความตานทานโรคในตอนตนโตเต็มที่ แตยีนหลัก
ที่ควบคุมความตานทานโรคของตนโตเต็มที่จะอยูบนโครโมโซม 5A (Muranty et al., 2002) 
 
 การประเมินโรคใบจุดและใบไหมที่เกิดจากเชื้อราชนิดนี้ในภาคสนามของ เดชา (2547) 
พบวา สายตน CT76 มีระดับความรุนแรงของการเกิดโรคต่ําและสายตน CT37 มีระดับรุนแรงของ
การเกิดโรคสูง ซ่ึงสอดคลองกับการแบงกลุมตามปฏิกิริยาความตานทานโรคของแตละสายตนใน
การศึกษาครั้งนี้ที่พบวา SF06 หรือ CT76 อยูในกลุมตานทานและมีระดับความตานทานสูงกวาสาย
ตนอ่ืนๆ สวน SF07 หรือ CT37 อยูในกลุมออนแอและมีระดับความตานทานต่ํากวาสายตนอื่นๆ 
 
 ถาความตานทานตอโรคใบจุดใบไหมที่เกิดจากเชื้อรา C. eucalypti เกี่ยวของกับยีน
ตานทานโรคเพียง 1 ยีน ในกรณีที่ยีนตานทานโรคมีการแสดงออกได 100 เปอรเซ็นต ไมมีอิทธิพล
ของสิ่งแวดลอมเขามาเกี่ยวของ การทดสอบสายตนยูคาลิปตัสโดยการปลูกเชื้อนาจะพบเพียงสาย
ตนที่ตานทานและออนแอคือ สายตนตานทานที่มียีนตานทานโรคนั้นจึงทําใหแสดงความตานทาน
และสายตนออนแอที่ไมมียีนตานทานโรคนั้นจึงทําใหแสดงความออนแอ แตจากการทดลอง 
detached leaf inoculation 2 พบวา เปอรเซ็นตการเกิดโรคของยูคาลิปตัสทั้ง 11 สายตน ในการปลูก
เชื้อโดยใชไอโซเลท R001 มีคาอยูระหวาง 1.92-86.5 เปอรเซ็นต คือ แตละสายตนมีการแสดงระดับ
ความตานทานหลายระดับ นอกจากนั้นยังไมพบการตอบสนองแบบ hypersensitive response ของ
สายตนยูคาลิปตัส ซ่ึงโดยทั่วไปแลวมักพบในเชื้อราที่เปน biotrophic parasites ดังนั้นความตานทาน
ตอโรคใบจุดและใบไหมในการศึกษาครั้งนี้นาจะเกี่ยวของกับยีนตานทานหลายยีนโดยแตละยีน
แสดงออกแบบบวกสะสม ทําใหสายตนใดที่มียีนตานทานโรคหรือยีนที่เกี่ยวของกับกลไกการ
ตานทานโรคจํานวนมากก็จะมีความตานทานมากกวาสายตนที่มีจํานวนยีนนอยกวา นอกจากนั้นถา
สายตนใดมีความบกพรองของยีนตานทานโรคหรือยีนที่เกี่ยวของกับความตานทานโรคในสายตน
นั้นๆ หรือการแสดงออกของยีนมีนอยและไมรวดเร็วพอจนถึงไมมีการแสดงออกเลยก็จะทําให
ความตานทานลดลงตามลําดับ โดยความตานทานเชิงปริมาณ (quantitative resistance) สามารถดูได
จากการกระจายตัวของพืชตานทานและไมตานทานที่มีลักษณะที่ตอเนื่อง และไมสามารถแยกออก
จากกันไดชัดเจน โดยจากการกระจายตัวของประชากร F2 ของฝายจากการผสมระหวางพันธุ Pima 
S-79 ที่เปนพันธุตานทานและพันธุ Acala 44 ที่เปนพันธุออนแอตอเชื้อ Verticillium dahliae บงชี้วา
ความตานทานโรค Verticillium wilt เปนลักษณะเชิงปริมาณดวยหลายระดับของการขม 
(dominance) จากพอแมที่ตานทาน การกระจายตัวเปนแบบ transgressive segregation  (Bolek et al., 
2005) ในเชื้อ Setosphaeria turcica ที่เปนสาเหตุของโรค northern corn leaf blight พบวา มีแหลง
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ความตานทานเชิงคุณภาพและปริมาณอยูหลากหลายแตความตานทานเชิงคุณภาพบอยครั้งจะไม
เสถียร สวนความตานทานเชิงปริมาณมีการแสดงออกขึ้นกับสภาพแวดลอมทางกายภาพแตจะไม
สูญเสียความตานทานตอ pathotypes ของ S. turcica ในแปลงปลูก (Welz and Geiger, 2000) 
 
4.  เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่สามารถแยกสายตนตานทานและออนแอตอเชื้อรา Cryptosporiopsis 
eucalypti 
 
 การที่คูไพรเมอรทําปฏิกิริยา PCR แลวใหแถบดีเอ็นเอที่มากกวา 1 แถบแมวาไพรเมอรจะ
เปนไพรเมอร STS ก็ตาม อาจเนื่องจากในการออกแบบไพรเมอรไดใชสวนอนุรักษจากลําดับ         
นิวคลีโอไทดของยีนตางๆ จากพืชอ่ืนและเลือกสายนิวคลีโอไทดมาใชออกแบบไพรเมอร 1 สาย 
โดยเปนลําดับนิวคลีโอไทดของพืชอ่ืนที่ไมใชยูคาลิปตัส ซ่ึงในพืชแตละชนิดอาจมีการเลือกใชรหัส
พันธุกรรม (codon usage) ที่ตางกัน ทําใหไพรเมอรที่ไดมีความจําเพาะไมมากนัก หรืออาจเนื่องจาก
การออกแบบไพรเมอรไดไมดี ทําใหมีตําแหนงเกาะของคูไพรเมอรไดหลายตําแหนงไมตรงกับ
ตําแหนงของยีนที่ตองการ นอกจากนี้ยังพบวาภายในสายนิวคลีโอไทดของยีนหนึ่งอาจจะมีลําดับ  
นิวคลีโอไทดที่คลายคลึงกันอยูในสายนิวคลีโอไทดนั้น ทําใหไพรเมอรเกาะไดหลายตําแหนงใน
สายนิวคลีโอไทดหนึ่ง ทําใหไดแถบดีเอ็นเอหลายขนาด โดยพบในการตัดแถบดีเอ็นเอขนาด 750 คู
เบส บนโพลีอะคลีลาไมดเจลที่ไดจากคูไพรเมอร RPS2 มาทําการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล แลวนํา 
ดีเอ็นเอนั้นไปทําการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดดังกลาวโดยใชคูไพรเมอร RPS2 ดวย
ปฏิกิริยา PCR พบวามีแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 3 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด 240, 510 และ 750 คูเบส 
(ภาพที่ 10) โดยแถบดีเอ็นเอขนาด 510 คูเบส จะพบเปนแถบดีเอ็นเอหลักโดยมีความเขมของแถบ  
ดีเอ็นเอมากที่สุดและพบในทุกสายตน แตแถบดีเอ็นเอขนาด 750 คูเบส ซ่ึงเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ใช
เปนดีเอ็นเอตนแบบและเปนแถบดีเอ็นเอที่ตองการเพิ่มปริมาณ กลับพบวามีความเขมของแถบ       
ดีเอ็นเอนอยกวาแถบดีเอ็นเอขนาด 510 คูเบส และแตละสายตนก็มีความเขมของแถบดีเอ็นเอไม
เทากัน คูไพรเมอร RPS2 นี้ออกแบบจากยีน RPS2 ซ่ึงเปนยีนตานทานโรคของ Arabidopsis 
thaliana โดยออกแบบจาก motifs ในสวนของ nucleotide binding site domains คือ GGVGKTT 
และ GLPLAL โดยลําดับนิวคลีโอไทดของคูไพรเมอร RPS2 นี้มีความเหมือนกันอยางมากกับ   
ไพรเมอร 15912 และ 15913 ที่ออกแบบโดย Pan et al. (2000) ซ่ึงเห็นไดวาถึงแมไพรเมอรจะ
ออกแบบจากลําดับอนุรักษบนสายนิวคลีโอไทดแลวก็มีโอกาสที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนลําดับ
อนุรักษนั้นไปคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณอื่นได นอกจากนั้นจะพบวายีนที่นํามาใชใน
การออกแบบไพรเมอรในการศึกษาครั้งนี้หลายยีนเปนยีนที่อยูเปนกลุม (gene family) โดยเฉพาะยีน 
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PR-protein และยีนตานทานโรคของพืชทําใหคูไพรเมอรที่ออกแบบไดมีโอกาสที่เพิ่มจํานวนโดย 
PCR แลวไดแถบ     ดีเอ็นเอหลายแถบ จากการใชไพรเมอรที่ออกแบบจากสวนอนุรักษของลําดับ  
นิวคลีโอไทดจาก coding region ของยีน ß-1,3-glucanase เพื่อใชในปฏิกิริยา PCR พบวา ผลผลิต
ของ PCR ที่ได เมื่อนําไปทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวา มียีน ß-1,3-glucanase อยางนอย 12 
กลุม ที่อยูในถั่วเหลือง โดยยีน ß-1,3-glucanase อยูเปนกลุมใน linkage group จํานวน 5 กลุม 
นอกจากนั้นยังพบวายีน ß-1,3-glucanase ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายกันจะรวมอยูในกลุมเดียวกัน 
(Jin et al., 1999) ในการวางตําแหนง defense response (DR) gene บนจีโนมของพริกไทย ศึกษาการ
วางตัวของ QTL ที่เกี่ยวกับความตานทานพบวา PR5, ß-1,3-glucanase, chitinase และ Glutathione 
S-transferase เปน multiple gene ที่มีหลายชุดในจีโนมของพริกไทย โดยยีนที่ encode ให               
ß-1,3-glucanase รวมกลุมอยูใน linkage group ที่ Pla ในขณะที่ยีนที่ encode ให chitinase อยูใน
หลาย linkage groups (P1b, P2a และ P5) นอกจากนั้นยีน chitinase class III มีตําแหนงรวมกับ QTL 
หลักที่ควบคุมความตานทานตอ Phytophthora capsici บน linkage group ที่ P5 สวน PR4, PR2 
และ PR10 loci วางอยูในบริเวณของ QTL ที่ใหความตานทานตอ P. capsici, Potato virus Y และ 
Potyvirus E ตามลําดับ (Pflieger et al., 2001) 
 
 ดัชนีความเหมือนที่ไดจากลายพิมพดีเอ็นเอของคูไพรเมอรที่ออกแบบจาก PR-protein ยีน
ตานทานโรค และยีนที่เกี่ยวของกับการปองกันพบวา ในสายตน SF94 และ SF98 มีความเหมือนกัน
สูง และระหวางสายตน SF01 และ SF18 มีความเหมือนกัน 100 เปอรเซ็นต คือ ไมพบแถบดีเอ็นเอที่
ตางกันเลยจากไพรเมอรทั้งหมด แตเมื่อนํามาพิจารณารวมกับสายตน SF06 และ SF36 จะเห็นวาใน
ระหวางสายตนตานทานจะมีความเหมือนกันคอนขางนอย ตางจากในกลุมสายตนออนแอจาก
ทั้งหมด 6 สายตน มีถึง 5 สายตน คือ สายตน SF03, SF07, SF14, SF16 และ SF70 ที่มีความ
เหมือนกันสูง ยกเวนสายตน SF86 ที่เหมือนกับสายตนอื่นๆ นอย นอกจากนั้นในสายตนตานทานจะ
พบวามีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่หลากหลายกวาในกลุมสายตนออนแอ ในกลุมสายตนออนแอจะ
มีลักษณะของใบในตนกลาเปนรูปไขหรือรูปหอกกวางพอโตขึ้นจะเปนรูปเรียวยาวหรือรูปหอก ซ่ึง
คลายกับลักษณะของยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสตางจากกลุมสายตนตานทานที่มีลักษณะของใบที่
หลากหลายกวาโดยเฉพาะในสายตน SF36 จะมีลักษณะใบของตนโตคลายรูปหอก มีขอบใบเปน
คล่ืนเล็กนอย ขอบใบมีลักษณะเปนเสนสีเขียวออนที่ชัดเจน สันเสนใบจะอยูเกือบชิดขอบใบ กาน
ใบจะยาวเมื่อเทียบกับสายตนออนแอ ในสายตน SF06 จะมีลักษณะใบเปนรูปหอกที่บริเวณฐานใบ
จะกวางซึ่งจะคลายกับใบของยูคาลิปตัสยูโรฟลลา (E. urophylla) จากทั้งหมดจะเห็นวาสายตน
ออนแอจะมีลักษณะคลายยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสแตในสายตนตานทานจะมีลักษณะที่ไมเหมือน
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ยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิส ซ่ึงยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสจะมีความออนแอตอเชื้อรา C. eucalypti 
คอนขางมากกวาสปชีสอ่ืนๆ ของยูคาลิปตัส  
 
 การแยกขนาดดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสบนโพลีอะครีลาไมดเจลของแตละคูไพรเมอร
ในการทดลองนี้จะใหแถบดีเอ็นเอที่คลายกับในอะกาโรสเจล แตในโพลีอะครีลาไมดเจลจะพบแถบ
ดีเอ็นเอจํานวนมากกวา เนื่องจากโพลีอะครีลาไมดเจลสามารถแยกแถบดีเอ็นเอไดละเอียดกวาแมมี
ขนาดแตกตางกันเพียงเล็กนอย และสามารถตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีปริมาณนอยไดดีกวา ทํา
ใหเพิ่มประสิทธิภาพในการหาแถบดีเอ็นเอที่ตางระหวางตัวอยางไดมากขึ้น  
 
 เทคนิค resistance gene-analog polymorphism (RGAP) ถูกพัฒนาโดย Chen et al. (1998) 
เปนการหาโพลีมอรฟซึมโดยอาศัยการออกแบบไพรเมอรจากสวนอนุรักษ (conserved domains) 
ของยีนตานทานโรคของพืชแลวนําไพรเมอรที่ไดนั้นไปทําปฏิกิริยา PCR และทําการแยกขนาด      
ดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสที่มีความละเอียดสูง (high-resolution electrophoresis) หรือใน          
โพลีอะครีละไมดเจลนั่นเองและตรวจสอบผลดวยเทคนิคที่มีความไวสูง เทคนิคนี้ยังสามารถจะให
เครื่องหมาย RGA ที่เปนขอมูลเกี่ยวกับยีนที่คาดวาจะเกี่ยวของกับการจดจําระหวางตัวเชื้อสาเหตุ
โรคและพืชอาศัย และเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่บงบอกความสัมพันธทางพันธุกรรม เชนเดียวกับ 
Linden et al. (2004) พบวา NBS profiling สามารถที่จะใชหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีตําแหนงใกล
กับยีนตานทานโรคของพืชและ R-gene cluster สําหรับทํา genomic mapping, positional cloning 
นอกจากนั้นยังเปนแหลงของ alleles ใหมและแหลงของยีนตานทานใน germplasm ในการศึกษา
คร้ังมีคูไพรเมอรที่ออกแบบจากยีนตานทานโรคของพืชจํานวน 4 คู คือ คูไพรเมอร RPS2, Pib, Xa1 
และ Xa21 และคูไพรเมอรที่ไดจากการสลับคูระหวาง forward primer และ reverse primer ของคู
ไพรเมอร RPS2, Pib และ Xa1 อีกจํานวน 6 คู การที่สามารถสลับคูระหวาง forward primer และ 
reverse primer เนื่องมาจากยีน RPS2, Pib และ Xa1 เปนยีนตานทานโรคของพืชที่อยูในกลุม
เดียวกัน โดยยีนเหลานี้จะมีลําดับอนุรักษหลายชวงซึ่งทั้ง 3 ยีน ออกแบบมาจากชวงที่ตางกัน ใน
สวนนี้จึงเปนขอดีของเทคนิค RGA ที่สามารถเพิ่มจํานวนคูไพรเมอรไดมากขึ้น และนอกจากนั้นยัง
พบวาคูไพรเมอรที่ออกแบบจากยีนตานทานโรคของพืชนี้ยังใหแถบดีเอ็นเอที่ใชแยกความแตกตาง
ระหวางกลุมสายตนตานทานและออนแอถึง 3 คู  ผลผลิตจากการทํา PCR ของคูไพรเมอรเหลานี้จะ
เรียกวา resistance-gene analog (RGA) โดยแถบดีเอ็นเอที่ใชแยกความแตกตางระหวางกลุมสายตน
ตานทานและออนแอนี้คือ เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2, Ce3 และ Ce4 แตลําดับนิวคลีไทดของ
เครื่องหมายดีเอ็นเอทั้ง 3 พบวาไมมีความเหมือนกับยีนตานทานโรคและ RGA ของพืชอ่ืนๆ ใน
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ฐานขอมูล GenBank ซ่ึงคลายกับในการศึกษาของ Zhang et al. (2004) ที่ไดใชเทคนิค RGA เพื่อ
พัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมโยงอยางมากกับยีนตานทาน Bdv2 (barley yellow dwarf virus 
resistance gene) พบวา จากคูไพรเมอรทั้งหมด 187 คู มีเพียงเครื่องหมายดีเอ็นเอ RGA 2 ชนิด ที่ใช
ระบุได และพบวาลําดับนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ RGA ไมมีความเหมือนอยางมี
นัยสําคัญกับยีนตานทานโรคของพืชในฐานขอมูล ซ่ึงเขาไดอธิบายไววาอาจเนื่องมาจากใชชุด
ตรวจสอบผลโดยการยอมซิลเวอรไนเตรทของบริษัทที่ไมมีความไวในการตรวจสอบที่เพียงพอทํา
ใหไดแถบดีเอ็นเอที่ไมมากหรืออาจเปนเพราะคูไพรเมอร RGA ที่ใชมีจํานวนนอยและอาจไม
เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR แลวใหช้ินสวนที่ตองการ เชนเดียวกับการศึกษาครั้ง
นี้เองก็พบวามีปญหาในการตรวจสอบผลในโพลีอะครีลาไมดเจลเชนกัน เนื่องจากมีแถบดีเอ็นเอที่
แตกตางระหวางกลุมตานทานและออนแอที่ไมชัดเจน ในบางครั้งจะพบแถบดีเอ็นเอที่คอนขางจาง
มากทําใหไมสามารถนํามาใชได แตอยางไรก็ตามเทคนิค RGA ยังคงมีประสิทธิภาพและสามารถ
พัฒนาเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีตําแหนงใกลกับยีนตานทานโรคของพืช โดย Yan et al. (2003) 
ไดพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ Xwgp-17 และ Xwgp-18 ที่ co-segregate กับ Yr5 ซ่ึงเปนยีนที่ใหความ
ตานทานเชื้อรา Puccinia striiformis f. sp. tritici ที่เปนสาเหตุโรค stripe rust ในทุก race พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของเครื่องหมายดีเอ็นเอทั้งสองมีความเหมือนกันถึง 98 
เปอรเซ็นต และลําดับนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอทั้งสองมีความเหมือนกับลําดับ             
นิวคลีโอไทดที่คลายกับยีนตานทานโรคของ Aegilops ventricosa และมีความเหมือนอยางมี
นัยสําคัญกับยีนตานทานโรค, RGA และ expressed sequence tags (EST) จากขาวสาลีและพืชอ่ืนๆ 
เชนเดียวกับการศึกษาของ   Shi et al. (2001) ที่ไดทําการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใชระบุยีน Yr9 
ดวยเทคนิค RGA โดยยีน Yr9 เปนยีนที่ใหความตานทานตอ Puccinia striiformis f.sp. tritici ที่เปน
สาเหตุของโรค stripe rust ในพันธุขาวสาลี ผลการศึกษาพบวาเครื่องหมายดีเอ็นเอ RGA 16 ชนิด 
ไดรับการยืนยันโดยใชวิธี cosegregation analysis โดยมีเครื่องหมายดีเอ็นเอ 4 ชนิด ที่ coincident 
กับ Yr9 และมีเครื่องหมาย   ดีเอ็นเอ 12 ชนิด ที่เชื่อมโยงอยางมากกับ Yr9 มีคา genetic distance อยู
ระหวาง 1 to 18 cM นอกจากนั้นในหลายการทดลองก็สามารถที่จะแยก RGA ได ดังเชนในการ
ทดลองของ Cordero and Skinner (2002) สามารถใช degenerate primers ที่ออกแบบจากสวน
อนุรักษในบริเวณ nucleotide binding site (NBS) ของยีนตานทานโรค ทําการแยก RGA จาก alfalfa 
(Medicago sativa L.) นอกจากนั้นลําดับนิวคลีโอไทดของ RGA ที่ไดพบวามีความเหมือนกับลําดับ
นิวคลีโอไทดบริเวณ NBS ของพืชชนิดอื่นๆ เชนเดียวกับ Noir et al. (2001)  สามารถแยก RGA ที่มี
สวนของ NBS ดวย degenerate primers จาก Coffea arabica และ C. canephora  ไดถึง 9 รูปแบบ ที่
ตางกัน 
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 การศึกษา mutational analysis ใน Arabidopsis พบวา dnd mutants ที่มียีน dnd1 (defense, 
no death) ซ่ึง encode ให cyclic nucleotide-gated ion channel ที่ผิดปรกติ จะมี salicylic acid อยูใน
ระดับที่สูงแตจะสูญเสียการตอบสนองแบบ hypersensitive response ตอเชื้อ Pseudomonas 
syringae ที่ไมรุนแรง แตอยางไรก็ตามถึงแมจะขาดการตอบสนองแบบ hypersensitive response ไป 
แต dnd mutants สามารถที่จะแสดงออกของ PR gene ในระดับสูงและสามารถจํากัดการเขาทําลาย
เชื้อสาเหตุโรคได (Yu et al., 1998; Clough et al., 2000) แตอยางไรก็ตามกระบวนการที่กระตุนให
เกิดความตานทานนี้ยังไมแนชัด และไมทราบบทบาทของ cyclic nucleotide-gated ion channel ที่
เกี่ยวของกับความตานทานอยางไร ถึงแมวาเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 มีลําดับนิวคลีโอไทด 2 ชวง ที่
เหมือนกับ cyclic nucleotide-regulated ion channel ของ Arabidopsis thaliana โดยมีความยาวชวง
ละ 114 และ 99 คูเบส สาเหตุที่พบความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดที่นอยและเปนชวงสั้นๆ 
อาจเนื่องมาจากขนาดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 ส้ันเกินไป  
 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 (แถบดีเอ็นเอขนาด 340 คูเบส ในกลุมออนแอ) จะคลายกับลําดับ
นิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอขนาด 400 คูเบส ในกลุมตานทานยกเวนสายตน SF36 ที่ไมพบแถบ  
ดีเอ็นเอขนาดดังกลาวแตพบแถบดีเอ็นเอหลักขนาด 500 คูเบส และยังมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ตาง
จากสายตนอื่นๆ โดยเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 กับแถบดีเอ็นเอขนาด 400 คูเบส ของสายตนตานทาน
ยกเวนสายตน SF36 เปนแถบดีเอ็นเอเดียวกันแตมีการเพิ่มขึ้นหรือขาดหายไปของลําดับ                 
นิวคลีโอไทดจึงทําใหมีขนาดตางกัน สวนสายตน SF36 ที่พบแถบดีเอ็นเอหลักที่มีขนาดและลําดับ
นิวคลีโอไทดที่ตางออกไปทั้งนี้อาจเนื่องมาจากมีความหางทางพันธุกรรมจากสายตนอื่นๆ 
คอนขางมากทําใหอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงบางยีนตางออกไป โดยเฉพาะเครื่องหมายดีเอ็นเอนี้ก็
อาจเปน RGA 
 

ไพรเมอรทั้ง 5 คู ที่ใหแถบดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอ พบวา เมื่อทําปฏิกิริยา PCR จะ
ใหแถบดีเอ็นเอหลายแถบและมีแถบดีเอ็นเอที่เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอรวมอยูดวย ซ่ึงถาเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอเปนแถบดีเอ็นเอหลัก จะตรวจสอบในเจลไดงายกวาแถบดีเอ็นเอที่มีความสวางของแถบ     
ดีเอ็นเอนอยกวา โดยเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เปนแถบดีเอ็นเอหลักประกอบดวย เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
Ce4, Ce5, และ Ce6 สวนในเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1, Ce2 และ Ce3 เปนแถบดีเอ็นเอรอง 
โดยเฉพาะเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 และ Ce2 พบวาไมสามารถตรวจสอบไดในอะกาโรสเจล ซ่ึง
แสดงวามีปริมาณของดีเอ็นเอนอย นอกจากนั้นเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 ยังทําซ้ําไดคอนขางลําบาก
เนื่องจากแถบดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอนี้เมื่อทําปฏิกิริยา PCR บางครั้งอาจจะสามารถ
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เพิ่มปริมาณไดแตบางครั้งจะไมสามารถเพิ่มปริมาณไดซ่ึงอาจเปนผลมาจากไพรเมอรไมมีความ
เฉพาะเจาะจงพอ จึงทําใหใชตรวจสอบไดยากกวาในเครื่องหมายดีเอ็นเออื่นๆ เมื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของเครื่องหมายดีเอ็นเอทั้ง 6 ชนิด พบวา เครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพในการ
คัดเลือกสายตนยูคาลิปตัสมากที่สุดคือ เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 ที่ใชตรวจสอบสายตนออนแอ
ในอะกาโรสเจล เนื่องจากสามารถตรวจสอบไดในอะกาโรสซึ่งทําไดงายและรวดเร็วกวาใน         
โพลีอะคริลาไมดเจล แถบดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอเปนแถบดีเอ็นเอหลักที่มีปริมาณ      
ดีเอ็นเอมาก ทราบลําดับนิวคลีโอไทดที่แนนอนโดยลําดับนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
Ce4 พบการเพิ่มขึ้นหรือขาดหายไปของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางกลุมสายตนออนแอและ
ตานทาน (ยกเวน SF36) เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 นี้จึงนาจะใชในการคัดเลือกสายตนตานทานและ
ออนแอของยูคาลิปตัสไดดีที่สุด สวนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่นาจะมีประสิทธิภาพรองลงมาคือ 
เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 ถึงแมจะเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เปนแถบดีเอ็นเอรองและตองตรวจสอบ
ในโพลีอะคริลาไมดเจล แตสามารถที่ตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce5 ไปพรอมกันไดดวย 
เนื่องจากเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 และ Ce5 มาจากคูไพรเมอร PR5 โดยที่เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 
พบในสายตนตานทานและเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce5 พบในสายตนออนแอ จึงเปนการยืนยันทั้ง    
สายตนตานทานและออนแอไปพรอมกัน เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce6 นาจะมีประสิทธิภาพที่ดีเชนกัน 
เนื่องจากสามารถตรวจสอบไดบนอะกาโรสเจล และแถบดีเอ็นเอยังเปนแถบดีเอ็นเอหลัก แต
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดนี้เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่พบในสายตนออนแอเทานั้น สวนเครื่องหมาย  
ดีเอ็นเอ Ce3 ถึงแมจะสามารถตรวจสอบไดในอะกาโรสเจลแตแถบดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายเปน
แถบดีเอ็นเอรองที่มีความเขมของแถบดีเอ็นเอไมมาก ทําใหอาจเห็นไดไมชัดเจน และเครื่องหมาย  
ดีเอ็นเอ Ce2 นาจะมีประสิทธิภาพนอยที่สุด  
 
 แนวทางในการคัดเลือกสายตนยูคาลิปตัสที่ตานทานตอเชื้อรา C. eucalypti โดยใช
เครื่องหมายดีเอ็นเอชวยในการคัดเลือกนั้นนาจะใชเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1, Ce2, Ce3, Ce4, Ce5 
และ Ce6 รวมกันเพื่อจะใหผลที่ดีที่สุด แตถาตองการคัดเลือกดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอจํานวนนอย
ที่สุดนาจะพิจารณาจากเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 เพียงชนิดเดียวหรืออาจพิจารณาจากเครื่องหมาย    
ดีเอ็นเอ Ce4 กับ Ce1 และ Ce5 แตอยางไรก็ตามเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและความถูกตองที่มากขึ้น
ของเครื่องหมายดีเอ็นเออาจตองมีการตรวจสอบการกระจายตัวและการถายทอดของเครื่องหมาย    
ดีเอ็นเอในประชากรที่สรางจากสายตนตานทานและออนแอหลายๆ ประชากร โดยเฉพาะระหวาง
ในสายตน SF06 ที่ตานทานตอเชื้อรามากที่สุด กับสายตน SF07 ที่ออนแอตอเชื้อรามากที่สุด 
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สรุป 
 

 1.  การแยกเชือ้รา Cryptosporiopsis eucalypti สามารถแยกไดทั้งจากวธีิ tissue 
transplanting และแยกจากกลุมของโคนิเดียโดยตรงแตในวิธีหลังจะมคีวามสะดวกและงายกวา จาก
วิธีการทั้งสองนี้สามารถแยกเชื้อราไดทั้งหมด 9 ไอโซเลท โดยเชื้อราแตละไอโซเลทมีการ
เจริญเติบโตบนอาหาร PDA ที่แตกตางกัน สวนขนาดและรูปรางของโคนิเดียของเชือ้ราในแตละ  
ไอโซเลทจะไมมีความแตกตางกัน  
 
 2.  การทดสอบความตานทานโรคของสายตนยูคาลิปตัสโดยการปลูกเชื้อในเรือนเพาะชํา
และหองปฎิบตัิการพบวา การปลูกเชื้อดวยเทคนิค detached leaf สามารถแยกระดับความตานทาน
ของแตละสายตนยูคาลิปตัสไดดีกวาวิธีการปลูกเชื้อโดยตรงในตนกลา จากผลการทดสอบทั้งสอง
วิธีพบวา มีสายตนตานทานจํานวน 6 สายตน คือ SF01, SF06, SF18, SF36, SF94 และ SF98 และ
สายตนออนแอจํานวน 6 สายตน คือ SF03, SF07, SF14, SF16, SF70 และ SF86  
 
  3.  ไพรเมอรที่ใชศึกษาสามารถออกแบบไดทั้งหมด 35 คู ประกอบดวย คูไพรเมอรที่
ออกแบบมาจาก PR-protein จํานวน 12 คู ยีนตานทานโรคของพืชจํานวน 4 คู และยนีที่เกี่ยวของกับ
การปองกันจํานวน 19 คู แตในคูไพรเมอรที่ออกแบบจากยีนตานทานโรค 3 คู สามารถนํามาสลับคู
ระหวาง forward primer และ reverse primer ระหวางคูไพรเมอรทั้งสาม ทําใหมีไพรเมอรที่ใช
คัดเลือกทั้งหมด 41 คู  จากคูไพรเมอรทั้งหมด 41 คู พบวา สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอดวย
เทคนิค PCR ได 36 คู และสามารถตรวจสอบดวยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรสเจลได 
33 คู สวนในโพลีอะครีลาไมดเจลสามารตรวจสอบไดทั้งหมด 36 คู 
 
 4.  Dendrogram ที่ไดจากลายพิมพดเีอ็นเอบนโพลีอะคริลาไมดเจล ที่ระดับความเหมอืน 35 
เปอรเซ็นต สายตนตานทานทั้งหมดจะรวมอยูในกลุมเดยีวกัน และสายตนออนแอทัง้หมดจะรวมอยู
ในกลุมเดยีวกนัเชนกนั ซ่ึงผลการทดลองนี้สอดคลองกับการจัดกลุมตามปฏิกิริยาความตานทานโรค
ในการทดสอบความตานทานโรคโดยปลูกเชื้อ 
 
 5.  คูไพรเมอรที่สามารถแยกกลุมระหวางสายตนตานทานและออนแอมทีั้งหมด 5 คู คือ 
PR5, RPS2, Pib, Xa1 และ ATN โดยพบเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถแยกกลุมไดจาํนวน 6 ชนิด 
ซ่ึงไดจากคูไพรเมอร PR5 จํานวน 2 ชนิด แบงเปนเครื่องหมายดเีอ็นเอที่ใชระบุสายตนตานทาน
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จํานวน 3 ชนิด คือ เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1, Ce2 และ Ce3 และเครื่องหมายดเีอ็นเอที่ใชระบุสายตน
ออนแอจํานวน 3 ชนิด คือ เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4, Ce5 และ Ce6 ซ่ึงเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1 และ 
Ce2 ตรวจสอบไดบนโพลีอะคริลาไมดเจล สวนเครื่องหมายดเีอ็นเอ Ce3, Ce4, Ce5 และ Ce6 
ตรวจสอบไดบนอะกาโรสเจล 
 
 6.  เครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce1, Ce2, Ce3 และ Ce4 ไดทําการโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทด
ซ่ึงพบวา ลําดบันิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอทั้ง 4 ชนิด ไมมีความเหมือนกับยีนที่ใชในการ
ออกแบบไพรเมอรและยีนทีเ่กี่ยวของกับการปองกันในฐานขอมูล GenBank เลย มีเพียงลําดับ        
นิวคลีโอไทดของเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce2 ที่มีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดที่ encode ให 
cyclic nucleotide-regulated ion channel ใน Arabidopsis thaliana อยู 2 ชวงและเปนชวงสั้นๆ  
 
 7.  เครื่องหมายดีเอ็นเอทั้งหมด 6 ชนิด สามารถนํามาชวยในการคัดเลอืกสายตนยูคาลิปตัส
ที่ตานทานตอโรคใบจุดและใบไหมได กอนนําไปปลูกในสภาพแปลง โดยแนวทางการคัดเลือกอาจ
พิจารณาจากเครื่องหมายดีเอ็นเอทั้ง 6 ชนดิ รวมกนัเพื่อความถูกตองมากที่สุด หรือถาตองการ
คัดเลือกโดยใชจํานวนเครื่องหมายดเีอ็นเอใหนอยที่สุดอาจพิจารณาจากเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 
เพียงชนดิเดยีว หรืออาจพิจารณาเครื่องหมายดีเอ็นเอ Ce4 รวมกับ เครือ่งหมายดเีอ็นเอ Ce1 และ 
Ce5  
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ตารางผนวกที ่1  การวิเคราะหความแปรปรวนขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีที่เจริญบนอาหาร PDA 
เปนเวลา 14 วนั ของเชื้อรา Cryptosporiopsis eucalypti  

 
Source df SS MS F value P > F 

Treatment 8 28.95 3.62 16.23** 0.0001 
Error 27 6.02 0.22   
Total 35 34.97    

 
หมายเหต ุ สัญลักษณ ** แสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ 
  C.V. = 9.11 เปอรเซ็นต 
 
ตารางผนวกที ่2  การวิเคราะหความแปรปรวนความยาวโคนิเดียของเชือ้รา Cryptosporiopsis 

eucalypti ทั้งหมด 4 ไอโซเลท 
 

Source df SS MS F value P > F 
Treatment 3 7.59 2.53 0.84ns 0.4738 

Error 196 591.13 3.02   
Total 199 598.72       

 
หมายเหต ุ สัญลักษณ ns แสดงวามีความแตกตางอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  C.V. = 12.88 เปอรเซ็นต 
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ตารางผนวกที ่3  การวิเคราะหความแปรปรวนความกวางโคนิเดียของเชื้อรา Cryptosporiopsis 
eucalypti ทั้งหมด 4 ไอโซเลท 

 
Source df SS MS F value P > F 

Treatment 3 6.59 2.20 2.35ns 0.0737 
Error 196 183.09 0.93   
Total 199 189.68       

 
หมายเหต ุ สัญลักษณ ns แสดงวามีความแตกตางอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  C.V. = 16.97 เปอรเซ็นต 
 
ตารางผนวกที ่4  การวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการเกิดโรคของยูคาลิปตัส 8 สายตน 

หลังจากปลูกเชื้อ 9 วัน ในการทดลอง intact seedling inoculation  
 

Source df SS MS F value P > F 
Isolate 2 53.02 26.51 17.6** 0.0001 
Clone 7 51.92 7.42 4.93** 0.0003 

Isolate x Clone 14 61.23 4.37 2.9* 0.003 
Error 48 72.28 1.51   
Total 71 238.45       

 
หมายเหต ุ สัญลักษณ ** แสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ 
  C.V. = 64.12 เปอรเซ็นต 
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ตารางผนวกที ่5  การวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการเกิดโรคของยูคาลิปตัส 6 สายตน
หลังจากปลูกเชื้อ 9 วัน ในการทดลอง detached leaf inoculation 1  

 
Source df SS MS F value P > F 
Isolate 2 7206.02 3603.01 15.13** 0.0001 
Clone 5 50417.65 10083.53 42.35** 0.0001 

Isolate x Clone 10 13796.41 1379.64 5.79** 0.0001 
Error 36 8572.53 238.13   
Total 53 79992.61       

 
หมายเหต ุ สัญลักษณ ** แสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ 
  C.V. = 42.68 เปอรเซ็นต 
 
ตารางผนวกที ่6  การวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการเกิดโรคของยูคาลิปตัส 8 สายตน 

หลังจากปลูกเชื้อ 11 วัน ในการทดลอง detached leaf inoculation 2  
 

Source df SS MS F value P > F 
Treatment 10 43738.75 4373.87 34.98** 0.0001 

Error 33 4126.79 125.05   
Total 43 47865.53       

 
หมายเหต ุ สัญลักษณ ** แสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ 
  C.V. = 32.72 เปอรเซ็นต 
 
 
 
 
 
 


