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5. บทคัดยอ 
 เ ชื้ อ ร า  Fusarium moniliforme, Cephalosporium acremonium และ  Fusarium sporotrichiodes 
เปนเชื้อสาเหตุโรคในขาวโพดท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจและธัญพืชอ่ืนๆท่ัวโลก โดยเชื้อ Fusarium moniliforme 
ซ่ึงมีการผลิตสารพิษท่ีมีความเปนพิษสูงตอคนและสัตวท่ีบริโภคขาวโพดหรือผลิตภัณฑจากขาวโพดท่ีปนเปอนเชื้อหรือ
สารพิษจากเชื้อ นอกจากนี้เชื้อ Cephalosporium acremonium และ Fusarium sporotrichiodes เปนเชื้อสาเหตุ
โรคในขาวโพดสงผลตอผลผลิตขาวโพดซ่ึงนําไปสูการสูญเสียทางเศรษฐกิจ ดังนั้นหลายๆประเทศจึงกําหนดเปนเชื้อ
กักกัน อยางไรก็ตามในประเทศไทยยังไมพบเชื้อ Fusarium sporotrichiodes แตพบเชื้อกักกันชนิดอ่ืนคือ เชื้อ 
Bipolaris maydis ดังนั้นการพัฒนาเทคนิคการวินิจฉัยเชื้อกักกันท้ัง 3 สายพันธุท่ีพบในประเทศไทย ใหมีความรวดเร็ว 
ถูกตอง และแมนยํา เพ่ือนําไปตรวจรับรองการปลอดศัตรูพืชเพ่ือการสงออกเมล็ดพันธุขาวโพดจึงเปนสิ่งจําเปน และยัง
ชวยในระบบการจัดการเชื้อในแปลงผลิตเมล็ดพันธุอีกดวย จากการพัฒนาเทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอารเพ่ือใชตรวจเชื้อ
กักกันท้ัง 3 สายพันธุ พบวาชุดไพรเมอรท่ีคัดเลือกไดท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อท้ัง 3 สายพันธุ Fusarium moniliforme, 
Cephalosporium acremonium และ Bipolaris maydis ไดแก Fum5-Fum6, F-R และ JB589-JB591 ตามลําดับ 



โดยไพรเมอร Fum5-Fum6 ถูกออกแบบจากบริเวณยีน polyketide synthase สวนไพรเมอร F-R และ JB589-
JB591ออกแบบจากบริเวณ 18S rRNA gene ไพรเมอรท่ีใชตอเชื้อท้ัง 3 สายพันธุ สามารถเพ่ิมขยายขนาดท่ีมีขนาด
จําเพาะของแตละคูเบสแตละเชื้อ 180 bp (Cephalosporium acremonium), 425 bp (Fusarium moniliforme) 
และ 346 bp (Bipolaris maydis) และเม่ือนําไปทดสอบความไวและความถูกตองของวิธีมัลติเพล็กซพีซีอารใน
ตัวอยางเมล็ดขาวโพดพบวาสามารถตรวจไดในระดับท่ีเมล็ดขาวโพดติดเชื้อต่ําสุด 1%   

 
Abstract 
 Fusarium moniliforme, Cephalosporium acremonium and Fusarium sporotrichiodes are 
economic important fungal pathogen of maize and other cereals worldwide. Fusarium moniliforme 
produce mycotoxin which are a potential health hazard for humans and animals that consume maize 
and maize products frequently. Maize diseases directly affect the production of corn, potentially 
leading to great economic losses. Therefore, many countries have quarantined maize seed that are 
infected with specific fungal pathogens. Fusarium sporotrichiodes not found in Thailand but we found 
Bipolaris maydis that is quarantined fungal pathogen. Therefore, in this study the development of 
polymerase chain reaction (PCR) detection methods to identify three quarantined fungal pathogen. 
The pathogen specific primer sets Fum5 - Fum6, F-R and JB589 - JB591  were tested for Fusarium 
moniliforme, Cephalosporium acremonium and Bipolaris maydis, respectively. The Fum5 - Fum6 
primer set was designed from polyketide synthase gene region; the F-R and JB589 - JB591  were 
designed from 18S rRNA gene. The quarantine fungal pathogen primer pairs were amplified to specific 
number of base pairs in each of the following fungal pathogen: 180 bp (Cephalosporium 
acremonium), 425 bp (Fusarium moniliforme) and 346 bp (Bipolaris maydis). The detection limit for 
multiplex pcr primer sets was 1% of maize seed that are infected with specific fungal pathogens. 
 
 
 
6. คํานํา 

ประเทศไทยมีการสงออกขาวโพดเลี้ยงสัตวไปยังหลายประเทศท่ัวโลกเพ่ือเปนเมล็ดพันธุและวัตถุดิบหลักท่ีใช
ในอุตสาหกรรมผลิตอาหารสัตวเปนจํานวนมาก โดยเฉพาะประเทศในภูมิภาคเอเชีย-แปซิฟก ภูมิภาคอาเซียน และ
ประเทศแถบเอเชียใต มีปริมาณการสงออกเพ่ิมข้ึนจากป 2555 และตอเนื่องจนถึงปจจุบัน อยางไรก็ตามการสงออก
ขาวโพดเพ่ือไปจําหนายยังตางประเทศจะมีข้ันตอนการกักกันพืช และการปฏิบัติตามกฎระเบียบควบคุมการนําเขาหรือ
การสงออกเมล็ดพันธุ เพ่ือควบคุมการเคลื่อนไหวของศัตรูพืชท่ีติดมากับผลิตผลหรือเมล็ดพันธุระหวางประเทศ ซ่ึง
ศัตรูพืชคือ แมลงและเชื้อโรค สําหรับเชื้อโรคท่ีติดมากับเมล็ดพันธุสวนใหญจะพบเชื้อราซ่ึงเปนเชื้อราท่ีมีอยูท่ัวไปในโรง
เก็บและเชื้อราท่ีทําใหเกิดโรคสามารถติดตอผานทางเมล็ดพันธุไดแมในอัตราต่ําและเชื้อราบางชนิดยังสามารถผลิต
สารพิษ เชน Fusarium moniliforme มีการผลิตสารพิษ (mycotoxins) ท่ีมีความเปนพิษสูงตอคนและสัตว (Moller 
et al., 1999) ดังนั้นเชื้อราชนิดนี้จึงจัดเปนเชื้อโรคท่ีอยูในรายชื่อสิ่งตองหามในหลายๆ ประเทศผูนําเขา และสงออก



เมล็ดพันธุขาวโพดรวมถึงประเทศไทยตามพระราชบัญญัติกักพืชพ.ศ. 2507 แกไขเพ่ิมเติมโดยพระราชบัญญัติกักพืช 
(ฉบับท่ี 2) พ.ศ. 2542 ซ่ึงกําหนดใหขาวโพดเปนพืชกํากัด ตองมีใบปลอดโรคกอนท่ีจะสงออกหรือนําเขาจาก
ตางประเทศ โดยเชื้อ Cephalosporium acremonium หามตรวจพบสําหรับการสงออกไปประเทศศรีลังกา สวนเชื้อ
รา Bipolaris maydis หามตรวจพบสําหรับการสงออกไปประเทศบังคลาเทศและประเทศแซมเบีย หากประเทศ
ปลายทางตรวจพบเชื้อราดังกลาวจะปฎิเสธการรับซ้ือหรือเผาทําลายเมล็ดพันธุกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ
ดังนั้น การนําเขา สงออก ตองมีวิธีการตรวจเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพ ในปจจุบันหองปฏิบัติการตรวจสอบโรคท่ีติดมากับ
เมล็ดพันธุมีวิธีท่ีใชตรวจสอบเชื้อรา คือ การตรวจสอบโดยเพาะเมล็ดพันธุบนกระดาษชื้น (Blotter method) ซ่ึงเปน
วิธีท่ีเลียนแบบจากธรรมชาติ โดยเพาะเมล็ดพันธุในท่ีชื้น เม่ือเมล็ดงอกเชื้อโรคท่ีติดมาก็เจริญตามออกมา เปนวิธีท่ีใช
ตรวจสอบเฉพาะเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดพันธุ ทําไดโดยวางเมล็ดพันธุลงบนกระดาษกรอง ท่ีชุมน้ําซ่ึงวางอยูในจานแกว
เลี้ยงเชื้อแลวนําไปบมในตูเพาะท่ีอุณหภูมิ 280 ซ ภายใตแสง NUV (near ultra violet ท่ีความยาวคลื่น 365 nm) เปน
เวลา 7 วัน จึงนํามาตรวจดูเชื้อราภายใตกลองสเตอริโอ โดยใชลักษณะรูปรางของเชื้อราท่ีพบเห็นท้ังลักษณะของเสนใย
เชื้อรา (hypha) กานชูสปอร (conidiophores) แตกก่ิงกานหรือไมแตกก่ิงกาน สรางผนังก้ัน (septum) หรือไมสราง
รูปรางของสปอร (conidial shape/spore shape) และจํานวนเซลล และโครงสรางท่ีใหกําเนิดสปอร (fruiting body) 
(Mathur and Kongsdal, 2003)  ซ่ึงตองอาศัยความรูและประสบการณในการตรวจสอบ นอกจากนี้ยังพบเชื้อราชนิด
อ่ืนท่ีเจริญพรอมกัน มีการสรางเสนใยปกคลุมบนเมล็ดขาวโพดทําใหยากตอการตรวจสอบเชื้อ และตองใชเวลาในการ
เพาะเชื้อนานประมาณ 7 วัน ซ่ึงมีความไมเหมาะสมตอวิธีการและตอปริมาณตัวอยางเมล็ดพันธุในจํานวนมาก ดังนั้น
จึงไดมีการคิดคนวิธีทางชีววิทยาในระดับโมเลกุลท่ีมีความไวในการตรวจวิเคราะหสูงใหผลท่ีแมนยํา เชื่อถือไดและ
รวดเร็ว สามารถทราบผลไดในเวลา 1-2 วัน เทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอารเปนเทคนิคท่ีดัดแปลงจากเทคนิคพีซีอาร
พ้ืนฐานโดยทําใหสามารถเพ่ิมขยายหลายๆ ดีเอ็นเอเปาหมายดวยไพรเมอรหลายคูพรอมกันในปฏิกิริยาเดียวกัน ซ่ึง
สามารถนํามาตรวจสอบเชื้อมากกวา 1 ชนิด ในการทําปฏิกิริยาหลอดเดียวกันเทคนิคนี้นิยมนํามาใชในการตรวจหา
เชื้อจุลินทรีย โดยเฉพาะเชื้อรา ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงพัฒนาเทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอารเพ่ือใชในการตรวจสอบเชื้อท่ีติดมา
กับ เมล็ ด พันธุ ข า ว โพดส งออก  3  สาย พันธุ  ได แก เ ชื้ อ  Fusarium moniliforme, Bipolaris maydis และ 
Cephalosporium acremonium พรอมกันในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 1 ครั้ง ซ่ึงเทคนิคนี้จะมีประสิทธิภาพสูง 
แมนยํา และรวดเร็วในการตรวจสอบ 

วิธีการตรวจสอบเชื้อราโดยอาศัยลักษณะทางสันฐานวิทยา/โครงสรางของเชื้อราเปนวิธีท่ีใชกันมานานและ
ยังคงถือเปนวิธีมาตรฐานแตวิธีการดังกลาวยังมีความไมเหมาะสมท้ังในเรื่องความถูกตองและระยะเวลาในการ
ตรวจสอบ ปจจุบันไดมีการพัฒนาเทคนิคใหมๆ ข้ึนมากมายสําหรับการตรวจหาการปนเปอนของเชื้อในตัวอยาง
ประเภทตาง ๆ ท้ังน้ํา อาหาร ตัวอยางจากสิ่งแวดลอม และสิ่งสงตรวจทางการแพทยโดยมีรายงานการศึกษาไวอยาง
ตอเนื่อง (Frampton and Restaino, 1993) เทคนิคใหม ๆ ดังกลาวมีประสิทธิภาพแตกตางกันออกไปและมีความ
แตกตางกันในรายละเอียดของวิธีการ สวนใหญจะเนนในเรื่องของความสะดวกและรวดเร็วในการตรวจ โดยไมพ่ึงการ
เพาะเชื้อซ่ึงอาศัยเวลานาน ทําใหไดรับความสนใจมากเนื่องจากสามารถทราบผลไดเร็ว ตรวจสอบตัวอยางไดครั้งละ
มากๆ และยังแกปญหาในกรณีของเชื้อท่ีเจริญชา เชื้อท่ีเพาะไมข้ึน หรือการท่ีเชื้อตายกอนการตรวจสอบ ซ่ึงเทคนิคท่ี
นาสนใจในการนํามาปรับใชใหเกิดประโยชนอยางกวางขวางและเปนรูปธรรมไดมากยิ่งข้ึนกวาเดิมเปนเทคนิคทาง
ชีววิทยาระดับโมเลกุล ไดแก เทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR) ซ่ึงสามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอท่ี
ตองการตรวจในตัวอยางไดอยางจําเพาะ แตเทคนิคพีซีอารท่ัวไปสามารถใชในการจัดจําแนกเชื้อครั้งละ 1 สายพันธุ ทํา



ใหเสียเวลาและมีคาใชจายสูง ในปจจุบันเทคนิคพีซีอารไดมีการพัฒนาตลอดเวลา ทําใหสามารถตรวจสอบเชื้อมากกวา 
1 ชนิด ในการทําปฏิกิริยาหลอดเดียวกัน เรียกวาเทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอาร (multiplex PCR) ซ่ึงเปนการ
ประหยัดเวลาและคาใชจายในการตรวจสอบ เทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอารจะใชไพรเมอรมากกวา 2 คู ข้ึนไปในการทํา
ปฏิกิริยาพรอมๆ กัน โดยไพรเมอรแตละคูจะไดรับการออกแบบใหจําเพาะตอดีเอ็นเอเปาหมายแตละตัวและตองไมมี
เบสคูสมกลับมาจับกันเอง เทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอารมีความรวดเร็วในการตรวจสอบใชเวลาเพียง 1 วันก็สามารถทราบ
ผล (Markoulatos et al., 2002) แตปญหาท่ีมักเกิดข้ึนบอยในการทําพีซีอาร คือ ไมไดผลผลิตพีซีอาร หรือไดใน
ปริมาณต่ํา หรือไดแบบไมจําเพาะ เกิดข้ึนซ่ึงมักเกิดจากความไมคุณลักษณะของไพรเมอรท่ีออกแบบ และสภาวะในการ
เพ่ิมปริมาณจากความผิดพลาดของไพรเมอร การเกิดไพรเมอร-ไดเมอร เปนตน การลดหรือการกําจัดปญหาท่ีเกิด
ดังกลาวทําไดโดยการหาสภาวะท่ีเหมาะสมหลายๆ องคประกอบรวมท้ังการใชไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะสูงเพ่ือใหได
ผลิตผลจากปฎิกริยาพีซีอารเปนตามท่ีตองการ  

 
7. วิธีดําเนินการ                          

 อุปกรณ: เครื่องพีซีอาร, เครื่องบันทึกภาพดีเอ็นเอ, เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา, เครื่องปน
เหวี่ยงความเร็วสูง, อางทําน้ํารอน, โกรงบดยา, หลอดปนแยกตะกอนขนาด 1.5 มิลลิลิตร,  ปเปตดูดสารปรับปริมาตร
ไดขนาด 1-1000 ไมโครลิตร 

 ส า ร เ ค มี : Tris-base, Glycine, Boric acid, Loading dye, DNA ladder, SYBRsafe, 2-
Mercaptoethanol, Cetyltrimethylamonium bromide, Chloroform, Isoamyl alcohol, Absolute ethanol, 
Ammonium acetate, Ethylene diamine tetraacetate, Master Mix 2X (Gene direct), 2X Master/MultiMAX 
PCR Kit (intron), ไพรเมอรสังเคราะหจาก Bio Basic Inc. 
 เ ช้ื อ ท่ี ใ ช ใ น ก า ร ทด ลอ ง : เ ชื้ อ ร า  Bipolaris maydis, Fusarium moniliforme, Cephalosporium 
acremonium, Aspergillus niger, Aspergillus flavus และ Penicillium sp. 
วิธีการ 

1. การเพาะเล้ียงเช้ือและศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ 
นําเชื้อรา Fusarium moniliforme, Bipolaris maydis และ Cephalosporium acremonium ท่ีแยกมา

จากเมล็ดพันธุขาวโพด มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ โดยดูลักษณะเสนใย รูปรางสปอร ลักษณะกานชู
สปอร ภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยายตางๆ  
 2. การเตรียมดีเอ็นเอจากตัวอยางเช้ือราและการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ 

ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหาร Potato Dextrose Broth (PDB) ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5-
7 วัน เม่ือเชื้อราเจรญิเก็บเก่ียวเสนใยใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ลางเสนใยดวยสารละลาย EDTA ความเข
มขน 0.5 M และบดใหเปนผงละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว นํามาสกัดดีเอ็นเอโดยการใชชุดสกัดสําเร็จรูป DNeasy 
Plant Mini Kit (Qiagen) นําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาตรวจสอบความเขมขนและความบริสุทธิ์ดวยเครื่องวัดปริมาณ
ความเขมขนสารปริมาณนอยโดยแรงตึงผิว (nanodrop) ท่ีใชปริมาณสารละลายดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร/ตัวอยาง/ครั้ง 
โดยทําการวัดท่ีคาการดูดซับแสง (Absorbance) ท่ีความยาวชวงแสง 260 นาโนเมตร (A260) ซ่ึงหนวยความเขมขนข
องดีเอ็นเอท่ีวัดไดคือ นาโนกรัม/ไมโครลิตร สวนความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจะดูจากสัดสวนการดูดซับแสงของ
ตัวอยางท่ีความยาวชวงแสง 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) ซ่ึงหากดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์สูง 



ควรมีคาเทากับ 1.8 (A260/A280 = 1.8) หากคาสัดสวนท่ีไดมีคานอย กวา 1.8 แสดงวาผลผลิตดีเอ็นเอท่ีไดมีการ
ปนเปอนจากโปรตีน หรือสารเคมีอ่ืนๆ นําผลผลิตดีเอ็นเอท่ีไดมาตรวจสอบดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซีสโดยใช ในอะกา
โรส 1 เปอรเซ็นตใน 1X TBE buffer ท่ี 80 Volt เปนเวลา 30 นาที ยอมสีดีเอ็นเอดวยสียอม SYBR safe โดย
เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (Molecular weight Marker) ตรวจสอบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต 
บันทึกผลดวยการถายภาพดวยเครื่องบันทึกภาพดีเอ็นเอ 
3. การหายีนเปาหมายและออกแบบไพรเมอร 

การหายีนเปาหมายท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อราแตละสายพันธุ เพ่ือนํามาออกแบบไพรเมอร สําหรับเพ่ิมจํานวน
ดีเอ็นเอของของเชื้อรา การออกแบบ primer ใชโปรแกรม Primer3 โดย Primer sequence ท่ีถูกเลือกนํามาใช
เหลานี้ไดผานการตรวจสอบความจําเพาะโดยใชโปรแกรม Blast ของ NCBI  

 
4. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอของเช้ือแตละชนิดโดยวิธีพีซีอาร 
 เตรียม PCR reaction mixture โดยปรับพารามิเตอรตางๆ ดังนี้ ปรับความเขมขนของ MgCl2 ความเขมขน
ของ primer ปริมาณของ Taq DNA polymerase จากนั้นนําใสลงในเครื่อง Thermal cycler ตั้งอุณหภูมิ เวลา และ
จํานวนรอบใหเหมาะสมตามชนิดของเชื้อ  
5. การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร 

ทําการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร 2 วิธี คือ ใชไพรเมอร 1 คู ตอดีเอ็นเอตนแบบจากเชื้อหลายชนิด
ผสมกัน และใชไพรเมอรผสมตอดีเอ็นเอตนแบบ 1 ชนิด รวมกับการใชดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเชื้อราชนิดอ่ืนอีก 2 ชนิด คือ 
Fusarium moniliforme, Bipolaris maydis และ Cephalosporium acremonium จากนั้นนํามาทําพีซีอารตาม
สภาวะท่ีเหมาะสม 
6. การทดสอบความไวของวิธพีีซีอาร 

ทําการทดสอบความไวในการตรวจหาเชื้อราแตละสายพันธุ โดยนําดีเอ็นเอของเชื้อมาเจือจางท่ีความเขมขน 
100 ng, 10 ng, 5 ng, 2.5 ng, 100 pg, 50 pg และ 10 pg จากนั้นนํามาทําพีซีอารตามสภาวะท่ีเหมาะสม 
7. การตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบส 

นําดีเอ็นเอท่ีผานการเพ่ิมขยายไปหาลําดับเบสเพ่ือตรวจสอบวาเปนเชื้อราท่ีตองการ 
8 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอของเช้ือแตละชนิดโดยวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร 

โดยการปรับความเขมขนของ MgCl2 ความเขมขนของ primer อุณหภูมิ annealing, extension time, 
ปริมาณของ Taq DNA polymerase และจํานวนรอบท่ีใชในปฎิกิริยา 
9. การทดสอบความไวและความถูกตองของวิธีมัลติเพล็กซพีซีอารในตัวอยางเมล็ดขาวโพด 

นําเมล็ดขาวโพดมาแชในแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที และตากท้ิงไวใหแหง จากนั้นแบงเมล็ด
ขาวโพดมาจํานวนหนึ่ง จุมในสารแขวนลอยสปอร (spore suspension) ของเชื้อรา Fusarium moniliforme, 
Bipolaris maydis และ Cephalosporium acremonium ท่ีมีความเขมขนของแตละเชื้อ 2x106 สปอรตอมิลลิลิตร 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือครบเวลานําเมล็ดมาตากไวใหแหงบนกระดาษกรองฆาเชื้อภายในอุณหภูมิหอง ตรวจสอบ
ประสิทธิภาพการปลูกเชื้อในเมล็ดขาวโพด โดยการหยิบเมล็ดท่ีปลูกเชื้อแลวดวยปากคีบท่ีสะอาดวางบนกระดาษชื้น 
(blotter method) ท่ีอยูในจานเลี้ยงเชื้อ วาง 20 เมล็ดตอจาน บมไวท่ีอุณหภูมิหอง ภายใตแสง NUV ท่ีใหแสงเปน
เวลา 12 ชั่วโมงตอวันหลังจากปลูกเชื้อแลว 7 วัน นําเมล็ดมาตรวจดูภายใตกลอง stereo microscope คัดเลือกเมล็ด



ท่ีติดเชื้อมาปะปนกับเมล็ดปกติ โดยใน 100 เมล็ดใหมีเมล็ดท่ีติดเชื้อ 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 
เมล็ด ทําการสกัดดีเอ็นเอและนําไปเพ่ิมขยายดีเอ็นเอโดยใชวิธีมัลติเพล็กซพีซีอารในสภาวะท่ีเหมาะสมตรวจสอบดวย
เทคนิคอิเล็กโทรโฟริซีสโดยใช ในอะกาโรส 1 เปอรเซ็นตใน 1X TBE buffer ท่ี 80 Volt เปนเวลา 30 นาที ยอมสีดี
เอ็นเอดวยสียอม SYBR safe โดยเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (Molecular weight Marker) ตรวจสอบดี
เอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต บันทึกผลดวยการถายภาพดวยเครื่องบันทึกภาพดีเอ็นเอ 

 
ระยะเวลา  เริ่มตน ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2561 รวม 2 ป  
สถานท่ี   ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก 

8. ผลการทดลองและวิจารณ  

 1. ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา  
 เชื้อรา Fusarium moniliforme เสนใย มีผนังก้ัน สีขาวอมชมพู กานชูสปอร ตั้งตรงจะพบอยูแบบเดี่ยวๆ สี
ขาวอมชมพูพบโคนิเดียท่ีสวนปลายสปอร แบบแรกเรียกวา มาโครโคนิเดียมมีขนาดใหญ รูปรางยาวตรง โคงแหลมเรียว
ท่ีปลาย มีผนังก้ัน 4-6 เซลล แบบท่ีสองเรียกวาไมโครโคนิเดียมมีขนาดเล็กรูปรางคลายกระบอก (clavate) มี 1-2 
เซลล สรางเปนเสนสายตอกันเปนลูกโซจํานวนมาก บนแขนงเสนใยเชื้อรา ลักษณะเชื้อราท่ีตรวจพบบนเมล็ดพันธุ  เชื้อ
มีลักษณะเปนเสนใยสีขาวฟูสปอรขนาดเล็กสรางเปนเสนสายยาวคลายลูกโซกระจายตัวบนผิวเมล็ด (ภาพท่ี 1) 
 เชื้อรา Cephalosporium acremonium เปนเชื้อราชนิดท่ีมีผนังก้ัน ไมมีสีเสนใยมีสีขาวอาจมีสีชมพูหรือสี
เหลือง ลักษณะจําเพาะของเชื้อคือ กานชูยาว เรียว (delicate) คลายเสนผม (hair-in appearance) โคนิเดียมีเซลล
เดียว รูปรี (elliptical) หรือรูปไขอยูเปนกลุม (irregular cluaters) ท่ีปลายกานชู ลักษณะเชื้อราท่ีตรวจพบบนเมล็ด
พันธุ เชื้อมีลักษณะเปนเสนใยสีขาว สปอรขนาดเล็กสรางจับตัวเปนหยดน้ํา (ภาพท่ี 2) 
เชื้อรา Bipolaris maydis เชื้อมีสปอรยาวโคง ปลายเรียวมน ไมมี hilum เสนใยสีเขียวมะกอก (ภาพท่ี 3) 
 

 
 ภาพท่ี 1  ลักษณะเชื้อรา Fusarium moniliforme บนเมล็ดพันธุขาวโพดและโครงสรางไมโครโคนิเดีย 
 



 
ภาพท่ี 2 ลักษณะเชื้อรา Cephalosporium acremonium บนเมล็ดพันธุขาวโพดและโครงสรางโคนิเดีย       
 

ภาพท่ี 3  ลักษณะเชื้อรา Bipolaris maydis บนเมล็ดพันธุขาวโพดและโครงสรางโคนิเดีย    
 
 2. การเตรียมดีเอ็นเอจากตัวอยางและการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ 
 จ ากกา รส กั ดดี เ อ็ น เ อขอ ง เ ชื้ อ ร า  Bipolaris maydis, Fusarium moniliforme, Cephalosporium 
acremonium, Aspergillus niger, Aspergillus flavus และ Penicillium sp. ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป พบวาดีเอ็นเอมี
ความบริสุทธิ์สูงมีคาเทากับ 1.8 (A260/A280 = 1.8)  โดยเชื้อ Fusarium moniliforme มีปริมาณดีเอ็นเอเทากับ 
19.8 ng/µl ขณะท่ีเชื้อ Cephalosporium acremonium มีปริมาณดีเอ็นเอเทากับ 23.5 ng/µl ซ่ึงดีเอ็นเอท่ีไดจาก
ท้ังสองเชื้อมีปริมาณใกลเคียงกัน แตดีเอ็นเอท่ีสกัดไดยังมีปริมาณไมมากเนื่องจากข้ันตอนสกัดไมไดมีการใช
ไนโตรเจนเหลว อาจจะทําใหการยอยผนังเซลลเชื้อราไมสมบูรณ แตอยางไรก็ตามปริมาณดีเอ็นเอท่ีได สามารถนําไปใช
ตอในข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณดวยพีซีอารตอไป 
 3. การหายีนเปาหมายและออกแบบไพรเมอร 



 จากการหายีนเปาหมายท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อรา Fusarium moniliforme, Bipolaris maydis และ 
Cephalosporium acremonium เพ่ือนํามาออกแบบไพรเมอร โดยใชโปรแกรม Primer3 โดยเชื้อ Fusarium 
moniliforme ไดยีนเปาหมายคือ polyketide synthase, gaoB และบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) 
region และเชื้อ Bipolaris maydis และเชื้อ Cephalosporium acremonium ไดยีนเปาหมายคือ 18S rRNA 
สําหรับนําไปเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอตอไป ลําดับเบสของไพรเมอรท่ีไดแตละชนิดแสดงดังในตารางท่ี 1 ซ่ึงปจจัยท่ีตอง
คํานึงถึงในการออกแบบไพรเมอรเพ่ือใชในการพัฒนาเทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอาร ไดแก ความยาวของไพรเมอร ซ่ึง
โดยท่ัวไปควรจะอยูในชวง 18-22 เบส คาอุณหภูมิการหลอม (Tm) ของไพรเมอรควรจะมีคาท่ีไมแตกตางกันมากนัก
เนื่องจากตองใชทําปฏิกริยาไปพรอมกันของแตละคูไพรเมอร ควรอยูในชวง 55°C-60°C ความแตกตางของคา Tm ของ
แตละไพรเมอรไมควรเกิน 3°-5° C ความจําเพาะของไพรเมอรเปนสิ่งสําคัญท่ีตองพิจารณาในการออกแบบไพรเมอรตอ
ลําดับเบสของบริเวณเปาหมาย เนื่องจากในการเตรียมมัลติเพล็กซจะมีองคประกอบท่ีเกิดการแขงขันกันจับไดหลาย
บริเวณอยูในหลอดเดียวกัน และปจจัยสุดทายคือหลีกเลี่ยงการเกิดไพรเมอรไดเมอร คือ ไพรเมอรเกิดการจับกันเองซ่ึง
สามารถตรวจสอบไดในขณะท่ีทําการออกแบบ ซ่ึงในการทํามัลติเพล็กซมีไพรเมอรท่ีเติมลงไปหลายคูจึงมีโอกาสเพ่ิม
ขยายขนาดดีเอ็นเอท่ีไมจําเพาะได 
ตารางท่ี 1 ไพรเมอรท่ีใชเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายในเชื้อราแตละชนิด 
เช้ือราเปาหมาย ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 

(5′→3′)  
ยีนเปาหมาย ขนาดช้ินดีเอ็น

เอเปาหมาย(bp) 

Fusarium 
moniliforme 

Fum1F: GAG GCC CGA GCG AGC ACT GG 
Fum4R: CCA GCC GCG GAA ATT AGG GAT GTG 

polyketide synthase  1456 

Fum5F: GTC CTA CGC GAT ACA TCC CAC CAC AAT 
Fum6R: GAT CAA GCT CGG GGC CGT CGT TCA TAG 

polyketide synthase  419 

Fum5F: GTC CTA CGC GAT ACA TCC CAC CAC AAT 
Fum4R: CCA GCC GCG GAA ATT AGG GAT GTG 

polyketide synthase  534 

Fum1F: CGA GGC CCG AGC GAG CAC TGG 
Fum6R: GAT CAA GCT CGG GGC CGT CGT TCA TAG 

polyketide synthase  1340 

FUM1F: CCATCACAGTGGGACACAGT  
FUM1R: CGTATCGTCAGCATGATGTAGC 

polyketide synthase 183 

ITS F: AACTCCCAAACCCCTGTGAACATA,  
ITS R: TTTAACGGCGTGGCCGC 

internal transcribed 
spacer (ITS) region 

431 

 FV-F2: CACTGGTGGTAACGATGCG 
FV-R: CACCCTGAGTGCCCTTGGTG 

gaoB 370 

Fusarium 
sporotrichiodes 

Fspor F1: CGCACAACGCAAACTCATC 
LanspoR1: TACAAGAAGACGTGGCGATAT 

tri5 gene 641 

Cephalosporium 
acremonium 

nu-SSU-F: AAGGCATGGAATAATAATAGGA 
nu-SSU-R: TTGCAAT GCCT ATCC CCAGGA 
ARS-F: TCCTCCTAAACCTCATGCATTT 
ARS-R: ACGCAAAAACAGCCAAAGAC 
pyr4-F: TCTTTGAGGACCGCAAGTTT 
pyr4-R: GTCCTCGTCATCATCGTCCT 

18S rRNA gene 285 



IPS-F: GGTCGCTCTTCTGATTTTCG 
IPS-R: GTTCACCGCGTAAAAGAAGC 
cds-F: GCTTTTGCTGATGCCTTAAAA 
cds-R: GCACTTCATCCTGCAAGTAAAA 
18S-F: GGAACCCCATACCCTTCACT 
18S-R: GGCGGTCCTATAAACCAACA 
5.8S-F: AGCGTCATTTCAACCCTCAG 
5.8S-R: CCTACCTGATCCGAGGTCAA 
pks1-F: CCGATACTTTCTGCCAGCTC 
pks1-R: GAGGCCTGCTTATTCACAGC 
F: CTAGGCTCTCCAACCCATTG 
R: AGCCAAGAGATCCGTTGTTG 
FMR 8303-F: CCTGTCTGAGCGTCATTTCA 
FMR 8303-R: CAGCGGGTATTCCTACCTGA 

Bipolaris maydis JB589F: CCT TTT TTT TAT GCA GTT GCA 
JB591R: CTC CTG ATA CAG AGT GCA AAA 

18S rRNA gene 346 

 JB589F: CCT TTT TTT TAT GCA GTT GCA 
JB596R: GAG GTC AAA AGT TAA AAA TCG TAA  

18S rRNA gene 397 

 JB587F: CAG TTG CAA TCA GCG TCA GTA 
JB596R: GAG GTC AAA AGT TAA AAA TCG TAA 

18S rRNA gene 331 

 JB587F: CAG TTG CAA TCA GCG TCA GTA 
JB591R: CTC CTG ATA CAG AGT GCA AAA 

18S rRNA gene 333 

  
 
 
 
4. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอของเช้ือ 
 จากการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอของเชื้อราท้ัง 6 สายพันธุ โดยทําการทดสอบไพรเมอร
ท้ังหมด 24 คู โดยใชน้ํายา PCR master mix (One PCR) ยี่หอ Genedirect® โดยมีองคประกอบของน้ํายาท่ีใชใน
การเพ่ิมขยายดีเอ็นเอของเชื้อดังนี้ 

PCR reaction mixture ปริมาตรท่ีเติม (ไมโครลิตร) 

Template DNA 0.5 
Forward Primer 
Reverse Primer  

0.5 
0.5 

Master Mix (One PCR)  
Distilled Water Up to 25 
Total reaction volume 25 

 



และสภาวะของการทําปฏิกิริยาพีซีอาร ดังนี้ 

PCR Steps อุณหภูมิ เวลา 

Initial denature 93oC 7 นาที 

 
35 รอบ 

Denaturation 93oC 30 วินาที 
Annealing 60oC 1 นาที 
Extention 72oC 3 นาที 

Final extension 72oC 7 นาที 

  
 พบวาไพรเมอร ท่ี ใช ในการเ พ่ิมขยายดีเ อ็นเอของเชื้อ Fusarium moniliforme, Bipolaris maydis, 
Cephalosporium acremonium, Aspergillus niger, Aspergillus flavus และ Penicillium sp. ใหแถบดีเอ็นเอท่ี
มีความแตกตางกัน และบางไพรเมอรใหแถบดีเอ็นเอหลายแถบ และมีการเกิดไพรเมอร ไดเมอร สรุปดังแสดงในตาราง
ท่ี 2 เนื่องจากการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอใชสภาวะเดียวกันท้ังหมดซ่ึงอาจจะไมเหมาะสมตอบางคูไพรเมอรและอยางไรก็ตาม
ในข้ันตอนนี้จะทําการคัดเลือกไพรเมอรท่ีสามารถเพ่ิมขยายดีเอ็นเอของเชื้อ Fusarium moniliforme, Bipolaris 
maydis, Cephalosporium acremonium ในสภาวะเดียวกันเพ่ือนําไปสูข้ันตอนการทํามัลติเพล็กซพีซีอาร และ
สามารถคัดเลือกคูไพรเมอร Fum5-Fum6 สําหรับเชื้อ Fusarium moniliforme คูไพรเมอร JB589-JB591 สําหรับ
เชื้อ Bipolaris maydis และคูไพรเมอร F-R Cephalosporium acremonium เนื่องจากใหขนาดท่ีมีความแตกตาง
กัน 
 
ตารางท่ี 2 การทดสอบไพรเมอรในการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอของเชื้อ Fusarium moniliforme, Bipolaris maydis, 
Cephalosporium acremonium, Aspergillus niger, Aspergillus flavus และ Penicillium sp. 

Primer/Fungi Fusarium 
moniliforme 

Bipolaris 
maydis 

Cephalosporium 
acremonium 

Aspergillus 
niger 

Aspergillus 
flavus 

Penicillium 
sp. 

Fum 1-4 + - - - - - 
Fum 5-6 + - - - - - 
Fum 5-4 + - - - - - 
Fum 1-6 + - - - - - 
FUM1 + - - - - - 
ITS F-R + + + - - - 
FV F2-R + - - + - - 
Fverti-FR + - - + - - 
53-6FR + + + + + + 

Acr_str_AcS351- 
Acr_str_AcS391 

- - + - - - 

LrDNAF63-LR3 - -  + + - 
Cep F1-R2 + - + + - - 
Cep F3-R4 + - + + + - 
Cep F5-R6 + - + - - - 



18S + + + + + + 
FR - - + - - - 

FHK + - + - - - 
5.8S + - + - - - 
IPS - - + - - - 

JB589-591 - + - - - - 
JB589-596 - + - - - - 
JB587-596 - + - - - - 

ITS1-4 + + + + + + 

+ = เพ่ิมขยายดีเอ็นเอได 
- = ไมสามารถเพ่ิมขยายดีเอ็นเอได 
 
 
 

5. การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร  
 จากไพรเมอรท่ีถูกคัดเลือกไดจากข้ันตอนขางตน จึงทํามาทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร โดยทดสอบกับ
ไพรเมอร 1 คู ไพรเมอรผสม 2 คู และไพรเมอรผสม 3 คู กับดีเอ็นเอของเชื้อรา  1 สายพันธุ และดีเอ็นเอของเชื้อรา
ผสม 3 สายพันธุเพ่ือดูความจําเพาะ โดยใชสภาวะการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอเหมือนกัน พบวาไพรเมอร Fum5-6 สามารถ
เพ่ิมขยายขนาดดีเอ็นเอเฉพาะเชื้อ Fusarium moniliforme เม่ือในปฎิกิริยาพีซีอารมีไพรเมอร 1, 2 และ 3 คู โดยให
ขนาดดีเอ็นเอเทากับ 425 bp  เชนเดียวกับไพรเมอร JB589-591 สามารถเพ่ิมขยายขนาดดีเอ็นเอของเชื้อ Bipolaris 
maydis ไดเทานั้น เม่ือในปฎิกิริยาพีซีอารมีไพรเมอร 1, 2 และ 3 คู โดยใหขนาดดีเอ็นเอเทากับ 346 bp สวนไพร
เมอร FR ใหแถบดีเอ็นเอชัดเจนท่ีสุดสําหรับเชื้อ Cephalosporium acremonium โดยใหขนาดดีเอ็นเอเทากับ 180 
bp (ภาพท่ี 4) 
 
 

 
 
 
 
  
 
 

 
 
 

Fusarium moniliforme Cephalosporium acremonium 

500 bp 

1,000 bp 
 

100 bp 

1,000 bp 
 

100 bp 

M 

M 



 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 4 แถบดีเอ็นเอของเชื้อ Fusarium moniliforme, Cephalosporium acremonium, Bipolaris maydis 
และเชื้อผสมท้ัง 3 สายพันธุตอความจําเพาะของไพรเมอร  
 
 6. การทดสอบความไวของวิธพีีซีอาร 
 จากการทดสอบความไวในการตรวจหาเชื้อรา Fusarium moniliforme โดยนําดีเอ็นเอของเชื้อราเปาหมาย
มาเจือจางท่ีความเขมขนตางๆ จากนั้นนํามาทําพีซีอารตามสภาวะท่ีเหมาะสม พบวาไพรเมอร Fum5-6 มี
ความสามารถในการตรวจเชื้อไดในระดับต่ําสุดของปริมาณเชื้อท่ีความเขมขนดีเอ็นเอ 39.06 pg ซ่ึงยังใหแถบดีเอ็นเอท่ี
มีความชัดเจน แตเม่ือดีเอ็นเอลดลงเหลือ 19.53 pg พบวาแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฎมีความเลือนลางแตแถบดีเอ็นเอของ
ไพรเมอรเห็นชัดเจนดังแสดงในภาพท่ี 5 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ ท่ี  
5  การทดสอบความไวของไพรเมอร Fum 5-6 ตอเชื้อรา Fusarium moniliforme เม่ือเจือจางปริมาณดีเอ็นเอใน
ปริมาณตางๆ lane 1 = 100 ng; lane 2 = 20 ng; lane 3 = 10 ng; lane 4 = 5 ng; lane 5 = 2.5 ng; lane 6 = 
1.25 ng; lane 7 = 625 pg; lane 8 = 312.5 pg; lane 9 = 156.25 pg; lane 10 = 78.125 pg; lane 11 = 39.06 
pg; lane 12 = 19.53 pg 
 
 7. การตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบส 
 การตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบส จากการนําดีเอ็นเอท่ีผานการเพ่ิมขยายดวยไพรเมอร Fum 1-4 ไป
หาลําดับเบส พบมีความเหมือนกับเชื้อรา Fusarium moniliforme (syn. Gibberella moniliformis) ถึง 99% และ
ในการตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบสท่ีผานการเพ่ิมขยายดวยไพรเมอร Fum 5-6 ไปหาลําดับเบสพบวา มีความ
เหมือนกับเชื้อรา Fusarium moniliforme (syn. Gibberella moniliformis) ถึง 99% การตรวจสอบความถูกตอง

M      1        2        3       4       5       6       7       8       9       10     11     12 1,000 bp 

  500 bp 

  100 bp 

Bipolaris maydis F. moniliforme + C. acremonium 
+ B. maydis 
 
 

500 bp 



ของลําดับเบส จากการนําดีเอ็นเอท่ีผานการเพ่ิมขยายดวยไพรเมอร  FR ไปหาลําดับเบสพบวาเปนเชื้อรา 
Cephalosporium acremonium (syn. Acremonium strictum) สวนไพรเมอร JB 589-591 ไปหาลําดับเบส พบ
มีความเหมือนกับเชื้อรา Bipolaris maydis ถึง 99% เชนเดียวกัน 
 
 
 
 
Gibberella moniliformis polyketide synthase (PKS11) gene, partial cds 
Sequence ID: AY495601.1Length: 8298Number of Matches: 1 
Related Information 
Range 1: 3760 to 4754GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 
Score Expect Identities Gaps Strand 

1757 bits(951) 0.0 982/995(99%) 10/995(1%) Plus/Plus 

Query  4     GTGCTTGTCG--ATTGGCCCTCACAGCGCATTATCTGGACCACTCCGTCAAATCTTCAAG  61 

                  ||| ||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3760  GTGTTTGTCGAAATTGGCCCTCACAGCGCATTATCTGGACCACTCCGTCAAATCTTCAAG  3819 

 

Query  62    GCTCATGGCAGGGGTAAAGAAGCCTATGTCTCAGCTATGATTCGTGGCGAAGACTGCACT  121 

                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3820  GCTCATGGCAGGGGTAAAGAAGCCTATGTCTCAGCTATGATTCGTGGCGAAGACTGCACT  3879 

 

Query  122   GAGTCGTTGCTCAAGCTTGCTGGTGAGCTATTCTGCCATGGGACATCACTCCAGTTGTCA  181 

                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3880  GAGTCGTTGCTCAAGCTTGCTGGTGAGCTATTCTGCCATGGGACATCACTCCAGTTGTCA  3939 

 

Query  182   AATGTCACTGCCGACGGTGATGTTGTAGTCGACTTGCCCCCTTATCCATGGAACCATGAC  241 

                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3940  AATGTCACTGCCGACGGTGATGTTGTAGTCGACTTGCCCCCTTATCCATGGAACCATGAC  3999 

 

Query  242   CGAGAATATTGGTCTGAGAGCCGAGTCAGCAAGGATTGGAGATTCCGCAAATTCCCCAAC  301 

                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4000  CGAGAATATTGGTCTGAGAGCCGAGTCAGCAAGGATTGGAGATTCCGCAAATTCCCCAAC  4059 

 

Query  302   CATGAGCTCCTTGGCTCACGAACCCTTGAAAGCAGCAGTCTACAACCTGAGTGGCGCAAT  361 

                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4060  CATGAGCTCCTTGGCTCACGAACCCTTGAAAGCAGCAGTCTACAACCTGAGTGGCGCAAT  4119 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY495601?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=AR4M5EZ7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY495601?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=AR4M5EZ7014&from=3760&to=4754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY495601?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=AR4M5EZ7014&from=3760&to=4754


Query  362   TTGATCAGGCTTGATGGGATTCCGTGGCTCCGAGATCACCAGGTCCTCAATGACGTTGTC  421 

                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4120  TTGATCAGGCTTGATGGGATTCCGTGGCTCCGAGATCACCAGGTCCTCAATGACGTTGTC  4179 

 

Query  422   TTTCCTTGCGCGGGCTACCTAGCGATGGCGGTGGAAGCGGTCCGACAGGTAGCTGGCACA  481 

                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4180  TTTCCTTGCGCGGGCTACCTAGCGATGGCGGTGGAAGCGGTCCGACAGGTAGCTGGCACA  4239 

 

Query  482   TCTGAAATAGGAGGCTTCACTCTGAAAAGTGTTGTCGTCCAGTCTGCTCTGGTTCTGACC  541 

                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4240  TCTGAAATAGGAGGCTTCACTCTGAAAAGTGTTGTCGTCCAGTCTGCTCTGGTTCTGACC  4299 

 

Query  542   GAATCGAAACCGGTGGAAGTACTTACAAGTCTAAGACCAGTTAGGTTAACCAACACTCTG  601 

                  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 

Sbjct  4300  GAATCGAAACCGGTGGAAGTACTTACAAGTCTAAGACCAGTCAGGTTAACCAACACTCTG  4359 

 

Query  602   GACTCGGCTTGGTGGGAATTCTCCATCGTAGCACACAATGGCACCAGCTGGATCAAGCAC  661 

                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4360  GACTCGGCTTGGTGGGAATTCTCCATCGTAGCACACAATGGCACCAGCTGGATCAAGCAC  4419 

 

Query  662   TGCGAGGGACAGGTCAGGCCAGGCCAGGATGCTCATCAGAAAACGGCCGTCTTGCCGCAA  721 

                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4420  TGCGAGGGACAGGTCAGGCCAGGCCAGGATGCTCATCAGAAAACGGCCGTCTTGCCGCAA  4479 

 

Query  722   AGCGAGCCCATCAGCCAACACTACCCCCGCCTCGTGGACAATTTGTATCCTGAGCTTCTG  781 

                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4480  AGCGAGCCCATCAGCCAACACTACCCCCGCCTCGTGGACAATTTGTATCCTGAGCTTCTG  4539 

 

Query  782   AGAATCGGCTTACGATATGGGCCCTCTTTCCGTGGTCTGGACAATGTCTCGTGTGTGCCA  841 

                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4540  AGAATCGGCTTACGATATGGGCCCTCTTTCCGTGGTCTGGACAATGTCTCGTGTGTGCCA  4599 

 

Query  842   AATGGCAAGAAGGCCGCCGCAATGCTACGCGAAACAACAGTATCTGAGTCGTCCTACGCG  901 

                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4600  AATGGCAAGAAGGCCGCCGCAATGCTACGCGAAACAACAGTATCTGAGTCGTCCTACGCG  4659 

 

Query  902   ATACATCCCACCACA-TCGAC-ACTGC-TC-AGCTG--TTTCCCTGCTAGCTGCGACG-A  954 

                   ||||||||||||||| ||||| ||||| || |||||  |||||||||||||||||||| | 



Sbjct  4660  ATACATCCCACCACAATCGACCACTGCCTCCAGCTGTTTTTCCCTGCTAGCTGCGACGGA  4719 

 

Query  955   GCA-TCTACAGAGTCGAGAAGCTGTGCGTTCCCAC  988 

                   ||| ||||||||| ||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4720  GCATTCTACAGAGCCGAGAAGCTGTGCGTTCCCAC  4754 
 
 

Acremonium strictum 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 26S rRNA gene 
(partial), clone (53)33 
Sequence ID: AM161135.1Length: 537Number of Matches: 1 
Related Information 
Range 1: 73 to 347GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 

Alignment statistics fo r match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

497 bits(269) 6e-137 274/276(99%) 2/276(0%) Plus/Plus 

Query  1    AGCGCGCGGTGCCTCCGGGCTCCGGGCGTCCGCCGGGGACAACCAAACCCTGATTTTATC  60 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  73   AGCGCGCGGTGCCTCCGGGCTCCGGGCGTCCGCCGGGGACAACCAAACCCTGATTTTATC  132 

 

Query  61   GTGTATCTCTGAGGGGCGAAAGCCCGAAAACAAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGAT  120 

                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  133  GTGTATCTCTGAGGGGCGAAAGCCCGAAAACAAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGAT  192 

 

Query  121  CTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG  180 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  193  CTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG  252 

 

Query  181  AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCGGCACTCCGGCGGGCA  240 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  253  AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCGGCACTCCGGCGGGCA  312 

 

Query  241  TGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAGG-CCC  275 

                  |||||||||||||||||||||||||| ||||| ||| 

Sbjct  313  TGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCC-TCAGGGCCC  347 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM161135?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=52&RID=ARBBKA1G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM161135?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=52&RID=ARBBKA1G014&from=73&to=347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM161135?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=52&RID=ARBBKA1G014&from=73&to=347


 
 
 
Bipolaris maydis MWIT1 genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and 
complete sequence 
Sequence ID: LC326252.1Length: 560Number of Matches: 1 
Range 1: 171 to 470GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 

Alignment statistics fo r match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

547 bits(296) 7e-152 299/300(99%) 1/300(0%) Plus/Plus 

Query  1    TGT-ATTATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG  59 

            ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  171  TGTAATTATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG  230 

 

Query  60   CGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA  119 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  231  CGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA  290 

 

Query  120  CATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAG  179 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  291  CATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAG  350 

 

Query  180  CTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTGTCTCCCTCTTTGCTGGGAGACTCGCCTTAAAACGA  239 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  351  CTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTGTCTCCCTCTTTGCTGGGAGACTCGCCTTAAAACGA  410 

 

Query  240  TTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACATATTTTGCACTCTGTATCAGGAGA  299 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  411  TTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACATATTTTGCACTCTGTATCAGGAGA  470 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC326252.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=6S4BDMCY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC326252.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=6S4BDMCY014&from=171&to=470
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC326252.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=6S4BDMCY014&from=171&to=470


 
 
8 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอของเช้ือแตละชนิดโดยวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร 
 เทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอารเปนเทคนิคท่ีดัดแปลงจากเทคนิคพีซีอารพ้ืนฐานโดยทําใหสามารถเพ่ิมขยายหลายๆ 
ดีเอ็นเอเปาหมายดวยไพรเมอรหลายคูพรอมกันในปฏิกิริยาเดียวกัน ไพรเมอรแตละคูตองออกแบบใหมีลําดับนิวคลีโอ
ไทดไมเปนคูสม (Complementary) กันและใหผลผลิตจากปฏิกิริยาพีซีอารท่ีมีขนาดความยาวแตกตางกัน เพ่ือให
สามารถตรวจวิเคราะหผลผลิตเหลานั้นโดยวิธี agarose gel electrophoresis ได ซ่ึงขอสําคัญสําหรับเทคนิค
มัลติเพล็กซพีซีอาร คือ ตองปรับหาสภาวะพอเหมาะของปฏิกิริยาพีซีอาร ใหสามารถเพ่ิมขยายทุกๆดีเอ็นเอเปาหมาย 
ไดประสิทธิภาพดีเทาเทียมกันซ่ึงนับวาเปนขอจํากัดของเทคนิคนี้ เนื่องจากมีหลายองคประกอบในปฏิกิริยาพีซีอารท่ีมี
ความสําคัญ โดยเฉพาะอยางยิ่งความเขมขนแมกนีเซียม (วัชรี, 2536) 

 จากการหาสภาว ะ ท่ี เ หมา ะสม ในการ เ พ่ิ มขยายดี เ อ็ น เ อของ เ ชื้ อ ร า  Fusarium moniliforme, 
Cephalosporium acremonium และ Bipolaris maydis พบวาการใชน้ํายาพีซีอาร MultiMax PCR Solution 
สามารถเพ่ิมขยายดีเอ็นเอของเชื้อแตละชนิดโดยวิธีมัลติเพล็กซพีซีอารไดซ่ึงในปฏิกริยามีองคประกอบดังนี้  
 
PCR reaction mixture ปริมาตรท่ีเติม (ไมโครลิตร) 

Template DNA 1 
Primer mix (final conc. 3µM each) 2 
2X Master/MultiMax PCR Solution 10 
Distilled Water Up to 20 
Total reaction volume 20 

 
 
และกําหนดสภาวะของการทําปฏิกิริยามัลติเพล็กซพีซีอารดังนี้ 
 

PCR Steps อุณหภูมิ เวลา 

Initial denature 95oC 5 นาที 

 
35 รอบ 

Denaturation 95oC 20 วินาที 
Annealing 60oC 1 นาที 
Extention 72oC 1 นาที 

Final extension 72oC 5 นาที 
 
  
 
 
9. การทดสอบความไวและความถูกตองของวิธีมัลติเพล็กซพีซีอารในตัวอยางเมล็ดขาวโพด 



 ในการศึกษาความไวของมัลติเพล็กซพีซีอารนั้นเทียบไดกับ PCR ชุดเดียว เนื่องจากไพรเมอรแตละคูตองการ
อุณหภูมิและระยะเวลาในการหลอมท่ีแตกตางกันจึงเปนสิ่งจําเปนในการกําหนดอุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสม จากการ
นําเมล็ดขาวโพดท่ีผานการฆาเชื้อท่ีผิวเมล็ดมาจุมในสารแขวนลอยสปอรของเชื้อรา Fusarium moniliforme, 
Bipolaris maydis และ Cephalosporium acremonium และคัดเลือกเมล็ดท่ีติดเชื้อมาปะปนกับเมล็ดปกติ โดยใน 
100 เมล็ดใหมีเมล็ดท่ีติดเชื้อในระดับตางๆ กัน  ทําการสกัดดีเอ็นเอและนําไปเพ่ิมขยายดีเอ็นเอโดยทดสอบไพรเมอรท่ี
คัดเลือกไดและเปรียบเทียบกับมัลติเพล็กซพีซีอารในสภาวะท่ีเหมาะสม พบวาในระดับท่ีเมล็ดขาวโพดติดเชื้อทุกระดับ 
ใหแถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจนเม่ือใชไพรเมอร Fum5-6 (lane 1, 2, 3 และ 7) โดยมีขนาด 425 bp ขณะท่ีไพรเมอร 
FR (lane 2, 4, 5 และ 7) มีขนาด 180 bp สวนไพรเมอร JB589-JB591 ใหแถบดีเอ็นเอที่คอนขางจางท่ีสุด 
(lane 3, 5, 6 และ 7) โดยมีขนาด 346 bp ซึ่งตองมีเมล็ดขาวโพดที่ติดเชื้อ 20 เมล็ดตอเมล็ดปกติ 80 
เมล็ดขึ้นไปจึงจะแสดงแถบดีเอ็นเอไดชัด จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาความไวของไพรเมอรทั้ง  3 ท่ี
ทดสอบในตัวอยางเมล็ดขาวโพดจริงมีระดับไมเทากัน ซึ่งตองมีทดสอบเพิ่มและเปรียบเทียบผลกับวิธีการ
ดั้งเดิมจนกวาจะแนใจวาผลท่ีได ถูกตอง 
 

 

 

 

 

เมลด็ขาวโพดท่ีตดิเช้ือ 1 เมล็ดตอเมลด็ปกติ 99 เมลด็ 

เมล็ดขาวโพดท่ีติดเชื้อ 4 เมล็ด 100 bp 

500 bp 

1,000 bp 

Marker Marker 

100 bp 

500 bp 

1,000 bp 

Marker Marker 

1        2          3         4          5         6          7 1        2         3       4           5         6          7 

1        2         3       4           5         6          7 1        2         3       4           5         6          7 

Marker 

เมลด็ขาวโพดท่ีตดิเช้ือ 2 เมล็ดตอเมลด็ปกติ 98 เมลด็ 

เมลด็ขาวโพดท่ีตดิเช้ือ 4 เมล็ดตอเมลด็ปกติ 96 เมลด็ เมลด็ขาวโพดท่ีตดิเช้ือ 6 เมล็ดตอเมลด็ปกติ 94 เมลด็ 

เมลด็ขาวโพดท่ีตดิเช้ือ 8 เมล็ดตอเมลด็ปกติ 92 เมลด็ เมลด็ขาวโพดท่ีตดิเช้ือ 10 เมล็ดตอเมล็ดปกติ 90 เมลด็ 



 

 

 

 

ภาพท่ี 6  ผลของการทดสอบความไวและความถูกตองของไพรเมอร 1, 2 และ 3 คูในตัวอยางเมล็ดขาวโพดท่ีติดเชื้อ
ผสม 3 สายพันธุ คือ Fusarium moniliforme, Cephalosporium acremonium และ Bipolaris maydis ในระดับ
ตางๆกัน Lane 1 = ไพรเมอร Fum5-6; lane 2 = ไพรเมอร Fum5-6 + FR; lane 3 = ไพรเมอร Fum5-6 + JB589-
591; lane 4 = ไพรเมอร FR; lane 5 = ไพรเมอร FR + JB589-591; lane 6 = ไพรเมอร JB589-591; lane 7 = ไพร
เมอร Fum5-6 + FR + JB589-591 
 
 
 
 
 
 
9. สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ  

 1. เชื้อรา Fusarium moniliforme, Bipolaris maydis และ Cephalosporium acremonium เปนเชื้อรา
สาเหตุโรคในขาวโพดท่ีสําคัญทางเศรษฐกิจ จึงเปนเชื้อกักกันในหลายๆประเทศ แตการตรวจสอบเชื้อราท่ีปนเปอนบน

1        2          3       4           5          6          7 

100 bp 

500 bp 

1,000 bp 

100 bp 

500 bp 

1,000 bp 

1        2          3       4           5          6          7 

1        2          3        4           5          6          7 1        2          3       4           5          6          7 

เมลด็ขาวโพดท่ีตดิเช้ือ 15 เมล็ดตอเมล็ดปกติ 85 เมลด็ เมลด็ขาวโพดท่ีตดิเช้ือ 20 เมล็ดตอเมล็ดปกติ 80 เมลด็ 



เมล็ดพันธุเพ่ือการนําเขาและสงออกจะใชวิธีการท่ัวไปคือเพาะบนกระดาษชื้นและดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ
ตองใชความชํานาญของเจาหนาท่ีตรวจสอบ  
 2. ในการตรวจสอบสภาพจริงบนเมล็ดพันธุจะมีเชื้ออยูหลายชนิดท้ังเชื้อในโรงเก็บ เชน Aspergillus niger, 
Aspergillus flavus และ Penicillium sp. ท่ีมักเจริญไดรวดเร็ว และคลุมผิวเมล็ดเกือบท้ังหมด ทําใหการตรวจสอบ
เชื้อสาเหตุโรคทําไดยาก และมีโอกาสผิดพลาดไดจึงควรมีวิธีท่ีสามารถตรวจสอบไดรวดเร็วและแมนยําและมีระดับ
ความไวท่ีตองการ  
 3. เทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอาร ท่ีพัฒนาข้ึนสามารถใชตรวจเชื้อกักกันท้ัง 3 สายพันธุ ไดแก Fusarium 
moniliforme, Cephalosporium acremonium และ  Bipolaris maydis โดยชุ ด ไพร เมอร ท่ี คั ด เลื อก ได ท่ี มี
ความจําเพาะตอเชื้อท้ัง 3 สายพันธุ คือ Fum5-Fum6, F-R และ JB589-JB591 ตามลําดับ โดยไพรเมอร Fum5-
Fum6 ถูกออกแบบจากบริเวณยีน polyketide synthase สวนไพรเมอร F-R และ JB589-JB591ออกแบบจากบริเวณ 
18S rRNA gene ไพรเมอรท่ีใชตอเชื้อท้ัง 3 สายพันธุ สามารถเพ่ิมขยายขนาดท่ีมีขนาดจําเพาะของแตละคูเบสแตละ
เ ชื้ อ  180 bp (Cephalosporium acremonium), 425 bp (Fusarium moniliforme) และ  346 bp (Bipolaris 
maydis)  
 4. เม่ือนําไปทดสอบความไวและความถูกตองของวิธีมัลติเพล็กซพีซีอารในตัวอยางเมล็ดขาวโพดพบวาสามารถ
ตรวจไดในระดับท่ีเมล็ดขาวโพดติดเชื้อต่ําสุด 1%   
 5. วิธีนี้ยังสามารถนําไปใชในการตรวจหาเชื้อโรคในกรณีท่ีขาวโพดปนเปอนดวยเชื้อโรคตางๆ มากมาย
เนื่องจากไพรเมอรคูท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มีปฏิกิริยาตอบสนองโดยเฉพาะกับเชื้อโรคเปาหมาย แตไมตอบสนองกับเชื้อ
โรคอ่ืน เชน Aspergillus niger, Aspergillus flavus และ Penicillium sp.  
 6. แตอยางไรก็ตามยังตองมีการนําเทคนิคนี้ไปทดสอบในตัวอยางขาวโพดจริงเปรียบเทียบกับวิธีท่ีใชกันอยู
ท่ัวไปคือการเพาะบนกระดาษชื้นอีกหลายครั้งๆ เพ่ือใหม่ันใจวาเทคนิคนี้สามารถตรวจตัวอยางไดจริง และมีความ
แมนยําสูง เพ่ือใหเปนท่ียอมรับในระดับสากลตอไป 
 

10. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน : ใหระบุผลงานท่ีส้ินสุด ไดนําไปใชประโยชนอยางไร พัฒนาตอหรือ
ถายทอด หรือเผยแพร หรือนําไปใชประโยชนกับกลุมเปาหมาย (ระบุเปนขอๆ)  
 1. ไดวิธีการทดสอบท่ีใหผลรวดเร็ว ถูกตอง แมนยํา และเปนท่ียอมรับ 
 2. สามารถนําผลการวิจัยมาใหบริการตรวจสอบสุขอนามัยในเมล็ดพันธุพืชเพ่ือรับรองการปลอดศัตรูพืช
สําหรับการสงออกแกบริษัทเมล็ดพันธุ  
11. คําขอบคุณ (ถามี)  : ขอขอบคุณเจาหนาท่ีของศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชท่ีใหความชวยเหลือใน
การทําวิจัยในครั้งนี้ใหสําเร็จลุลวงไปดวยดี 
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