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บทคัดย่อ 
งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือคดัเลือกสตูรอาหาร ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

เพาะเลีย้งสาหร่าย และความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของสาหร่าย จากการเก็บตวัอย่างสาหร่ายใน

พืชอาศยั 22 ตวัอย่าง จ าแนกสาหร่ายได้ 7 ชนิด คือ C. diffusus, C. expansa, C. karstenii, C. 

solutus, C. virescens, C. parasiticus และ  Cephaleuros sp. น ามา เพาะ เ ลี ย้ ง ในอาหาร

สัง เคราะ ห์  7 ชนิด  ไ ด้แก่  agal culture broth (ACB), Bold’s basal medium (BBM), bristol 

medium (BM), high salt medium (HSM), trebouxia medium (TM), trebouxia bristol medium 

(TBM) และ อาหารดดัแปลง BBM พบสาหร่ายสามารถเจริญดีในอาหาร 3 ชนิดเรียงตามล าดบั 

คือ BBM, HSM และ BM โดยอาหาร BBM เป็นอาหารท่ีสาหร่ายเจริญดี HSM เจริญปานกลาง 

และ BM เจริญต ่า ในขณะท่ีอาหารชนิดอ่ืนไม่พบการเจริญของสาหร่าย และผลการศกึษาปัจจยัท่ี

มีผลต่อการเจริญของสาหร่าย โดยท าการเพาะเลีย้งสาหร่ายในอาหาร BBM เปรียบเทียบกับ

อาหาร BBM ผสมฮอร์โมน Indole-3-acetic acid (IAA) 2 mg/ml พบสาหร่ายเจริญในอาหาร 

BBM ผสมฮอร์โมนต่างกับอาหารสูตรไม่ผสมฮอร์โมนอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ และจากการ

ทดสอบระยะเวลาในการให้แสง (6, 12 และ 24 ชัว่โมง) พบว่าสาหร่ายมีการเจริญได้ดีท่ีสดุเม่ือให้

แสงนาน 24 ชัว่โมง เม่ือเทียบกบัอีก 2 ชว่งเวลาดงักล่าว เม่ือศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ

สาหร่ายแต่ละชนิดท่ีเจริญในอาหาร พบว่าสาหร่ายแต่ละชนิดมีลักษณะการเจริญท่ีแตกต่างกัน 

โ ด ย โ ค โ ล นี ข อ ง ส า ห ร่ า ย  C. virescens, C. expansa, C. karstenii แ ล ะ  

C. solutus มีสีเขียวฟูเจริญบนอาหารสงัเคราะห์ ส่วนโคโลนีของ C. diffusus และ C. pilosa มีสี

เขียวอ่อน เจริญเข้าไปในวุ้ นของอาหารสังเคราะห์  ซึ่งเส้นใยของสาหร่าย C. pilosa และ C. 

virescens มีรูปร่างทรงกระบอกยาว ส่วนสาหร่าย C. expansa, C. karstenii และ C. diffusus มี
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รูปร่างเส้นใยแบบและทรงกระบอกสัน้ มีการสร้างโครงสร้างคล้ายแกมีแทนเจียม ไม่พบซูอสปอร์

และแกมีทบนอาหารสังเคราะห์ และในการศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของสาหร่าย 

Cephaleuros โดยอาศยัข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ 18s rRNA ผลการศึกษาพบว่า การจดัจ าแนก

ชนิดของสาหร่ายโดยยีนต าแหน่ง 18s rRNA ให้ผลไมส่อดคล้องกบัการจ าแนกโดยใช้ลกัษณะทาง

สณัฐานวิทยา แตจ่ากการวิเคราะห์สายสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมพบว่า สาหร่าย Cephaleuros แยก

ออกจากสกลุอ่ืน ๆ ในวงศ ์Trentepohliaceae 
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ABSTRACT 
 The research aimed to select media, optimal conditions for culture algae and 

phylogenetic analysis of Cephaleuros spp. The algal were collected from 25 host plants 

and identified as C. diffusus, C. expansa, C. karstenii, C. solutus, C. virescens, C. 

parasiticus and Cephaleuros sp. based on morphology. Algae were cultured on 7 

synthetic media including algal culture broth (ACB), Bold’s basal medium (BBM), bristol 

medium (BM), high salt medium (HSM), trebouxia medium(TM), trebouxia bristol medium 

(TBM) and modified Bold’s basal medium. The suitable media for culture algae with high 

growth rate were BBM, HSM and BM, respectively, whereas algae could not grow on ACB, 

TM, TBM, and modified Bold’s basal medium. To test effect of growth hormone, 

Cephaleuros species were cultured on BBM and BBM + 2 mg/ml IAA. The result showed 

that the colony of Cephaleuros species cultured on BBM+ IAA was wider growing with 

significantly difference than cultured on BBM alone. To test effect of light exposure on 

algal growth, Cephaleuros species were cultured on BBM and incubated with different 

light exposure (6, 12 and 24 hours). The result showed light exposure for 24 hours 

stimulated the growth of Cephaleuros species. Colony of Cephaleuros species on BBM 

were cushing-like, subaerial filament for C. virescens, C. expansa, C. karstenii and C. 

solutus, whereas colony of C. diffusus and C. pilosa submerged in media. Flamentous 

cells of C. pilosa and C. virescens were long cylindrical, whereas C. expansa, C. karstenii 

and C. diffusus were short cylindrical. Gametangia-like body was observed on synthetic 
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media but zoospores and gamete were not. The phylogenetic trees of 18s rRNA were 

conducted by using Mega 6 program. The result showed 18s rRNA gene sequences of 

Cephaleuros were in conflicted with morphological characteristics. Phylogenetic analyses 

revealed that the genus Cephaleuros is one of member in family Trentepohliaceae. Based 

on phylogenetic analyses, the Cephaleuros spp. are separated from other genera in 

family Trentepohliaceae. 
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           นิวคลีโอไทด์ของยีน 18s rRNA 
    12   แผนภมูิวิวฒันาการของสาหร่ายวงศ์ Trentepohliaceae ท่ีได้จากการวิเคราะห์ล าดบั   36 
           นิวคลีโอไทด์ของยีน 18s rRNA 
 



(14) 
 

สัญลักษณ์ค าย่อและตัวย่อ 

%  = เปอร์เซ็น 
2,4-D  = 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 
2X YT  = 2x yeast extract tryptone 
ACB  = Algae culture broth 
BBM  = Bold’s basal medium 
BM  = Bristol medium 
HSM  = High salt medium 
TM  = Trebouxia medium 
TBM  = Trebouxia bristol medium 
IAA  = Indole-3-acetic acid  
IBA  = Indole-3-butyric acid 
LB  = Luria bertani 
NAA  = Napthalene acetic acid 
PCR  = Polymerase chain reaction 
rRNA  = Ribosomal ribonucleic acid 
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บทที่ 1 

บทน า 

บทน าต้นเร่ือง 

โรคใบจดุสาหร่าย (algal leaf spot) เกิดจากสาหร่าย Cephaleuros Kunze ด ารง

ชีวิแบบปรสิต (parasite) ด้วยการดูดกินน า้เลีย้งและธาตอุาหารจากพืชเพ่ือใช้ในการเจริญ โดย

ส่วนใหญ่พบบริเวณใบของพืชอาศยั จะพบจุดเล็ก ๆ สีเหลือง สีส้ม หรือสีเขียวตามละชนิดของ

สาหร่าย ผิวของสาหร่ายมีลกัษณะฟูคล้ายก ามะหย่ี เส้นใยของสาหร่ายเจริญจากเนือ้เย่ือชัน้นอก 

(cuticle) เข้าสู่เนือ้เย่ือชัน้เอพิเดอร์มิส (epidermis) ของพืชอาศยั ส่งผลให้เกิดอาการเนือ้เย่ือตาย

ใต้ทลัลสัของสาหร่ายท่ีเจริญ (Brooks, 2004) การเจริญของสาหร่ายมีการเจริญขึน้ปกคลุมใบพืช

อาศยั ส่งผลต่อการกระบวนการสงัเคราะห์แสงท าให้พืชชะงักการเจริญเติบโต ล าต้นแคระเเกร็น 

ผลผลิตลดลง (Brown, 2013) ผลกระทบท่ีเกิดจากสาหร่ายสกุล Cephaleuros ลดกระบวนการ

ชีวเคมีโดย ลดอตัราการคายน า้ และระดบัของกลโูคสกบักรดอะมิโนในเนือ้เย่ือของของพืชอาศยัชา

สง่ผลให้คณุภาพของชาลดลง (Dasgupta and Bindra, 1992, Ponmurugan et al. 2009) 

ในประเทศไทยพบโรคจุดสาหร่ายครัง้แรกในส้มโอและล าไย เรียกโรคท่ีเกิดจาก

สาหร่ายว่า โรคจุดตะไคร่ ต่อมานิพนธ์ (2553) รวบรวมพืชอาศยัของสาหร่ายทัว่ประเทศไทย พบ

พืชอาศัยของสาหร่าย C. virescens 83 ชนิด และมีรายงานการพบโรคจุดสาหร่ายทั่วพืน้ท่ีใน

ประเทศ การแพร่กระจายของสาหร่ายส่วนใหญ่พบในพืน้ท่ีท่ีมีความชืน้สูง เช่น ทางภาคใต้ของ

ประเทศไทย (Sunpapao et al, 2015) นอกจากการศกึษาด้านความหลากหลายของสาหร่าย ยงัมี

การเพาะเลีย้งสาหร่ายบนอาหารสงัเคราะห์ชนิดตา่ง ๆ การแสดงออกของโปรตีน และส่วนประกอบ

ของเซลล์ในเส้นใยสาหร่าย (Ponmurugan et al. 2009) แต่อย่างไรก็ตามในการการเพาะเลีย้ง

สาหร่ายชนิดนีบ้นอาหารสังเคราะห์ยัง มีอยู่อย่างจ ากัด เ น่ืองจากในธรรมชาติสาหร่าย

Cephaleuros เจริญร่วมกับจุลินทรีย์อ่ืน ๆ ดังนัน้ในการแยกเลีย้งให้เป็นเส้นใยของสาหร่าย ท่ี

บริสุทธ์ิจึงท าได้ยาก และใช้ระยะเวลานานในการการเพาะเลีย้ง ไม่มีการสร้างเซลล์สืบพนัธุ์บน

อาหารสงัเคราะห์ ท าให้สาหร่าย Cephaleuros Kunze ไม่สามารถน าทดสอบคณุสมบตัิของการ
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เป็นโรคตามสมมติฐานของ Koch (Koch’s postulate) ต่อการเกิดโรคของพืชได้ งานวิจัยมี

วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การเพาะเลีย้งและเพิ่มปริมาณสาหร่ายเพ่ือใช้ในการ

วิเคราะห์โครงสร้างองค์ประกอบของสาหร่าย และศกึษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของสาหร่าย 

Cephaleuros Kunze  
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ตรวจเอกสาร 

ลักษณะท่ัวไปของสาหร่ายสกุล Cephaleuros  

สาหร่ายสกุล Cephaleuros เป็นสิ่งมีชีวิตกลุ่มยูคาริโอต (eukaryote) ด ารงชีวิต
แบบปรสิตและก่อให้เกิดโรคพืช โดยสาหร่ายสกุลนีมี้การเจริญของเซลล์แบบเจริญรวมกันหลาย
เซลล์ (multicellular) เรียงตอ่กนัเป็นกลุ่มเซลล์และพฒันาเป็นโครงสร้าง มีลกัษณะคล้ายพืชชัน้สงู
แตข่าดคณุสมบตัิในการท างานร่วมกนัของเนือ้เย่ือ ลกัษณะท่ีพบจึงไม่จดัเป็นราก ล าต้นและใบท่ี
แท้จริง และเซลล์ของสาหร่ายมีสารสี (pigments) ท่ีช่วยตรึงพลงังานแสงมาใช้ในการสงัเคราะห์
แสง สาหร่ายสกลุนีอ้าศยัอยู่ใต้ชัน้คิวติเคิล (subcuticular) ชัน้อิพิเดอร์มิส (subsepidermal) และ
แทรกอยู่ระหว่างเซลล์ของพืช (intercellular) สาหร่ายสกลุ Cephaleuros Kunze อยู่ในอาณาจกัร 
Viridiplantae ดิ วิ ชั่น  Chlorophyta เ ป็นกลุ่ มของสาห ร่าย สี เ ขียว  (green algae) ล าดับชั น้ 
Ulvophyceae จั ดอยู่ ใ น อัน ดับ  Trentepohliales (Goebel and Kunze, 1827; Stewart and 
Mattox, 1978; Cavalier, 1981) สาหร่ายในอันดับนีมี้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเป็นเส้นสาย 
(filament) และแตกก่ิงก้านสาขา (branch) ลกัษณะท่ีแตกต่างของสาหร่ายในอนัดบันีก้บัสาหร่าย
อนัดบัตา่ง ๆ ในกลุม่สาหร่ายสีเขียวมี 2 ประการคือ สาหร่ายในกลุ่มนีมี้สีเหลือง ส้ม แดงเน่ืองจาก
ในคลอโรพลาสต์มีรงควัตถุกลุ่มแคโรทีนอยด์ (carotenoid) ไม่มีไพรีนอยด์ (pyrenoid) เป็น
องค์ประกอบ และโครงสร้างของแฟลกเจลลา (flagella) ของเซลล์สืบพนัธุ์ของสาหร่ายกลุ่มนีไ้ม่ได้
อาศัยอยู่ ในน า้แต่อาศัยแบบกึ่ งบนบก  (Chapman and Henk, 1985; Vanden et al., 1995; 
Lopez-Bautistaet et al., 2002) สาหร่ายในอันดับนีป้ระกอบด้วย 1 วงศ์คือ Trentepohliaceae   
แบง่ออกเป็น 5 สกลุ คือ Cephaleuros Kunze, Phycopeltis Millardet, Printzina Thompson and 
Wujek, Stomatochroon Palm และ Trentepohlia Mauritius (Thompson and Wujek, 1997) โดย
ลกัษณะท่ีใช้ในการจ าแนกออกจากสกุลอ่ืน ๆ ในวงศ์นีคื้อ ก้านชูสปอร์ (sporangiospore) และส
ปอแรงเจียม (sporangium) 

สาหร่ายสกลุ Trentepohlia มีสีแดง เส้นใยหลาย ๆ เส้นท่ีถกูบีบอดัจนมีโครงสร้าง
เป็นแผ่นคล้ายเปลือกหุ้ม ประกอบด้วยโครงสร้าง 2 ส่วน คือส่วนท่ีขนาบติดราบกบัพืน้ผิวและส่วน
ท่ีย่ืนออกมาจากทลัลสั ซึ่งเป็นเส้นใยท่ีแตกแขนงเป็นเส้นตรงหลาย ๆ เส้นเจริญอยูบ่นทลัลสั มีก้าน
ชสูปอร์ซึ่งภายในมีซูโอสปอร์อยู ่พบทัว่ไปตามแหล่งท่ีอยู่อาศยั หิน เปลือกไม้ ใบไม้ ดิน และพืน้ผิว
ของคอนกรีต มีการแพร่กระจายตวักว้าง พบบริเวณพืน้ท่ีมีอากาศหนาวเย็น และบริเวณเขตอบอุ่น 
(Hametner et al., 2014) สาหร่ายสกุล Phycopeltis มีลักษณะของทัลลัสเป็นแบบวงกลม
เน่ืองจากมีการแตกก่ิงและแขนง (ramuli) ออกมาจากจดุศนูย์กลางเป็นชัน้ ๆ ซ้อนกนั มีการสร้าง
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ก้านชสูปอร์ท่ีใช้ในการสืบพนัธุ์ย่ืนออกมาจากทลัลสั พบบริเวณท่ีร่มและมีความชืน้สูงเจริญบนผิว
ใบพืช สาหร่ายสกลุ Printzina มีลกัษณะใกล้เคียงกบั สาหร่ายสกลุ Trentepohlia แตแ่ตกตา่งกนัท่ี
ต าแหน่งของสปอแรงเจียมท่ีย่ืนออกมาด้านข้างท าให้ Thompson และ Wujek (1997) แยก
สาหร่ายชนิดนีอ้อกมาอยูใ่นสกลุใหม่ สาหร่ายสกลุ Stomatochroon พบบริเวณปากใบ (stomata) 
ของพืชอาศยัจดัเป็นปรสิตของพืชแต่ไม่พบการท าลายเนือ้เย่ือของพืชอาศยั (Liu and Hu, 2013; 
Zhu et al., 2014) มีแกมีแทนเจียมลกัษณะเป็นรูปไข ่ทลัลสัมีขนาดใหญ่ เซลล์เดียว เจริญเข้าไปใน
ปากใบของพืชและแผ่กระจายผ่านชัน้สปันจีมีโซฟิลล์ (spongy mesophyll) ของพืชอาศยัแล้ว
สร้างก้านชสูปอร์ย่ืนออกมาจากปากใบ พบมากบริเวณสภาพอากาศแบบร้อนชืน้ 

สาหร่ายสกุล Cephaleuros มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาประกอบด้วยเส้นใยท่ี
รวมกลุ่มเป็นทัลลสั บนทัลลัสประกอบด้วยโครงสร้าง 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีราบไปกับพืน้ผิวของพืช 
(prostrate system) ประกอบด้วย filamentous cells และโครงสร้างท่ีชจูากทลัลสั (erect system) 
ประกอบด้วยก้านชูสปอร์ (sporangiophore) ซีเต้ (setae) และโครงสร้างคล้ายเส้นขน (sterile 
hair) จากสว่นปลายของเส้นใย (ภาพท่ี 1) 

 
ภาพที่  1 ลกัษณะของสาหร่ายสกุล Cephaleuros ก. ก้านชูสปอร์ ข. แกมีแทนเจียม (ลูกศร) 

และ ค. โครงสร้างคล้ายขนของสาหร่าย (ลกูศร) 

สาห ร่ายสกุล นี มี้การ สืบพันธุ์  2 แบบ คือ  แบบไม่อาศัย เพศ  ( asexual 
reproduction) โดยสร้างซูโอสปอร์ (zoospore) มีแฟกเจลลาว่ายน า้ได้ และแบบอาศัยเพศ 
(sexual reproduction)  โดยสร้างแกมีท (gamete) จากโครงสร้างแกมีเเทนเจียม (gametangium) 
ท่ีเจริญอยู่บริเวณทลัลสั ชีพจกัรของสาหร่ายแบบไม่อาศยัเพศคือ ซูโอสปอร์งอกเป็นเส้นใยเจริญ 
ขยายขนาดพัฒนาเป็นทัลลัส ส่วนปลายของทัลลัสมีการสร้างก้านชูสปอร์ และพัฒนาเป็น 
sporangiate laterals ภายในสปอแรงเจียมบรรจุซูโอสปอร์ประมาณ 8–64 ซูโอสปอร์ เม่ือมีฝนตก
หรือได้รับความชืน้จากละอองน า้ท่ีเหมาะสมซูโอสปอร์จะถูกปล่อยเพ่ือเจริญในเน่ือเย่ือพืชต่อไป 
(Chapman and Henk 1985; Thompson and Wujek 1997) ส่วนการสืบพันธุ์ แบบอาศัยเพศ     
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แกมีเเทนเจียม พฒันาจากส่วนปลายและด้านข้างของทลัลสั ประกอบด้วยเซลล์สืบพนัธุ์ท่ีมี 2 หาง 
(biflagellate gametes) มีขนาดใหญ่กว่าสองถึงสามเท่าของซูโอสปอร์ในสาหร่ายชนิดนัน้ ๆ 
เรียกวา่ แกมีท เม่ือสภาวะเหมาะสมแกมีทก็จะเข้าคูก่นัแบบ isogamy คือเซลล์สืบพนัธุ์รูปร่างและ
ขนาดเหมือนกันจบัคูก่ัน รวมตวักันเจริญเป็นไซโกตและสร้างสปอโรไฟท์ ภายในบรรจไุมโอสปอร์ 
เม่ือได้รับน า้หรือความชืน้ไมโอสปอร์จะถูกปลดปล่อยและว่ายน า้เข้าสู่พืชอาศยัผ่านทางปากใบ
ของพืช (Thompson and Wujek, 1997) การปลดปล่อยของแกมีทหรือซูโอสปอร์ พบมากในช่วง
ฤดฝูน เน่ืองจากแกมีทและซูโอสปอร์อาศยัน า้เป็นตวัพาไปยงัพืชอาศยั (ภาพท่ี 2) จากรายงานของ 
Suto และ Ohtani (2011) อธิบายว่า ทัลลัสของสาหร่ายมีการเจริญบนใบพืชอายุ 1–2 ปี โดย
ในช่วงฤดูใบไม้ผลิของประเทศญ่ีปุ่ นระหว่างเดือนมีนาคมถึงปลายเดือนพฤษภาคม เป็นช่วงท่ี
สาหร่ายสร้างและปลดปล่อยแกมีทมาก เน่ืองจากปัจจยัด้านอุณหภูมิและน า้ท่ีเป็นส่วนส าคญัใน
การเจริญของสาหร่าย แตกต่างจากช่วงฤดูร้อนในเดือนมิถุนายนถึงกรกฎาคมท่ีพบการ
แพร่กระจายของสาหร่ายน้อย โดยสาหร่ายแต่ละชนิดจะมีลกัษณะของทลัลัสท่ีแตกต่างกัน เช่น 
ทลัลสัรูปร่างกลม (circular thalli) หรือแตกแขนงแบบเปิด (open-ramulous thalli) ขึน้อยู่กับชนิด
ของสาหร่ายท่ีพบ (ภาพท่ี 3) สาหร่าย Cephaleuros Kunze มีพืชอาศยัหลากหลายชนิด โดยมี
ระดบัความรุนแรงแตกต่างกันตามชนิดการเข้าท าลายของสาหร่ายแบบไม่มีความจ าเพาะตอ่พืช
อาศยั 

 

 

ภาพท่ี 2  วงจรชีวิตของสาหร่าย Cephaleuros Kunze ก. ระยะการสืบพนัธุ์แบบไมอ่าศยัเพศ
มีการสร้างซูโอสปอร์ปลดปล่อยออกจากสปอแรงเจียม และ ข. ระยะการสืบพนัธุ์
แบบอาศยัเพศมีการสร้างแกมีแทนเจียมและในแกมีแทนเจียมมีการสร้างแกมีท อยู่
ภายใน (ดดัแปลงจาก: Thompson and Wujek, 1997) 
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ภาพที่  3 ลักษณะทัลลัสของสาหร่าย Cephaleuros Kunze ก. ทัลลัสแตกแขนงแบบเปิด  

ข. ทลัลสัรูปร่างกลม และ ค. ทลัลสัรูปร่างไมแ่นน่อน 

ผลกระทบของสาหร่ายสกุล Cephaleuros 
สาหร่ายสกลุ Cephaleuros พบในพืชอาศยัหลายชนิด อาการและความเสียหาย

ท่ีเกิดกับพืชอาศยัมีความแตกต่างกันตามแต่ละชนิดของสาหร่าย พืชอาศยั และสภาพแวดล้อม 

ผลกระทบของสาหร่ายมีสาเหตุจาก การดูดน า้และแร่ธาตุจากพืชอาศัย ผลท่ีตามมาคือท าให้

เนือ้เย่ือพืชแห้งและตาย (Wolf, 1930) หลั่งสารพิษทุติยภูมิ ท่ีเป็นอันตรายต่อเนือ้เย่ือพืชอาศัย 

(Jourbert and Rijkenberge,1971) และบดบังการสังเคราะห์แสงของพืชท าให้ผลผลิตและ

คณุภาพของพืชลดลง (Safeeulla and Govindu, 1948) จากกรรมวิธีของ Brooks (2004) ประเมิน

ความรุนแรงของสาหร่ายสกลุ Cephaleuros บริเวณท่ีเจริญบนพืชและความเสียหายของสาหร่าย

ในพืชอาศยั ซึ่งสาหร่ายชนิดนีอ้าศยัใต้ชัน้ควิตเิคิล ชัน้อิพิเดอมิส และแทรกระหว่างเซลล์พืช สง่ผล

ให้พืชอาศยัสูญเสียพืน้ท่ีในการสงัเคราะห์แสง สูญเสียแร่ธาตอุาหารในการด ารงชีวิต และท าให้

เนือ้เย่ือบริเวณท่ีเข้าท าลายเปล่ียนเป็นสีน า้ตาลแห้งตาย  

มีการศึกษาผลกระทบของโรคใบจุดสาหร่ายในฮาวาย พบว่า C. parasiticus 

สร้างความเสียหายให้แก่ฝร่ังอย่างรุนแรง โดยการเข้าท าลายผิวใบและผลของฝร่ังเกิดจุดและ

เนือ้เย่ือรอบ ๆ ตาย เกิดการยุบตัวของเนือ้เย่ือ ท าให้ผิวของผลฝร่ังแตก ไม่สามารถเก็บเก่ียว

ผลผลิตได้ (Nelson, 2008) และจากรายงานของ Ponmurugan และคณะ (2009) ในประเทศ

อินเดียพบว่าสาหร่าย C. parasiticus สร้างความเสียหายต่อการปลูกชาในประเทศอินเดีย โดย

เปรียบเทียบกบัระดบัความรุนแรงของสาหร่ายด้วย A four-point necrosis index (Brooks, 2004) 

ซึ่งการเข้าท าลายใบชาพบว่ามีความรุนแรงเท่ากับระดบั 3 ท าให้ใบชาเกิดความผิดปกติ เนือ้เย่ือ
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ตาย ลดพืน้ท่ีในการสงัเคราะห์แสง ต้นชาเส่ือมโทรม คณุภาพของชาลดลง และยงัลดกระบวนการ

ทางสรีระวิทยาและกระบวนการทางชีวเคมีในใบชาอีกด้วย  

พืชอาศัยของสาหร่าย Cephaleuros 

สาหร่ายสกลุ Cephaleuros อาศยัอยู่บนพืชอาศยัหลากหลายชนิด พบบนพืชยืน

ต้นหลาย ๆ วงศ์ ด ารงชีวิตแบบปรสิตโดยการดูดกินน า้และธาตุอาหารจากพืช อย่างไรก็ตาม

สาหร่ายชนิดนีไ้ม่มีความเฉพาะเจาะจงของชนิดกับพืชอาศัย ซึ่งสรุปการศึกษาพืชอาศัยของ

สาหร่าย Cephaleuros ดงัตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 ประวตัิการศกึษาจ านวนพืชอาศยัของสาหร่ายสกลุ Cephaleuros 

จ านวนชนิดพืชอาศยั อ้างอิง 
สาหร่าย Cephaleuros สร้างความเสียหายในพืชอาศัย 448 
ชนิด ในรัฐเปร์นมับกู ูประเทศบราซิล 

Batista and Lima, 1949 

พบพืชอาศยัของสาหร่าย 35 ชนิด ในประเทศญ่ีปุ่ น Ezuka and Kibushi, 1956 
พบพืชอาศยั 165 ชนิด 56 วงศ์ แบ่งออกเป็นพืชใบกว้าง เฟิร์น 
ปาล์ม ปรง และไม้ผล  

Marlatt and Alfieri, 1981 

พบพืชอาศยัของสาหร่าย 69 ชนิด ในประเทศไต้หวนั Hsieh, 1983 
พบพืชอาศยั 44 ชนิด ในสมนุไพรของประเทศบลาซิล Almeida et al, 1985 
พบพืชอาศยั 167 ชนิด ในประเทศสหรัฐอเมริกา Holcomb, 1986 
พบพืชอาศยั 146 ชนิด และศกึษาการเกิดโรคของสาหร่ายปรสิต
พืชและความสัมพันธ์ของ Cephaleuros กับเชือ้ราในหมู่เกาะ
ซามวั 

Brooks, 2004 

พบพืชอาศยั 37 ชนิด ในโคลมัเบียประเทศสหรัฐอเมริกา Pardo, 2004 
พบพืชอาศยัของสาหร่าย 3 ชนิดในฮาวาย และศกึษาวงจรชีวิต
ของสาหร่ายตลอดจนอิทธิพลของสาหร่ายตอ่พืชอาศยั 

Scot, 2008 

พบโรคจดุสาหร่ายบนต้นไทร ในประเทศเกาหลี Han et al, 2011  
พบพืชอาศัย 38 วงศ์ และศึกษาพัฒนาการของสาหร่าย ใน
ประเทศอินเดีย  

Muthukumar et al, 2014 
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การศึกษาในประเทศไทยพบสาหร่าย C. virescens ในพืชอาศยั 74 ชนิด ส่วน

ใหญ่เป็นพืชใบกว้างและไม้ผล (นิพนธ์, 2553) Pitaloka (2014) ศึกษาด้านอนกุรมวิธานและการ

จ าแนกชนิดของสาหร่ายในทุเ รียน Sunpapao และคณะ (2015) รายงานสาหร่ายสกุล 

Cephaleuros ท่ีพบในประเทศไทยเพิ่มเตมิ 5 ชนิด ได้แก่ C. diffusus, C. expansa, C. karstenii, 

C. solutus และ  C. virescens ซึ่ ง สาห ร่าย  C. virescens มี พื ชอาศัยก ว้าง ท่ีสุด  และพบ

แพร่กระจายทัว่ทกุภูมิภาคของประเทศไทย บริเวณท่ีมีการแพร่กระจายตวัดีท่ีสดุอยู่ในเขตร้อนและ

กึ่งเขตร้อน ระหว่างเส้นรุ้งท่ี 32 องศาเหนือ ถึงเส้นรุ้งท่ี 32 องศาใต้ (แอฟริกา อินเดีย จีน ญ่ีปุ่ น 

ออสเตรเลีย ละตินอเมริกา และสหรัฐอเมริกา)  และในบริเวณเขตอบอุ่นท่ีมีสภาพแวดล้อม

เหมาะสม ก็สามารถพบสาหร่ายสกลุนีไ้ด้เชน่กนั (Yadav, 1953; Joubert and Rijkenberg, 1971; 

Marlatt and Alfieri, 1981; Suto and Othani, 2009) 

การเพาะเลีย้งสาหร่าย Cephaleuros 
สาหร่ายในสกลุ Cephaleuros สามารถน ามาเพาะเลีย้งในอาหารสูตรต่าง ๆ ได้ 

Ponmurugan และคณะ (2009) ได้ท าการเพาะเลีย้งสาหร่ายปรสิตพืช C. parasiticus ในใบชา 

โดยเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของสาหร่ายบนอาหารสงัเคราะห์ 10 ชนิด คือ 1) algal culture 

medium, 2) algal proteose medium, 3) blue green-11 medium, 4) bristol medium, 5) 

george medium, 6) go algal medium, 7) potato glucose medium, 8) trebouxia medium, 9) 

tea leaf extract medium และ10) tea stem extract medium พบว่าอาหารท่ีเหมาะสมในการ

เจริญเติบโตของสาหร่ายมี 3 สูตรคือ อาหารสูตร bristol medium, trebouxia medium และ tea 

leaf extract medium (อาหารท่ีมีส่วนผสมของใบชา) โดยควบคุมอุณหภูมิอยู่ ท่ี 25±2 องศา

เซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงและมืด 8 ชั่วโมง สาหร่าย C. parasiticus มีการสร้างโครงสร้างของ

เส้นใย ก้านชสูปอร์ เหมือนในสภาพธรรมชาต ิไม่มีโครงสร้างของเซลล์สืบพนัธุ์ แตเ่ม่ือเตมิฮอร์โมน

ออกซิน (auxin) ได้แก่ IAA, IBA, 2,4-D และ NAA ลงไปในอาหารสังเคราะห์ ส่งผลให้สาหร่าย

สามารถเจริญได้รวดเร็ว และสร้างโครงสร้างของเซลล์สืบพนัธุ์หรือซูโอสปอร์ในอาหารสังเคราะห์ 

ซึ่งข้อสังเกตนีส้อดคล้องกับงานวิจัยของ Suto และ Ohtani (2011) ท่ีท าการเพาะเลีย้งสาหร่าย

สกุล  Cephaleuros บนอาหารสัง เคราะห์สูตร  Bold’s basal medium และ CA medium ใน
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ระยะแรกไมพ่บโครงสร้างในการสืบพนัธุ์ แตจ่ะพบแกมีแทนเจียม และสปอแรงเจียมเม่ือมีการเติม

ฮอร์โมนออกซินลงในอาหารสงัเคราะห์ นอกจากนีส้ว่นประกอบของอาหารสงัเคราะห์ก็มีผลตอ่การ

เจริญโดยแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจนเป็นส่วนส าคญัในการเจริญของสาหร่าย นอกจากนีธ้าตอ่ืุน 

ๆ เช่น ฟอตเฟส แคลเซียม แมงกานีส โบรอน ทองแดง และสงักะสี ตา่งมีความส าคญัส าหรับการ

เจริญ และพฒันาของสาหร่าย C. parasiticus แม้ต้องการเพียงปริมาณเล็กน้อย (Peterson and 

Barris, 1978) 

Suto และ Ohtani (2011) เพาะเลีย้งสาหร่ายสกุล Cephaleuros บนอาหาร

สังเคราะห์ BBM พบว่ามีการปนเปือ้นของเชือ้ราและเชือ้แบคทีเรีย  จึงได้เติมสารเคมีกลุ่ม 

benzimidazole ความเข้มข้น 20-50 ppm ผสมไปในอาหาร และท าการแยกสาหร่ายซ า้ ๆ ลง

อาหารใหมท่กุครัง้ท่ีมีการปนเปือ้น เพ่ือให้ได้โคโลนีท่ีบริสทุธ์ิ  

เขมิสรา และธัญนันท์ (2558) ศึกษาคณุสมบตัิและรงควัตถุในสาหร่ายโดยการ

เพาะเลีย้งสาหร่ายในอาหาร 2 สูตร คือ HSM และ BM พบว่าสาหร่ายท่ีท าการเลีย้งในอาหาร

สงัเคราะห์ BM  พบเบต้าแคโรทีนเป็นรงควตัถุหลกัเพียงชนิดเดียว ต่างจากการเลีย้งสาหร่ายใน

อาหาร HSM ท่ีพบว่าสาหร่ายสร้างลทีูน (lutein) คลอโรฟิลล์ บี (chlorophyll b) และเบต้าแคโรทีน 

(ᵦ-carotein) อนัเน่ืองมาจากความเครียดของการได้รับแหล่งพลังงานต่างกัน โดยอาหาร BM มี

แหล่งไนโตรเจนจากโซเดียมไนเตรต ขณะท่ีอาหาร HSM มีแหล่งไนโตรเจนจากแอมโมเนียมคลอ

ไรด์ ส่งผลให้การเผาผลาญอาหาร (metabolism) ของเซลล์สาหร่ายมีความต่างกัน โดยการเผา

ผลาญโซเดียมไนเตรตถูกน าไปใช้ได้ยากกว่าการเผาผลาญแอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่ง

ไนโตรเจน สภาวะนีส้่งผลให้สาหร่ายเกิดความเครียดและตอบสนองด้วยการสะสมรงควตัถุชนิด

เบต้าแคโรทีนในปริมาณมาก ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษา Ponmurugan และคณะ (2009) พบ

องค์ประกอบทางชีวเคมีของสาหร่าย C. parasiticus ประกอบด้วยแคโรทีนอยด์ (carotenoid) 

น า้ตาล (sugar) ไนโตรเจน (nitrogen) โปรตีน (protein) กรดอะมิโน (amino acids) โพลีฟีนอล 

(polyphenol) แคทีชิน (catechin) ไขมนั (lipid) จากองค์ประกอบทัง้หมด น า้ตาลเป็นองค์ประกอบ

ท่ีส าคญัโดยประกอบด้วยน า้ตาลรีดิวซ์และนอนรีดิวซ์ และพบกรดอะมิโนจ านวน 15 ชนิด ได้แก่ 

อาร์จีนีน แอสพาราจีน กรดแอสพาร์ติก กรดกลูตามิก กลูตามีน ไกลซีน ฮิสทิดีน ลิวซีน ฟีนิลอะ

ลานีน โพรลีน ซีรีน ธรีโอนีน ทริปโตเฟน ไทโรซีน และวาลีน การศึกษาองค์ประกอบของสาหร่าย



10 

  

สกุล Cephaleuros พบว่าสาหร่ายมีการผลิตสารหลากหลายชนิดท่ีมีความน่าสนใจ โดยเฉพาะ

การผลิตแคโรทีนอยด์ชนิดท่ีมีมูลค่าสูงในทางเศรษฐกิจ ซึ่งในอนาคตอาจน ามาใช้ประโยชน์โดย

เป็นแหลง่อาหารชนิดใหม ่(เขมิสรา และธญันนัท์, 2558; Cuellar et al., 2015) 

การศึกษาด้านชีวโมเลกุลของสาหร่าย Cephaleuros 

ในปัจจบุนัมีการศกึษาระบชุนิดของสาหร่าย ได้มีการน าเทคนิคด้านชีวโมเลกลุมา

ใช้ในการจัดจ าแนก โดยนิยมใช้การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของสาหร่ายด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่      

เพอริเมอเรส (Polymerase chain reaction) (Hebert et al., 2003) ซึ่งล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีใช้ใน

การระบุชนิดของสาหร่ายส่วนใหญ่ คือ ต าแหน่ง 18s nuclear small subunit rRNA (18s SSU 

rRNA), ribulose 1 ,5 -bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) เ ป็น ต้น 

(Lopez-Bautista et al., 2002, Rindi et al., 2009)  

Zechmen และคณะ (1990) ศกึษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของสาหร่ายใน 

ดิวิ ชั่น  Chlorophyta ท่ีต าแหน่ง ยีน SSU rRNA สามารถแบ่งกลุ่มของสาหร่ายในอันดับ 

Charophyceae, Embryophytes และ Ulvophyceae ในดิวิชั่น  Chlorophyta ออกจากกันไ ด้  

ต่อมา Lopez และ Chapman (2003) ศึกษาต าแหน่งยีน SSU rDNA ของสาหร่ายในล าดับชัน้ 

Ulvophyceae พบว่าสาห ร่ายวง ศ์  Trentepohliaceae แยกกลุ่มออกจากสาหร่ายในวง ศ์  

Chlorophyceae และ  Pleurastrophyceae ไ ด้ ชัด เ จน  และ มีการแบ่ง กลุ่ มย่ อยสาห ร่ าย 

Cephaleuros และ Printzina ในวงศ์ Trentepohliaceae ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน แสดงให้เห็น

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกัน จากนัน้ในปี 2006 Lopez-Bautista และคณะ ได้ศึกษา

ต าแหน่งยีน rDNA ของสาหร่ายในวงศ์ Trentepohliaceae เพิ่มเติม และสร้างแผนภูมิเชิง

วิวฒันาการ พบว่าสาหร่าย Trentepohlia, Printzina, Phycopeltis และ Cephaleuros จดัในกลุ่ม

เดียวกนัและมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีใกล้เคียงกนั 

Rindi และคณะ (2009) ได้จ าแนกชนิดของสาหร่ายในวงศ์ Trentepohliaceae 

โดยเน้นสาหร่ายสกลุ Trentepohlia และ Printzina ใช้ลกัษณะทางพนัธุกรรมร่วมกับลกัษณะทาง

สัณฐานวิทยา ศึกษาต าแหน่งยีน 18S rRNA และ rbcL พบว่าสามารถจ าแนกสาหร่ายสกุล 
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Trentepohlia ออกจากสาหร่ายสกุลอ่ืนในวงศ์ Trentepohliaceae ได้ และเม่ือสร้างแผนภูมิเชิง

วิวฒันาการแสดงให้เห็นว่าสาหร่ายสกุล Trentepohlia มีความใกล้ชิดกับสาหร่ายสกุล Printzina 

ดงันัน้การศกึษายีนต าแหน่ง 18S rRNA และ rbcL สามารถใช้จัดกลุ่มหรือจ าแนกสาหร่ายในวงศ์ 

Trentepohliaceae ได้  

Suutari และคณะ (2010) ได้ศกึษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของสาหร่ายใน

ในดวิิชัน่ Chlorophyta บริเวณ 18S rRNA จากตวัอยา่งสาหร่ายทัง้หมด 71 ตวัอยา่ง วิเคราะห์ด้วย

วิธี maximum likelihood พบว่าสามารถระบุชนิดของสาหร่ายได้ และจากการสร้างแผนภูมิเชิง

วิวัฒนาการสามารถแยกสาหร่ายในอันดบั Trentepohliales ออกจากสาหร่ายอันดบัอ่ืน ๆ ในดิ

วิชัน่ Chlorophyta  
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วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือทราบชนิดอาหารและสภาวะท่ีเหมาะสมในการเลีย้งสาหร่าย Cephaleuros Kunze ex 

E.M.Fries 

2. เพ่ือทราบความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของสาหร่าย Cephaleuros Kunze ex E.M.Fries 
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บทที่ 2 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

1. การเพาะเลีย้งสาหร่ายในอาหารสังเคราะห์และศึกษาปัจจัยที่ มีผลต่อการเจริญของ

สาหร่าย 

1.1 การเพาะเลีย้งสาหร่ายบนอาหารสังเคราะห์ 

เก็บตัวอย่างใบพืชท่ีมีจุดสีส้มฟูบนใบพืชชนิดต่าง ๆ บริเวณอ าเภอหาดใหญ่ 

จังหวัดสงขลา มาจ าแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยเปรียบเทียบกับคีย์ชนิดสาหร่ายของ 

Thompson and Wujek (1997) โดยน าตัวอย่างใบพืชท่ีเก็บมาส่องดูใต้กล้องสเตอริโอ (stereo 

microscope, SZ30, Olympus, Japan) เพ่ือดูลักษณะและขนาดของแผล จากนัน้ลอกบริเวณ

ทัลลัสออก ด้วยใบมีดปลายแหลม วางบนสไลด์ หยด lactophenol และน าไปดูภายใต้กล้อง

จลุทรรศน์แบบใช้แสง (compound microscope, CH30RF200, Olympus, Japan) เพ่ือดลูกัษณะ

ของทลัลสั ต าแหนง่ท่ีทลัลสัเจริญบนของเนือ้เย่ือ ต าแหนง่ของ สปอแรงเจียมท่ีสร้างบนก้านชสูปอร์ 

หลงัจากนัน้บนัทกึลกัษณะและวดัขนาดของทลัลสั เซลล์เส้นใย ก้านชสูปอร์ แกมีแทนเจียม แกมีท 

ซีเต้ และโครงสร้างคล้ายเส้นขน (sterile hair) จากนัน้น าชิน้ส่วนพืชมาตดัตามขวางเพ่ือด ูthallus 

growth habit โดยใช้ตวัอยา่งทัง้หมด 30 ตวัอยา่งตอ่ 1 ลกัษณะ (n=30) 

น าสาหร่ายไปคดัแยกให้บริสุทธ์ิโดยขัน้ตอนการเพาะเลีย้งตามวิธีการของ Suto 

and Ohtani (2011) น าใบพืชท่ีมีสาหร่ายเจริญมาท าความสะอาดโดยล้างในน า้ไหลผ่านเป็นเวลา 

1 ชัว่โมง ท าความสะอาดชิน้ส่วนใบพืชโดยเช็ดด้วยกระดาษกรองท่ีนึ่งฆ่าเชือ้แล้ว ล้างใบพืชท่ีมี

สาหร่ายใน 70% แอลกอฮอล์ ท่ีเติม 1% Tween 80 เป็นเวลา 1 นาที และล้างออกด้วยน า้กลัน่นึ่ง

ฆ่าเชือ้ ใช้มีดผ่าตดัท่ีฆ่าเชือ้แล้ว ลอกชิน้ส่วนทัลลสัของสาหร่ายบนใบพืชอาศยัจนได้สาหร่ายท่ี

บริสุทธ์ิ น าชิน้ส่วนทัลลัสไปวางบนอาหาร ACB (Lembi and Waaland, 1988), BBM (Bischoff 

and Bold, 1963), BM (Bold, 1949), HSM (Sueoka et al., 1960), TM (Atlas and Parks, 1997), 

TBM (Keller and Guillard, 1985) และ อาหารดัดแปลง Bold’s basal medium (ภาคผนวก ข) 

บม่จานเลีย้งสาหร่ายท่ีอุณหภูมิ 25–32 องศาเซลเซียส โดยให้แสง 12 ชัว่โมง สลบักับบ่มในท่ีมืด 
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12 ชั่วโมง ระยะเวลา 3–6 เดือน สังเกตการเจริญของสาหร่ายบนอาหารสังเคราะห์แต่ละชนิด 

วดัขนาดโคโลนี ขนาดเส้นใย และมุมแตกแขนงของเส้นใย เปรียบเทียบการเจริญ (growth) และ 

ไมเ่จริญ (no growth) บนอาหารสงัเคราะห์แตล่ะชนิด  

1.2 การศึกษาปัจจัยของฮอร์โมนและแสงท่ีส่งเสริมการเจริญของสาหร่าย 

เตรียมอาหารท่ีคดัเลือกจาก 1.1 โดยคดัเลือกอาหารท่ีสาหร่ายมีการเจริญเป็น

อาหารพืน้ฐาน จากนัน้ผสม 2 mg/l IAA ท าการถ่ายเส้นใยของสาหร่าย 7 ชนิดลงในอาหาร บ่ม

จานเลีย้งสาหร่ายท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส โดยให้แสง 12 ชั่วโมงสลบักับบ่มในท่ีมืด 12 

ชัว่โมง ระยะเวลา 1 เดือน วดัขนาดโคโลนีของสาหร่ายท่ีเจริญบนอาหารสงัเคราะห์ หลงัจากนัน้น า

สาหร่าย 7 ชนิดท่ีเจริญมาท าการทดสอบปัจจยัของแสงท่ีมีผลตอ่การเจริญของสาหร่าย โดยการให้

แสงต่างกันในช่วง 3 เวลา คือ ช่วงเวลาท่ี 1 คือ ให้แสง 6 ชัว่โมง สลับกับบ่มในท่ีมืด 18 ชั่วโมง 

ช่วงเวลาท่ี 2 ให้แสง 12 ชั่วโมงสลับกับบ่มในท่ีมืด 12 ชั่วโมง และ ช่วงเวลาท่ี 3 คือ ให้แสง 24 

ชัว่โมง สงัเกตการเปล่ียนแปลงของสาหร่ายและวดัขนาดโคโลนีของสาหร่ายท่ีเจริญของสาหร่าย

ทุกสปัดาห์ ข้อมูลท่ีได้น ามาวิเคราะห์ค่าสถิติโดยโปรแกรม SPSS version 16.0 เพ่ือหาค่าความ

แตกต่างระหว่างฮอร์โมนและแสงท่ีส่งผลต่อการเจริญของสาหร่าย โดยวัดขนาดโคโลนีของ

สาหร่ายบนอาหารสงัเคราะห์ 

1.3 ลักษณะสัณฐานวิทยาของสาหร่าย Cephaleuros บนอาหารสังเคราะห์ 

เลีย้งสาหร่ายบนอาหารท่ีคัดเลือกจากข้อ 1.1 น าสาหร่ายท่ีเจริญมาศึกษา

ลกัษณะโครงสร้างเทียบเคียงกบัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา โดยการท าสไลด์สด (wet mount) เพ่ือ

น าไปศกึษาใต้กล้องจลุทรรศน์ดงัแสดงในภาพท่ี 4 ท าการวดัขนาดของเส้นใย วดัอตัราความกว้าง

ตอ่ความยาวของเส้นใย และตรวจดอูงค์ประกอบโครงสร้างคล้ายแกมีแทนเจีย (gametangia-like 

body) จ านวนตวัอย่างทัง้หมด 30 ซ า้ต่อ 1 ลักษณะ (n = 30) ข้อมูลท่ีได้น ามาวิเคราะห์ค่าสถิติ

โดยโปรแกรม SPSS version 16.0 เพ่ือหาคา่ความแตกตา่งระหว่างชนิดของสาหร่าย โดยใช้ข้อมลู

จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสงัเคราะห์ ซึ่งลักษณะส าหรับการจัดกลุ่มและจ าแนก

ชนิดของสาหร่ายบนอาหารสงัเคราะห์ ประกอบด้วย 
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1.3.1 ต าแหน่งการเจริญของโคโลนีสาหร่าย มีการเจริญบนอาหารหรือเจริญใน     

         อาหาร  

1.3.2 เส้นใยสาหร่ายมีรูปร่างทรงกระบอกสัน้ ทรงกระบอกยาว และการแตก  

                                  แขนงของเส้นใยสาหร่าย วดัอตัราความกว้างต่อความยาวของเส้นใย และ 

                                  เก็บข้อมลูการแตกแขนงของเส้นใย 

1.3.3 องค์ประกอบคล้ายโครงสร้างคล้ายแกมีแทนเจีย (gametangia-like body)  

                                  ของสาหร่าย 

 
ภาพที่ 4 ลกัษณะส าหรับการจดักลุม่และจ าแนกชนิดของสาหร่ายบนอาหารสงัเคราะห์ ก. การ

เจริญของโคโลนีสาหร่าย ข. มมุการแตกแขนงของสาหร่าย และ ค. ลกัษณะโครงสร้าง
คล้ายแกมีแทนเจีย (gametangia-like body) 

2. ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสาหร่ายสกุล Cephaleuros 

2.1 การสกัดดีเอ็นเอของสาหร่ายสกุล Cephaleuros 

ดดัแปลงจากวิธีของ Doyle and Doyle (1987) ในการสกัดดีเอ็นเอ ใช้แท่งปลาย

แหลมขูดเส้นใยของสาหร่ายท่ีเจริญบนอาหารสังเคราะห์ น าไปใส่หลอดเซนติฟิวก์ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร เติมสารละลาย CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 

บดโดยใช้แท่งพลาสตกิขนาดเล็ก (micro pestle) ในหลอดเซนตฟิิวก์ให้เซลล์แตก บม่ตวัอย่างไว้ท่ี 

65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เขย่าตวัอย่างไปมาทุก ๆ 10 นาที แล้วก าจดัโปรตีนปนเปือ้น

ตา่ง ๆ โดยเติม CIA (chloroform isoamyl) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปิดฝาหลอดให้แน่น เขย่าให้

เข้ากัน 2–3 นาที ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 20 นาที แล้วป่ันตกตะกอนท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็น
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เวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใสด้านบนใส่หลอดเซนติฟิวก์หลอดใหม่ เติม 

isopropanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง 1 ชัว่โมง ป่ันตกตะกอนท่ี 12,000 รอบ

ตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ล้างตะกอนท่ีอยู่ก้นหลอดด้วย 75% ethanol 

ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร เขย่าเบา ๆ เพ่ือให้ตะกอนดีเอ็นเอหลุดออกจากก้นหลอด ตัง้ทิง้ไว้ 30 

นาที ป่ันตกตะกอนท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายทิง้ ท าตะกอนให้แห้งท่ี

อุณหภูมิห้องประมาณ 3 ชั่วโมงหรือข้ามคืน แล้วละลายดีเอ็นเอด้วยน า้ท่ีปราศจากเอนไซม์ 

DNase และ RNase ตรวจการปรากฏของดีเอ็นเอด้วยเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส (gel electrophoresis)  

2.2 เจลอิเล็กโตรโฟเรซีส (gel electrophoresis) 

ตรวจสอบดีเอ็นเอของสาหร่ายสกุล Cephaleuros โดยแบ่งเป็น 2 ขัน้ตอนคือ 

ขัน้ตอนการเตรียมเจล ใช้อะกาโรส (agaros) ความเข้มข้น 1.0% เป็นตวักลาง ชั่งอะกาโรส 0.5 

กรัม ผสมลงใน 0.5% TBE buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร น าไปอุ่นในเตาไมโครเวฟด้วยไฟอ่อน

จนอะกาโรสละลาย เทลงในถาดเจล ทิง้ไว้ประมาณ 30–45 นาที ขัน้ตอนการเตรียมตวัอย่าง โดย

ผสมดีเอ็นเอปริมาตร 5 ไมโครลิตร กับ loading dye (GenedireX, China) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากนับนแผน่พาราฟิล์ม (parafilm) 

เม่ือเตรียมเจลและตวัอย่างเสร็จแล้ว น าถาดเจลวางลงบน gel tank ท่ีบรรจุใน 

0.5% TBE buffer ให้เจลจมอยู่ใต้ TBE buffer หยอด 1 kB DNA marker (GenedireX, China) 3 

ไมโครลิตร และตวัอยา่งท่ีเตรียมไว้ 6 ไมโครลิตร ลงในชอ่ง (well) ของเจลตามล าดบั ปิดถงัเจลแล้ว

ปล่อยกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 20 นาที เม่ือครบเวลาน าเจลมาตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วย UV 

transilluminator (GenedireX, Taiwan) 

 

2.3 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR) 

เป็นกระบวนการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม ในต าแหน่ง 18s rRNA โดยใช้คูไ่พร
เมอ ร์  PNS1 (F) (5’-CCAAGCTTGAATTCGTAGTCATATGCTTGTC-3’) และ  NS41 (R) (5’-
CCCGTGTTGAGTCAAATTA-3’) (Hamby et al, 1988) โดยใช้ในปฎิกริยาทัง้หมด 50 ไมโครลิตร 
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ประกอบด้วย DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 25 ไมโครลิตร  (Thermo Scientific, 
USA) DNA template 2 ไมโครลิตร Forward Primers 1 ไมโครลิตร Reward Primers 1 ไมโครลิตร 
และ Nuclease-free water 21 ไมโครลิตร น าไปเข้าเคร่ือง Thermal Cycler รุ่น T100™ (Bio-Rad, 
USA) ตัง้คา่โปรแกรมท่ีใช้ในปฏิกิริยาดงัตอ่ไปนี ้ 

1) initial denaturation ท่ีอณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จ านวน 1 รอบ 
2) denaturation ท่ีอณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
3) annealing ท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
4) extension ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
5) final extension ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  

ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 2–4 จ านวน 35 รอบ และขัน้ตอนท่ี 5 จ านวน 1 รอบ จากนัน้
ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ด้วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel ท่ีมีความเข้มข้น 
1 % กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที น าไปตรวจสอบภายใต้ UV transilluminator 
(GenedireX, Taiwan) 

2.4 การโคลนยีน (gene cloning) 

2.4.1 การแยกดีเอ็นเอให้บริสทุธ์ิจากเจลอะกาโรสโดยใช้ชดุสกดัส าเร็จรูป  

น าดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR มาผสมกบั loading dye 2 

ไมโครลิตร (อัตราส่วน loading dye: DNA, 2:4) จากนัน้น ามาแยกโดยกรรมวิธี agarose gel 

electrophoresis ท่ีมีความเข้มข้น 1% กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที น าเจลไปดแูถบดี

เอ็นเอบนเคร่ือง UV transilluminator ตัดเจลบริเวณท่ีมีดีเอ็นเอใส่หลอดไมโครเซนติฟิวก์ ชั่ง

น า้หนัก แล้วท าให้บริสุท ธ์ิ โดยใช้ชุด  QIAquick Gel Extraction Kit ท าตามค าแนะน าโดย

บริษัทผู้ผลิต (QIAGEN, USA) ดงันี ้เติม Buffer QC ปริมาตร 3 เท่าของน า้หนกัเจล บม่ท่ีอณุหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส พลิกหลอดไปมา เม่ือเจลละลายหมด เติม sodium acetate ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร vortex ทุก ๆ 2–3 นาที จากนัน้เติม isopropanol ปริมาตร 1 เท่าของน า้หนกัเจล ผสม

ให้เข้ากันโดยพลิกหลอดไปมา ย้ายของเหลวลงหลอดคอลมัน์ น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 

รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 1 นาที ใส ่buffer QG ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 

รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที แล้วทิง้ส่วนใสด้านล่าง ใส่ buffer PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ป่ัน
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เหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ใส่ buffer EB 50 ไมโครลิตร ตรงกลางของ

เมมแบรน ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 1 นาที ตัง้ทิง้ไว้ 4 นาที แล้วใส ่buffer 

EB 50 ไมโครลิตร ป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 นาที น าไปวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็น

เอโดยใช้อะกาโรสเจลท่ีมีความเข้มข้น 1% 

2.4.2 การเช่ือมตอ่ชิน้สว่นดีเอ็นเอของสาหร่ายกบัพลาสมิด (ligation) 

น าดีเอ็นเอท่ีได้จากข้อ 2.4.1 เช่ือมต่อเข้ากับพลาสมิด RBC TA cloning kit 

(RBCBioscience, Taiwan) ด้วยเอนไซม์ T4 DNA Ligase (RBCBioscience, Taiwan) โดยเตรียม

สารละลายต่าง ๆ ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ligation buffer A ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร , ligation buffer B ป ริมาตร  1 ไมโครลิตร , RBC TA cloning Vector ป ริมาตร 2 

ไมโครลิตร, PCR product 5 ไมโครลิตร และ T4 DNA Ligase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมสารตา่ง 

ๆ ให้เข้ากันโดยใช้ไมโครปิเปตดูดขึน้ลงเบา ๆ บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จะได้รีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ (recombinant 

DNA) 

2.4.3 การเตรียมเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) เป็นคอมพีเทนต์เซลล์ 

น า E. coli สายพนัธุ์ DH5α ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (หลอดตัง้ต้น) น าไปเลีย้งบน

อาหารแข็ง LB ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน เลือกโคโลนีเด่ียวของ E. coli เลีย้งใน

อาหาร 2X YT ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนัน้น าแบคทีเรียผสมท่ีได้ ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

อาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 3 ชัว่โมง วดัค่า 

การดูดกลืนแสงของเซลล์โดยใช้เคร่ือง spectrophotometer (METASH, China) ท่ีช่วงคล่ืน 600 

นาโนเมตร มีค่าการดูดกลืนแสง (Optical Density) ท่ี 0.2–0.4 น ามาใส่หลอดไมโครเซนติฟิวก์

ขนาด 50 มิลลิลิตร ป่ันเก็บเซลล์ด้วยความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 15 นาที แล้วเทสว่นสารละลายทิง้ เตมิ RF1 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 

3,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทส่วนสารละลายทิง้ เติม RF2 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใช้ไมโครปิเปตดูดขึน้ลงเบา ๆ จากนัน้แบง่ส่วนผสมของคอมพีเทนต์เซลล์ใส่
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หลอดไมโครไมโครเซนติฟิวก์ปริมาตรหลอดละ 50 ไมโครลิตร แล้วเก็บเซลล์ท่ีอณุหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส 

2.4.4 การถ่ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเข้าสูแ่บคทีเรีย (Transformation) 

การถ่ายโอนดีเ อ็นเอสายผสมเข้าสู่  E. coli สายพันธุ์  DH5α ด้วยวิ ธีการ  

heat shock โดยดดัแปลงวิธีการของ Sambrook (2001) โดยน าคอมพิเทนต์เซลล์ (จากข้อ 2.4.3) 

วางบนน า้แข็ง และรอคอมพิเทนต์เซลล์ เติมรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ (จากข้อ 2.4.2) ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร ใช้ไมโครปิเปตดดูขึน้ลงเบา ๆ เพ่ือให้คอมพิเทนต์เซลล์และรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเข้ากนั 

บม่ในน า้แข็ง 30 นาที น าไปให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที แล้วย้ายแช่

ในน า้แข็งทันทีเป็นเวลา 10 นาที เติมอาหารเหลว SOC (super optimal broth with catabolite 

repression) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปเลีย้งในตู้บ่มเพาะเชือ้แบบเขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 

รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น าคอมพิเทนต์เซลล์ท่ีเขย่าครบ 1 

ชัว่โมงมา spread เชือ้บนอาหารแข็ง LB ท่ีมีแอมพิซิลลินเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร X-gal 

(5-brom-4-chloro-3-indolyl-beta-d-galactopyranoside) เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และ IPTG (isopropylthiogalactoside) เข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 คืน ท าการคดัเลือกโคโลนีเด่ียว สีขาวขุ่น โดยแช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพ่ือให้ X-gal แสดงออก 

2.4.5 การตรวจสอบรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอโดยวิธี colony PCR 

เลือกโคโลนีสีขาวของ E. coli สายพันธุ์  DH5α ประมาณ 5–7 โคโลนีต่อ 1 

ตวัอยา่งของสาหร่าย ใช้ทิปผ่านการฆา่เชือ้แตะโคโลนีสีขาวผสมลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์ขนาด 

1.5 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร LB 200 ไมโครลิตร ผสมแอมพิซิลลินเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

น าไปเขย่าท่ี อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จนเชือ้ท่ีเขยา่เล่ียงมีสีขาวขุน่ หลงัจาก

นัน้ตรวจสอบรีคอมบแินนท์ดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR 
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2.4.6 การสกดัพลาสมิด 

เพิ่มปริมาณ E. coli โดยดดูเซลล์แขวนลอย ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (จากข้อ 2.4.5) 

มาเลีย้งในอาหาร LB ปริมาณ 3 มิลลิลิตร ท่ีผสมผสมแอมพิซิลลินเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร น าไปเลีย้งในตู้บ่มเชือ้แบบเขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง แล้วน ามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที 

เทส่วนใส่ทิง้และเก็บตะกอนเพ่ือสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิด GeneJET TM Plasmid 

miniprep kit (Thermo scientific, USA) โดย เติม  resuspension buffer 250 ไม โครลิตร  lysis 

buffer 250 ไมโครลิตร neutralization 350 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา จากนัน้น ามาป่ันเหว่ียง 

12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ย้ายลงหลอด spin column โดยดูดส่วนใสแล้วป่ันเหว่ียง 

12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที น าของเหลวด้านลา่งทิง้ เตมิ wash solution 500 ไมโครลิตร 

ทิง้ของเหลวในหลอดด้านลา่ง ป่ันเหว่ียง 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ย้าย column ลงใน

หลอดไมโคร เซนติฟิวก์พลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผึ่งให้แห้ง เป็นเวลา 5 นาที เติม elution 

buffer 50 ไมโครลิตร ทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที ป่ันเหว่ียง 12,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 2 นาที เก็บผลิตภัณฑ์ไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส น าพลาสมิดท่ีได้มาตรวจสอบด้วย 

agarose gel electrophoresis ความต่างศกัย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที แล้วน าพลาสมิดท่ีได้

สง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ 

2.5 วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  

2.5.1 การวิเคราะห์ Sequence 

น าตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณยีนไปวิเคราะห์หาล าดับเบสโดย

บริษัท Macrogen (ประเทศเกาหลีใต้) โดยใช้ไพรเมอร์ M13 ท่ีมีล าดบัเบสดงันี ้ 

M13 Forward primer (24mer): 5’-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’ 

M13 Reverse primer (22mer): 5’-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3’ 
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2.5.2 การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์กบัฐานข้อมลู 

น าข้อมูลล าดบัเบสท่ีได้เทียบกับฐานข้อมูลของสาหร่ายท่ีฝากไว้ใน GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยใช้โปรแกรม BLAST เพ่ือเทียบเคียงหาชนิดของสาหร่ายท่ี 

คา่ความเหมือน (identity and similarity) ท่ี 97% (Suutari et al, 2010) 

 

2.5.3 การศกึษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของสาหร่าย  

น าข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ (จากข้อ 2.5.2) และ type strain จาก GenBank มา

จัดเรียงโดยใช้โปรแกรม ClustalW version 2.1 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) เพ่ือ

ปรับแต่งล าดบัเบสโดยโปรแกรม BioEdit version 7.2.5 แล้ววิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ตวัอย่าง 

แล้วสร้างแผนภมูิวิวฒันาการ (Phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม Mega vesion 7.0 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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บทที่ 3 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง  

1. การเพาะเลีย้งสาหร่ายในอาหารสังเคราะห์และศึกษาปัจจัยที่ มีผลต่อการเจริญของ
สาหร่าย 

1.1 การเพาะเลีย้งสาหร่ายบนอาหารสังเคราะห์ 

ผลจากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของสาหร่ายจากพืชอาศัย 22 ชนิด 

จ าแนกชนิดของสาหร่ายโดยโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ 7 ชนิด คือ C. diffusus,  

C. expansa, C. karstenii, C. solutus, C. pilosa, C. virescens และ  Cephaleuros sp. ซึ่ ง

ก่อให้เกิดโรคจดุสาหร่ายในพืช และผลจากการศกึษาการเจริญของสาหร่ายบนอาหารสงัเคราะห์ 7 

ชนิด หลงัจากบม่สาหร่ายบนอาหารสงัเคราะห์เป็นเวลา 3–6 เดือน พบโคโลนีสีเขียวฟูของสาหร่าย

ทัง้ 22 ตวัอย่าง สามารถเจริญได้ดีบนอาหาร BBM เม่ือเทียบกับการเจริญบนอาหารชนิดอ่ืน ๆ 

รองลงมาคือ อาหาร HSM เจริญในระดบักลาง และอาหาร BM เจริญในระดบัต ่า ในขณะท่ีอาหาร

สงัเคราะห์สตูร ACB, TM, TBM และอาหารดดัแปลง BBM ไมพ่บเส้นใยหรือการเจริญของสาหร่าย 

(ตารางท่ี 2) 

ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบการเจริญของสาหร่าย Cephaleuros spp. บนอาหารสงัเคราะห์  

ชนิดสาหร่าย 
อาหารเพาะเลีย้งสาหร่าย1/ 

ACB BBM BM HSM TM TBM BBM** 
C.diffusus        
   จิก (C3) - +++ + ++ - - - 
   ผกัเหมียง (C10) - +++ + + - - - 
C. expansa        
   แก้ว (C18) - +++ + ++ - - - 
C. karstenii        
   โกโก้ (C22) - +++ - + - - - 
  ตะแบกนา (C13) - +++ - - - - - 
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ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบการเจริญของสาหร่าย Cephaleuros spp. บนอาหารสงัเคราะห์ (ต่อ) 

ชนิดสาหร่าย 
อาหารเพาะเลีย้งสาหร่าย1/ 

ACB BBM BM HSM TM TBM BBM** 
C. parasiticus          

   มงัคดุ (C9) - +++ + ++ - - - 
C. solutus        

   ทเุรียน (C7) - +++ + ++ - - - 
C. virescens        
   กระตงัแดง (C14) - +++ + ++ - - - 
   เงาะ (C19) - +++ + ++ - - - 
   ขอ่ย (C21)        
   จ าปาดะ (C2) - +++ - + - - - 
   จ าปี (C15) - +++ + ++ - - - 
   เชียด (C4) - +++ + ++ - - - 
   ทเุรียนเทศ (C1) - +++ - + - - - 
   พิกลุ (C17) - +++ + ++ - - - 
   มะนาว (C6) - +++ - - - - - 
   มะมว่ง (C16) - +++ + ++ - - - 
   ยางพารา (C11) - +++ - - - - - 
   ลกูฉ่ิง (C8) - +++ - - - - - 
   อบเชย (C5) - +++ - - - - - 
Cephaleuros sp.        
   พริกไทย (C20) - +++ + ++ - - - 
   ลองกอง (C13) - +++ + ++ - - - 

 

  

1/+++ เจริญในระดบัดี (ขนาดโคโลนี > 2 mm), ++ เจริญในระดบัปานกลาง (ขนาดโคโลนี 1–2 mm), + เจริญในระดบัต ่า และ - ไมมี่
การเจริญ  
*algal culture broth (ACB), Bold’s basal medium (BBM), bristol medium (BM), high salt medium (HSM), trebouxia 
medium(TM), trebouxia bristol medium (TBM) และ อาหารดดัแปลง Bold’s basal medium (BBM**) 
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สาหร่ายแต่ละชนิดมีการเจริญในอาหารท่ีแตกตา่งกัน ในการเพาะเลีย้งสาหร่าย

พบปัญหาท่ีส าคญัคือ การปนเปือ้นของจุลินทรีย์ โดยในการเพาะเลีย้งสาหร่ายในช่วงแรกท่ีแยก

จากพืชอาศยั พบกลุ่มเส้นใยของเชือ้ราสีขาว หรือสีด า หรือแบคทีเรีย แทรกในโคโลนีของสาหร่าย 

ซึง่เชือ้รามีการเจริญรวดเร็วกว่าสาหร่ายท าให้ไม่สามารถเพาะเลีย้งสาหร่ายได้ (ภาพท่ี 5ก) ดงันัน้

ในการเพาะเลีย้งสาหร่ายได้ท าการถ่ายเส้นใยสาหร่ายซ า้หลาย ๆ ครัง้เพ่ือให้ได้สาหร่ายท่ีบริสทุธ์ิ 

โดยถ่ายลงอาหารใหมท่กุ ๆ 3 สปัดาห์ เพ่ือให้ได้โคโลนีของสาหร่ายท่ีบริสทุธ์ิ (ภาพท่ี 5ข) 

 
ภาพที่  5 ลกัษณะโคโลนีของสาหร่ายบนอาหาร BBM ก. โคโลนีของสาหร่ายท่ีมีการปนเปือ้น

ของแบคทีเรีย และเชือ้รา (ลูกศร) และ ข. โคโลนีของสาหร่ายท่ีไม่มีการปนเปือ้นของ
เชือ้จลุินทรีย์ 

 

1.2 การศึกษาปัจจัยของฮอร์โมนและแสงท่ีส่งเสริมการเจริญของสาหร่าย 

การศึกษาปัจจัยของฮอร์โมนและแสงท่ีมีผลต่อการเจริญ โดยเพิ่มปริมาณ

สาหร่ายในอาหารเพาะเลีย้งสูตร BBM ผสม 2 mg/l IAA เปรียบเทียบกับอาหาร BBM สูตรปกติ 

พบวา่สาหร่ายมีขนาดโคโลนีท่ีโตกว่า (ตารางท่ี 3) สาหร่ายทกุชนิดท่ีเพาะเลีย้งในอาหารสงัเคราะห์

ท่ีผสมฮอร์โมน IAA ไม่พบโครงสร้างสืบพันธุ์ทัง้แบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศ แต่มีการเจริญ    

ได้รวดเร็วเม่ือเทียบกบัการเพาะเลีย้งในอาหารท่ีไมผ่สมฮอร์โมน 

การทดลองปัจจัยของแสงท่ีมีผลต่อการเจริญของสาหร่ายโดยการให้แสงกับ

สาหร่ายปรสิตพืชตา่งกนัในช่วง 3 เวลา คือ ช่วงเวลาท่ี 1 คือ ให้แสง 6 ชัว่โมง สลบักบับม่ในท่ีมืด 
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18 ชัว่โมง ช่วงเวลาท่ี 2 ให้แสง 12 ชัว่โมง สลบักบับม่ในท่ีมืด 12 ชัว่โมง และ ชว่งเวลาท่ี 3 คือ ให้

แสง 24 ชัว่โมง พบการให้แสงช่วงเวลาท่ี 1 และ 2 สาหร่ายมีขนาดของโคโลนีไม่แตกตา่งกนั คือมี

ขนาดระหว่าง 1.60–2.80 มิลลิเมตร แตกต่างกับช่วงเวลาท่ี 3 คือการให้แสงตลอด 24 ชัว่โมง ท่ี

โคโลนีของสาหร่ายมีขนาด 3.00–3.60 mm. (ตารางท่ี 4, ภาพท่ี 6)  

ตารางท่ี 3 เปรียบเทียบการเจริญของสาหร่ายบน BBM และ BBM ผสมกบั IAA 2 mg / L 

ชนิดสาหร่าย 
ขนาดโคโลนีของสาหร่าย (mm) 

BBM BBM mixed 2 mg / L IAA 
C. diffusus   (C10) 2.33 ± 0.57a* 6.33 ±1.15b* 
C. expansa  (C18) 1.66 ± 1.15a* 6.00 ± 1.73b* 
C. karstenii   (C22) 2.66 ± 1.52a* 5.66 ± 2.08b* 
C. virescens (C15) 2.33 ± 1.52a* 4.66 ±0.57b* 
C. parasiticus (C9) 2.33 ± 1.15a* 6.00 ± 1.00b* 

a, bค่าเฉลี่ยที่อยู่ในแถวเดียวกันตามด้วยตัวอักษรที่แตกต่างกัน  มีความต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
เปรียบเทียบโดยวิธี Tukey's range test (p < 0.05) 
*ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยสญัลกัษณ์เดียวกันในคอลมัน์เดียวกันไม่ต่างกนัในทางสถิติ เปรียบเทียบโดยวิธี Tukey's 
range test (p > 0.05) 

 
ตารางท่ี 4 ขนาดโคโลนีของสาหร่ายท่ีเจริญในระยะเวลาการให้แสงท่ีแตกตา่งกนั 

ชนิดสาหร่าย 
ขนาดโคโลนีของสาหร่าย (mm) 

ให้แสง 6 มืด 18 ให้แสง 12  ให้แสง 24  
C. diffusus   (C10) 1.60 ± 0.55a* 2.00 ± 0.00a* 3.40 ± 0.54b* 
C. expansa  (C18) 2.60 ± 0.54a* 2.20 ± 0.84a*  3.60 ± 0.54b* 
C. karstenii   (C22) 1.60 ± 0.00a* 2.80 ± 0.55a* 3.40 ± 0.89b* 
C. virescens (C15) 2.20 ±0.44a* 2.40 ± 0.00a* 3.40 ± 0.54b* 
C. parasiticus (C9) 1.80 ±0.45a* 2.0 ± 0.00a* 3.00 ± 1.00b* 

a, bค่าเฉลี่ยที่อยู่ในแถวเดียวกันตามด้วยตัวอักษรที่แตกต่างกัน  มีความต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
เปรียบเทียบโดยวิธี Tukey's range test (p < 0.05). 
*ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยสญัลกัษณ์เดียวกันในคอลมัน์เดียวกันไม่ต่างกนัในทางสถิติ เปรียบเทียบโดยวิธี Tukey's 
range test (p > 0.05). 
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ภาพท่ี 6 โคโลนีของสาหร่าย Cephaleuros บน BBM (ภาพ ก–จ) และ BBM ผสมกบั IAA 2 mg / L (ภาพ ฉ–ญ) ก, ฉ : C. diffusus, ข, ช: C. expansa, 

ค, ซ: C. karstenii, ง, ณ : C. virescens, จ, ญ:  C. parasiticus    

26 
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1.3 ลักษณะสัณฐานวิทยาของสาหร่าย Cephaleuros บนอาหารสังเคราะห์ 

โคโลนีของสาหร่ายแตล่ะชนิดท่ีเจริญมีสีท่ีแตกตา่งกนั เช่น สีเขียว สีเหลือง และสี

เหลือง อมเขียว ดงัแสดงในภาพท่ี 7 และต าแหน่งการเจริญของโคโลนีบนอาหารแตกตา่งกนัในแต่

ละชนิดของสาหร่าย ทลัลสัของสาหร่ายท่ีเจริญบนอาหารสงัเคราะห์เป็นการเจริญแบบเปิด คือเส้น

ใยของสาหร่ายเจริญเป็นเส้นใยแบบเดี่ยว ๆ มีการแตกแขนงของเส้นใย ไมร่วมตวัเป็นเนือ้เย่ือเทียม 

ลกัษณะโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารของสาหร่ายแตล่ะสกลุมีความแตกตา่งกนัโดยโคโลนีของสาหร่าย 

C. virescens, C. expansa, C. karstenii และ C. solutus มีสีเขียวฟูเจริญบนอาหารสงัเคราะห์ 

ส่วนโคโลนีของ C. diffusus และ C. parasiticus มีสีเขียวอ่อนเจริญเข้าไปในวุ้ นของอาหาร

สงัเคราะห์ เส้นใยของสาหร่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์ มีขนาดและรูปร่างแตกต่างกัน บนอาหาร

รูปร่างเส้นใยของสาหร่าย C. expansa, C. parasiticus และ C. virescens เป็นแบบทรงกระบอก

ยาวมีขนาด 5.00 –7.50 x 50.00 –70.00 ไมโครเมตร 7.50 –10.00 x 127.50 – 187.50 ไมโครเมตร 

และ 5.00 – 7.50 x 70.00 – 87.50 ไมโครเมตร ตามล าดับ (ตารางท่ี 5) ส่วน C. expansa, C. 

karstenii และ C. solutus เป็นแบบทรงกระบอกสัน้มีขนาด 7.50 – 10.00 x 100.00 – 120.00 

ไมโครเมตร 3.45 – 9.42 x 47.49 – 75.98 ไมโครเมตร และ 4.12 – 6.66 x 20.95 – 43.81 

ไมโครเมตร ตามล าดบั นอกจากนีข้นาดของมมุการแตกแขนงเส้นใยของสาหร่ายมีความแตกตา่ง

กนัตามชนิดท่ีพบ (ตารางท่ี 5, ภาพท่ี 8) สาหร่ายทกุชนิดท่ีท าการเพาะเลีย้งมีการสร้างโครงสร้าง

คล้ายแกมีแทนเจีย แต่ไม่มีการสร้างเซลล์สืบพนัธุ์ทัง้แบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศบนอาหาร

สงัเคราะห์  
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ภาพท่ี 7 โคโลนีของสาหร่ายแตล่ะชนิดท่ีเจริญบนอาหาร BBM ผสม 2 mg/l IAA ก: C. diffusus, ข: C. expansa ค: C. karstenii , ง: C. parasiticus ,  

จ: C. solutus และ ฉ: C. virescens 
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ตารางท่ี 5 ลกัษณะของเส้นใยสาหร่ายแตล่ะชนิดบนอาหาร BBM 

ชนิดของสาหร่าย พืชอาศยั 
ลกัษณะของเส้นใย 

ขนาดของเส้นใย (ไมโครเมตร) อตัราสว่น W/L มมุของแขนงเส้นใย (º) 
C.diffusus  จิก 3.81 – 8.89 x 18.41 – 99.69  1: 7.37 36.40 – 71.56  
 ผกัเหลียง 5.00 – 7.50 x 50.00 – 70.00  1: 8.59 60.00 – 90.00  
C. expansa แก้ว 7.50 – 10.00 x 100.00–120.00  1: 13.71 62.00 – 75.00  
C. karstenii โกโก้ 3.45 – 9.42 x 47.49 – 75.98  1: 10.68 30.70 – 88.96  
 ตะแบกนา 4.12 – 9.89 x 44.52 – 80.00  1: 10.62 30.00 – 88.96  
C. parasiticus   มงัคดุ 7.50 – 10.00 x 127.50 – 187.50  1: 8.59 54.00 – 92.00  
C. solutus ทเุรียน 4.12 – 6.66 x 20.95 – 43.81  1: 5.70 30.12 – 82.36  
C. virescens กระตงัแดง 5.00 – 7.50 x 67.50 – 85.00  1:5.70  70.00 – 95.00  
 จ าปาดะ 5.00 – 7.50 x 70.00 – 87.50  1: 10.34 62.00 – 90.00  
 จ าปี 5.00 – 7.50 x 67.50 – 80.00  1: 10.19 95.00 – 70.00  
 มะนาว 5.00 – 7.50 x 60.00 – 98.00 1: 9.54 65.00 – 90.00  
 มะมว่ง 5.00 –7.50 x 70.00 – 95.00  1: 10.98 65.00 – 95.00  
 ยางพารา 5.00 – 7.50 x 85.00 – 112.50    1: 13.05 60.00 – 91.00  
 เงาะ 5.00 – 10.00 x 57.50 – 125.00     1: 10.52 62.00 – 90.00  
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ตารางท่ี 5 ลกัษณะของเส้นใยสาหร่ายแตล่ะชนิดบนอาหาร BBM (ตอ่) 

ชนิดของสาหร่าย พืชอาศยั 
ลกัษณะของเส้นใย 

ขนาดของเส้นใย (ไมโครเมตร) อตัราสว่น W/L มมุของแขนงเส้นใย (º) 
C. virescens ทเุรียนน า้ 5.00 – 7.50 x 75.00 – 97.50  1: 12.25 60.00 – 90.00  
 เชียด 7.5 – 10 x 70.50.00 – 100.00  1: 10.43  62.00 – 91.00  
 พิกลุ 5.00 – 7.50 x 70.00 – 97.50  1: 11.52  68.00 – 91.00 
 ฉ่ิง 5.00 – 7.50 x 61.25 – 97.50  1: 11.90  65.00 – 91.00  
 อบเชย 5.00 – 7.50 x 62.50 – 97.50  1: 13.18  65.00 – 90.00  
Cephaleuros sp. พริกไทย 4.00 – 8.12 x 62.50 – 95.00 1: 15.25  35.00 –92.56  
 ลองกอง 5.00 – 7.50 x 72.00 – 95.00 1: 13.11  64.00 – 95.00  
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ภาพท่ี 8 เส้นใยของสาหร่ายแตล่ะชนิดท่ีเจริญบนอาหาร BBM ผสม 2 mg/l IAA ก: C. diffusus, ข: C. expansa ค: C. karstenii ง: C. parasiticus   

จ: C. solutus และ ฉ: C. virescens 
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2. ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสาหร่ายสกุล Cephaleuros 

จากการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ท่ีต าแหน่ง 18s rRNA ด้วยคู่     
ไพรเมอร์ PNS1 และ NS41 พบว่า ไพรเมอร์ดงักล่าวสามารถเพิ่ม จ านวนดีเอ็นเอของสาหร่าย
ทัง้หมดมีขนาด 600–700 bp (ภาพท่ี 9) หลงัจากนัน้ท าการโคลนนิ่งยีน 18s rRNA และตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์ของการโคลนนิ่งยีนโดยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส พบมีขนาด 1,000–1,200 bp   
(ภาพท่ี 10) วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 18s rRNA เปรียบเทียบกับล าดบัเบสของสาหร่าย 
Cephaleuros ในฐานข้อมูลทางพันธุกรรม  (NCBI) โดยใช้โปรแกรม BLAST พบว่าล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายทัง้ 9 ชนิดจัดอยู่ในสาหร่ายสกุล Cephaleuros ซึ่งสนับสนุนผลจาก
การศึกษาด้วยลักษณะสัณฐานวิทยาบ่งชีว้่าสาหร่ายทัง้หมดเป็นสาหร่ายสกุล Cephaleuros 
(ตารางท่ี 6)  

 
ภาพท่ี 9 ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ของยีน 18s rRNA จากตวัอย่างสาหร่ายสกลุ Cephaleuros spp.   

M = 1 kb DNA ladder  

จากการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 18s rRNA ของสาหร่ายโดย Blast 
search พบมีค่าความเหมือน (identity) อยู่ระหว่าง 92-99 % (ตารางท่ี 7) ซึ่งค่าความเหมือนท่ี 
มากกว่า 97 % (Suutari et al, 2010) ขึน้ไปแสดงให้เห็นว่าเป็นชนิดเดียวกันกับสาหร่ายใน
ฐานข้อมลูของ GenBank ในกรณีท่ีมีความเหมือนต ่ากว่า 97 % ยงัไม่สามารถระบชุนิดได้แน่นอน 
จากผลการศกึษาในตารางท่ี 6 สามารถแบง่สาหร่ายออกได้เป็น 4 กลุม่ ดงันี ้
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 ภาพที่  10 ผลิตภัณฑ์ของการโคลนนิ่งยีน 18s rRNA ของสาหร่ายสกุล Cephaleuros spp. 

M = 1 kb DNA ladder 

ตารางที่  6 การเทียบเคียงล าดับนิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายสกุล Cephaleuros spp. กับข้อมูล 
นิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายในฐานข้อมลู GenBank 

พืชอาศัย 
ชนิดของสาหร่ายตาม
ลักษณะทางสัณฐาน 

ลักษณะทางชีวโมเลกุล 
% ความเหมือน  ชนิดสาหร่าย 

Anacardium occidentale  
(มะมว่งหินมพานต์) 

C. virescens  99 C. virescens  

Artocarpus heterophyllus (ขนนุ) C. virescens  99 C. virescens  
Artocarpus integer (จ าปาดะ) Cephaleuros sp.  99 C. virescens  
Garcinia mangostana (มงัคดุ) C. parasiticus  99 

99 
C. parasiticus  
C. virescens 

Lansium domesticum (ลองกอง) Cephaleuros sp.  99 C. virescens  
Magnolia champaca (จ าปา) C. virescens       92 Cephaleuros sp. 
Mangifera indica (มะมว่ง) C. virescens  99 C. virescens  
Piper nigrum (พริกไทย) C. piperis1  95 C. virescens  

  95 C. parasiticus 
Sauropus androgynous (ผกัหวาน) C. virescens  99 C. virescens  
1 Sunpapao and Pitaloka (2017) 
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กลุ่มท่ี 1 กลุ่มของสาหร่ายชนิดเดียวกัน ท่ีลักษณะทางสัณฐานวิทยาตรงกับ
ลักษณะทางชีวโมเลกุล ไ ด้แก่  สาหร่าย C. virescens บนพืชอาศัยผักหวาน (Sauropus 
androgynus) ขนุน (Artocarpus heterophyllus) มะม่วง (Mangifera indica) และมะม่วงหิม
พานต์ (Anacardium occidentale) ซึ่งข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์นีส้นบัสนุนลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาของสาหร่าย C. virescens สามารถระบชุนิดของสาหร่ายท่ีพบได้เป็น C. virescens  

กลุ่มท่ี 2 กลุ่มของสาหร่ายท่ีลกัษณะทางสัณฐานวิทยาไม่แน่ชดั แต่ใช้ลกัษณะ
ทางชีวโมเลกุลช่วยในการระบุชนิด คือ จ าปาดะ (Artocarpus integer) เน่ืองจากลักษณะทาง
สณัฐานวิทยามีโครงสร้างท่ีใกล้เคียงกบัสาหร่ายในสกลุอ่ืนจึงไม่สามารถระบชุนิดของสาหร่ายได้
แน่ชดั เช่น ขนาดของเซลล์ท่ีมีความใกล้เคียงกบัสาหร่ายในกลุ่ม C. virescens, C. expansa และ          
C. karstenii แต่เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากการโคลนยีนไปวิเคราะห์พบว่ามีความเหมือน
ร้อยละ 99 กับสาหร่าย C. virescens จึงสามารถระบุชนิดของสาหร่ายเป็นสาหร่ายชนิด               
C. virescens เช่นเดียวกับสาหร่ายในพืชอาสยัลองกอง Lansium domesticum ท่ีมีลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาไม่แน่ชัด แต่เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้มีความเหมือนร้อยละ 99 กับสาหร่าย     
C. virescens จงึสามารถระบชุนิดของสาหร่ายเป็นสาหร่ายชนิด C. virescens 

กลุ่ม ท่ี  3 กลุ่ม ท่ีลักษณะทาง ชีวโม เลกุลไม่แน่ชัด  คือ มังคุด  (Garcinia 
mangostana) จากการใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาจ าแนกชนิดสามารถระบุได้เป็นสาหร่าย  
C. parasiticus แต่เม่ือใช้ลกัษณะทางชีวโมเลกุล โดยน าไปวิเคราะห์กับเทียบเคียงในฐานข้อมูล 
Genbank  พบว่ามีความเหมือนร้อยละ 99 ตรงกับสาหร่าย 2 ชนิดคือ C. virescens และ  
C. parasiticus แต่ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่ายท่ีมีความใกล้เคียงกับสาหร่าย  
C. parasiticus ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมากกับ C. virescens สาหร่ายชนิดนีจ้ึงใช้ลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาจ าแนกได้เพียงอยา่งเดียว 

กลุ่มท่ี 4 กลุ่มของสาหร่ายท่ีไม่สามารถจ าแนกชนิดได้ เน่ืองจากล าดบันิวคลีโอ
ไทด์มีร้อยละความเหมือนต ่า อยู่ท่ีร้อยละ 95 ได้แก่สาหร่ายในพืชอาศยัพริกไทย (Piper nigrum) 
และลักษณะทางสัณฐานวิทยาก็พบว่าไม่ตรงกับสาหร่ายชนิดใดในเอกสาร  (Thompson and 
Wujek, 1997) จึงระบุว่าเป็นสาหร่ายชนิดใหม่ (new species) ซึ่งจากรายงานของ Sunpapao 
และ Pitaloka (2017) พบวา่สาหร่ายชนิดใหม ่มีช่ือวา่ C. piperis 
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ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  
18s rRNA ของสาหร่าย Cephaleuros 9 ชนิด และสาหร่าย C. virescens (KM020147), P. aurea 
(KP067280) ซึ่งอยู่ในฐานข้อมูล NCBI (Friedl et al., 2014; Zhu et al., 2015) วิเคราะห์ข้อมูล
ล าดบันิวคลีโอไทด์ โดยพบสาหร่าย Cephaleuros 9 ชนิด ได้แก่ C. virescens ในพืชอาศยัขนุน 
จ าปาดะ จ าปา มะม่วงหินมพานต์ ลองกอง มะม่วง ผกัหวาน C. parasiticus ในพืชอาศยัมงัคุด 
Cephaleuros sp. ในพืชอาศยัพริกไทย และ C. virescens (KM020147) มีความใกล้ชิดกนัสูงสุด 
ในขณะท่ีสาหร่าย P. aurea (KP067280) ถูกจัดแยกออกจากกลุ่มสาหร่ายสกุล Cephaleuros  
ได้อยา่งชดัเจน ซึง่จากการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 18s rRNA พบวา่ไม่เหมาะสมใน
การน ามาจ าแนกสาหร่าย Cephaleuros ในระดบัสปีชีส์ (species) (ภาพท่ี 11) 

 
ภาพที่  11 แผนภูมิวิวัฒนาการของสาหร่ายสกุล Cephaleuros ท่ีได้จากการวิเคราะห์ล าดับ     

นิวคลีโอไทด์ของยีน 18s rRNA (Bootstrap value: 1,000) 

จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนของยีน 18s rRNA โดยแผนภูมิ
วิวฒันาการ (phylogenetic tree) ของสาหร่ายสกุล Cephaleuros ในการศึกษาครัง้นีก้ับสาหร่าย
สกลุอ่ืนในวงศ์ Trentepohliaceae ท่ีประกอบด้วย Printzina, Trentepohlia, Stomatochroon และ 
Phycopeltis พบว่าสาหร่าย Cephaleuros ถูกจัดกลุ่มอยู่ด้วยกัน (clade) ประกอบด้วยสาหร่าย 
Cephaleuros, Printzina และ  Trentepohlia มีความใกล้ชิดกันสูง ท่ีสุด  ในขณะท่ีสาหร่าย 
Stomatochroon และ Phycopeltis ถูกจัดอยู่ในกลุ่มท่ี 2 ซึ่งแสดงถึงความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม
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ของสาหร่ายในกลุ่มนี ้(ภาพท่ี 12) แสดงให้เห็นว่า การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 18s 
rRNA นัน้สามารถใช้แยกความแตกตา่งของสาหร่ายสกลุ Cephaleuros ออกจากสกลุอ่ืน ๆ ในวงศ์ 
Trentepohliaceae ได้ แตไ่มส่ามารถใช้จ าแนกในระดบัสปีชีส์ได้ 

 
ภาพท่ี 12 แผนภมูิวิวฒันาการของสาหร่ายวงศ์ Trentepohliaceae ท่ีได้จากการวิเคราะห์ล าดบั 

นิวคลีโอไทด์ของยีน 18s rRNA (Bootstrap value: 1,000) 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 

1. การเพาะเลีย้งสาหร่ายในอาหารสังเคราะห์และศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของ
สาหร่าย 

การเจริญของสาหร่ายบนอาหารสังเคราะห์ 7 ชนิด หลังจากบ่มสาหร่ายบน

อาหารสังเคราะห์เป็นเวลา 3–6 เดือน พบโคโลนีสีเขียวฟูของสาหร่ายทัง้ 22 ตวัอย่าง สามารถ

เจริญได้ดีบนอาหาร BBM เม่ือเทียบกบัการเจริญบนอาหารชนิดอ่ืน ๆ รองลงมาคือ อาหาร HSM 

เจริญในระดบักลาง และอาหาร BM ในระดบัดี ในขณะท่ีอาหารอ่ืน ๆ ไม่มีการเจริญของสาหร่าย 

ซึ่งแตกต่างจากการศกึษาของ Ponmurugan และคณะ (2009) ท่ีท าการเพาะเลีย้งสาหร่ายปรสิต

พืช C. parasiticus ในพืชอาศยัชาและเปรียบเทียบการเจริญบนอาหารสงัเคราะห์ 10 ชนิด พบว่า

อาหารท่ีเหมาะสมในการเจริญของสาหร่ายมี 3 สตูรคือ อาหารสตูร BM, TM และ tea leaf extract 

medium เขมิสราและธัญนนัท์ (2010) ได้ศกึษาคณุสมบตัิและรงควตัถใุนสาหร่ายในอาหาร 2 สตูร

คือ HSM และ BM พบว่าสาหร่ายท่ีท าการเลีย้งในอาหารสงัเคราะห์ BM พบเบต้าแคโรทีนเป็นรงค

วตัถหุลกัเพียงชนิดเดียว ตา่งจากการเลีย้งสาหร่ายในอาหาร HSM มีการสร้างลทีูน คลอโรฟิลล์ บี 

และเบต้าแคโรทีนอนัเน่ืองมาจากความเครียดของการได้รับแหล่งพลงังานต่างกันโดยอาหาร BM 

มีแหล่งไนโตรเจนจากโซเดียมไนเตรต ขณะท่ีอาหาร HSM มีแหล่งไนโตรเจนจากแอมโมเนียคลอ

ไรด์ ส่งผลให้การเผาผลาญอาหารหรือกระบวนการเปล่ียนแปลงพลงังานของเซลล์สาหร่ายมีความ

ตา่งกนั 

การศึกษาปัจจัยของฮอร์โมนและแสงท่ีมีผลต่อการเจริญ โดยน าอาหารสูตรท่ี

สาหร่ายเจริญดี คือ อาหาร BBM ท าการเพิ่มปริมาณสาหร่ายในเบือ้งต้นโดยใช้อาหารเพาะเลีย้ง

สตูร BBM ผสม 2 mg/l IAA เปรียบเทียบกบัอาหารสตูรปกติ พบว่าสาหร่ายมีขนาดโคโลนีท่ีโตกว่า

เม่ือเทียบกบัอาหารท่ีไม่ผสมฮอร์โมน เช่นเดียวกบัการศกึษาของ Ponmurugan และคณะ (2009) 

ท่ีเติมฮอร์โมนออกซิน ได้แก่ IAA, IBA, 2,4-D และ NAA ลงไปในอาหารสงัเคราะห์ พบเส้นใยของ

สาหร่ายมีการเจริญได้ดีในอาหารท่ีผสม IAA รองลงมาคือ และ IBA, 2,4-D ในขณะท่ีการเติม 

NAA ไมพ่บการเปล่ียนแปลงของสาหร่าย  



38 
 

  

สาหร่ายทุกชนิดท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารสังเคราะห์ท่ีผสมฮอร์โมน IAA ไม่พบ

โครงสร้างในการสืบพนัธุ์ทัง้แบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศ แตมี่การเจริญได้รวดเร็วเม่ือเทียบกับ

การเพาะเลีย้งในอาหารท่ีไม่ผสมฮอร์โมน แตกตา่งจากผลงานวิจยัของ Suto และ Ohtani (2011) 

ท่ีท าการเพาะเลีย้งสาหร่ายสกุล Cephaleuros บนอาหารปกติไม่พบโครงสร้างในการสืบพันธุ์ 

จะพบแกมีเเทนเจียมและสปอแรงเจียมก็เม่ือมีการเตมิฮอร์โมนออกซินลงในอาหารเลีย้งสงัเคราะห์  

ในการศึกษาปัจจัยของแสงท่ีมีผลต่อการเจริญของสาหร่าย ไม่พบข้อมูลจาก

งานวิจัย ท่ีศึกษาระยะเวลาการให้แสงกับการเจริญของสาหร่าย มีเพียงการศึกษา ของ 

Ponmurugan และคณะ (2009) กับ Suto กับ Ohtani (2011) ท าการเพาะเลีย้งสาหร่ายโดย

ควบคมุสภาวะแวดล้อมให้เหมาะสมท่ีอณุหภูมิ 25 ± 2 ºC ให้แสง 16 ชัว่โมงและมืด 8 ชัว่โมง และ 

ให้แสง 12 ชัว่โมงและมืด 12 ชัว่โมง ตามล าดบั แตไ่มมี่การศกึษาการเจริญในช่วงเวลาการให้แสง

ท่ีต่างกัน รายงานของPonmurugan และคณะ (2009) กับ Suto กับ Ohtani (2011) ท าการ

เพาะเลีย้งสาหร่ายโดยควบคุมสภาวะแวดล้อมให้เหมาะสมท่ีอุณหภูมิ  25 ± 2 ºC ให้แสง 16 

ชัว่โมงและมืด 8 ชัว่โมง และ ให้แสง 12 ชัว่โมงและมืด 12 ชัว่โมง ตามล าดบั ซึ่งงานวิจยันีเ้ป็นการ

รายงานครัง้แรกในการศึกษาปัจจยัของแสงท่ีมีผลต่อการเจริญของสาหร่าย โดยการศกึษาปัจจยั

ของแสงท่ีมีผลตอ่การเจริญของสาหร่ายโดยการให้แสงกบัสาหร่ายปรสิตพืชตา่งกนัในช่วง 3 เวลา 

คือ ให้แสง 6 ชัว่โมง สลบักบับม่ในท่ีมืด 18 ชัว่โมง ให้แสง 12 ชัว่โมงสลบักบับม่ในท่ีมืด 12 ชัว่โมง 

และให้แสง 24 ชัว่โมง พบว่าการให้แสงตลอด 24 ชัว่โมง โคโลนีของสาหร่ายมีการเจริญแตกตา่ง

กบั 2 ชว่งเวลาท่ีกลา่วมา 

 

2 ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสาหร่ายสกุล Cephaleuros 

จากลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของสาหร่ายสามารถน ามาเป็นข้อมูลในการระบุ
ชนิดของสาหร่ายได้ แตมี่ข้อจ ากัด เช่น ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีคล้ายคลึงกนั การจดัจ าแนก
ต้องอาศยัความรู้ความช านาญ ในการพิจารณาโครงสร้างและลกัษณะตา่ง ๆ ของสาหร่ายเพ่ือการ
จ าแนกชนิดของสาหร่ายท่ีถูกต้อง การใช้ข้อมูลทางสัณฐานวิทยามาประกอบกับข้อมูลทาง
พนัธุกรรมช่วยในการระบชุนิดของสาหร่ายให้ถกูต้องมากขึน้ ซึง่การใช้ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์มา
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ระบชุนิดควรใช้บริเวณท่ีมีคณุสมบตัิท่ีสามารถแสดงถึงความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตแตล่ะชนิด
ได้ และบริเวณดังกล่าวควรมีล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีมีความแปรผันสูง (Heberl et al., 2003) 
สอดคล้องกบัการศกึษาของ Zechmen และคณะ (1990) ท่ีท าการศกึษาต าแหน่งยีน SSU rRNA 
ของสาหร่ายในอนัดบั Trentepohliales เพ่ือวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของสาหร่าย 
ต่อมามี Lopez-Bactista และ Chapman (2003) ศึกษายีนต าแหน่ง SSU ซึ่งเป็นบริเวณผนัแปร 
(variable region) เป็นส่วนท่ีมีวิวัฒนาการสูง สามารถวิเคราะห์ชนิดของสาหร่ายในอันดบันีไ้ด้ 
อาทิสาหร่าย Cephaleuros, Trentepolia, Phycopeltis และ Physolinum (Lopez-Bactista et 
al., 2002, Rindi et al., 2009)  

ผลการศึกษาต าแหน่งยีน 18s rRNA ของสาหร่ายสกุล Cephaleuros ในการ
ทดลองนีพ้บว่าสาหร่ายท่ีศกึษามีคา่ความเหมือนอยู่ในชว่ง ร้อยละ 92–97 ถือวา่เป็นคา่ท่ีคอ่นข้าง
ต ่า เน่ืองจากในการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายนัน้ จะยอมรับวา่เป็นสิ่งมีชีวิตชนิด
เดียวกันก็ต่อเม่ือค่าดงักล่าว มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 97 (Lopez-Bautista et al., 2006, 
Portillo et al., 2009, Suutari et al, 2010) จากรายงานท่ีผ่านมา พบว่าสณัฐานวิทยาของสาหร่าย
ในพืชอาศัยชนิดต่าง ๆ ไม่สอดคล้องกับข้อมูลทางพันธุกรรม (Lopez-Bautista et al., 2006) 
การศกึษาในปัจจบุนัยงัเน้นไปท่ีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเพียงอยา่งเดียว 

อย่างไรก็ตามในการระบุชนิดของสาหร่ายสกุล Cephaleuros จากข้อมูลทาง
พนัธุกรรมของสาหร่ายยงัมีการศกึษาอย่างจ ากดั จึงท าให้ข้อมูลท่ีใช้ในการเปรียบเทียบมีอยู่น้อย 
ดงันัน้ในการจดัจ าแนกและระบชุนิดสาหร่ายจงึใช้ข้อมลูทางสณัฐานวิทยาอยา่งเดียวก็เพียงพอ 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

งานวิจยันีมี้วตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเลีย้งสาหร่าย 

รวมถึงความสมัพันธ์ของสาหร่ายแต่ละชนิดในระดบัชีวโมเลกุล พบพืชท่ีแสดงอาการโรคใบจุด

สาหร่าย 22 ชนิด จ าแนกสาหร่ายจากพืชอาศัยได้  7 ชนิด คือ C. diffusus, C. expansa,  

C. karstenii, C. solutus, C. virescens, C. parasiticus  และ Cephaleuros sp. อาหารสงัเคราะห์

ท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญของสาหร่ายสกลุ Cephaleuros คือ BBM รองลงมาคือ อาหารสตูร HSM 

และ BM ซึ่งสาหร่ายเจริญในระดบัดี ปานกลาง และต ่า ตามล าดบั นอกจากนีฮ้อร์โมนและแสงมี

ผลต่อการเจริญของสาหร่ายโดยพบว่าการผสมฮอร์โมนl IAA และการให้แสง 24 ชั่วโมง ช่วย

ส่งเสริมการเจริญของสาหร่ายบนอาหารสงัเคราะห์ และลักษณะสณัฐานวิทยาของสาหร่ายบน

อาหารสงัเคราะห์แตกตา่งจากการเจริญบนพืชอาศยั  

การศึกษาความสมัพนัธ์ของสาหร่ายแต่ละชนิดในระดบัชีวโมเลกุลของสาหร่าย

ในสกุล Cephaleuros พบว่ามีความใกล้ชิดกันในวงศ์ Trentepohliaceae และสามารถใช้แยก

ความแตกต่างของสาหร่ายสกุล Cephaleuros ออกจากสกุลอ่ืน ๆ ในวงศ์ Trentepohliaceae ได้

แตไ่มส่ามารถใช้จ าแนกในระดบัสปีชีส์ได้ 
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ภาคผนวก ก 

ตารางท่ี 1 ชนิดของสาหร่ายในพืชอาศยัชนิดตา่ง ๆ 

ชนิดพืชอาศยั ชนิดสาหร่าย สถานท่ี ช่ือตวัอยา่ง 

Annona muricata (ทเุรียนเทศ) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C1 

Artocarpus integer (จ าปาดะ) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C2 

Barringtonia acutangula (จิก) C. diffusus อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C3 

Cinnamomum iners (เชียด) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C4 

Cinnamomum verum (อบเชย) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C5 

Citrus aurantifolia (มะนาว) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C6 

Durio zibethinus (ทเุรียน) C. solutus อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C7 

Ficus botryocarpa (ลกูฉ่ิง) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C8 

Garcinia mangostana (มงัคดุ) C. pilosa อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C9 

Gnetum gnemon (ผกัเหมียง) C. diffusus อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C10 

Hevea brasiliensis (ยางพารา) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C11 

Lagerstroemia floribunda (ตะแบกนา) Cephaleuros sp. อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C12 

Lansium domesticum (ลองกอง) Cephaleuros sp. อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C13 

Leea rubra (กระตงัแดง) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C14 

Magnolia alba (จ าปี) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C15 

Mangifera indica (มะมว่ง) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C16 

Mimusops elengi (พิกลุ) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C17 

Murraya paniculata (แก้ว) C. expansa อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C18 

Nephelium lappaceum (เงาะ) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C19 

Piper nigrum (พริกไทย) Cephaleuros sp. อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C20 

Streblus asper (ขอ่ย) C. virescens อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C21 

Theobroma cacao (โกโก้) C. karstenii อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา C22 
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ภาคผนวก ข 

สูตรอาหารเลีย้งสาหร่าย 

1. การเตรียมอาหารสตูร algae culture broth (Lembi and Waaland, 1988) 

NaNO3    1.000 กรัม 

K2HPO4   0.250 กรัม 

MgSO4·7H2O   0.513 กรัม 

NH4Cl    0.050 กรัม 

CaCl2    0.058 กรัม 

Cl3Fe    0.003 กรัม 

น าส่วนผสมทัง้หมดผสมกับน า้กลัน่ 850 มิลลิลิตร รวมทัง้ผงวุ้น 1.0–1.3 % คน

จนส่วนผสมละลายเข้ากนัน าอาหารท่ีได้ไปนึง่ฆา่เชือ้ (autoclave) ท่ีอณุหภูมิ 121 °C ความดนั 15 

ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

2. การเตรียมอาหารสตูร Bold’s basal medium (Bischoff and Bold, 1963) 

ท าการเตรียม stock solution ก่อนดงันี ้

2.1 NaNO3   2.50 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

2.2 MgSO4·7H2O  0.75 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

2.3 NaCl   0.25 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

2.4 K2HPO4   0.75 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตรฃ 

2.5 KH2PO4   1.75 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

2.6 CaCl2·2H2O   0.25 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

2.7 trace elements solution (autoclave to dissolve) 

   ZnSO4·7H2O  8.82 กรัมตอ่ลิตร 

MnCl2·4H2O   1.44 กรัมตอ่ลิตร 

MoO3   0.71 กรัมตอ่ลิตร 
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CuSO4·5H2O  0.71 กรัมตอ่ลิตร 

Co(NO3)2·6H2O 0.49 กรัมตอ่ลิตร 

ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

2.8 H3BO3   1.14 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

2.9 EDTA-KOH solution   

EDTA·Na2  5.0 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

KOH   3.1 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

2.10 ferric solution 

   FeSO4·7H2O  4.98 g + H2SO4 (conc) 1 กรัมตอ่ลิตร 

2.11 soil extract    50 มิลลิลิตร  

ท าการผสมสารดงันี ้น าสารละลายข้อ 2.1–2.6 อย่างละ 10 มิลลิลิตร สารละลาย

ข้อ 2.7–2.10 อย่างละ 1 มิลลิลิตร และสารละลายข้อ 2.11 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่

ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร ผงวุ้น 1.0–1.3 % คนจนส่วนผสมละลายเข้ากันน าอาหารท่ีได้ไปนึ่งฆ่า

เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

3. การเตรียมอาหารสตูร bristol's Solution (Bold, 1949) 

ท าการเตรียม stock solution ก่อนดงันี ้

3.1 NaNO3   10 กรัมตอ่ 400 มิลลิลิตร 
3.2 MgSO4·7H2O  3 กรัมตอ่ 400 มิลลิลิตร 
3.3 NaCl   10 กรัมตอ่ 400 มิลลิลิตร 
3.4 K2HPO4    3 กรัมตอ่ 400 มิลลิลิตร 
3.5 KH2PO4  7 กรัมตอ่ 400 มิลลิลิตร 
3.6 CaCl2·2H2O 1 กรัมตอ่ 400 มิลลิลิตร 

น าสารละลายข้อ 3.1–3.6 อย่างละ 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้

ปริมาตรรวม 1 ลิตร ผงวุ้น 1.0-1.3 % คนจนส่วนผสมละลายเข้ากันน าอาหารท่ีได้ไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 



51 

  

  

 

4. การเตรียมอาหารสตูร high salt medium (Sueoka, 1960) 

4.1 salts solution (beijerinck's solution)  
NH4Cl     100 กรัม 
MgSO4·7H2O    4 กรัม 
CaCl2·2H2O   2 กรัม  
ปรับปริมาตรด้วยน า้ากลัน่ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

4.2 phosphate solution  
K2HPO4    288 กรัม  
KH2PO4    144 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน า้ากลัน่ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

4.3 hutner's trace elements 

EDTA disodium salt   50 กรัมตอ่ 250 มิลลิลิตร 

ZnSO4·7 H2O   22 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

H3BO3     11.4 กรัมตอ่ 200 มิลลิลิตร 

MnCl2·4 H2O   5.06 กรัมตอ่ 50 มิลลิลิตร 

CoCl2·6 H2O   1.61 กรัมตอ่ 50 มิลลิลิตร 

CuSO4·5 H2O   1.57 กรัมตอ่ 50 มิลลิลิตร 

(NH4)6Mo7O24·4 H2O   1.10 กรัมตอ่ 50 มิลลิลิตร 

FeSO4·7 H2O   4.99 กรัมตอ่ 50 มิลลิลิตร 

ท าการผสมสารดงันี ้น าสารละลายข้อ 4.1 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร สารละลายข้อ 

4.2 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และ สารละลายข้อ 4.3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่

ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร เติม Yeast extract 4 กรัม และผงวุ้น 1.0-1.3 % คนจนส่วนผสมละลาย

เข้ากันน าอาหารท่ีได้ไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 

นาที 
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5. การเตรียมอาหารสตูร trebouxia medium (Starr, 1964) 

5.1 Bristol's Solution   850 มิลลิลิตร 

5.2 Soil Extract  140 มิลลิลิตร 

5.3 Proteose Peptone  10 กรัม 

5.4 Glucose    20 กรัม 

5.5 Agar    15 กรัม 

น าส่วนผสมทัง้หมดผสมกับน า้กลัน่ 850 มิลลิลิตร น าอาหารท่ีได้ไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

6. อาหารสตูร อาหารดดัแปลง Bold’s basal medium  

ท าการเตรียม stock solution ก่อนดงันี ้

6.1 NaNO3   2.50 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

6.2 MgSO4·7H2O  0.75 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

6.3 NaCl   0.25 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

6.4 K2HPO4   0.75 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

6.5 KH2PO4   1.75 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

6.6 CaCl2·2H2O   0.25 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

6.7 trace elements solution (autoclave to dissolve) 

   ZnSO4·7H2O  8.82 กรัมตอ่ลิตร 

MnCl2·4H2O   1.44 กรัมตอ่ลิตร 

MoO3   0.71 กรัมตอ่ลิตร 

CuSO4·5H2O  0.71 กรัมตอ่ลิตร 

Co(NO3)2·6H2O 0.49 กรัมตอ่ลิตร 

ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

6.8 H3BO3   1.14 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

6.9 EDTA-KOH solution   
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EDTA·Na2  5.0 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

KOH   3.1 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร 

6.10 ferric solution 

FeSO4.7H2O  4.98 g + H2SO4 (conc) 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

6.11 soil extract    50 มิลลิลิตร 

ท าการผสมสารดงันี ้น าสารละลายข้อ 6.1–6.6 อย่างละ 10 มิลลิลิตร สารละลาย

ข้อ 6.7–6.10 อย่างละ 1 มิลลิลิตร และสารละลายข้อ 6.11 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่

ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร เติม Peptone 10 กรัม Glucose 20 กรัม และ ผงวุ้น 1.0–1.3 % คนจน

สว่นผสมละลายเข้ากนัน าอาหารท่ีได้ไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ 

เป็นเวลา 15 นาที 

7. การเตรียมอาหารเหลว LB (Luria-Bertani) ปริมาตร 1 ลิตร 

Trytone   10 กรัม 

 Yeast Extract  5 กรัม 

 NaCl   10 กรัม 

 ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร น าอาหารท่ีได้ไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 

8. การเตรียมอาหารแข็ง LB (Luria-Bertani) ปริมาตร 1 ลิตร 

Trytone   10 กรัม 

 Yeast Extract  5 กรัม 

 NaCl   10 กรัม 

 Agar powder (1.5%) 15 กรัม 

  ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร น าอาหารท่ีได้ไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที ส าหรับอาหารแข็งท่ีเติม แอมพิ
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ซิลลินเตรียมโดย ผสมสารละลายแอมพิซิลลินเตรียมลงในอาหารท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ท่ีตัง้ทิง้ไว้ท่ี

อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ให้ได้ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่ลิตร 

 

9. การเตรียมอาหาร สตูรอาหาร 2X YT ปริมาตร 1 ลิตร 

Trytone   16 กรัม 

 Yeast Extract  10 กรัม 

 NaCl   5 กรัม 

 Agar powder (1.5%) 15 กรัม 

  ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร น าอาหารท่ีได้ไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 

10. การเตรียมอาหาร nutrient broth ปริมาตร 1 ลิตร 

  Beef extract  3 กรัม 

  Peptone  5 กรัม 

Agar (1.5%)   15 กรัม 

  ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร น าอาหารท่ีได้ไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 

11. การเตรียมอาหาร super optimal broth medium (SOB medium) ปริมาตร 1 ลิตร 

Tryptone  20 กรัม 

  Yeast extract  5 กรัม 

NaCl   0.5 กรัม 

  ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร น าอาหารท่ีได้ไปนึง่ฆา่เชือ้ทีท่ี

อณุหภมูิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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Ampicillin solution 

เตรียมโดยชัง่ แอมพิซิลลิน (ampicillin) 0.5 กรัม ละลายในน า้กลัน่ท่ีผา่นการฆา่

เชือ้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร กรองผา่น Nylon syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บท่ีอณุหภมูิ 

-20 องศาเซลเซียส 

IPTG solution 

  IPTG   2 กรัม 

  น า้กลัน่   8 มิลลิลิตร 

  เขยา่ให้สารละลายเข้ากนัจากนัน้ปรับปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร แล้วกรองผา่น 

Nylon syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

X-gal solution 

  X-gal   20 กรัม 

Dimethylformamide 1 มิลลิลิตร 

เขยา่ให้สารละลายเข้ากนั ความเข้มข้นเทา่กบั 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร จากนัน้

หอ่หลอดท่ีเก็บสารด้วยฟรอย เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 

RF1 solution 

RbCl    1.21 กรัม 

MnCl2·4H2O  0.99 กรัม 

CH3CO2K  0.294 กรัม 

CaCl2·2H2O  0.148 กรัม 

 Glycerol  15  กรัมตอ่ 12 มิลลิลิตร  

ผสมให้เข้ากนั ปรับ pH ด้วย 0.2 M acetic acid ให้ได้ 5.8 กรองผา่น Nylon 

syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
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RF2 solution 

  MOPS   0.105  กรัม 

RbCl    0.06 กรัม 

CaCl2·2H2O  0.55 กรัม 

 Glycerol  15  กรัมตอ่ 12 มิลลิลิตร  

 ผสมให้เข้ากนั ปรับ pH ด้วย 1 M NaOH ให้ได้ 6.8 กรองผ่าน Nylon syringe filter 

ขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

การเตรียม TBE 5X pH 8 ปริมาตร 1 ลิตร 

Tris base (0.45M)  54  กรัม 

Boric acid (0.45M)  27.5  กรัม 

EDTA pH 8.0 (0.01M)  20  มิลลิลิตร (ของ 0.5M EDTA) 
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วุฒกิารศึกษา 
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ทุนการศึกษา 
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2560. สาห ร่าย สี เ ขียวอันดับ  Trentepohliales (Chlorophyta, Ulvophyceae) และ

ผลกระทบบนพืชอาศยัลองกอง (Lansium domesticum Corr.). วารสารพืชศาสตร์สงขลา
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2559. การพัฒนาโครงสร้างสืบพันธุ์ของสาหร่ายปรสิตพืช Cephaleuros Kunze ex 

E.M.Fries บนพืชอาศัยลองกอง (Lansium domesticum Corr.). วารสารพืชศาสตร์

สงขลานครินทร์ 3 (ฉบบัพิเศษ 1): 31– 35. 
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