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บทคัดย่อ 
        เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัเป็นเช้ือ homothallic oomycetes  การสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศของเช้ือ
ชนิดน้ีเกิดการผสมพนัธ์ุในตวัเอง โดยทัว่ไปแลว้ในเช้ือท่ีเป็น homothallic จะมีความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมต ่าในกลุ่มประชากรเดียวกนั จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัน้ี 
มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูงมากในกลุ่มประชากรเดียวกนั จึงตั้งสมมติฐานวา่เช้ือชนิดน้ี
น่าจะมีความสามารถในการผสมพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุได ้ รายงานการวจิยัเร่ืองความ สามารถใน
การสืบพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยและส่ิงแวดลอ้มน้ี 
เป็นการวิจยัพื้นฐานมุ่งศึกษาใหท้ราบศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุแบบอาศยั
เพศของเช้ือและศึกษาความสามารถในการสืบพนัธ์ุ แบบขา้มสายพนัธ์ุและการถ่ายทอดพนัธุกรรม
ระหวา่งเช้ือพิเทียม อินสิดิโอสัม โดยใชก้ารทดลองอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการสร้างโอโอ
สปอร์ของเช้ือชนิดต่าง ๆ และ ทดสอบความสามารถในการสร้างโอโอสปอร์แบบอาศยัเพศแบบ
ขา้มสายพนัธ์ุและตรวจยนืยนัสายพนัธ์ุของเช้ือลูกผสมท่ีไดด้ว้ยวธีิ microsatellite เทียบกบัเช้ือตั้งตน้ 
 ผลจากการวจิยั พบวา่ potato  dextrose  agar และ cornmeal agar เป็นอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับ
กระตุน้ใหเ้ช้ือสร้างโอโอสปอร์ได ้ เช้ือคู่ท่ีเหมาะสมกนัและมีจีโนไทป์แตกต่างกนัไดถู้กเลือกและ
สามารถสร้างโอโอสปอร์เม่ือผสมขา้มสายพนัธ์ุได ้ ซ่ึงพนัธุกรรมของเช้ือลูกผสมตรวจพิสูจน์จากจี
โนไทป์ท่ีไดจ้าก microsatellite 6 โลคสั จากการทดลองสนบัสนุนสมมติฐานวา่เช้ือชนิดน้ีน่าจะมี
ความสามารถในการผสมพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุได ้
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ABSTRACT 
        Pythium insidiosum is a homothallic oomycete, meaning that self-fertilization can occur in a 
single isolate. It has been commonly assumed that homothallic organisms are inbreeding, 
resulting in a low rate of genetic variation in their populations. A previous study has shown that 
P. insidiosum populations exhibit a high rate of genetic variation, suggesting a possible 
outcrossing ability of the organism. Our study, titled “Outcrossing ability of P. insidiosum 
isolated from patients and environments”, is basic research focusing on optimal conditions for 
oospore production and the ability of outcrossing between isolates. Several crossing media have 
been tested for inducing oospore production, and microsatellite markers have been used to 
confirm that outcrossing can occur between isolates of P. insidiosum.  
     The results show that potato dextrose agar and cornmeal agar are suitable for stimulating 
oospore production. Two matching isolates displaying distinguished genetic patterns were co-
cultured on media that allows the development of the sexual stage. Six microsatellite markers 
revealed genetic patterns of the selected oospore progeny, indicating potential hybridization 
between the two parental isolates. These results suggest that P.insidiosum may be capable of 
outcrossing. 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
        เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั (Pythium insidiosum) จดัเป็นเช้ือจุลชีพชนิดหน่ึง มีลกัษณะเป็นเส้น
สายคลา้ยเช้ือรา เช้ือน้ีมีการสร้างสปอร์ชนิดท่ีมีหางสามารถวา่ยน ้าได ้ เช้ือชนิดน้ีสามารถก่อโรคพิทิ
โอสิส (Pythiosis) เกิดโรคไดท้ั้งในคนและสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม เช่น มา้, สุนขั, แมว, ววั, ควายและ
หมี (Mendoza. 2005 : 412-429)  พบระบาดในหลายประเทศในแถบเขตร้อนและใกลเ้ขตร้อน 
ส าหรับในประเทศไทยพบวา่มีการติดเช้ือส่วนใหญ่ในมนุษย ์ ซ่ึงโรคชนิดน้ีสามารถเกิดไดท้ั้งใน
บุคคลท่ีมีสุขภาพแขง็แรงและผูป่้วยท่ีมีโรคเก่ียวกบัระบบโลหิตอยูก่่อน เช่น ธาลสัซีเมีย หรือ 
ลิวคีเมีย จากอุบติัการณ์ของโรคตั้งแต่ปี ค.ศ. 1985 พบการรายงานผูป่้วยโรคพิทิโอสิสเพิ่มข้ึนเป็น
อยา่งมาก และสามารถพบไดใ้นภูมิภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย โดยมีการรายงานสูงสุดในภาค
กลาง (ร้อยละ 46) รองลงมาคือ ภาคอีสาน (ร้อยละ 27), ภาคเหนือ (ร้อยละ 16),  ภาคใต ้(ร้อยละ 8) 
และภาคตะวนัออก (ร้อยละ 3) ตามล าดบั (Krajaejun et al. 2006 : 569-576)  โดยส่วนใหญ่มกัพบวา่
ผูป่้วยเหล่าน้ีมีประวติัสัมผสักบัหนองน ้าหรือแหล่งน ้าน่ิงต่าง ๆ ตามธรรมชาติเป็นเวลานาน ๆ และ
ส่วนใหญ่มีอาชีพเป็นเกษตรกร จึงคาดวา่ผูป่้วยน่าจะไดรั้บเช้ือจากแหล่งน ้าเหล่านั้น 
        จากการศึกษาแหล่งท่ีอยูต่ามธรรมชาติของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั ไดมี้การมุ่งเนน้ศึกษา
เก่ียวกบัแหล่งน ้าชลประทานท่ีใชใ้นการเกษตร โดยแหล่งน ้าท่ีใชศึ้กษาอยูใ่นล าแวกใกลเ้คียงกบัท่ี
อยูข่องผูป่้วย จากงานวจิยัดงักล่าวพบวา่ สามารถแยกเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัไดแ้ละเช้ือมี
อุบติัการณ์ในแหล่งน ้าเหล่านั้นอยูท่ี่ร้อยละ 24 ซ่ึงแหล่งน ้าท่ีสามารถพบเช้ือชนิดน้ีอาศยัอยูไ่ดแ้ก่ 
หนองน ้าในบา้น, หนองน ้าในทุ่งนา, น ้าในแปลงนาขา้ว และ ร่องน ้าชลประทาน จึงเป็นไปไดว้า่
แหล่งน ้าเหล่าน้ีน่าจะเป็นท่ีอยูข่องเช้ือในธรรมชาติและเป็นบริเวณท่ีมีความเส่ียงต่อการติดเช้ือพิ
เทียม อินสิดิโอซมั (Supabandhu et al. 2008 : 41-52) 
        ปัจจุบนัไดมี้การศึกษาเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัสายพนัธ์ุต่าง 
ๆ ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยและส่ิงแวดลอ้มดว้ยวธีิต่าง ๆ เช่น การเปรียบเทียบล าดบัเบสในส่วนของ 
internal transcribe spacer (ITS) ของ ribosomal DNA (rDNA) (Schurko et al. 2003a : 537-544), วธีิ 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) (Schurko et al. 2003b : 200-208), Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Pannanusorn et al. 2007 : 383-391), Protein profile, 
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Immunoblot profile  (Supabandhu. 2009) และ วธีิ Microsatellite (Supabandhu et al. 2007 : 1080-
1090) จากวธีิการต่าง ๆ ดงักล่าว พบวา่ เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัมีความหลากหลายทางพนัธุกรรม
สูง ยงัพบอีกวา่เช้ือท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยมีพนัธุกรรมท่ีมีความคลา้ยคลึงกนักบัเช้ือท่ีแยกไดจ้าก
ส่ิงแวดลอ้ม  อยา่งไรก็ตามเช้ือทั้งสองกลุ่มไม่มีความสัมพนัธ์กนัตามภูมิประเทศของแหล่งท่ีพบเช้ือ 
จึงเป็นท่ีน่าสนใจวา่เช้ือน่าจะมีการกระจายตวัและสามารถถ่ายทอดพนัธุกรรมใหแ้ก่กนัและกนัใน
ส่ิงแวดลอ้มได ้ 
        ปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้มท่ีช่วยส่งเสริมใหเ้ช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัแพร่กระจายตวัสามารถศึกษา
ไดจ้ากความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือ ปัจจุบนัทราบเพียงวา่เช้ือชนิดน้ีมีความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมสูงมากในกลุ่มประชากรเดียวกนั (Supabandhu. 2009) แต่ทวา่ยงัไม่มีผูพ้ิสูจน์ถึง
ปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้มดงักล่าว จากหลกัฐานท่ีพบวา่เช้ือมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูงเป็นไป
ไดว้า่อาจเกิดข้ึนขณะท่ีเช้ือมีการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ เน่ืองจากกระบวนการเกิด crossing over 
ในขณะท่ีมีการแบ่งเซลลแ์บบ mieosis เพื่อสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุของเช้ือ แต่อยา่งไรก็ตาม มีรายงานวา่
เช้ือชนิดน้ีเป็น homothallic oomycetes หมายความวา่การสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศของเช้ือชนิดน้ีเกิด
การผสมพนัธ์ุในตวัเอง โดยท่ีเช้ือสามารถสร้างไดท้ั้งเซลลสื์บพนัธ์ุเพศผูแ้ละเพศเมียในสายรา
เดียวกนั ซ่ึงจะแตกต่างจากเช้ือพิเทียม สปีชีส์อ่ืน ๆ ท่ีเป็น heterothallic oomycetes ท่ีตอ้งอาศยัเช้ือ 2 
สายพนัธ์ุท่ีเหมาะสมกนั โดยแต่ละสายพนัธ์ุจะสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุต่างเพศกนัเพื่อใชใ้นการสืบพนัธ์ุ
ต่อไป (Francis and St.Clair 1993 : 100-106) ในการศึกษาความหลากหลายของเช้ือราโดยทัว่ไป
แลว้ในเช้ือท่ีเป็น homothallic microorganism จะมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมต ่าในกลุ่ม
ประชากรเดียวกนั ส่วนเช้ือท่ีเป็น heterothallic microorganism จะมีความหลากหลายท่ีสูงในกลุ่ม
ประชากรเดียวกนั (Xu 2006 : 75-90) แต่ทวา่จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั 
ท่ีเป็น homothallic oomycetes น้ี มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูงมากในกลุ่มประชากรเดียวกนั 
(Supabandhu. 2009) จึงตั้งสมมติฐานวา่เช้ือชนิดน้ีน่าจะมีความสามารถในการผสมพนัธ์ุแบบขา้ม
สายพนัธ์ุไดห้รือท่ีเรียกวา่เกิด outcrossing ซ่ึงกระบวนการดงักล่าวไดมี้รายงานในเช้ือพิเทียมสปีชีส์
อ่ืนท่ีเป็น homothallic oomycetes เช่นกนั ไดแ้ก่ เช้ือพิเทียม อลัติมึม (Pythium ultimum) ซ่ึงการเกิด 
outcroosing ดงักล่าวท าใหเ้ช้ือพิเทียมในธรรมชาติมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมและเป็น
ประโยชน์กบัตวัเช้ือในแง่การปรับตวัเพื่อความอยูร่อดในส่ิงแวดลอ้มตามธรรมชาติได ้(Francis and 
St.Clair 1993 : 100-106) ดงันั้นขอ้สมมติฐานดงักล่าวในเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซมัยงัคงตอ้งการการ
พิสูจน์เพิ่มเติม 
        จากงานวจิยัเบ้ืองตน้เก่ียวกบัการศึกษาพนัธุศาสตร์ประชากรของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัสาย
พนัธ์ุต่าง ๆ ท่ีแยกไดจ้ากเขตภาคเหนือและภาคกลางของประเทศไทย ไดมี้การวเิคราะห์แบบ
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แผนการกระจายตวัของเช้ือในส่ิงแวดลอ้ม พบวา่ พนัธุกรรมระหวา่งกลุ่มประชากรของเช้ือพิเทียม 
อินสิดิโอซมัมีความหลากหลายนอ้ย แต่กลบัพบวา่ในกลุ่มประชากรเดียวกนัมีความหลากหลายท่ีสูง
มากอยา่งมีนยัส าคญั นอกจากน้ีความถ่ีของยนีในเช้ือดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นถึงการเกิด gene flow 
ระหวา่งกลุ่มประชากรของเช้ือท่ีแยกไดจ้ากจงัหวดัต่าง ๆ โดยเช้ือท่ีแยกไดจ้ากจงัหวดัล าปางมี
พนัธุกรรมท่ีคลา้ยคลึงกนักบัเช้ือท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยท่ีมาจากภาคกลางและภาคตะวนัออก ส่วนเช้ือท่ี
แยกจากจงัหวดัเชียงรายมีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือท่ีแยกไดจ้ากจงัหวดัน่าน (Supabandhu. 2009) จาก
ผลการวเิคราะห์ดงักล่าว ไดมี้การตั้งขอ้สมมติฐานวา่ ความสัมพนัธ์ของเช้ือท่ีพบน่าจะเกิดจากการท่ี
เช้ือมีความสามารถท่ีจะแพร่กระจายไปยงับริเวณดงักล่าวไดแ้ละเกิดการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมกนั
ระหวา่งเช้ือท่ีกระจายไปกบัเช้ือทอ้งถ่ิน ซ่ึงจากความรู้เก่ียวกบัวงจรชีวติของเช้ือตระกลูพิเทียมนั้น 
เช้ือตระกลูน้ีมีการสร้างสปอร์อยู ่2 แบบคือ ซูโอสปอร์ (zoospore) และ โอโอสปอร์ (oospore) โดย
โอโอสปอร์ เกิดจากการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ มีลกัษณะส าคญัคือผนงัหนาและมีความทนทานต่อ
สภาวะแวดลอ้ม (Mendoza et al. 1993 : 2967-2973) ดงันั้นสปอร์ชนิดน้ีจึงมีความส าคญัเป็นอยา่ง
มากต่อการแพร่กระจายของเช้ือไปยงัส่ิงแวดลอ้มต่างๆ เพราะฉะนั้นการท่ีพบวา่เช้ือท่ีแยกไดจ้าก
ต่างพื้นท่ีกนัแต่มีพนัธุกรรมท่ีคลา้ยกนัน่าจะเป็นผลมาจากการแพร่กระจายไปของโอโอสปอร์และ
ความสามารถในการเกิด outcrossing ระหวา่งเช้ือต่างสายพนัธ์ุกนั 
        จากขอ้สมมติฐานต่าง ๆ ท่ีเกิดข้ึนจากการศึกษาเบ้ืองตน้ จึงท าใหผู้ว้จิยัมีความสนใจท่ีจะท าการ
ทดลองเพื่อยนืยนัขอ้สมมติฐานดงักล่าวโดยมุ่งเนน้การพิสูจน์ความสามารถของเช้ือพิเทียม อินสิดิ
โอซมัในการสืบพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุระหวา่งเช้ือท่ีมีพนัธุกรรมคลา้ยคลึงกนั โดยเฉพาะอยา่งยิง่
ระหวา่งเช้ือท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยกบัเช้ือท่ีแยกไดจ้ากส่ิงแวดลอ้มท่ีมีจีโนไทป์คลา้ยคลึงกนัแต่มาจาก
ต่างพื้นท่ีกนัโดยทั้งน้ีทราบไดจ้ากขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีไดรั้บการพิสูจน์มาก่อนดว้ยวธีิ microsatellite 
และการวเิคราะห์ทางพนัธุศาสตร์ประชากร จากการศึกษาคร้ังน้ีจะท าใหไ้ดค้วามรู้ใหม่ท่ีส าคญัต่อ
การศึกษาปัจจยัท่ีส่งเสริมการแพร่กระจายตวัของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัในส่ิงแวดลอ้ม พร้อมทั้ง
เปิดแนวคิดใหม่ในการศึกษาเส้นทางการแพร่กระจายตวัของเช้ือในประเทศไทย ซ่ึงจะเป็นการช่วย
ใหข้อ้มูลท่ีส าคญัทางดา้นระบาดวทิยาของเช้ือดงักล่าวต่อไป  

 

วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
        1. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอ
ซมั 
        2. เพื่อศึกษาความสามารถในการสืบพนัธ์ุ แบบขา้มสายพนัธ์ุและการถ่ายทอดพนัธุกรรม
ระหวา่งเช้ือพิเทียม อินสิดิโอสัม 
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ขอบเขตของการวจัิย 
        การศึกษาน้ีจะเป็นการทดสอบความสามารถในการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศแบบขา้มสายพนัธ์ุ
ของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอสัม ซ่ึงการทดลองจะแบ่งออกเป็น 3 ระยะ ไดแ้ก่ 

1. ทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั 
2. ทดสอบหาคู่เช้ือท่ีสามารถสืบพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุได ้ 
     โดยจะแบ่งเช้ือออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
กลุ่มท่ี  1 กระตุน้ใหเ้ช้ือสายพนัธ์ุท่ี 1 (P1) สร้างโอโอสปอร์แบบอาศยัเพศดว้ยตวัเอง 
กลุ่มท่ี  2 กระตุน้ใหเ้ช้ือสายพนัธ์ุท่ี 2 (P2) สร้างโอโอสปอร์แบบอาศยัเพศดว้ยตวัเอง 
กลุ่มท่ี  3 ผสมเช้ือสายพนัธ์ุท่ี 1 กบั สายพนัธ์ุท่ี 2 เพื่อทดสอบความสามารถในการสร้างโอ

โอสปอร์แบบอาศยัเพศแบบขา้มสายพนัธ์ุ ซ่ึงจะเรียกสปอร์ท่ีสร้างไดว้า่ F1 จากนั้นโอโอสปอร์ F1 
ของแต่ละกลุ่มท่ีไดจ้ะน ามาตรวจยนืยนัสายพนัธ์ุดว้ยวธีิ microsatellite เทียบกบัเช้ือตั้งตน้  

3. ตรวจพิสูจน์พนัธุกรรมของเช้ือลูกผสมดว้ยวธีิ microsatellite 
โอโอสปอร์ F1 ของเช้ือลูกผสมท่ีได้จะน ามาตรวจยืนย ันจีโนไทป์ลูกผสมด้วยวิธี 

microsatellite เทียบกบัเช้ือตั้งตน้ 
 

สมมติฐานของงานวจัิย 
        เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัมีความสามารถในการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศแบบขา้มสายพนัธ์ุ และ
เกิดการถ่ายทอดพนัธุกรรมระหวา่งเช้ือพิเทียม อินสิดิโอสัมท่ีแยกได ้

  

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

        1.  ไดท้ราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั 

        2.  ไดท้ราบถึงอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั 

        3. ไดค้วามรู้ใหม่ท่ีส าคญัต่อการศึกษาปัจจยัท่ีส่งเสริมใหเ้กิดความหลากหลายของเช้ือ และการ
แพร่กระจายตวัของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัในส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงจะเป็นการช่วยใหข้อ้มูลท่ีส าคญัถึง
ปัจจยัทางดา้นระบาดวทิยาของเช้ือ 



 
 

บทที ่2 
เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 
        เช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัม เป็นเช้ือสาเหตุของโรคพิทิโอสิสในมนุษยแ์ละสัตว์ โรคชนิดน้ีมี
ความส าคญัเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากมีความรุนแรงมากสามารถท าใหผู้ป่้วยพิการหรือเสียชีวิตได ้เช้ือ
ชนิดน้ีมีรายงานการก่อโรคในประเทศเขตร้อนต่าง ๆ เช่น คอสตาริกา, อินเดีย, ญ่ีปุ่น, ทางตอนใต้
ของสหรัฐอเมริกา, ออสเตรเรีย, อินโดนีเซีย และประเทศไทย โดยการก่อโรคในมนุษยพ์บการ
รายงานมากท่ีสุดจากประเทศไทย ซ่ึงสามารถพบไดใ้นทุกภูมิภาคของประเทศ (Krajaejun et al. 
2006 : 569-576)  
 
ลกัษณะของเช้ือ Pythium insidiosum 
        จากรายงานการทดลองของ de Cock และคณะในปี 1987  ไดมี้การศึกษาลกัษณะส าคญัของเช้ือ 
Pythium insidiosum ท่ีเจริญบน Cornmeal agar, 2% malt extract agar, malt yeast extract agar, และ 
brain heart infusion agar พบวา่เช้ือเจริญเขา้ไปใน agar หรือ มี Aerial mycelium ท่ีสั้นมาก อาจพบ 
Radial fold  ซ่ึงโคโลนีของเช้ือไม่มีสี ถึง สีขาวหรือสีครีม ซ่ึง โคโลนีของเช้ือบน Sabouraud 
dextrose agar มีลกัษณะ undulate, radiate pattern  
                 

                
รูปที ่2.1 (A) แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซ ม บน SDA นาน 2 สัปดาห์ (B) แสดง
สายราจากการเพาะเล้ียงภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบสายราขนาดใหญ่ประมาณ 4 –10 ไมโครเมตร  
sparsely septate hyphae สายราแตกแขนงแบบตั้งฉากกนั 
 

A B 
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        ลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ คือ สายราส่วนใหญ่มีขนาด 4-6 (ในช่วง 4-10) ไมโครเมตร มี
ขนาดเท่า ๆกนัตลอดสายไม่พบการเรียวลงของสาย และพบว่ามีปลายกลมมน ซ่ึงแขนงท่ีแตก
ออกมาจะอยูใ่นลกัษณะตั้งฉากกบั main hyphae  และบางคร้ังมีขนาดท่ีเล็กกวา่ พบผนงักั้นสายรา
ไดบ้า้งใน young hyphae ท่ีเจริญบน cornmeal agar และใน hyphae ท่ีเจริญอยูใ่น water agar ซ่ึงใน
กรณีท่ี hyphae แยกจากตรงท่ีเป็น septum เม่ือถูกกด จะพบวา่เป็น blunt end ในการทดลองกดสาย 
hyphae นั้น พบวา่ ได ้hyphae ท่ีมีความยาวแตกต่างกนั วดัได ้50 –300 ไมโครเมตร แสดงให้เห็นวา่ 
ช่วงของ septum ในการแบ่งสาย hyphae ไม่สม ่าเสมอ (de Cock et al. 1987 : 344-349)  
 
การสืบพนัธ์ุของเช้ือพเิทยีม อนิสิดิโอซัม 
        เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัมีความสามารถในการสืบพนัธ์ุทั้งแบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศโดย
แบบอาศยัเพศเช้ือจะสร้างสปอร์ท่ีเรียกว่าโอโอสปอร์ ลกัษณะคือเป็นเซลล์กลม ผนงัหนา ทนต่อ
สภาวะแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลง ส่วนไม่อาศยัเพศเรียกวา่ซูโอสปอร์ ลกัษณะคือเป็นเซลลท่ี์มีหาง วา่ย
น ้าได ้ช่วยในการกระจายตวัของเช้ือในส่ิงแวดลอ้ม 
        1. การสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ (Asexual reproduction) 
          ในปี 1993 Mendoza และ คณะ ไดท้ดลอง การสร้าง sporangia และ zoospore จากเช้ือท่ีเพาะ
บน cornmeal agar ท่ีเติมใบหญา้และใบของตน้ Nymphae sp. ลงไปจากนั้น ถ่ายเช้ือพร้อมใบพืชลง
ใน induction medium และท าการวิเคราะห์ดว้ยกลอ้ง light microscope  พบการสร้าง sporangia 
และ zoospore หลงัจาก incubate เช้ือใน induction medium 37o C 1 ชัว่โมง ซ่ึงระยะเวลาในการเกิด
ตั้งแต่การสร้าง undifferentiated sporangia จนถึงการปล่อย motile zoospores ออกมาใช้เวลา
ประมาณ 35 นาที  ซ่ึงในตอนเร่ิมแรก protoplasm จะไหลไปรวมกนัอยู่ท่ีปลายของ hyphae โดย
ส่วนปลายจะเห็นเป็น discharge tube จนเจริญข้ึนไปเป็น small vesicle จากนั้นก็จะขยายขนาดใหญ่
ข้ึน เม่ือ protoplasm หยุดไหล จะมีการสร้างผนงัมาอุดท่ีฐานของ vesicle นั้น ต่อมา protoplasm ใน 
vesicle จะเร่ิมเห็นการแยกออกจากกนัสร้างเป็น biflagellated secondary type zoospores จากนั้น 
motile  zoospores จะมีการเคล่ือนท่ีท าให ้ผนงัของ vesicle แตกออก ท าให้มีการปล่อย zoospore ลง
ใน induction medium ลกัษณะของ zoospore จะเป็นรูป kidney-shape มีหาง 2 เส้น จะมีการวา่ยน ้ า
อยูป่ระมาณ 10 ถึง 15 นาทีก่อนจะเกิด encystment  ในการเร่ิมตน้ท่ีจะเกิด encystment นั้น zoospore 
จะวา่ยน ้าชา้ลง และหยุดไปในท่ีสุด เวลาน้ีส่วนหางของ spore จะหลุดออก และ zoospore จะอยูใ่น
ลกัษณะกลม หลงัจากน้ีหลายนาที  encysted zoospore จะมีการสร้าง germ tube  ยาวข้ึนจนเห็นเป็น 
filament หลงัจาก incubate ไวท่ี้ 37oC 24 ชัว่โมง ซ่ึงกระบวนการสร้าง encystment และ germ tube 
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จะเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วเม่ือมีการเติมช้ินเน้ือของมนุษย,์ สัตว,์ หรือ พืชลงไปดว้ย  (de Cock et al. 
1987 : 344-349)        
        2. การสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ (Sexual reproduction)  
            ในการศึกษาเก่ียวกบั sexual spore หรือ oogonia น้ี พบวา่จะเกิดข้ึนเป็นคร้ังคราวบน 
cornmeal agar ท่ี 24 และ 30o C ซ่ึงมกัจะเกิดรวมกนัเป็นกลุ่ม โดยจะเกิดบริเวณต าแหน่งภายในสาย
ราหรือบริเวณค่อนทางปลายของสายรา มีลกัษณะ ไม่มีสี, ผวิเรียบ, sub-globose  และพบส่วนของ 
hyphae เล็ก ๆ โอบลอ้มไปทางดา้นหลงั โดย oogonia มกัจะเห็นลกัษณะท่ีผดิปรกติเป็นผล
เน่ืองมาจาก rigid fertilization tube วดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางไดป้ระมาณ 23 ถึง 30 (ช่วง 19 – 36) 
m สามารถพบ antheridia ได ้ 1, 2 หรือ 3 อนัต่อ 1 oogonium โดยมีลกัษณะเป็น diclinous  
oogonium และ antheridium หรือ antheridia น้ีมาจากต่าง hyphae กนั ซ่ึง antheridium จะมีลกัษณะ
พองออกเป็นรูปกระบอง จนเป็นรูป tube วดัขนาดไดป้ระมาณ 11 – 37 x 6 – 10 m โดย 
antheridium จะจบักบั oogonium ตามแนวยาว ซ่ึงปลายของ antheridium จะสามารถสร้าง 
fertilization tube และเจาะผา่นผนงัของ oogonium ได ้ โดยภายหลงั fertilization แลว้ antheridia จะ
เร่ิมเห่ียวลง  โดย oospore ท่ีไดจ้ะมีผนงัหนาประมาณ 1 ถึง 3 m และมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง
ประมาณ 20 ถึง 25 m มีสีเหลือง และมีลกัษณะเป็นเมด็ละเอียด(de Cock et al. 1987 : 344-349) 
 การสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศเกิดข้ึนยากกวา่การสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ และตอ้งการปัจจยั
จ าเพาะสูง เช่น ตอ้งการสารอาหาร แร่ธาตุ หรือวิตามินบางอยา่งเป็นพิเศษนอกเหนือจากชนิดท่ี
ตอ้งการในระยะเจริญของเส้นใย ความเป็นกรด-ด่างของอาหาร และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอาจตอ้งอยู่
ในช่วงจ ากดักวา่เดิม  โดยทัว่ไปแลว้ เช้ือในกลุ่มพิเทียม  แบ่งเป็น 2 กลุ่มคือกลุ่ม  homothallic 
oomycetes หมายความวา่การสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศของเช้ือชนิดน้ีเกิดการผสมพนัธ์ุในตวัเอง โดย
ท่ีเช้ือสามารถสร้างไดท้ั้งเซลลสื์บพนัธ์ุเพศผูแ้ละเพศเมียในสายราเดียวกนั   และกลุ่ม  heterothallic 
oomycetes ท่ีตอ้งอาศยัเช้ือ 2 สายพนัธ์ุท่ีเหมาะสมกนั โดยแต่ละสายพนัธ์ุจะสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุต่าง
เพศกนัเพื่อใชใ้นการสืบพนัธ์ุ  ซ่ึงการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศของเช้ิอพิเทียม  อินสิดิโอซมัน้ี  จะจดั
อยูใ่นกลุ่ม  homothallic oomycetes   และเราจะเรียกหน่วยสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศของเช้ือน้ีวา่   โอ
โอสปอร์ (oospore) ลกัษณะของโอโอสปอร์  จะมีขนาดประมาณ  10  ไมโครเมตร  รูปร่างกลม  
และมีผนงัหนา  มองเห็นนิวเคลียสไดอ้ยา่งชดัเจน 
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รูปที่ 2.2 แสดงวงจรชีวิตแบบไม่อาศยัเพศของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั (บน) และอาศยัเพศ (ล่าง)   
             (Supabandhu. 2009)   
 
2 โรค พทิิโอสิส (Pythiosis) 
ระบาดวทิยา  
        ปัจจุบนัโรคพิทิโอสิส ไดมี้รายงานการแยกเช้ือไดใ้นสัตวเ์ลือดอุ่นหลายชนิดในประเทศแถบ
เขตร้อนและใกลเ้ขตร้อน เช่น ประเทศสหรัฐอเมริกา, ประเทศออสเตเรีย, ประเทศปาปัวนิวกีนี, 
ประเทศบราซิล, ประเทศคอสตาริกา, ประเทศอินเดีย, ประเทศญ่ีปุ่น, ประเทศอินโดนีเซีย และ 
ประเทศไทย เป็นตน้ ซ่ึงเช้ือชนิดน้ีสามารถก่อโรคไดใ้นสัตวเ์ลือดอุ่น เช่น มา้, สุนขั, แมว, ววั, ควาย 
หมี  และมนุษย ์(Mendoza. 2005 : 412-429)  
 
การติดเช้ือและพยาธิสภาพ 
        จากรายงานการเกิดโรคพิทิโอสิส ในสัตวแ์ละมนุษย ์ บ่อยคร้ังพบวา่มีประวติัสัมผสักบัหนอง
น ้ามาก่อนการติดเช้ือ ดงันั้นเป็นไปไดว้า่ซูโอสปอร์เป็นส่วนส าคญัของเช้ือท่ีท าหนา้ท่ีเป็น invasive 

B 
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agent จากการรายงานวงจรชีวติของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั โดย Mendoza แสดงใหเ้ห็นวา่ซูโอ
สปอร์ท าหนา้ท่ีส าคญัเก่ียวกบัการติดเช้ือในระยะเร่ิมตน้ในสัตวห์รือพืช เน่ืองจากสปอร์สามารถ
สร้าง substance บางอยา่งท่ีช่วยใหเ้ช้ือเกาะกบั host ไดอ้ยา่งแน่นหนา  โดยการก่อโรคของเช้ือ
เร่ิมตน้จากการท่ีเช้ือเจริญอยูบ่ริเวณพืชน ้าและมีการสร้างสปอร์และมีการปล่อยซูโอสปอร์ท่ีมีหาง
และวา่ยน ้าไดอ้อกมามากมาย ถา้สปอร์น้ีวา่ยไปเกาะท่ีพืชน ้าก็จะเจริญงอกสาย hyphae ต่อไป แต่ใน
กรณีท่ีสัตวห์รือคนเขา้ไปในบริเวณท่ีมีซูโอสปอร์อยู ่ สปอร์จะวา่ยเขา้ไปเกาะท่ีขน หรือ บริเวณ
เน้ือเยือ่ท่ีมีบาดแผล  จากนั้นเช้ือจะเกิด encystment โดยการสลดัส่วน flagella ทิ้งและเกิด germinate 
งอกสายราเขา้ไปใน tissue (Mendoza et al. 1993 : 2967-2973) ซ่ึงเป็นไปไดว้า่เช้ือจะมีการหลัง่ 
protease มาช่วยในการ invade เขา้สู่เน้ือเยือ่ เน่ืองจากแรงตา้นทานของเน้ือเยือ่มีมากกวา่แรงดนัท่ี
เกิดจากการงอกของสายราตามรายงานของ Ravishankar ในปี 2001 (Ravishankar and Davis. 2001 
: 690-692) 
 
อาการทางคลนิิก 
        การก่อโรคพิทิโอสิสในคน ส่วนใหญ่มีรายงานจากประเทศไทย ลกัษณะอาการมกัพบอยู ่ 4 
แบบไดแ้ก่ การติดเช้ือท่ีผวิหนงัชั้นลึก (cutaneous-subcutaneous infection) การติดเช้ือท่ีหลอดเลือด 
(vascular form) การติดเช้ือแบบแพร่กระจาย (disseminated infection) ซ่ึงการติดเช้ือแพร่กระจายจะ
มีความรุนแรงและมีอตัราการตายสูงเน่ืองจากเช้ือมกับุกรุกเขา้ไปในหลอดเลือด และการติดเช้ือท่ี
กระจกตา (keratitis pythiosis) ซ่ึงรายละเอียดของอาการแต่ละแบบมีดงัน้ี (Krajaejun et al. 2006 : 
569-576)  

        Cutaneous และ subcutaneous form เป็น chronic granulomatous mass ซ่ึงพบวา่เร่ิมตน้เป็นจุด
เล็ก ๆ ต่อมาใหญ่ข้ึนกลายเป็น granuloma ซ่ึงแผลอาจแตกเป็น ulcer และมี fibrosis ซ่ึงผูป่้วยมี
อาการเจบ็ปวด และการตอบสนองของร่างกายจะพบ eosinophilic inflammatory reaction ในกรณีท่ี
การรักษาลม้เหลว ผูป่้วยท่ีมีอาการแบบ cutaneous-subcutaneous infection สามารถพฒันาไปเป็น 
systemic pythiosis ได ้ ผูป่้วยจะมีลกัษณะอาการท่ีเหมือนกนัคือมีการติดเช้ือเร้ือรัง และมีการบุกรุก
เขา้สู่หลอดเลือด เป็นผลท าใหผู้ป่้วยเกิด gangrene, aneurysm, และ บางคร้ังถึงแก่ความตาย 
        Vascular form และ systemic form เป็นแบบ Chronic arterial inflammation ซ่ึงรอยโรคจะเกิด
เป็นท่ีหลอดเลือดก่อน โดยเร่ิมท่ี small blood vessel จากนั้นจะรุกลามไปท่ี artery มี arterial 
inflammation เกิด arteritis มี thrombus เกิดการอุดตนัของเส้นเลือด ผูป่้วยจึงมีอาการเจ็บปวด และมี
การบวมตามแขนขา เกิด aneurysm, เน้ือตาย, หลอดเลือดแดงอกัเสบ และ gangrene ในรายท่ีรุนแรง
จะมีการรุกลามไปถึง arterial aorta ซ่ึงผูป่้วยจะมาพบแพทยด์ว้ยอาการของเส้นเลือดอุดตนัท่ีขา จน
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เป็น gangrene จนตอ้งตดัขา (AK amputation) ถา้เกิด aortic leakage ก็ท  าใหผู้ป่้วยถึงแก่ชีวติได ้ 
โดยในผูป่้วยทั้ง subcutaneous form, vascular form และ systemic form ทุกรายจะพบร่วมกบัโรค 
thalassemia และ โรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัโลหิตวทิยาอ่ืน ๆ เช่น leukemia, aplastic anemia, Paroxysmal 
nocturnal hemoglobinuria (PNH) เป็นตน้  
        ในผูป่้วย cutaneous-subcutaneous pythiosis และ systemic pythiosis มกัมีการติดเช้ือท่ีบริเวณ
ส่วนล่างของขา และผูป่้วยส่วนใหญ่อาศยัอยูใ่นชนบทและมีอาชีพเป็นชาวนา  และจากรายงาน
ผูป่้วย 17 รายมีประวติัเป็น hemoglobin E trait 1 ราย, paroxysmal nocturnal hemoglobinuria 
(PNH) 1 ราย, -thalassemia disease 4 ราย, -thalassemia/hemoglobin E 12 ราย, โดยผูป่้วย -
thalassemia/hemoglobin E 2 รายมีอาการ cutaneous pythiosis และ ในรายอ่ืน ๆ เป็น systemic 
pythiosis และเสียชีวติเน่ืองจากเช้ือเขา้สู่หลอดเลือด 6 ราย 

        รายงานผูป่้วยท่ีแสดงอาการของ keratic pythiosis โดยส่วนใหญ่มีอาชีพเป็นชาวนาและอาศยั
อยูใ่นแถบชนบท และเป็นผูท่ี้มีสุขภาพดี มีเพียง 1 รายท่ีเป็น -thalassemia/hemoglobin E disease 
ผูป่้วยมกัไดรั้บเช้ือจากฝุ่ น, โคลน, น ้า หรือ ใบขา้วในนา  โดยผูท่ี้มีรอยโรคลกัษณะน้ีมกัมีประวติั
โดนขดู หรือมีการบาดเจบ็บริเวณลูกตา ซ่ึงอาการของโรคไม่แตกต่างจาก keratitis ท่ีมีสาเหตุจาก
เช้ือราในบางรายท่ีมีอาการรุนแรงอาจถึงตอ้งผา่ตดัเอาลูกตาออก  ซ่ึงในรายท่ีเป็นท่ีกระจกตาท าการ
รักษาดว้ยยา เช้ือมกัไม่ตอบสนองต่อยาแต่ผูป่้วยสามารถรักษาใหห้ายขาดไดด้ว้ยการท า corneal 
transplantation 
        โรคพิทิโอสิสเกิดไดใ้นสัตวห์ลายชนิดช่น มา้, สุนขั, แมว, ววั, ควาย, หมี และปลา ซ่ึง 
pythiosis ในมา้มีอาการท่ีส าคญัคือ มีการติดเช้ือเร้ือรัง และเกิดเป็นกอ้นแกรนูโลมาท่ีบริเวณผวิหนงั
และผวิหนงัชั้นลึก โดยเฉพาะอยา่งยิง่มกัพบบริเวณขาส่วนล่าง, ทอ้ง, หนา้อก, เตา้นม และ ต่อม
น ้านม  รอยโรคมีลกัษณะเป็นวงกลมและมีเส้นผา่นศูนยก์ลางขนาดใหญ่ ซ่ึงรอยแผลน้ีมี
ลกัษณะเฉพาะคือ กอ้น tumor จะมีสีคล ้า และ แผลมีเน้ือตาย รอบบริเวณเน้ือตายจะพบกอ้นเน้ือตาย
สีขาวเหลือง ลกัษณะคลา้ยปะการัง เรียกวา่  kunker หรือ leeches ส าหรับการก่อโรคในสัตวม์กัไม่
พบการแพร่กระจายของเช้ือไปอวยัวะอ่ืน ๆ แต่อาจพบการแพร่เขา้สู่หลอดน ้าเหลืองใกลเ้คียงและ
ทา้ยท่ีสุดท าใหเ้กิดโรคแพร่กระจายได ้ แต่จากอาการท่ีกล่าวมามีความคลา้ยคลึงกบั equine 
cutaneous habronemiasis และ zygomycotic skin infection ท่ีมีสาเหตุจาก Basidiobolus ranarus 
และ Conidiobolus coronatus  ซ่ึงบ่อยคร้ังมีการวนิิจฉยัพลาดไปและท าใหก้ารรักษาไม่ประสบ
ความส าเร็จ  นอกจากน้ียงัพบรายงานการเป็นโรคกลบัซ ้ าในโรคพิทิโอสิสในมา้ รายงานโรค canine 
pythiosis มกัพบอาการทางระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract) โดยไม่มีรอยโรคท่ีผิวหนงั 
ไดบ้่อยคร้ังกวา่ cutaneous ulcer  และสุนขัท่ีติดเช้ือมกัมีประวติัสัมผสักบัหนองน ้ามาก่อน ซ่ึงทั้ง
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การติดเช้ือในผิวหนงัชั้นลึกและระบบทางเดินอาหารยงัพบไดใ้นววัควาย (Mendoza. 2005 : 412-
429) 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.2 แสดงพยาธิสภาพของคนท่ีเป็นโรค Pythiosis ก่อนการรักษา(A) ขณะรับการรักษา(B)  
               หลงัการรักษา (C)  และมา้ท่ีติดเช้ือ Pythium insidiosum บริเวณเทา้ (D) (Marques et al.  
               2006 : 484) 

 
การวนิิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ 
        1. Microscopic examination 
            ส่ิงส่งตรวจส าหรับ subcutaneous form  ไดแ้ก่ biopsy หรือ ulcer ส่วน systemic form ไดแ้ก่ 
กอ้น thrombus ท่ีพบบริเวณ aneurysm ในการตรวจใช ้KOH preparation ตรวจหาสายราขนาดใหญ่
ประมาณ 4 –10  m มกัมีลกัษณะเป็นท่อนคดงอ พบการแตกแขนงแบบตั้งฉาก ไม่พบ septum การ
ดูลกัษณะของ hyphae อาจแยกออกจาก hyphae ของ mucormycotic agent ไดย้าก ดงัรูป    ซ่ึงใน
การยอ้มช้ินเน้ือทางพยาธิวทิยา มกัใชสี้ Gomori methenamine silver (GMS)  ซ่ึงสายราจะยอ้มติดสี
ด า แต่การยอ้มดว้ย Periodic acid schiff (PAS) หรือ Hematoxylin-eosin (H&E)  เช้ือมกัติดสีไดไ้ม่ดี 
โดยช้ินเน้ือท่ีผา่นการยอ้มจะพบ eosinophilic granulomatous inflammation สามารถพบ Splendore 
Hoeppli phenomenon ได ้  แต่วธีิการน้ีไม่ค่อยจ าเพาะเน่ืองจากการติดเช้ือ zygomycosis ท่ีมีสาเหตุ
จาก Basidiobolus ranarum, Conidiobolus coronatus หรือ Mucorales ก็สามารถใหผ้ลการยอ้มช้ิน
เน้ือในลกัษณะเดียวกนัได ้ซ่ึงวธีิการวนิิจฉยัโรค pythiosis ท่ีจ  าเพาะสามารถท าไดโ้ดยการแยกเช้ือพิ
เทียม อินสิดิโอซมัจากส่ิงส่งตรวจ  

B D 
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        2. การเพาะเล้ียงเช้ือ 
            เช้ือเจริญไดดี้บน Sabouraud dextrose agar ท่ีอุณหภูมิ 25 และ 30 oC ใหโ้คโลนีลกัษณะ 
glabrous สีขาวถึงสีครีม  ไม่พบการสร้างสปอร์ เม่ือน าเช้ือไปส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์พบเช้ือมี
สายราขนาดใหญ่ประมาณ 4 –10  m sparsely septate hyphae สายราแตกแขนงแบบตั้งฉาก   ใน
การแยกเช้ือจากส่ิงส่งตรวจท าไดโ้ดยการใช ้ SDA  ท่ีมีหรือไม่มียาปฏิชีวนะ เช่น Penicillin และ 
Streptomycin sulfate ก็ได ้โดย Miller .ในปี 1983 ไดร้ายงานการแยกเช้ือโดยการใช ้1% vegetable 
extract agar (VEA) ท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญของเช้ือ Pythium sp. ไดอ้ยา่งรวดเร็ว โดยยบัย ั้งการ
เจริญของแบคทีเรีย  นอกจากน้ีการพิสูจน์เช้ือยงัท าไดโ้ดยการกระตุน้ให้เช้ือสร้างซูโอสสปอร์ โดย
การเล้ียงเช้ือใน water agar culture หรือ induction medium ท่ีมีการเติม ใบหญา้หรือขนสัตวล์งไป 
น าไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 oC  24 ชัว่โมงในท่ีมืด เช้ือจะสามารถสร้าง motile zoospore เป็น
จ านวนมาก 
  
สารอาหารทีเ่กีย่วข้องกบัการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพเิทียม 
        การกระตุน้การสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือในกลุ่ม Oomycetes ไดมี้การศึกษาอยา่งแพร่หลาย 
พบวา่ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการทดลองต่าง ๆ มีความแตกต่างกนั โดยในปี 1993  Francis 
และคณะไดท้  าการศึกษาการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม อลัติมึม (Pythium ultimum) โดยท า
การเพาะเช้ือบนอาหาร     clarified half-strength V-8 broth ท่ีเติม beta-sitosterol ต่อมาในปี 1996  
Mondal และคณะไดท้  าการศึกษาการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม อฟานิเดอมาตมั (Pythium  
aphanidermatum)โดยไดท้  าการเพาะเช้ือบนอาหาร V-8 juice liquid medium ท่ีเติมน ้ามนัจมูกขา้ว
สาลี อยา่งก็ตามเป็นท่ีทราบกนัดีวา่ในการกระตุน้การสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม จะตอ้งการ
สารจ าพวก sterol โดยเฉพาะสาร beta-sitosterol ซ่ึงสารตวัน้ีสกดัไดจ้ากพืชชนิดต่าง ๆ เช่น ร าขา้ว, 
ขา้วโพด, งา และ มนัฝร่ัง เป็นตน้ 
        จากการศึกษาปริมาณของสาร beta-sitosterol  ในสารสกดัจากพืช พบวา่ในอาหารปริมาณ 100 
กรัม  มีปริมาณความเขม้ขน้ของ beta-sitisterol ท่ีแตกต่างกนั   สารสกดัจากพืชท่ีพบปริมาณของ 
beta-sitosteral ในการศึกษาทบทวนวรรณกรรมในคร้ังน้ี มีดงัน้ี น ้ามนัขา้วโพดมี 419 mg  
(Food summary sitosterol (corn oil) 2009),  น ้ามนังาและจมูกขา้วสาลี 231.47 mg (Food summary 
sitosterol (sesame) 2009)  น ้ามนัร าขา้ว 171.8 mg (Food summary sitosterol (rice bran) 2009)
น ้ามนัมะพร้าว 200 mg  (Phillip et al. 2002 : 123) สารสกดัจากมนัฝร่ัง 6.8 mg  (Nair and Kanfer 
2008 : 324) 
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        Beta-sitosterol เป็นสารในกลุ่ม sterol ท่ีพบในพืชเกือบทุกชนิด ซ่ึงมีคุณสมบติัช่วยดูดซึม
คอเลสเตอรอลในซีรัม ช่วยในการรักษาปัญหาต่อมลูกหมากเช่น prostatic hypertrophy และช่วย
เพิ่มการไหลของปัสสาวะ ลดการเจริญเติบโตเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ ช่วยท าใหร้ะดบัน ้ าตาลในเลือด
และระดบัอินซูลินในผูป่้วยโรคเบาหวานประเภท II   อยูใ่นระดบัปกติ beta-sitosterol ยงัสามารถ
ช่วยเสริมสร้างระบบภูมิคุม้กนัท่ีมกัเกิดข้ึนระหวา่งการฟ้ืนตวัจากการออกก าลงักายอยา่งหนกัได ้
 
การศึกษาแหล่งทีอ่ยู่ของเช้ือพเิทยีม อนิสิดิโอซัมในส่ิงแวดล้อม 
        การศึกษาหาแหล่งในธรรมชาติของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัเร่ิมข้ึนในปี ค.ศ. 1983 โดย Miller 
ไดท้  าการทดลองเก็บตวัอยา่งน ้าจากหนองน ้า 10 แห่งรอบเมือง Townsville ทางตอนเหนือของรัฐ 
Queensland ในประเทศออสเตรเลีย ซ่ึงผูท้ดลองสามารถจ าแนกเช้ือ Pythium sp. ไดจ้ากหนองน ้า 2 

แห่ง การพิสูจน์เช้ือท าโดยการศึกษาลกัษณะทางกายภาพและความสามารถของซูโอสปอร์ในการ
เกาะกบัเส้นผมของมนุษย ์ (Miller. 1983 : 23-28) แต่จากรายงานขาดวธีิท่ีใชใ้นการยนืยนัวา่เช้ือท่ี
พบเป็นเช้ือ พิเทียม อินสิดิโอซมัจริง 
        ในปี 2006, Supabandhu และคณะไดท้  าการศึกษาแหล่งท่ีอยูใ่นธรรมชาติของเช้ือพิเทียม อิน
สิดิโอซมั โดยมุ่งเนน้ไปยงัแหล่งน ้าชลประทาน เน่ืองจากผูป่้วยส่วนใหญ่มกัมีประวติัเก่ียวกบัการ
สัมผสักบัแหล่งน ้าน่ิงเป็นเวลานาน ๆ หรือ มีอาชีพเก่ียวขอ้งกบัการเกษตร จากการศึกษาดงักล่าว
พบวา่สามารถแยกเช้ือไดจ้ากหนองน ้าในบา้น, หนองน ้าในทุ่งนา, น ้าในแปลงนาขา้ว และ ร่องน ้า
ชลประทาน  
 
การศึกษาความแตกต่างทางด้านพนัธุศาสตร์โมเลกุลของเช้ือพเิทยีม อนิสิดิโอซัม 
        ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัไดมี้การศึกษาดว้ยวิธีทางโมเลกุล 
จากการวเิคราะห์ล าดบัเบสของสาย internal transcribed spacer region ซ่ึงท าใหส้ามารถแบ่งเช้ือ
ออกไดเ้ป็น 3 กลุ่ม (I – III) ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี I ประกอบดว้ยเช้ือท่ีมาจากทวปีอเมริกา, กลุ่มท่ี II 
ประกอบดว้ยเช้ือท่ีมาจากเอเชีย-ออสเตเรีย และ กลุ่มท่ี III กลุ่มประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศ
ไทย (Schurko et al. 2003a : 537-544) เม่ือไม่นานมาน้ี ไดมี้การทดสอบความหลากของเช้ือพิเทียม 
อินสิดิโอซมัท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยในประเทศไทยดว้ยวธีิ RAPD จากวธีิน้ีพบวา่เช้ือท่ีแยกไดมี้ความ
หลากหลายสูงมาก แต่ไม่พบความสัมพนัธ์ระหวา่งท่ีอยูท่างภูมิศาสตร์ของเช้ือกบัอาการทางคลินิก
ของโรคในเช้ือ isolate ต่างๆ (Pannanusorn et al. 2007 : 383-391) 
        การเปรียบเทียบล าดบัเบสของส่วน internal transcribed spacer region ของเช้ือพิเทียม อินสิดิ
โอซมัไดรั้บการพิสูจน์แลว้วา่มีประโยชน์ทั้งต่อทางการวนิิจฉยัเช้ือและการศึกษาทางดา้นphylogeny 
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แต่อยา่งไรก็ตาม เน่ืองจากวา่ DNA marker ชนิดน้ีมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมต ่า ไม่สามารถ
ท่ีจะใชใ้นการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัได ้ ดงันั้น DNA 
marker ท่ีมีความหลากหลายสูงอยา่งเช่น RFLP (Schurko et al. 2003b : 200-208), RAPD 

(Pannanusorn et al. 2007 : 383-391), ล าดบัเบสของยนี CoxII (Kammarnjesadakul et al. 2011 : 
289-295) และ microsatellite (Supabandhu et al. 2007 : 1080-1090) (ไดมี้การพฒันาข้ึนเพื่อใช้
ส าหรับแยกแยะความแตกต่างของเช้ือแต่ละตวั โดยเฉพาะอยา่งยิง่วธีิ microsatellite พบวา่เป็นวธีิ
ท่ีเหมาะสมส าหรับการใชจ้  าแนกกลุ่มของเช้ือท่ีมีพนัธุกรรมใกลเ้คียงกนัเป็นอยา่งมาก และเหมาะ
กบัการศึกษาในส่ิงมีชีวติท่ีเป็น diploid อยา่งเช่นในเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัน้ี 
        การศึกษาโครงสร้างและความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัดว้ยวธีิ 
microsatellite งานวจิยัน้ีไดศึ้กษาในเช้ือท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยและส่ิงแวดลอ้มท่ีมีแหล่งท่ีอยูม่าจาก
ในภาคเหนือและภาคกลางของประเทศไทย (Supabandhu. 2009) จากการวเิคราะห์ขอ้มูลทางจีโน
ไทป์ของเช้ือในกลุ่มประชากรทั้งหมดพบวา่เช้ือมีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรมระหวา่งประชากร
อยูใ่นระดบันอ้ยถึงปานกลาง แต่พบความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูงมากในกลุ่มประชากร
เดียวกนั และนอกจากน้ีทางผูว้จิยัก็ไม่พบความสัมพนัธ์เชิงภูมิศาสตร์ระหวา่งเช้ือท่ีมีจีโนไทป์
ต่างกนั จากผลท่ีไดต่้าง ๆ น้ีบ่งช้ีถึงวา่ เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัมีการกระจายตวัของเช้ือใน
ส่ิงแวดลอ้มและมีการเกิด gene flow ในระหวา่งกลุ่มประชากรของเช้ือในภาคเหนือและภาคกลาง 
จากผลดงักล่าว เป็นหลกัฐานบ่งบอกท่ีส าคญัต่อความเป็นไปไดท่ี้วา่เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัน่าจะมี
ความสามารถในการเกิดการผสมพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุเกิดข้ึน เน่ืองจากวา่โดยปกติเช้ือกลุ่ม 
oomycetes ท่ีมีการผสมพนัธ์ุในตวัเอง หรือ homothallic oomycetes มกัมีความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมต ่าในกลุ่มประชากรเดียวกนั แต่ส่ิงท่ีพบกลบัมีความขดัแยง้กบัทฤษฎี ดงันั้นจากผลท่ีพบ
ดงักล่าวจึงเป็นการสมควรท่ีจะมีการพิสูจน์ระบบสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศท่ีแน่นอนของเช้ือชนิดน้ี
เป็นอยา่งยิง่ 

 
การเกดิผสมพนัธ์ุแบบข้ามสายพนัธ์ุในเช้ือจีนัสพเิทยีมและกลุ่ม oomycetes กบัการศึกษาทาง
ระบาดวทิยาของเช้ือ     
        เช้ือพิเทียม สปีชีส์ต่าง ๆ สามารถแบ่งกลุ่มตามความสามารถในสืบพนัธ์ุไดอ้อกเป็น 2 กลุ่ม 
ไดแ้ก่ heterothallic และ homothallic เช้ือท่ีเป็น heterothallic เช้ือต่างสายพนัธ์ุกนัจะมีการสร้างสาย
ราเฉพาะท่ีท าหนา้ท่ีเป็นหน่วยสืบพนัธ์ุเพศผูแ้ละเพศเมีย แต่ส าหรับเช้ือพิเทียมท่ีเป็น homothallic 
นั้นหน่วยสืบพนัธ์ุทั้งสองเพศจะสามารถสร้างไดจ้ากเช้ือตวัเดียวกนั การเกิดการผสมพนัธ์ุขา้มสาย
พนัธ์ุ ในจีนสัพิเทียมมกัพบไดต้ามปกติในเช้ือท่ีเป็น heterothallic ส่วนหลกัฐานท่ีพบวา่เช้ือกลุ่ม 
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homothallic มีความสามารถในการผสมพนัธ์ุขา้มสายพนัธ์ุนั้นพบไดใ้นเช้ือพิเทียม อลัติมึม (Francis 
and St.Clair 1993 : 100-106)  ซ่ึงการศึกษาน้ีไดเ้ช้ือตั้งตน้ท่ีมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูงมา
ท าการผสมพนัธ์ุกนั โดยยนืยนัการเกิดการผสมพนัธ์ุขา้มสายพนัธ์ุ ดว้ย genetic marker 2 ชนิด 
ไดแ้ก่ randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) และ restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) ซ่ึงสามารถตรวจพบเซลลลู์กผสมทีเกิดจากการผสมกนัของเช้ือทั้งสอง 
นอกจากน้ีผูท้ดลองยงัไดใ้ชว้ิธีเดียวกนัน้ีในการทดสอบกบัเช้ือตวัหน่ึงท่ีไม่สามารถสร้างโอโอ
สปอร์ไดด้ว้ยตนเอง แต่พบวา่ สามารถสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศและสร้างโอโอสปอร์ไดเ้ม่ือผสมเช้ือ
ตวัดงักล่าวกบัเช้ือ homothallic  อีกตวัหน่ึง ซ่ึงการทดลองน้ีไดใ้หข้อ้เสนอแนะวา่ เช้ือ homothallic 
oomycetes อ่ืน ๆ ก็อาจมีความสามารถท่ีจะเกิดการผสมพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุได ้ ซ่ึงการเกิด
ปรากฏการณ์ดงักล่าวจะเป็นปัจจยัท่ีส าคญัส่งเสริมให้เกิดความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือ
ในกลุ่ม homothallic oomycetes ได ้
 ในเช้ืออ่ืน ๆ ท่ีอยูใ่นกลุ่ม Oomycetes พบวา่มีรูปแบบการสืบพนัธ์แบบอาศยัเพศท่ีมีความ
หลากหลายและซบัซอ้น โดยเช้ือจีนสัพิเทียมส่วนใหญ่มกัอยูใ่นกลุ่ม homothallic species (Van der 
Plassts Niterink. 1981 : 1-242) แต่ทวา่เช้ือท่ีอยูใ่นกลุ่ม heterothallic species ก็พบไดเ้ช่นกนั 
(Campbell and Hendrix. 1967 : 274-278 ; Hendrix and Campbell. 1968 : 802-805) ส่วนในเช้ือ พิ
เทียม ซิลวาติกมั (P. sylvaticum) มีระบบการสืบพนัธ์ุอยูส่องรูปแบบซ่ึงตอ้งการคู่ท่ีจ  าเพาะกนั (Pratt 
and Green. 1971 : 273-279 ; Martin. 1989 : 373-374) อยา่งไรก็ตาม มีเช้ืออยูห่ลายตวัในสปีชีส์น้ีท่ี
ไม่ไดจ้  ากดัวา่เป็นเพศผูห้รือเพศเมียและเช้ือบางตวัก็เป็น homothallic ซ่ึงรูปแบบการสืบพนัธ์ุท่ี
ซบัซอ้นน้ีก็พบไดใ้น heterothallic oomycetes ตวัอ่ืน ๆ เช่นกนั ยกตวัอยา่งในจีนสั Achlya (Raper. 
1960 : 794-808) และ Phytophthora (Gallindo and Gallegly 1960 : 123-128) การศึกษาในเช้ือพิ
เทียม อลัติมึม พบวา่เช้ือตวัท่ีมีการพองออกของสายรา ก็บ่งช้ีใหเ้ห็นถึงวา่ระบบสืบพนัธ์ุของเช้ือใน
กลุ่ม homothallic oomycetes ก็น่าจะมีความซบัซอ้นพอ ๆ กนักบัเช้ืออ่ืน ๆ ในจีนสัพิเทียม โดยเช้ือ
ท่ีพบการการพองออกของสายราน้ีมกัจะหนา้ท่ีเป็นเพศผูใ้นขณะท่ีเกิดการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ 
(Martin. 1990 : 47-56) และพฤติกรรมท่ีพบน้ีก็เป็นกลไกท่ีช่วยท าใหเ้กิดการสืบพนัธ์ุแบบขา้มสาย
พนัธ์ุ (outcrossing) ซ่ึงการเกิดการสืบพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุของเช้ือพิเทียม อลัติมึมในส่ิงแวดลอ้ม
ก็เป็นปัจจยัท่ีส าคญัส่งผลให้มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมของประชากรของเช้ือพิเทียมน้ีและ
ในจีโนมของเช้ือแต่ละตวัเช่นกนั ส่วนเช้ือก่อโรคในกลุ่ม Oomycete ตวัอ่ืน ๆ เช่น Phytophthora 
infestans พบวา่ประชากรท่ีมีการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศมกัมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูงกวา่
กลุ่มท่ีสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศและ การท่ีระดบัของความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูงข้ึนสัมพนัธ์ 
กบัการเพิ่มข้ึนของความรุนแรงในการก่อโรคของเช้ือดว้ย (Tooley et al. 1985 : 431-435) 
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การหลกัฐานงานวิจยัของ Martin ในปี ค.ศ. 2006 พบวา่เช้ือส่วนใหญ่ในตระกลูพิเทียมเป็น
เช้ือ homothallic และสามารถเกิดการผสมพนัธ์ุขา้มสายพนัธ์ุไดเ้ช่นกนั โดยการวิเคราะห์ดว้ย Pluse-
field gel electrophoresis กบัเช้ือพิเทียมท่ีเป็น homothallic species แสดงใหเ้ห็นถึงความหลากหลาย
ในระดบัสูงของพนัธุกรรมของเช้ือสปีชีส์เดียวกนัโดยการเปรียบเทียบ electrophoretic karyotype 
(EK) รวมถึงจ านวนและขนาดของ band ของโครโมโซมท่ีถอดรหสัเป็น rDNA นอกจากน้ีเม่ือ
เปรียบเทียบเช้ือต่าง ๆ ดว้ยวิธี flow cytometry พบความหลากหลายของปริมาณดีเอน็เอในนิวเคลียส
ระหวา่งเช้ือต่างตวักนั และยงัพบอีกวา่ EK ของ ลูกหลานรุ่นท่ี 1 หรือ S1 progeny ท่ีไดม้าจากเช้ือ
บางสปีชีส์ก็มีความแตกต่างไปจากเช้ือตน้ก าเนิดดว้ย 
 จากความรู้เก่ียวกบัวงจรชีวิตของเช้ือ พิเทียม อินสิดิโอซมั และขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีได ้ มีการ
พิสูจน์แลว้วา่เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัมีความหลากหลายสูงทางพนัธุกรรมของเช้ือในกลุ่มประชากร
เดียวกนั และจากหลกัฐานท่ีพบการเกิดการสืบพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุในเช้ือตระกลูพิเทียมสปีชีส์
อ่ืน ๆ แลว้จึงมีแนวโนม้ท่ีจะเป็นไปไดว้า่เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัน่าจะเกิดการผสมพนัธ์ุขา้มสาย
พนัธ์ุ ไดใ้นสภาวะแวดลอ้มเช่นเดียวกนั การพิสูจน์ขอ้สมมติฐานน้ีจะเป็นประโยชน์อนัมากต่อ
งานวจิยัท่ีจะมีข้ึนอีกต่อไปในแง่การศึกษาปัจจยัทางธรรมชาติท่ีส่งเสริมใหเ้กิดความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของเช้ือ และการพยากรณ์อุบติัการณ์ของการเกิดโรคในภูมิภาคต่าง ๆ ในกรณีท่ีเช้ือสาย
พนัธ์ุก่อโรคมีการแพร่ระบาดไป ซ่ึงจะเป็นการใหค้วามรู้เพื่อการเฝ้าระวงัการแพร่ระบาดของเช้ือพิ
เทียม อินสิดิโอซมัต่อไปในภายภาคหนา้ 

 



 

 

บทที ่3 
ระเบียบวธิีวจิัย 

 
1. เช้ือพเิทยีม อินสิดิโอซัม 
        เช้ือท่ีน ำมำใชท้ดสอบ คือ เช้ือ Pythium insidiosum จ  ำนวน 15 isolates ดงัตำรำงท่ี 3.1 ท่ีไดรั้บ
กำรตรวจยืนยนัสปีชีส์ดว้ยวิธีอ่ำนล ำดบัเบสในส่วนของ Internal transcribed spacer (ITS) และ วิธี 
Polymerase chain reaction ดว้ย primer ท่ีจ  ำเพำะ ITSpy1 และ ITSpy2 โดย ศ. ดร. นงนุช  วณิตย์
ธนำคม กลุ่มรำวทิยำ ภำคจุลชีววทิยำ คณะแพทยศำสตร์มหำวิทยำลยัเชียงใหม่ (Vanittanakom et al. 
2004 : 3970-3974 ; Supabandhu et al. 2008 : 41-52) 
ตารางที ่3.1 เช้ือ Pythium insidiosum ท่ีใชใ้นกำรศึกษำ 

ช่ือเช้ือ Microsatellite type 
(จำกโปรแกรม 

Structure) 

Accession 
number 

เอกสำรอำ้งอิง 

1. LP08 
2. NAN05 
3. MMC46P21-2 
4. LP01 

S1 
S1 
S1 
S1 

EF016891 
EF016900 
- 
EF016884 

Supabandhu et al 2008 
Supabandhu et al 2008 
Supabandhu 2009 
Supabandhu et al 2008 

5. MD45P21-3 
6. CM04 
7. CM02 

S3 
S3 
S3 

- 
EF016859 
EF016856 

Supabandhu 2009 
Supabandhu et al 2008 
Supabandhu et al 2008 

8. MMC48P21-1 
9. LPN14 
10. CM01 
11. LP03 

S5 
S5 
S5 
S5 

- 
EF016877 
EF016856 
EF016886 

Supabandhu 2009 
Supabandhu et al 2008 
Supabandhu et al 2008 
Supabandhu et al 2008= 

12. CBS119452 
13. CBS119455 
14. CR10 
15. LP02 

S6 
S6 
S6 
S6 

EF016852 
EF016855 
EF016911 
EF016885 

Vanittanakom et al 2004 
Vanittanakom et al 2004 
Supabandhu et al 2008 
Supabandhu et al 2008 



 

-18- 

2. อาหาร crossing media ชนิดต่างๆ ส าหรับสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพเิทียม อนิสิดิโอซัม 
        กำรหำ crossing media ท่ีเหมำะสมต่อกำรสร้ำงโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั โดย
ศึกษำจำกกำรสร้ำงโอโอสปอร์ของเช้ือตระกูล oomycetes มีปัจจยัท่ีจ  ำเป็นคือ ชนิดของอำหำรเล้ียง
เช้ือ และ สำรกลุ่ม sterol โดยมีกำรศึกษำกำรกระตุน้กำรสร้ำงโอโอสปอร์ในเช้ือจีนสั Phytophthora 
และ เช้ือพิเทียม สปีชีส์อ่ืน ๆ มำก่อน แต่ทวำ่วธีิกำรกระตุน้กำรสร้ำงโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม อิน
สิดิโอซมั ยงัไม่มีกำรศึกษำท่ีจ ำเพำะ ดงันั้นเพื่อหำสภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับเช้ือชนิดน้ี กำรทดลอง
คร้ังน้ีจะท ำกำรทดสอบโดยใชอ้ำหำรเล้ียงเช้ือ crossing media ท่ีแตกต่ำงกนัอยู ่ 4 ชนิด ไดแ้ก่         

1. V-8 juice liquid medium (Mondal. 1996 : 545-553)  
2. Clarified half-strength V-8 broth (Francis and St. Clair. 1993 : 100-106)  
3. Potato dextrose agar (PDA) (Turner. 1965 : 135-137) 
4. Cornmeal agar (Mendoza et al. 1993 : 2967-2973) 

        โดย Beta-sitosterol เป็นสำรกลุ่ม sterol ท่ีมกัพบในสำรสกดัท่ีไดจ้ำกพืช ไดแ้ก่ น ้ำมนัขำ้วโพด 
น ้ำมนังำ, น ้ำมนัร ำขำ้ว, น ้ำมนัมะพร้ำว จำกกำรทดลองของ Mondal และคณะ ในอำหำร V-8 juice 
liquid medium 1 ลิตร ผูท้ดลองไดใ้ชน้ ้ำมนัจมูกขำ้วสำลี ปริมำตร 500 ไมโครลิตร/ลิตร  ซ่ึงในกำร
ทดลองในคร้ังน้ีไดค้  ำนวณปริมำณของน ้ำมนัพืชชนิดต่ำง ๆ ท่ีตอ้งใชโ้ดยคิดเทียบกบัควำมเขม้ขน้
ของ Beta-sitosterol ท่ีพบในน ้ำมนัจมูกขำ้วสำลี 
      
   1.  สูตร V-8 juice liquid medium   
        อำหำร V-8 juice liquid medium เป็นกำรปรับสูตรจำก Mondal และคณะ (Mondal. 1996 : 
545-553) อำหำรประกอบดว้ย 60-ml  V-8 vegetable juice (Campbell soup Co., USA) ท่ีกรองแลว้  
60  ml  กบั CaCO3 1.5 g คนให้เขำ้กนั เติมน ้ ำกลัน่ให้ไดป้ริมำตร 600 ml แบ่งใส่  12 flask ปริมำตร 
flask ละ 50 ml  เติมน ้ ำมนัแต่ละชนิดใส่ปริมำตรตำมตำรำงท่ี 3.2 ลงไปใน flask อยำ่งละ 3 flask 
น ำไป autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC ควำมดนั 15 ปอนด/์น้ิว2 นำน 15 นำที  
 
ตารางที่ 3.2 แสดงปริมำณน ้ำมนัในอำหำรเพำะเล้ียงเช้ือสูตร V-8 juice liquid medium  

Flask V-8 juice liquid medium 50 ml/flask 

น า้มันทีใ่ช้ ปริมาณน า้มันทีใ่ช้ 
 (ไมโครลิตร/ลิตร) 

1-3 น ้ำมนัมะพร้ำว 500 
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4-6 น ้ำมนังำ 500 
7-9 น ้ำมนัร ำขำ้ว 665 

10-12 น ้ำมนัขำ้วโพด 250  

 
        2. สูตร Clarified half-strength V-8 Agar   
           ผสม V-8 juice ท่ีกรองแลว้  250 ml กบั  CaCO3 3.5 g  คนให้เขำ้กนั เติมน ้ ำกลัน่ 250 ml 
เพื่อใหไ้ดป้ริมำตร 500 ml แบ่งใส่ flask ละ 125 ml ได ้4 flask เติมน ้ ำมนัแต่ละชนิดใส่ปริมำตรตำม
ตำรำงท่ี 3.3 น ำไป autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 oC ควำมดนั 15 ปอนด์/น้ิว2 นำน 15 นำที เทเพลต
ปริมำณ 20 ml  
 
ตารางที ่3.3 แสดงส่วนผสมสูตร Clarified half-strength V-8 Agar  

Flask น า้มันทีใ่ช้ ปริมาณน า้มันทีใ่ช้ (μl) 
เทยีบเท่า -sitosterol ความเข้มข้น 5 mg/ml   

1 น ้ำมนัมะพร้ำว 31.25   μl 
2 น ้ำมนังำ 62.5    μl 
3 น ้ำมนัร ำขำ้ว 83.125 μl 
4 น ้ำมนัขำ้วโพด 62.5     μl 

       
         3. สูตร Potato Dextrose Agar (PDA)          
 ชัง่ Potato Dextrose Agar base 7.8 g (Difco, USA) เติมน ้ ำกลัน่ 200 ml คนให้เขำ้กนั น ำไป 
autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC ควำมดนั 15 ปอนด/์น้ิว2 นำน 15 นำที เทใส่เพลตละ 20 ml  

 
        4. Cornmeal agar 
            ชัง่ cornmeal 50 g เติมน ้ำกลัน่ 500 ml น ำไปตม้ใหเ้ดือด และตุ๋นดว้ยไฟอ่อนต่ออีก 15 นำที 
กรอง cornmeal ออก เก็บ supernatant เติม agar granulate (Difco, USA) น ำไป autoclave ท่ีอุณหภูมิ 
121oC ควำมดนั 15 ปอนด์/น้ิว2 นำน 15 นำที เทใส่เพลตละ 20 ml 
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3. การทดสอบอาหาร crossing media ทีเ่หมาะสมต่อการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพเิทียม อนิสิดิโอ
ซัม 
        เช้ือท่ีใชท้ดสอบคือเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัมำตรฐำน CBS114952 ท่ีมีควำมสำมำรถในกำร
สร้ำงโอโอสปอร์ไดด้ว้ยตวัเอง (selfing) ซ่ึงจะท ำไดโ้ดย น ำ agar plug ท่ีมีเช้ือเจริญบน SDA เป็น
เวลำ 3 วนั ท ำกำรถ่ำยเช้ือท่ีก ำลงัเจริญเป็นช้ินเล็ก ๆ ลงในน ้ำตม้ดอกหญำ้เป็นเวลำ 2 วนั น ำช้ินเช้ือท่ี
บ่มในน ้ำตม้ดอกหญำ้มำเลเซียมำเล้ียงบนอำหำรชนิดต่ำง ๆ ถำ้ crossing media เป็นอำหำรแขง็มำ
วำงไวท่ี้ตรงกลำงจำนอำหำร crossing media กรณีเป็นอำหำรเหลว ใหน้ ำช้ินเช้ือดงักล่ำวใส่ลงไป
ประมำณ 5 ช้ิน ท ำกำรตรวจสอบกำรสร้ำงโอโอสปอร์ทุก ๆ 3 วนั 
        กรณีท่ีจะท ำกำรผสมขำ้มสำยพนัธ์ุ จะใชเ้ช้ือสำยพนัธ์ุท่ี 1 และสำยพนัธ์ุท่ี 2 โดยน ำเช้ือทั้งสอง
สำยพนัธ์ุ อำย ุ 3 วนัมำเล้ียงในน ้ำตม้ดอกหญำ้มำเลเซียจำกนั้นน ำช้ินเช้ือมำวำงไวใ้นจำนอำหำร
เดียวกนั โดยวำงตรงกนัขำ้มกนั สังเกตกำรเจริญของเช้ือ กำรสร้ำงเซลลสื์บพนัธ์ุและโอโอสปอร์
ตรงกลำงจำนอำหำรเล้ียงเช้ือภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
        โอโอสปอร์ท่ีไดน้ ำมำแยกเป็นเซลลเ์ด่ียว โดยกำรตดัเช้ือบริเวณท่ีมีกำรสร้ำงโอโอสปอร์มำท ำ
กำรกระตุน้ให้เช้ือสร้ำงซูโอสปอร์ใน induction medium ท่ีใส่ใบหญำ้มำเลเซีย (De Cock et al. 
1987 : 344-349) ดูดซูโอสปอร์ท่ีไดม้ำเพำะเล้ียงโดยวธีิ spread บนผวิหนำ้อำหำรเล้ียงเช้ือ SDA 
เพื่อใหไ้ดโ้คโลนีเด่ียวๆ จำกนั้นเพำะเล้ียงเช้ือโคโลนีเด่ียวท่ีไดบ้น SDA slant ต่อไป เพื่อน ำไปสกดั
ดีเอ็นเอส ำหรับตรวจพิสูจน์จีโนไทป์โดยใช ้microsatellite marker ต่อไป 
 
4. วธีิการกระตุ้นซูโอสปอร์ของเช้ือพเิทยีม อินสิดิโอซัม 
        น ำหญำ้มำเลเซียท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือแลว้ โรยลงบนจำนเพำะเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง จำกนั้นใส่หญำ้ท่ีมีเช้ือเจริญอยูล่งใน induction medium (solution 
1; 0.5 ml.[1.0 M K2HPO4, 1.0 KH2PO4, 3.66 M (NH4)2, distilled water 500 ml.], solution 2; 0.1 
ml.[0.5 M MgCl2.6H2O, 0.5 M CaCl.2H2O, distilled water 250 ml.]) ใน sterile distilled water 
1000 ml. น ำไปบ่มท่ี 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2-3 ชัว่โมง แลว้น ำมำตรวจดูกำรสร้ำง zoospore 
ภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (De Cock et al. 1987 : 344-349) 
 
5. การทดสอบการผสมพนัธ์ุแบบข้ามสายพนัธ์ุระหว่างเช้ือพเิทยีมอินสิดิโอซัมสายพนัธ์ุทีเ่หมาะสม 
        กำรศึกษำขั้นตอนน้ีจะท ำกำรเลือกคู่เช้ือท่ีเหมำะสมจำกขอ้มูลท่ีมีกำรศึกษำมำก่อน โดยเช้ือแต่
ละคู่มำจำกกลุ่มท่ีมีจีโนไทป์คลำ้ยคลึงกนัและถูกจดัอยูใ่นกลุ่มประชำกรเดียวกนั (Supabandhu 
2009) ดว้ยกำรวเิครำะห์จำกโปรแกรม STRUCTURE version 2.0 (Pritchard. 2000 : 945-959) โดย
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เลือกสุ่มท ำกำรทดสอบใน 3 กลุ่มตวัอยำ่ง โดยในแต่ละกลุ่มจะท ำกำรคดัเลือกหำเช้ืออยำ่งนอ้ยกลุ่ม
ละ 2 isolates ท่ีมีควำมสำมำรถในกำรสร้ำงโอโอสปอร์ในอำหำรสังเครำะห์ได ้  
        กำรวเิครำะห์ดว้ย microsatellite marker จ ำนวน 6 marker เพื่อยนืยนัจีโนไทป์ของเช้ือลูกผสม 
โดยเช้ือรุ่นลูกท่ีเกิดข้ึนจะมีกำรออกแบบช่ือ โดยช่ือจะบ่งบอกเช้ือสำยพนัธ์ุพอ่ (P1) และแม่ (P2) 
ส่วนลูกผสมรุ่นลูกท่ีตรวจพบจะมีค ำน ำหนำ้คือ F1 และตำมดว้ยหมำยเลข isolate นั้น ๆ เช่น F1(P1 x 
P2)9 คู่ของเช้ือท่ีผำ่นกำรคดัเลือกในแต่ละกลุ่มจ ำนวน 3 คู่จะน ำมำทดสอบกำรสร้ำงโอโอสปอร์
ดงัท่ีกล่ำวรำยละเอียดไปขำ้งตน้ โดยโอโอสปอร์ จ ำนวน 20 สปอร์ ต่อ 1 คู่ของเช้ือจะถูกแยกเพื่อ
น ำมำตรวจหำกำรถ่ำยทอดทำงพนัธุกรรมใหแ้ก่กนัและกนัดว้ยวธีิ microsatellite ดงักล่ำวเพื่อ
เปรียบเทียบจีโนไทป์ของเซลลลู์กและเซลลพ์อ่แม่ตั้งตน้ต่อไป 
        ในกรณีท่ีเช้ือมีกำรผสมพนัธ์ุแบบขำ้มสำยพนัธ์ุได ้ พนัธุกรรมของรุ่นลูกท่ีเกิดข้ึนท่ีมีรูปแบบท่ี
เกิดกำรผสมกนัระหวำ่งจีโนไทป์ของเช้ือคู่ตั้งตน้ แต่ในกรณีท่ีเช้ือไม่เกิดกำรผสมพนัธ์ุแบบขำ้มสำย
พนัธ์ุ รูปแบบจีโนไทป์ของเช้ือรุ่นลูกจะมีควำมเหมือนเช้ือพอ่แม่ตั้งตน้ 
 
6. การตรวจสอบการผสมพนัธ์ุแบบข้ามสายพนัธ์ุโดยวธีิ microsatellite 
        กำรทดลองเพื่อยนืยนัวำ่เช้ือเกิดกำรผสมพนัธ์ุแบบขำ้มสำยพนัธ์ุกนันั้น ตอ้งอำศยั DNA marker 
ท่ีมีควำมหลำกหลำยและมีควำมถูกตอ้งเพื่อท่ีจะแสดงแบบแผนของพนัธุกรรมของเช้ือตั้งตน้ และ 
เช้ือรุ่นลูกท่ีเกิดข้ึน โดยวธีิท่ีมีควำมถูกตอ้งเพื่อวเิครำะห์เช้ือท่ีมีโครโมโซมแบบ diploid และมี 
reproducibility สูงคือวธีิ microsatellite (Supabandhu et al. 2007 : 1088-1090) กำรหำจีโนไทป์ดว้ย
วธีิ microsatellite จะท ำกำรวเิครำะห์ตำม Supabandhu และคณะ มีรำยละเอียดดงัต่อไปน้ี 
  
        6.1 กำรสกดัดีเอน็เอของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั 
 น ำเช้ือท่ีเพำะไวเ้ล้ียงใน Sabouraud dextrose broth (SDB) อำย ุ5 วนั ใส่ใน microcentrifuge 
tube    แลว้ป่ันลำ้งดว้ยน ้ำกลัน่ปรำศจำกเช้ือ 2 คร้ัง เพื่อลำ้งเอำ media ออก แลว้จึงเทน ้ำส่วนใส
ดำ้นบนทิ้งไป น ำไปเก็บท่ี -20 องศำเซลเซียส เป็นเวลำขำ้มคืน จำกนั้นท ำใหเ้ซลลแ์ตกโดยเติม 
Lysis buffer  [2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl buffer (pH 8.0), 1 mM 
EDTA]ปริมำณ 500 µl  ตม้ใน Shaking Water Bath ท่ี 55 องศำเซลเซียส โดย pulse-vortexing 2 
คร้ัง ทุกๆ 10 นำที จนครบ 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลำ น ำไปป่ันดว้ยเคร่ือง refrigerate centrifuge ท่ี
ควำมเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลำ 15 นำที ดูดน ้ำส่วนใสดำ้นบนใส่ microcentrifuge tube จำกนั้น
ก ำจดัโปรตีนดว้ยกำรเติม phenol/chloroform (อตัรำส่วน 1 : 1) pulse-vortexing 10 คร้ัง น ำไปป่ัน
ดว้ยเคร่ืองท่ีควำมเร็วรอบ 10,000 rpm 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที ดูดส่วนใสปริมำตร 350 
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µl เพื่อน ำมำตกตะกอน DNA ดว้ย Isopropanol ปริมำตร 350 µl (อตัรำส่วน 1 : 1) ผสมใหเ้ขำ้กนั 
น ำไปเก็บไวท่ี้ -20 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 ชัว่โมง และป่ันท่ีควำมเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลำ 
15 นำที เทส่วน Isopropanol ทิ้ง จำกนั้นป่ันลำ้งตะกอน DNA 2 รอบดว้ย 70% alcohol ท่ีควำมเร็ว
รอบ 10,000 rpm เป็นเวลำ 15 นำที เทส่วน 70% alcohol ทิ้ง และปล่อยใหต้ะกอน DNA แหง้ท่ี
อุณหภูมิหอ้งทิ้งไวข้ำ้มคืน  ละลำย DNA ใน TE buffer ปริมำตร 50 µl 
 
        6.2 กำรวเิครำะห์จีโนไทป์ของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั 
  เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัน ำมำวเิครำะห์จีโนไทป์ดว้ยวธีิ multiplex PCR ตำมวธีิของ 
Supabandhu และ คณะ (2007) โดยรำยละเอียดของล ำดบัเบสของ primer ท่ีใชแ้ละสำรเรืองแสงท่ี
ติดฉลำก ไดช้ี้แจงในตำรำงท่ี 3.4 โดยกำรอ่ำนควำมยำวของล ำดบัเบสจะใชเ้คร่ือง sequencer โดย
เช้ือแต่ละตวั จะน ำมำหำจีโนไทป์ทั้งหมด 9 microsatellite loci ซ่ึงจะตอ้งใช ้primer ทั้งหมด 9 คู่โดย
จะแบ่งกลุ่ม primer ออกเป็น 3 กลุ่ม ในกำรท ำ multiplex PCR จะใชดี้เอน็เอท่ีท ำกำรเจือจำงลงท่ี 
dilution 1:10 จำกนั้นดีเอน็เอท่ีไดจ้ะน ำมำใช ้1 l เพื่อ amplify และ primer ท่ีควำมเขม้ขน้สุดทำ้ย
เท่ำกบั 0.2 M ซ่ึง PCR condition ท่ีใชมี้รำยละเอียดดงัน้ี 95 oC นำน 15 นำที, ตำมดว้ย 35 cycles 
ของ  94 oC นำน 30 วนิำที; 57 oC นำน 90 วนิำที; 72 oC นำน 60 วนิำที, และ final extension of 60 
oC นำน 30 นำที  จำกนั้น PCR product จะถูกน ำไปอ่ำนควำมยำวของล ำดบัเบสดว้ยเคร่ือง 
sequencer ของบริษทั Applied Biosystems (Foster City, California, United States) โดยใช ้POP-6 
and a Rox-500 internal size standard (Applied Biosystems) จำกนั้น allele ท่ีไดจ้ะถูกน ำมำ
วเิครำะห์ดว้ยเคร่ือง genotyper software (Applied Biosystems)  
        กำรเปรียบเทียบรูปแบบจีโนไทป์ของเช้ือลูกผสมจำก PCR product ท่ีไดโ้ดยตรงดว้ยวธีิ 
agarose gel electrophoresis ดีเอ็นเอของเช้ือลูกผสมท่ีได ้ 1 ตวัอยำ่ง น ำมำท ำ PCR กบั primer 6 คู่ 
คือ PY1, PY3, PY4, PY5, PY6, PY8 ใชดี้เอน็เอท่ีท ำกำรเจือจำงลงท่ี dilution 1:10 จำกนั้นดีเอน็เอท่ี
ไดจ้ะน ำมำใช ้1 l เพื่อ amplify กบั primer ทีละคู่ท่ีควำมเขม้ขน้สุดทำ้ยเท่ำกบั 10 pmol/µl เตรียม 
PCR mixture ดว้ย 2x Mastermix ประกอบดว้ย Taq DNA polymerase, dNTPs, MgCl2 and reaction 
buffers (Vivantis, Malaysia) 12.5 µl, forward primer 1 µl, reverse primer 1 µl, DNA template 1 µl 
และเติมน ้ำจนครบ 25 µl ในส่วนของ positive control คือ Pythium insidiosum CBS119452 และ 
negative control คือ น ้ำกลัน่ปรำศจำกเช้ือ โดยไม่เติม DNA template ซ่ึง PCR condition ท่ีใชมี้
รำยละเอียดดงัน้ี 95 oC นำน 15 นำที, ตำมดว้ย 35 cycles ของ  94 oC เป็นเวลำ 45 วนิำที; 57 oC เป็น
เวลำ 30 วนิำที; 72 oC เป็นเวลำ 60 วนิำที, และ final extension 60 oC เป็นเวลำ 30 นำที และสุดทำ้ย 
final extension ท่ี  72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที น ำ PCR product 10 µl ผสมกบั 6x loading 



 

-23- 

dye 2 µl ตรวจสอบรูปแบบจีโนไทป์ของเช้ือดว้ย 3% agarose gel  electrophoresis ใน 1x TAE 
buffer ใชก้ระแสไฟฟ้ำ 100 volt เป็นเวลำ 50 นำที จำกนั้นยอ้มเจลดว้ย ethidium bromide solution 1 
g/ml เป็นเวลำ 15-30 นำที และลำ้งน ้ำ 15 นำทีน ำไปดูแถบ DNA ภำยใตแ้สงยวู ี 
 
ตารางที ่3.4 ล ำดบัเบส ของ Primer 9 คู่ ท่ีจ  ำเพำะต่อเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั microsatellite loci 

 Locus Primer sequence (5’-3’) Repeat motif Ta 

(
o
C) 

Size range 

(bp) 

Py1 

 

Py2 

 

Py3 

 

Py4 

 

Py5 

 

Py6 

 

Py8 

 

Py10 

 

Py11 

L: CGATCCGATCTGATGTTTT 

R: ACACAAACCCCAGAAACAC 

L: TGAATCATAGCAAATGAACG 

R: AACCGACCCTATGTGTGTAG 

L: ACACACCATGCCATTCTTCT 

R: CGAAAGGGAGAGAACAACAA 

L: CAACCATGCAACCATGAG 

R: ACCCTTCCAACACATCACC 

L: ACATTGCAGAGTGAGGTGAG 

R: GCGTTCTACCGTTCTACACA 

L:GAAACACCTCGCATTTTACA 

R: GTTGAGTGTTGGATGTGGAC 

L: GTTCGGTGTCTCGATTGGAT 

R: CCACTGTACCAGCAAGACGA 

F: CGACTATTCGTCTTCATTGC 

R: GCCAATTTCTGTCTTGTGTG 

F: TCTGCGATCTGCAGTGC 

R: CGATATGTACATCCGAACGA 

(GT)10 

 

(CT)19 

 

(CA)9 

 

(CG)6cat(GC)5gc 

(GT)5gc(GT)5 

(GT)8 

 

(CA)15 

 

(CT)14 

 

(GT)11 

 

(CCTTGCGGTG)4 

58 

 

58 

 

58 

 

58 

 

58 

 

58 

 

58 

 

58 

 

58 

112-156 

 

172-226 

 

168-228 

 

215-227 

 

150-172 

 

168-214 

 

216-262 

 

186-212 

 

214-244 

 

Ta = annealing temperature 
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7. อุปกรณ์และเคร่ืองมือในการท าวจัิย 
-  เคร่ือง Autoclave 
-  กลอ้งจุลทรรศน์ 
-  Beaker 
-  Plate 9-cm diameter 
-  Glass   rod   
-  Flask   250 ml, 500 ml 
-  Test tube ขนำด   15 x 150 mm,    
-  Test tube ขนำด   25 x 150 mm 
-  Centrifuge tube   
-  Rack 
-  Loop 
-  Needle 
-  Auto pipette    
-  Auto pipette tip 
-  Slid    
-  Cover glass 
-  Immersion oil 
-  ถุงมือ 
-  กระดำษเช็ดเลนส์ 
-  ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

  -  ผำ้ขำวบำง 
  -  กระดำษฟรอยด์ 
 
8. สารเคมี 

-  Induction medium  
  (solution 1; 0.5 ml.[1.0 M K2HPO4, 1.0 KH2PO4, 3.66 M (NH4)2, distilled water 500 ml] 
   solution 2; 0.1 ml.[0.5 M MgCl2.6H2O, 0.5 M CaCl.2H2O, distilled water 250 ml.]) 
-  Lysis buffer 
-  Distilled Water 
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 -  น ้ำมนัมะพร้ำว 
 -  Rice bran oil (RiZiTM, บริษทั อมรไทย จ ำกดั, Thailand) 
 -  Oil of Roasted Sesame Seed (Chop kheng ghee, Malaysia) 
 -  Corn oil (Golden DropTM, Sime Darby Edible Product Limited, Singapore) 
 -  Agar granulate (DIFCO, Dickinson, USA) 
 - Potato dextrose agar (DIFCO, Dickinson, USA) 
 -  Mixed Vegetable Juice (V-8TM, Campbell group company, USA) 
 -  CaCO3 (BDHTM, Chemical Ltd., England 
 -  Phenol/Chloroform solution (1:1) 

 -  Isopropanol 
 -  70% alcohol 
 -  Tris-EDTA (TE) buffer pH 8.0 
 -  Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer 
 -  2x Mastermix (Vivantis, Malaysia) 
 -  Primers 
 -  100 bp DNA ladder marker 
 -  6x Loading dye  
 -  Agarose gel 
 -  Ethidium bromide 



   400x 

 
 

บทที ่4 
ผลการวจิัย 

 
1. การสร้างโอโอสปอร์ ในอาหารเลีย้งเช้ือ V-8 juice liquid medium   
        จากการตรวจดูการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียมอินสิดิโอสัม CBS119452 ในอาหารเล้ียง
เช้ือ V-8 juice liquid medium  นาน 5 สัปดาห์ ลกัษณะส่วนใหญ่ท่ีปรากฏเป็นโครงสร้างท่ีคาดวา่จะ
เป็น young Oogonia (รูปท่ี 4.1) อยา่งไรก็ตามไม่พบเซลล์ท่ีมีขอบเขตชดัเจนซ่ึงเราไดพ้บลกัษณะน้ี
ในอาหารท่ีผสมน ้ ามนัมะพร้าวมากท่ีสุด  รองลงมาคือ น ้ ามนังา, น ้ ามนัร าขา้ว และน ้ ามนัขา้วโพด 
ตามล าดบั 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

   
 

รูปที ่4.1 แสดงลกัษณะของเช้ือท่ีคลา้ย Oogonia เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือบนอาหาร V-8 juice liquid  
              medium ท่ีผสมน ้ามนัมะพร้าว นาน 1 สัปดาห์ 
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ตารางที ่4.1 แสดงการสร้าง young Oogonia ท่ีพบในอาหาร V-8 juice liquid medium ผสมน ้ามนั
ชนิดต่างๆ 

 
       

     สัปดาห์ 
Flask 

สัปดาห์ท่ี1 สัปดาห์ท่ี2 สัปดาห์ท่ี3 สัปดาห์ท่ี4 

น ้ามนั
มะพร้าว 

    

น ้ามนังา 

    

น ้ามนัร า
ขา้ว 

    

น ้ามนั
ขา้วโพด 
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2. การสร้างโอโอสปอร์บนอาหารเลีย้งเช้ือ clarified half-strength V-8 agar  
        2.1 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมน ้ ามนัมะพร้าว พบการเจริญของเช้ือมีลกัษณะเป็นสายราสีขาวขุ่น
ลกัษณะโคโลนีเป็นลกัษณะ glabrous และพบ granule เส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีอยูท่ี่ประมาณ 
5.5 เซนติเมตร ดงัรูป 
 

                         
                             Plate1                                       Plate2                                           Plate3  
รูปที ่4.2 แสดงขนาดการเจริญของเช้ือโดยวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีบน clarified half- 
              strength V-8 agar ในน ้ามนัมะพร้าว เป็นเวลา 1 สัปดาห์ 
               
        2.2 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมน ้ามนังา น ้ามนัร าขา้วและน ้ามนัขา้วโพด มีการเจริญเป็นสายราสีขาว
ขุ่นลกัษณะโคโลนีเป็นลกัษณะ glabrous และไม่พบ granule การสร้างโอโอสปอร์ในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีได ้เพาะเล้ียงเช้ือบน Clarified half-strength V-8 agar ในสัปดาห์ท่ี 1-3 เราพบเพียงสาย 
hyphae ท่ีเจริญบนอาหารแต่ละชนิด ดงัรูป 

           

 
                   น ้ามนัร าขา้ว                  น ้ามนัขา้วโพด              น ้ามนัมะพร้าว                    น ้ามนังา 
รูปที ่4.3 แสดงการเจริญเติบโตของเช้ือบน Clarified half-strength V-8 agar ท่ีผสมน ้ามนัแต่ละชนิด 

 
        แต่ท่ีน่าสนใจ คือ ในสัปดาห์ท่ี 4 ของเช้ือท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ clarified half-strength 
V-8 agar ท่ีผสมน ้ ามนังา เราพบว่าโคโลนีของเช้ือมีลกัษณะแตกต่างไปจากโคโลนีของเช้ือบน
อาหารท่ีผสมน ้ ามนัชนิดอ่ืนๆ ลกัษณะท่ีพบคือโคโลนีเป็นปุ่มปมููข้ึนจากสาย hyphae เม่ือเราท า
การตรวจดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เราพบลกัษณะเซลล์เด่ียว ๆ ขนาดใหญ่ (รูปท่ี 4.4) ซ่ึงลกัษณะ
ดงักล่าว คือ unfertile oogonia ซ่ึงเราไม่พบลกัษณะดงักล่าวน้ีในอาหารท่ีผสมน ้ามนัชนิดอ่ืนๆ 
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รูปที่ 4.4 แสดง โคโลนีเป็นปุ่มปมููข้ึนจากสาย hyphae (บน) และ Unfertile Oogonia (ล่าง) บน   
               Clarified half-strength V-8 agar ท่ีผสมน ้ามนังา หลงัจากบ่มเช้ือนาน 4 สัปดาห์  
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3. การ สร้าง Oospore บนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) 
        จากการสังเกตการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือบน Potato Dextrose Agar หลงัจากบ่มเช้ือนาน 1 
สัปดาห์ พบวา่ เช้ือมีการเจริญเติบโตและมีการ fertilization ของ oogonium และ anteridium ภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์  
 

       
 

        
 

รูปที่ 4.5  แสดงระยะการสร้าง Oospore บนอาหาร Potato Dextrose  Agar (PDA)โดยใชเ้วลา                            
              บ่มเช้ือนาน  1   สัปดาห์ ยอ้มดว้ยสี lactophenol cotton blue 
          A  =   เป็นภาพของ Oogonia ท่ีมีผนงัหนาและเห็นนิวเคลียสชดัเจน 
          B  =   เป็นภาพการเกิด fertilization ระหวา่ง Oogonia และ Antheridium 
         C, D =   เป็นภาพของ young oogonia ขณะเกิด fertilization  
 
         

C     D 

 

   B 
  A 

40X 
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ลกัษณะดงักล่าวท่ีปรากฎมีความคลา้ยคลึงกบัลกัษณะของ Oospore ของเช้ือพิเทียม อิสิดิโอซมั ท่ีมี
รายงานในอดีต (De Cock et al 1987: 344-349) เป็นอยา่งมาก (รูปท่ี 4.6) มีความเป็นไปไดว้า่จากการ
ทดลองคร้ังน้ี เช้ือพิเทียมอินสิดิโอซมัสามารถสร้างโอโอสปอร์ ไดบ้นอาหาร Potato Dextrose Agar 
(PDA) และเม่ือบ่มเช้ือต่อจนถึงสัปดาห์ท่ี 2 เราพบการงอกของสายราหรือท่ีเรียกว่า  germination 
จาก Oospore (รูปท่ี 4.7) 
 

 
 
รูปที ่4.6 แสดงลกัษณะ oospore ของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั(1)(A) Oospore ท่ีพบบน Potato 

Dextrose  Agar นาน 1 สัปดาห์ (B) P. insidiosum Oogonium  (oom), oospore (Oos), 
antheridium (An), fertilization tube (Ft), และ antheridia แตะ oogonia เพื่อเกิด
กระบวนการ fertilization เพื่อสร้าง oospores 

 

 
 

รูปที ่4.7 แสดงการงอกสาย hyphae ของโอโอสปอร์ (Oospore germination) 

An 

Oos 

Ft 

oom 

A B 

400X 

400X 400X 
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4. การสร้างโอโอสปอร์บนอาหาร Cornmeal Agar  
        จากการสังเกตการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือบน cornmeal Agar หลงัจากบ่มเช้ือนาน 1 สัปดาห์ 
พบวา่ เช้ือมีการเจริญเติบโตและมีการ fertilization ของ Oogonia และ antheridium ภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ 
 

 
 
รูปที ่4.8  แสดงการเกิด self-fertilization ของเช้ือพิเทียมอินสิดิโอสัม สายพนัธ์ุ CBS119452 บน  
               อาหาร cornmeal agar เกิดการผสมพนัธ์ุระหวา่ง oogonia กบั anteridium ของตวัเช้ือ  
              (A) ก าลงัขยาย 100 เท่า (B) 400 เท่า 
 
5. การผสมพนัธ์ุแบบข้ามสายพนัธ์ุระหว่างเช้ือพเิทียม อินสิดิโอซัมสายพนัธ์ุที่เหมาะสมกนั 
 การทดสอบการผสมพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุ ไดเ้พาะเล้ียงเช้ือคู่ท่ีตอ้งการทดสอบบนอาหาร 
cornmeal agar โดยท่ีไม่เลือก potato dextrose agar เน่ืองจาก พบปัญหา reproducibility ของการเกิด
โอโอสปอร์ของเช้ือเน่ืองจากอาหาร potato dextrose agar ท่ีใชมี้การเปล่ียน lot  การผลิตของอาหาร
ท าใหเ้ช้ือไม่สามารถสร้างโอโอสปอร์บนอาหาร lot ใหม่ได ้ จึงเลือกใช ้ cornmeal agar น าเช้ือท่ี
ตอ้งการทดสอบแต่ละคู่โดยการเลือกจบัคู่จากเช้ือท่ีมีจีโนไทป์ใกลเ้คียงกนัจากวธีิ microsatellite 
และการจดักลุ่มเช้ือดว้ยการวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม Structure (Supabandhu 2009) ตามตารางท่ี 4.3 
 

B A 
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ตารางที ่4.2 แสดงเช้ือท่ีเลือกน ามาทดสอบการผสมพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุ 
 

คู่ท่ี เช้ือ P1 เช้ือ P2 Microsatellite type 
(จากโปรแกรม Structure) 

1 LP08 NAN05 S1 
2 MD45P21-3 CM04 S3 
3 MMC48P21-1 LPN14 S5 

 
      เช้ือทุกตวัไดน้ ามาทดสอบการเกิด self-fertilization บนอาหาร cornmeal agar โดยใชเ้ช้ือ 
CBS119452 เป็นตวัอยา่งควบคุมเชิงบวก อยา่งไรก็ตามมีเพียงเช้ือ CBS119452 และ MMC48P21-1 
เท่านั้นท่ีสามารถสร้างโอโอสปอร์ลกัษณะสมบูรณ์ได ้ ส่วนเช้ืออ่ืนท่ีใชส้ามารถสร้างโอโอสปอร์
ระยะอ่อนๆ ได ้ แต่ไม่พบการสร้างโอโอสปอร์ท่ีสมบูรณ์ได ้ เม่ือน าเช้ือมาทดสอบการผสมขา้มสาย
พนัธ์ุโดยท าการเพาะเล้ียงบนจานอาหารเดียวกนั พบวา่เช้ือคู่อ่ืนๆ สร้างเพียงสายรา ไม่พบลกัษณะ
โครงสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุแบบอาศยัเพศแต่อยา่งใด ดงันั้น ในการทดลองการผสมขา้มสายพนัธ์ุจึง
ทดลองในคู่เช้ือระหวา่ง CBS119452 และ MMC48P21-1 โดยเพาะเล้ียงเช้ือทั้งสองบนอาหาร 
cornmeal บนจานอาหารเดียวกนั แต่เล้ียงเช้ือไวต้รงขา้มกนั เพื่อใหเ้ช้ือทั้งสองเจริญเพื่อมาพบกนั
ตรงกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือ สังเกตุการเกิดโอโอสปอร์ทุก ๆ 7 วนั  
      พบการสร้าง antheridium เป็นจ านวนมากดา้นท่ีมีเช้ือ MMC48P21-1 และพบ young oogonia ท่ี
ดา้นของเช้ือ CBS119452 ตรงกลางพบการเกิด mating ระหวา่งเช้ือทั้งสอง และมีการสร้างโอโอ
สปอร์กระจายอยูต่รงกลางระหวา่งเช้ือทั้งสอง ดงัภาพท่ี 4.9 จากการสังเกตคร้ังน้ี เช้ือ CBS119452 
ท าหนา้ท่ีเสมือนเพศเมียเน่ืองจากพบโอโอสปอร์กระจายอยูใ่กลด้า้นท่ีเป็นเช้ือ CBS1194562 ส่วน
เช้ือ MMC48P21-1 น่าจะท าหนา้ท่ีเสมือนเพศผูเ้น่ืองจากพบโครงสร้าง antheridium ไดบ้่อยกวา่ 
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รูปที ่4.9 แสดงโอโอสปอร์ท่ีเกิดจากการผสมขา้มสายพนัธ์ุระหวา่งเช้ือพิเทียมอินสิดิโอสัม สาย

พนัธ์ุ CBS119452 และ MMC48P21-1 ท่ีเจริญอยูภ่ายในอาหาร cornmeal agar ก าลงัขยาย  
400 เท่า 

 
6 การคัดเลอืก microsatellite marker ทีจ่ะใช้ในการตรวจหาเช้ือสายพนัธ์ุลูกผสม 
      น าเช้ือพิเทียมอินสิดิโอสัม สายพนัธ์ุ CBS119452 และ MMC48P21-1 มาตรวจ genotype ดว้ย 
microsatellite marker 9 ชนิด ไดแ้ก่ PY1, PY2, PY3, PY4, PY5, PY6, PY8, PY10, PY11 ดว้ย
เคร่ือง sequencer ผลท่ีไดแ้สดงตามตารางท่ี 4.3 พบวา่ microsatellite บางโลคสัไม่สามารถใชใ้น
การวนิิจฉยัจีโนไทป์ไดก้บัเช้ือทั้งสอง หรือ ความแตกต่างของจีโนไทป์ไม่มีความชดัเจนเท่าท่ีควรท่ี
จะน ามาใชแ้สดงจีโนไทป์ของเช้ือลูกผสมท่ีเกิดจากเช้ือพอ่แม่ดงักล่าว จึงทดสอบรูปแบบจีโนไทป์
จากPCR product ท่ีไดโ้ดยตรงดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis พบวา่ banding pattern ของ 6 
marker คือ PY1, PY3, PY4, PY5, PY6, PY8 สามารถใชแ้ยกความแตกต่างระหวา่งเช้ือทั้งสองได้
ชดัเจน ดงัรูปท่ี 4.10 จึงใช ้marker ทั้ง 6 ในการตรวจพิสูจน์การผสมพนัธ์ุขา้มสายพนัธ์ุของเช้ือจากจี
โนไทป์ของเช้ือลูกผสมท่ีเกิดจากเช้ือพิเทียม อินสิดิโอสัม สายพนัธ์ุ CBS119452 และ MMC48P21-
1 ดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis ต่อไป  
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ตารางที ่4.3 แสดงจีโนไทป์ของเช้ือพิเทียมอินสิดิโอสัม สายพนัธ์ุ CBS119452 และ MMC48P21-1 
จากวธีิ microsatellite  
 

Locus CBS119452 MMC48P21-1 
PY1 114 112 
 156 124 
PY2 186 182 
 192 188 
PY3 204 0 
 212 0 
PY4 215 215 
 227 215 
PY5 154 164 
 162 166 
PY6 172 176 
 178 180 
PY8 238 228 
 238 230 
PY10 189 189 
 195 199 
PY11 224 233 
 235 233 
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ภาพที ่4.10 แสดงตวัอยา่งลกัษณะ genotype ของเช้ือพิเทียม  อินสิดิโอสัม สายพนัธ์ุ CBS119452 

(P1) และ MMC48P21-1 (P2) โดยใช ้microsatellite marker PY3, PY5, PY6 และ PY8 
 
7. การตรวจพสูิจน์ลูกผสมข้ามสายพนัธ์ุด้วยวธีิ microsatellite typing 
      น าโอโอสปอร์ท่ีแยกไดม้าท าการเล้ียงบนอาหาร SDA จากนั้นน าเช้ือลูกผสมท่ีเจริญจากโอโอ
สปอร์ท่ีไดม้าท าการกระตุน้ใหไ้ดซู้โอสปอร์ จากนั้นน าซูโอสปอร์ท่ีไดม้าท าการ spread บนผวิหนา้
อาหารเพื่อใหไ้ดโ้คโลนีเด่ียว ๆ จากนั้นท าการเพาะเล้ียงโคโลนีเด่ียวๆ ดงักล่าว เพื่อใชใ้นการสกดัดี
เอน็เอ ส าหรับการตรวจพิสูจน์ genotype ของเช้ือลูกผสมโดยใช ้microsatellite marker PY1, PY3, 
PY4, PY5, PY6, PY8 ผลการตรวจ genotype ของเช้ือลูกผสมทั้งหมดแสดงดงัรูปท่ี 4.11, 4.12 และ 
ตารางท่ี 4.3 
      ความสามารถในการตรวจความหลากหลายระหวา่งเช้ือแต่ละตวัดว้ยเทคนิคทางดา้น PCR เป็น
วธีิท่ีช่วยในการตรวจคดักรองหาเช้ือลูกผสมจากการเพาะเช้ือจากโอโอสปอร์ท่ีแยกไดจ้ากการผสม
พนัธ์ุขา้มสายพนัธ์ุ โดยการทดลองคร้ังน้ีไดใ้ชป้ระโยชน์จาก band pattern ท่ีไดจ้ากการท า PCR 
ดว้ย microsatellite marker 6 ชนิดมาช่วยในการจ าแนกความแตกต่างระหวา่ง band pattern ท่ีพบใน
เช้ือ CBS119452 (P1) ออกจาก เช้ือ MMC48P21-1 (P2) ได ้โดยการทดลองน้ีไดต้ั้งช่ือ band pattern 
ท่ีไดจ้ากเช้ือ CBS119452 (P1) เรียกเป็น M1, M3, M4, M5, M6 และ M8 ตาม microsatellite marker 
ท่ีใช ้PY1, PY3, PY4, PY5, PY6 และ PY8 ตามล าดบั ในท านองเดียวกนักบัเช้ือ CBS119452 ช่ือ 
band pattern ท่ีไดจ้ากเช้ือ MMC48P21-1 (P2) เรียกเป็น D1, D3, D4, D5, D6 และ D8  กรณีเป็นเช้ือ
ลูกผสมแต่ละตวัจะสามารถวนิิจฉยัจาก band pattern ของทั้งเช้ือทั้งสอง (ตารางท่ี 4.4) การทดลอง
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คร้ังน้ีพบเช้ือรุ่นลูกท่ีมี band pattern คลา้ยกบัเช้ือ CBS119452 (P1),  MMC48P21-1 (P2) และพบ
เช้ือลูกผสมท่ีมี pattern ของเช้ือทั้งสองอยูด่ว้ยกนัในเช้ือลูกผสมหมายเลข 2, 8 และ 12 ดงัรูปท่ี 4.11, 
4.12 และ ตารางท่ี 4.4 
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รูปที ่4.11 การวนิิจฉยัเช้ือลูกผสมเช้ือพิเทียม อินสิดิโอสัมดว้ย marker PY1, PY3 และ PY4 

PCR banding pattern ของเช้ือ homothallic 2  เช้ือ CBS119452 (lane P1), MMC48P21-1 
(lane P2) และ ตวัอยา่งเช้ือรุ่นลูก 10 ตวั (Progeny) ท่ีเกิดจากการผสมพนัธ์ุระหวา่งเช้ือ 
(P1 x P2) โดยรูปเจลแต่ละรูปแสดง banding pattern ท่ีไดจ้าก marker ชนิด PY1 
(ดา้นบน), PY3 (ดา้นกลาง) และ PY4 (ดา้นล่าง), lane M แสดง 100-bp ladder, band ท่ีอยู่
ใน lane ตรงกนัเป็น banding pattern ท่ีไดม้าจากเช้ือตวัเดียวกนั เช้ือรุ่นลูก 2 ตวัจาก 10 
ตวั ท่ีพบ banding pattern จากทั้งของ P1 และ P2 (ระบุจากเคร่ืองหมาย *) เช้ือทั้งสอง
แสดงวา่เป็นเช้ือลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมขา้มสายพนัธ์ุระหวา่งเช้ือ CBS119452 x 
MMC48P21-1 
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รูปที ่4.12 การวนิิจฉยัเช้ือลูกผสมเช้ือพิเทียม อินสิดิโอสัมดว้ย marker PY5, PY6 และ PY8  

PCR banding pattern ของเช้ือ homothallic 2 เช้ือ CBS119452 (lane P1), MMC48P21-1 
(lane P2) และ ตวัอยา่งเช้ือรุ่นลูก 10 ตวั (Progeny) ท่ีเกิดจากการผสมพนัธ์ุระหวา่งเช้ือ 
(P1 x P2) โดยรูปเจลแต่ละรูปแสดง banding pattern ท่ีไดจ้าก marker ชนิด PY5 
(ดา้นบน), PY6 (ดา้นกลาง) และ PY8 (ดา้นล่าง), lane M แสดง 100-bp ladder, band ท่ีอยู่
ใน lane ตรงกนัเป็น banding pattern ท่ีไดม้าจากเช้ือตวัเดียวกนั เช้ือรุ่นลูก 2 ตวัจาก 10 
ตวั ท่ีพบ banding pattern จากทั้งของ P1 และ P2 (ระบุจากเคร่ืองหมาย *) เช้ือทั้งสอง
แสดงวา่เป็นเช้ือลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมขา้มสายพนัธ์ุระหวา่งเช้ือ CBS119452 และ 
MMC48P21-1 
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ตารางที ่4.4 การตรวจเช้ือลูกผสมจากการผสมขา้มสายพนัธ์ุระหวา่งเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั   
                   CBS119452 x MMC48P21-1 ดว้ย microsatellite marker 
Locus PY1 PY3 PY4 PY5 PY6 PY8 Type 
Parent: 
P1 
P2 
Progeny: 
F1(P1xP2)1 
F1 (P1xP2)2 
F1 (P1xP2)3 
F1 (P1xP2)4 
F1 (P1xP2)5 
F1 (P1xP2)6 
F1 (P1xP2)7 
F1 (P1xP2)8 
F1 (P1xP2)9 
F1 (P1xP2)10 
F1 (P1xP2)11 
F1 (P1xP2)12 
F1 (P1xP2)13 
F1 (P1xP2)14 
F1 (P1xP2)15 
F1 (P1xP2)16 
F1 (P1xP2)17 
F1 (P1xP2)18 
F1 (P1xP2)19 
F1 (P1xP2)20 
F1 (P1xP2)21 
F1 (P1xP2)22 
F1 (P1xP2)23 
F1 (P1xP2)24 
F1 (P1xP2)25 
F1 (P1xP2)26 

 
M1 
D1 

 
M1 

M1/D1 
M1 
M1 
M1 
M1 
M1 

M1/D1 
M1 
M1 
M1 

M1/D1 
M1 
M1 
D1 
M1 
M1 
M1 
M1 
M1 
M1 
M1 
M1 
M1 
M1 
M1 

 
M3 
D3 

 
M3 
M3 
M3 
M3 
M3 
M3 
M3 

M3/D3 
M3 
M3 
M3 

M3/D3 
M3 
M3 
D3 
M3 
M3 
M3 
M3 
M3 
M3 
M3 
M3 
M3 
M3 
M3 

 
M4 
D4 

 
M4 
D4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
D4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 
M4 

 
M5 
D5 

 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 

Neg* 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 
M5 

 
M6 
D6 

 
M6 

M6/D6 
M6/D6 
M6/D6 

M6 
M6/D6 
M6/D6 
M6/D6 
M6/D6 

M6 
M6 

M6/D6 
M6 
M6 
D6 
M6 
M6 
M6 
M6 

M6/D6 
M6 
M6 
M6 

M6/D6 
M6 
M6 

 
M8 
D8 

 
M8 
D8 
M8 
M8 
M8 
M8 
M8 

M8/D8 
M8 
M8 
M8 

M8/D8 
M8 
M8 
D8 
M8 
M8 
M8 
M8 
M8 
M8 
M8 
M8 
M8 
M8 
M8 

 
 
 
 

P1 
hybrid 
hybrid 
hybrid 

P1 
hybrid 
hybrid 
hybrid 
hybrid 

P1 
P1 

hybrid 
P1 
P1 
P2 
P1 
P1 
P1 
P1 

hybrid 
P1 
P1 
P1 

hybrid 
P1 
P1 

*Neg = no PCR product amplified 



 
 

บทที ่5 
สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวจัิย 
        จากการศึกษาท่ีผ่านมาได้รายงานว่าเช้ือพิเทียม  อินสิดิโอซัม  มีความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมสูงในกลุ่มประชากรเดียวกนั  ขอ้มูลน้ียงัเป็นเพียงขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาจีโนไทป์ของ
เช้ือดว้ยเทคนิคทางโมเลกุล ซ่ึงการท่ีเช้ือจะมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมไดน้ั้น  เช้ือจะตอ้งมี
การผสมพนัธ์ุแบบอาศยัเพศต่างสายพนัธ์ุกนั  แต่ในปัจจุบนั ยงัไม่มีหลกัฐานพิสูจน์ว่าเช้ือพิเทียม 
อินสิดิโอซัม มีความสามารถในการสร้างหน่วยสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศหรือท่ีเรียกว่า โอโอสปอร์ 
การท่ีจะพิสูจน์ขอ้มูลดงักล่าว ตอ้งอาศยัการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับตวัเช้ือในการ
สร้างเซลลสื์บพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ ซ่ึงสภาวะท่ีเหมาะสมดงักล่าวส าหรับเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัยงั
ไม่เคยมีการศึกษามาก่อน ดงันั้นการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือจะเป็น
ขอ้มูลพื้นฐานเพื่อท่ีจะใชใ้นศึกษาการสืบพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุของเช้ือชนิดน้ีต่อไป 
        จากผลการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม  อินสิดิโอซมั
ในคร้ังน้ี  สรุปไดว้า่  Potato  dextrose  agar  เป็นอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับกระตุน้ให้ เช้ือ  พิเทียม 
อินซิดิโอซัมสร้างโอโอสปอร์ได้ดีกว่า V-8 juice liquid medium ท่ีใส่น ้ ามนัพืชชนิดต่างๆ และ
อาหาร Clarified half-strength V-8 medium  ท่ีใส่น ้ ามนัชนิดต่างๆ จากการรายงานผลการทดลอง
เพาะเช้ือบนอาหารทั้งสามสูตร  คือ V-8 juice liquid medium    Clarified half-strength V-8 medium  
และ  potato  dextrose  agar  ในอาหาร V-8 juice liquid mediumและ  Clarified half-strength V-8 
medium หลงัจากท่ีท าการ incubate ไวน้าน  5 สัปดาห์โดยได้ท าการติดตามผลทุกๆสัปดาห์  
ลกัษณะท่ีพบมีเพียงการสร้าง สายรา และ  oogonia  เท่านั้นแต่ในอาหาร  potato  dextrose  agar  
และ cornmeal agar หลงัจากท่ีท าการ  incubate  ไวเ้พียง 1 สัปดาห์  พบการสร้าง  โอโอสปอร์และ
เม่ือ incubate  ต่อนาน 2 สัปดาห์   พบลกัษณะการงอกของโอโอสปอร์ท่ีไดรั้บการผสมแลว้ 
        การคดัเลือกเช้ือเพื่อใชใ้นการทดสอบการผสมพนัธ์ุขา้มสายพนัธ์ุ พบวา่ เช้ือท่ีผา่นการคดัเลือก
เป็นเช้ือท่ีแยกไดจ้ากคน แต่เช้ือท่ีแยกไดจ้ากคนและส่ิงแวดลอ้มอ่ืนๆไม่สามารถพฒันาให้ไดโ้อโอ
สปอร์ท่ีสมบูรณ์ได้ จึงเลือกเช้ือ CBS119452 และ MMC48P21-1เพื่อใช้ในการทดสอบการเกิด 
outcrossing สรุปไดว้่า เช้ือท่ีสามารถจบัคู่เพื่อสร้างโอโอสปอร์ไดต้อ้งมีความเหมาะสมกนัตาม
ธรรมชาติ จึงจะสามารถเกิดการเหน่ียวน าใหเ้กิดการผสมพนัธ์ุซ่ึงกนัและกนัได ้
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        การตรวจพิสูจน์พนัธุกรรมของเช้ือรุ่นลูกท่ีเกิดจากการผสมพนัธ์ุระหวา่งเช้ือ CBS119452 และ 
MMC48P21-1 โดยใช ้microsatellite marker พบวา่ จีโนไทป์ท่ีไดจ้าก marker PY06 มีความส าคญั
ในการแยกเช้ือลูกผสมท่ีมีจีโนไทป์ทั้งของเช้ือสายพนัธ์ุพอ่และแม่ไดเ้ป็นอยา่งดี จากเช้ือ 26 ตวั พบ
เช้ือสายพนัธ์ุลูกผสมอยู ่38% 
         
อภิปรายผล 
   การท่ีได้มีการศึกษาเช้ือในกลุ่ม Oomycetes โดยทัว่ไปแล้วในเช้ือท่ีเป็น homothallic 
microorganism มกัจะพบความหลากหลายทางพนัธุกรรมต ่าในกลุ่มประชากร เดียวกนั ส่วนเช้ือท่ี
เป็น heterothallic microorganism จะมีความหลากหลายท่ีสูงในกลุ่มประชากรเดียวกนั (Xu 2006 : 
75-90)  แต่จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั ท่ีเป็นhomothallic oomycetes น้ี มี
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูงมากในกลุ่มประชากรเดียวกนั (Supabandhu. 2009) จึงมีความ
เป็นไปไดว้า่เช้ือชนิดน้ีน่าจะมีความสามารถในการผสมพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุไดห้รือท่ีเรียกวา่เกิด 
outcrossing ซ่ึงกระบวนการดงักล่าวจะเกิดข้ึนได้ก็ต่อเม่ือเช้ือสามารถสร้างหน่วยสืบพนัธ์ุแบบ
อาศยัเพศ ท่ีเรียกวา่ โอโอสปอร์  
        ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม  อินสิดิโอซมั คณะผูว้ิจยั
ไดใ้ช ้V-8 juice liquid medium กระตุน้การสร้าง โอโอสปอร์ ของเช้ือ พบวา่เช้ือไม่สามารถสร้างโอ
โอสปอร์ได ้แต่ท่ีผา่นมา  ไดมี้การศึกษาของ Mondal และคณะ1996   ท่ีท าการศึกษาการสร้างโอโอ
สปอร์ของเช้ือพิเทียม อฟานิเดอมาตมั   ซ่ึง V-8 juice liquid medium สามารถกระตุน้การสร้างโอโอ
สปอร์ไดใ้นเช้ือดงักล่าว  ซ่ึงอาจจะเป็นไปไดว้า่ถึงแมว้า่เช้ือพิเทียม  อินสิดิโอซมั จะเป็นเช้ือท่ีจดัอยู่
ในกลุ่มพิเทียมเหมือนกนั แต่เป็นเช้ือต่างสปีชีส์กนั จึงเป็นสาเหตุท่ีท าให้  V-8 juice liquid medium 
ไม่มีผลต่อการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม  อินสิดิโอซมั  
        ในท านองเดียวกนักบัการใช ้Clarified half-strength V-8 medium ให้ผลดีในกระตุน้การสร้าง
โอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม อลัติมึม (Francis and St.Clair 1993 : 100-106)  ซ่ึงอยา่งไรก็ตาม เช้ือท่ี
ใช้ในการทดลองเป็นเช้ือต่างสปีชีส์กนั ดงันั้น Clarified half-strength V-8 medium จึงอาจไม่ไดมี้
ผลกระตุน้การสร้าง โอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม  อินสิดิโอซมัไดดี้เหมือนในพิเทียม อลัติมึม   
        โดยงานวิจยัในคร้ังน้ีเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซัม สามารถสร้างโอโอสปอร์ไดบ้นอาหาร  Potato  
dextrose agar และ cornmeal agar  ผลการวจิยัน้ีไดใ้หผ้ลสนบัสนุน งานวจิยัของ Paul และคณะในปี 
2009 และ Mendoza และคณะในปี 1993 ท่ีสามารถใชใ้นการเพาะเล้ียงเช้ือเพื่อศึกษาลกัษณะของ
เช้ือพิเทียม สปีชีส์และพิเทียม อินสิดิโอซมัไดต้ามล าดบั ดงันั้นเพื่อท่ีจะศึกษาความสามารถในการ
ผสมพนัธ์ุขา้มสายพนัธ์ุของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัจึงสามารถใชอ้าหาร Potato  dextrose agar และ 
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cornmeal agar อยา่งไรก็ตามกรณีใชอ้าหารส าเร็จรูปควรทดสอบอาหารท่ีใชท่ี้ไดม้าจากชุดการผลิต
ท่ีต่างวาระกนั เน่ืองจากอาหารแต่ละชุดมีผลต่อการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือเป็นอยา่งมาก จึงควรมี
การทดสอบก่อนใชเ้สมอ ดงันั้นเพื่อหลีกเล่ียงขอ้ดอ้ยดงักล่าวผูว้ิจยัจึงไดใ้ช ้cornmeal ท่ีมีจ  าหน่าย
ในท้องตลาดมาผสมเองในห้องปฏิบติัการเพื่อลดความผนัแปรของคุณภาพอาหารท่ีใช้ในการ
ทดลอง 
        Genetic marker ท่ีใชใ้นการตรวจพิสูจน์จีโนไทป์ของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั มีอยูห่ลายวิธีท่ี
ไดรั้บการตีพิมพ ์ไดแ้ก่ การใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนของ Internal transcript spacer (ITS) 
(Supabandhu et al. 2008 : 41-52) และ cytochrome oxidase II (Kammarnjesadakul et al. 2011 : 
289-295)  สามารถแบ่งกลุ่มเช้ือออกเป็น clade ต่างๆ ตามทวีปของแหล่งก าเนิดของเช้ือ นอกจากน้ี
วิธี RAPD และ microsatellite พบวา่มีความหลากหลายสูงเหมาะส าหรับน ามาใชจ้  าแนกเช้ือเช้ือพิ
เทียม อินสิดิโอซมัเช่นกนั (Pannanusorn et al. 2007 : 383-391, Supabandhu. 2009) อยา่งไรก็ตาม 
การจ าแนกเช้ือเพื่อตรวจพิสูจน์จีโนไทป์ส าหรับเช้ือพิเทียม สปีชีส์อ่ืนๆ ได้แก่ วิธี AFLP, RFLP 
และ microsatellite (Garzon. 2006 : 81-89, Francis and St. Clair. 1993 : 100-106, Vasseur et al. 
2005 : 301-310) พบว่าวิธีทั้งสามสามารถจ าแนกเช้ือท่ีมีความแตกต่างกนัไดแ้ละวิธีมีความ
น่าเช่ือถือกวา่ RAPD ซ่ึงการทดลองน้ีไดเ้ลือกใช ้microsatellite marker ในการตรวจพิสูจน์จีโนไทป์
ของเช้ือพ่อแม่และเช้ือลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมขา้มสายพนัธ์ุ ผลท่ีไดแ้สดงอย่างชัดเจนว่าเช้ือพิ
เทียม อินสิดิโอซัมสายพนัธ์ุท่ีมีความเหมาะสมกันสามารถเกิดการผสมข้ามสายพันธ์ุได้ใน
ห้องปฏิบติัการ ซ่ึง microsatellite marker ท่ีใช้ไดรั้บการพิสูจน์ในคร้ังน้ีว่ามีประโยชน์ในการใช้
จ  าแนกเช้ือสายพนัธ์ุพ่อแม่และลูกผสมท่ีเกิดข้ึนได้ จึงมีความเหมาะสมอย่างยิ่งท่ีจะน าไปตรวจ
พิสูจน์เช้ือเพื่อศึกษาทางดา้นประชากรศาสตร์และระบาดวทิยา 

เช้ือกลุ่ม Oomycetes มีการผสมพนัธ์ุแบบอาศยัเพศท่ีมีความหลากหลายและซบัซ้อน เช้ือ
ในจีนสัพิเทียมพบไดท้ั้ง homothallic species และ heterothallic species (Van der Plaats-Niterink 
1981: 1-242) ยกตวัอย่าง เช้ือท่ีมีกระบวนการสืบพนัธ์ุท่ีซับซ้อนคือ เช้ือพิเทียม ซิลวาติกมั (P. 
sylvaticum) แต่เดิมพบว่าเช้ือน้ีเป็น heterothallic species แต่ทว่ามีการพบว่าเช้ือน้ีบางตวัเป็น 
homothallic ไดเ้ช่นกนั (Pratt and Green. 1971: 273-279) แมว้า่เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมัไม่เคยมี
การศึกษาเก่ียวกบัการผสมพนัธ์ุขา้มสายพนัธ์ุมาก่อน อยา่งไรก็ตาม การผสมขา้มสายพนัธ์ุของเช้ือ
กลุ่ม homothallic speices พบไดใ้นเช้ือ Phytophthora sojae (Förster et al. 1994 : 780-91), P. 
ultimum (Francis and St Clair. 1993 : 100-106) และพิเทียม เอรริกูลาเร (P. irregulare) ใน
ห้องปฏิบติัการ (Barr et al. 1997 : 2073-2081) และ ในธรรมชาติ (Harvey et al. 2001 : 619-627) 
Francis และ St. Clair ไดร้ายงานวา่เช้ือพิเทียม อลัติมึม สร้างโอโอสปอร์ลูกผสมท่ี 20% จากการ
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ผสมพนัธ์ุเช้ือในห้องปฏิบติัการ จากการทดลองคร้ังน้ีพบว่าเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซัมสร้างโอโอ
สปอร์ลูกผสมอยูท่ี่ 38% อยา่งไรก็ตามเช้ือท่ีจะสามารถเกิดการผสมขา้มสายพนัธ์ุจ าเป็นท่ีจะตอ้งมี
ความจ าเพาะและเหมาะสมซ่ึงกนัและกนั 

การเกิดการผสมขา้มสายพนัธ์ุของเช้ือพิเทียมในธรรมชาติหรือในพื้นท่ีการเกษตรน่าจะ
เกิดผลกระทบท่ีส าคญัต่อความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือทั้งในแง่ประชากรศาสตร์และ
พนัธุกรรมของเช้ือแต่ละตวั ในเช้ือก่อโรคพืชกลุ่ม Oomycete เช่น Phytophthora infestans ในกลุ่ม
ประชากรท่ีมีการผสมพนัธ์ุแบบอาศยัเพศจะสังเกตพบความหลากหลายทางพนัธุกรรมไดม้ากกว่า
กลุ่มประชากรท่ีสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ และ พบวา่ระดบัความหลากหลายทางพนัธุกรรมเพิ่มข้ึน
จะสัมพนัธ์กบัความรุนแรงในการก่อโรคท่ีมากข้ึนของเช้ือดงักล่าว (Tooley et al. 1985 : 431-35) 
จากการศึกษาของ Harvey ไดใ้หข้อ้สังเกตท่ีวา่การท่ีเช้ือกลุ่ม homothallic สามารถเกิดการผสมพนัธ์ุ
ขา้มสายพนัธ์ุมีความส าคญัเป็นอยา่งยิ่งต่อการรักษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือพิเทียม 
เอรริกูลาเร อยา่งไรก็ตามเช้ือในธรรมชาติท่ีพบยงัมีอตัราการเกิดการผสมขา้มสายพนัธ์ุต ่าเน่ืองจาก
ตอ้งอาศยัการติดเช้ือร่วมกนัในรากพืชเดียวกนั โดยเช้ือตอ้งมีจีโนไทป์ต่างกนั  (Harvey et al. 2001 : 
619-627) อยา่งไรก็ตาม ผลต่อเน่ืองท่ีเกิดข้ึนจากการเกิด sexual recombination จากเช้ือท่ีมีจีโนไทป์
ต่างกนัมีความส าคญัเป็นอย่างยิ่งในการท าให้เกิดความหลากหลายของเช้ือในสปีชีส์เดียวกนัและ
กรณีของโรคพืช การท่ีเช้ือมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมจะส่งผลต่อการพยากรณ์ระยะเวลาท่ีใช้
ในการควบคุมโรคพืช อาจจะท าให้เช้ือมีความสามารถในการก่อโรคมากข้ึน หรือ ด้ือต่อสารเคมีท่ี
ใชใ้นการรักษาโรคพืชได ้ (Gavino et al. 2000 : 731-735) 

การสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศเป็นคุณสมบติัท่ีส าคญัของวงจรชีวิตของเช้ือในกลุ่ม Oomycetes 
ซ่ึงเป็นส่ิงมีชีวติกลุ่มยคูาริโอตท่ีมีความคลา้ยเช้ือรา เช้ือท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มน้ีพบไดท้ั้งเช้ือท่ีอาศยัอยูต่าม
ธรรมชาติและเป็นเช้ือท่ีท าใหเ้กิดโรคท่ีส าคญัต่างๆไม่วา่จะเป็นทั้งโรคพืชและสัตว ์โดยเฉพาะอยา่ง
ยิ่งเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมท่ีเป็นเช้ือพิเทียมสปีชีส์เดียวท่ีก่อโรคในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม เช้ือกลุ่ม 
Oomycetes จะสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศจะมีการสร้างสปอร์ท่ีมีผนงัหนาเรียกว่าโอโอสปอร์อาจท า
หน้าท่ีส าคญัในการช่วยให้เช้ือสามารถก่อโรคได ้โดยโอโอสปอร์สามารถท่ีจะอยู่ในดินหรือเศษ
ซากพืชไดเ้ป็นระยะเวลาหลายปี มีความทนต่อส่ิงแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ เช่น 
ความเยน็ การถูกท าลายดว้ยเช้ืออ่ืนๆ หรือ จากยารักษาโรคพืชต่างๆ ได ้โอโอสปอร์มีความส าคญั
ส าหรับเช้ือท่ีก่อโรคพืช เน่ืองจากสายราและสปอร์ท่ีเกิดจากการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศไม่
สามารถท่ีจะมีชีวิตรอดในระยะยาวไดโ้ดยปราศจากพืชท่ีเป็นท่ีอาศยัของเช้ือ ในระบบของพืช โอ
โอสปอร์จะงอกเม่ือเร่ิมฤดูกาลเพาะปลูก ซ่ึงเป็นการเร่ิมการระบาดของเช้ือเช่นกนั (Grunwald และ 
Flier 2005)  ซ่ึงการติดเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซมัในคนมกัพบภายหลงัช่วงฤดูกาลท าการเกษตร ผูป่้วย
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บางรายติดเช้ือจากน ้ าท่ีปนเป้ือนเช้ือเขา้สู่ผิวหนงัท่ีมีบาดแผล ในบางกรณีติดจากใบพืชท่ีปนเป้ือน
เช้ือบาดท าให้เช้ือเขา้สู่ร่างกาย ในสัตวโ์ดยเฉพาะในสุนขับางรายไม่มีประวติัสัมผสักบัแหล่งน ้ าขงั 
แต่มีประวติัสัมผสักบัดิน (Krajaejun et al. 2006 : 569-576 ; Krajaejun et al. 2004 : 370-372 ; 
Dyskstra et al. 1999 : 427-433 ; Fischer et al. 1994 : 380-382)  จึงเป็นไปไดว้า่ ผูป่้วยสามารถติด
เช้ือท่ีเจริญอยูใ่นระยะอ่ืนๆ เช่น โอโอสปอร์ นอกเหนือจากซูโอสปอร์ท่ีอาศยัอยู่ในน ้ าได ้ท่ีไดรั้บ
การสันนิษฐานแต่เดิมวา่เป็นระยะ infective stage ของเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซมั ดงันั้น จากการท่ีเช้ือ
สามารถสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศได้โดยผสมพนัธ์ุภายในเช้ือตวัเดียวกนั และมีความสามารถผสม
พนัธ์ุข้ามสายพนัธ์ุได้ ส่งผลท าให้เกิดความหลากหลายทางด้านพนัธุกรรมของเช้ือท่ีเกิดจาก
กระบวนการ genetic recombination ท าให้การศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายทางจี
โนไทป์ของเช้ือกบัความรุนแรงของการก่อโรค และการศึกษาทางด้านประชากรศาสตร์ของเช้ือ
ดงักล่าวจึงเป็นท่ีน่าสนใจควรค่าแก่การศึกษาต่อไป 

การท างานวิจยัในคร้ังน้ีนอกจากจะไดท้ราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเช้ือพิเทียม  
อินสิดิโอซัม  และทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม  อินสิดิโอซัมแลว้
ขอ้มูลน้ียงัสามารถเก็บไวเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานในการศึกษาต่อไป  และยงัช่วยสนบัสนุนสมมติฐานวา่
เช้ือชนิดน้ีน่าจะมีความสามารถในการผสมพนัธ์ุแบบขา้มสายพนัธ์ุได ้ 
 
ข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษาท างานวจิยัในคร้ังน้ี   คณะผูว้จิยัไดท้  าการศึกษาอาหารและสภาวะท่ีเหมาะสม
เป็นปัจจยัท่ีส าคญัในการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซัมแลว้  จากการศึกษาท่ีมีมา
ก่อนหนา้น้ี  มีระบุไวว้า่นอกจาก  อาหารและสภาวะท่ีเหมาะสมจะเป็นปัจจยัท่ีส าคญัต่อการสร้างโอ
โอสปอร์แลว้  ยงัมีปัจจยัในดา้นอ่ืนท่ีมีความจ าเป็นและส าคญัต่อการสร้างโอโอสปอร์ ดงัน้ี    

1.  อุณหภูมิ   จากการศึกษางานวิจยัของ   Kleb และคณะ  ในปี 1900  ในแนวคิดท่ีว่า
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือน่าจะเกิดมาจากระบบการสืบพนัธ์ุของเช้ือ  ผูว้ิจยัได้
ท าการศึกษาถึงการสร้างหน่วยสืบพนัธ์ุของเช้ือ Saprolegnia  mixta   และไดมี้รายงานวา่ ในการ
สร้าง  sporangium ของเช้ือ    Saprolegnia  mixta  มีช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ   24-28 องศา
เซลเซียส   การสร้าง  oogonia forming อุณหภูมิท่ีเหมาะสม อยูใ่นช่วง   26-27 องศาเซลเซียส   และ
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการสร้าง  Sexual  reproduction  อยูใ่นช่วง  21-23 องศาเซลเซียส    

2.  แสงสว่าง   ในงานวิจยัของ Turner และคณะ  ในปี   1965 ไดท้  าการศึกษาถึงพฤติกรรม
ของเช้ือ Phytophthora   palmivora  ในดิน   เช้ือตวัน้ีจดัอยูใ่นกลุ่ม  oomycetes  ซ่ึงจะก่อให้เกิดโรค
ในพืชเช่นปาล์ม  มะพร้าว   จากการศึกษางานวิจยัไดมี้รายงานว่าแสงสว่างมีผลยบัย ั้ง  การสร้าง 
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oospore  ของเช้ือ  Phytophthora    palmivora   แต่ตรงกนัขา้มกลบัมีผลกระตุน้การการงอกของ  
oospore   ท่ีไดรั้บการผสมแลว้  

3. ความหนาของ media    จากการท าวิจยัคร้ังน้ี   จากการท่ีคณะผูว้ิจยัไดท้  าการออกแบบ
สูตรอาหารเพื่อท าการหาอาหาร และสภาวะท่ีหมาะสมในการสร้างโอโอสปอร์ ของเช้ือพิเทียม อิน
สิดิโอซมั พบวา่ mediaท่ีใชใ้นการเพาะเช้ือ เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีความส าคญัต่อการสร้างโอโอสปอร์
ของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอซมั   จากการสังเกต พบว่าลกัษณะ   media ท่ีมีความหนามากกวา่จะใช้
เวลา incubate เพื่อใหเ้ช้ือสร้างโอโอสปอร์ นานกวา่ ลกัษณะ media ท่ีมีความหนานอ้ยกวา่   

 
        ข้อเสนอแนะในการวจัิยคร้ังต่อไป   การทดลองการผสมขา้มสายพนัธ์ุในคร้ังน้ีมีอุปสรรคดา้น
การเลือกเช้ือคู่ท่ีเหมาะสมท่ีสามารถเกิดการผสมขา้มสายพนัธ์ุ ดงันั้นการตรวจเบ้ืองตน้ส าหรับ
ความสามารถในการสร้างโอโอสปอร์ของเช้ือสายพนัธ์ุต่างๆ ควรท าใหม้ากข้ึน อยา่งไรก็ตาม 
สภาวะในธรรมชาติกบัการจ าลองในหอ้งปฏิบติัการมีความแตกต่างกนัโดยเฉพาะปัจจยัแวดลอ้มทั้ง
สารอาหารและปัจจยัอ่ืนๆ ท่ีส่งผลต่อการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศของเช้ือยงัไม่มีการศึกษาอีกมาก 
นอกจากน้ี ความสัมพนัธ์ของการเกิดการผสมขา้มสายพนัธ์ุท่ีท าใหเ้กิดความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมมากข้ึนน้ี ส่งผลต่อความรุนแรงของการก่อโรคหรือไม่ก่อโรคของเช้ือพิเทียม อินสิดิโอ
ซมัควรไดรั้บการศึกษาต่อไป 
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