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 (2) 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่ หนา 
  

1 ลักษณะอาการผิดปกติที่พบในสมโอ สมเขียวหวาน และสมเชง และผลการ
ตรวจสอบโดยเทคนิค PCR ของสมที่แสดงอาการแตกตางกันที่เก็บมาจาก
จังหวดัตางๆในประเทศไทย 38 

2 แบคทีเรียและแบคทีเรียโรคพืชที่มียีน rplJ มีรายงานไวแลวใน GenBank 
นํามาใชในการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ 
Candidatus Liberibacter asiaticus สายพันธุที่พบในประเทศไทย 

 
 

48 
3 จํานวนตัวอยางของสมโอ สมเขียวหวาน และสมเชงที่มีการเก็บมาจากแหลง

ตางๆ และผลของการตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus  ในสม
ชนิดตางๆ  ดวยเทคนิค PCR และเทคนิค Dot blot hybridization โดยมีการนํา  
ดีเอ็นเอของพชือ่ืน และดเีอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 2 ชนิด คือ เชื้อ 
Ralstonia solanacearum และเชื้อ Xanthomanas citri  subsp. citri และเชื้อ 
Escherichia coli  เพื่อใชในการตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอรและ DNA 
probes 64 
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ตัวอยางของสมที่เก็บมาจากโรงเรือนภาควชิาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ซ่ึงนํามาจากจังหวดัตางๆ  เมื่อ
นํามาตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus โดยวิธี Indirect 
Enzyme-linked Immunosorbent Assay 69 

 
 
 
 
 
 



 (3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 
ตารางผนวกที่ หนา 
  

ก1 รายช่ือพืชอาศัยสําหรับแมลงพาหะเพลี้ยไกแจ Diaphorina citri    100 
ก2 รายช่ือพืชอาศัยสําหรับเชื้อ Candidatus Liberibacter spp. 104 
ค1 การเจือจาง bovine serum albumin (BSA) ที่ความเขมขนตางๆ 109 
ค2 คาโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) ที่วัดไดจากคาการดูดกลืน

แสง OD595 ที่ความเขมขนของ BSA ที่แตกตางกัน 110 
ฉ1 กําหนดการฉดีแอนติเจน RPLJ โปรตีน จากเชื้อ Candidatus Liberibacter 

asiaticus และการเก็บแอนตซีิรัม 
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 (4) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่ หนา 
  

1 ลักษณะอาการของโรคกรีนนิ่งที่พบบนใบสมโอ สมเขียวหวาน ซ่ึงเกดิจากเชื้อ 
Candidatus Liberibacter asiaicus 39 

2 การตรวจวิเคราะหผลิตภณัฑ PCR  ของยีน rplJ  ของเชื้อ Candidatus Liberibacter 
asiaticus จากดีเอ็นเอที่สกัดจากสมที่เปนโรคแสดงอาการแบบตางๆ มีขนาด 513 คู
เบส 40 

3 การสังเคราะห rplJ gene โดยใชเทคนิค PCR สังเคราะหโดยใช forward primer 
GB และใช reverse primer GE แยกขนาดดีเอ็นเอใน 0.8% agarose gel 43 

4 ผลการตรวจวิเคราะหดีเอน็เอที่ไดจากการยอยพลาสมิดสายผสม pGEM-T Easy / 
rplJ gene ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ที่แยกไดจากสมโอ และยอย
ดวย  เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI (GGATCC) และ EcoRI (GAATTC) แยกขนาด 
ดีเอ็นเอใน 0.7% agarose gel 45 

5 การตรวจสอบขนาดของพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ สกัดพลาสมิดจากเซลล

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH 5α   ที่คัดเลือกไดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลิน สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยวิธี Alkaline Lysis แลวยอย   
พลาสมิดสายผสมดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI ตรวจสอบผลของ
ปฏิกิริยาโดยใช  0.8% agarose gel 

 
 
 
 

46 
6 ลําดับนิวคลีโอไทด และ ลําดับกรดอะมิโนของยีน  rplJ ของเชื้อ Candidatus 

Liberibacter asiaticus  ที่ไดมีการฝากไวใน GenBank (DQ 852665)ซ่ึงเชื่อมตอกับ 
GST ใน pGEX-2T  expression vector ในตําแหนง BamHI และ EcoRI 50 

7 การเปรียบเทยีบการจัดลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus 
Liberibacter asiaticus ที่อยูใน pGEX-2T expression vector สายพันธุทีพ่บใน
ประเทศไทยกบัลําดับนิวคลีโอไทดของยนี rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter 
africanus โดยใชโปรแกรม Align X ใน Vector NTI version 9 (Invitrogen) 
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 (5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่ หนา 
  

8 การสราง Phylogenetic tree เพื่อใชในการหาความสัมพันธระหวางลําดบั             
นิวคลีโอไทด ของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สายพันธุที่
พบในประเทศไทยกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อแบคทีเรียโรคพืช
อ่ืน โดยใชโปรแกรม Treeconw 52 

9 การสังเคราะหรีคอมบิแนนทโปรตีน GST – RPLJ ในเชือ้แบคทีเรีย E. coli DH5 

α  โดยเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย E. coli DH5 α ที่มีพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ  
จากนั้นชกันําดวยสาร IPTG เปนเวลา 2 4 และ 6 ช่ัวโมง มาวิเคราะหขนาดดวย
เทคนิค SDS - PAGE ยอมเจล ดวยสารละลาย Coomassie brilliant blue R250 55 

10 การแยกโปรตีน GST – RPLJ ออกจากตะกอนเซลลของเชื้อ E.coli  ดวย 8M Urea 

โดยเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย E. coli DH5 α ที่มีพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ  
จากนั้นชกันําดวยสาร IPTG เปนเวลา 4 ช่ัวโมง นําสวนใสและสวนของตะกอน
เซลลมาวิเคราะหขนาดดวยเทคนิค SDS- PAGE ยอมเจลดวยสารละลาย 
Coomassie brilliant blue R250 56 

11 การแยกโปรตีน GST – RPLJ ออกจากโปรตีนของเชื้อ E.coli ดวยการตดัแถบ
โปรตีน และแยกโปรตีนออกจากเจลและนําไปใสถุง dialysis และแยกโปรตีนให
บริสุทธิ์โดยใชกระแสไฟฟา 135 โวลต เปนเวลา 200 นาที และนําโปรตีนบริสุทธิ์
ที่ไดมาตรวจสอบผลดวยเทคนิค SDS-PAGE ยอมเจลดวยสารละลาย Coomassie 
brilliant blue R250 57 

12 การสังเคราะห DNA probes ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus เพื่อใชใน
การตรวจสอบดีเอ็นเอของเชือ้สาเหตุโรคกรีนนิ่งที่อยูในพืชตอการจับกับดีอ็นเอ
สังเคราะหสายดีเอ็นเอในสวนของยนี rplJ ที่ติดฉลากดวย DIG-11-dUTP  ดวย
ปฏิกิริยา PCR โดยใช dNTPs ปกติ ผสมกับ DIG-11-dUTP  ตรวจสอบผลโดยใช 
0.8% agarose gel 
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 (6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่ หนา 
  

13 ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค Dot blot hybridization โดยใช rplJ – probes ในการ 
ตรวจสอบดีเอน็เอของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิง่ 62 

14 ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค Dot Blot Hybridization โดยใช rplJ – probes ในการ
ตรวจสอบความจําเพาะของ probe 63 

15 การทดสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมที่ผลิตไดโดยอานคาของปฏิกิริยาดวยเครื่อง
อาน ELISA reader (Programmable Microplate Reader MODEL DV 990 BV 4, 
USA) ที่คา OD405 นาโนเมตร 

 
 

67 
16 การทดสอบความเขมขนที่เหมาะของ RPLJ โปรตีนของเชื้อ Candidatus 

Liberibacter asiaticus (CLA)  ที่แอนติซีรัมตอ CLA สามารถทําปฏิกิริยาไดโดย
พบวาแอนติซีรัมสามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีนที่มีความเขมขนต่ําทีสุ่ดคือที่ความ
เขมขน 10 นาโนกรัม 
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ภาพผนวกที ่  
  
ค1  คา Standard Curve ของโปรตีน BSA (μg/ml) โดยวัดที่คาความดูดกลืนของแสง 

595 นาโนเมตร (OD595) 110 
จ1 แสดงโครงสรางของ pGEM®-T Easy  cloning vector และตําแหนงของ sequence 

ตางๆที่อยูบน vector 

 
114 

จ2 ตําแหนง promoter และ multiple sequence ของ pGEM®-T Easy  cloning vector 
ดานบนแสดง sequence  ที่เปน RNA synthesized by T7 RNA polymerase 
ดานลาง จะเปนRNA synthesized by SP6 RNA polymerase 
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จ3 pGEX-2T Expression Vector ที่เปน circular map และมตีําแหนงของ multiple 
cloning site 
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