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 (2) 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่ หนา 
  

1 ลักษณะอาการผิดปกติที่พบในสมโอ สมเขียวหวาน และสมเชง และผลการ
ตรวจสอบโดยเทคนิค PCR ของสมที่แสดงอาการแตกตางกันที่เก็บมาจาก
จังหวดัตางๆในประเทศไทย 38 

2 แบคทีเรียและแบคทีเรียโรคพืชที่มียีน rplJ มีรายงานไวแลวใน GenBank 
นํามาใชในการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ 
Candidatus Liberibacter asiaticus สายพันธุที่พบในประเทศไทย 

 
 

48 
3 จํานวนตัวอยางของสมโอ สมเขียวหวาน และสมเชงที่มีการเก็บมาจากแหลง

ตางๆ และผลของการตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus  ในสม
ชนิดตางๆ  ดวยเทคนิค PCR และเทคนิค Dot blot hybridization โดยมีการนํา  
ดีเอ็นเอของพชือ่ืน และดเีอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 2 ชนิด คือ เชื้อ 
Ralstonia solanacearum และเชื้อ Xanthomanas citri  subsp. citri และเชื้อ 
Escherichia coli  เพื่อใชในการตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอรและ DNA 
probes 64 
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ตัวอยางของสมที่เก็บมาจากโรงเรือนภาควชิาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ซ่ึงนํามาจากจังหวดัตางๆ  เมื่อ
นํามาตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus โดยวิธี Indirect 
Enzyme-linked Immunosorbent Assay 69 

 
 
 
 
 
 



 (3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 
ตารางผนวกที่ หนา 
  

ก1 รายช่ือพืชอาศัยสําหรับแมลงพาหะเพลี้ยไกแจ Diaphorina citri    100 
ก2 รายช่ือพืชอาศัยสําหรับเชื้อ Candidatus Liberibacter spp. 104 
ค1 การเจือจาง bovine serum albumin (BSA) ที่ความเขมขนตางๆ 109 
ค2 คาโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) ที่วัดไดจากคาการดูดกลืน

แสง OD595 ที่ความเขมขนของ BSA ที่แตกตางกัน 110 
ฉ1 กําหนดการฉดีแอนติเจน RPLJ โปรตีน จากเชื้อ Candidatus Liberibacter 

asiaticus และการเก็บแอนตซีิรัม 
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 (4) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่ หนา 
  

1 ลักษณะอาการของโรคกรีนนิ่งที่พบบนใบสมโอ สมเขียวหวาน ซ่ึงเกดิจากเชื้อ 
Candidatus Liberibacter asiaicus 39 

2 การตรวจวิเคราะหผลิตภณัฑ PCR  ของยีน rplJ  ของเชื้อ Candidatus Liberibacter 
asiaticus จากดีเอ็นเอที่สกัดจากสมที่เปนโรคแสดงอาการแบบตางๆ มีขนาด 513 คู
เบส 40 

3 การสังเคราะห rplJ gene โดยใชเทคนิค PCR สังเคราะหโดยใช forward primer 
GB และใช reverse primer GE แยกขนาดดีเอ็นเอใน 0.8% agarose gel 43 

4 ผลการตรวจวิเคราะหดีเอน็เอที่ไดจากการยอยพลาสมิดสายผสม pGEM-T Easy / 
rplJ gene ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ที่แยกไดจากสมโอ และยอย
ดวย  เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI (GGATCC) และ EcoRI (GAATTC) แยกขนาด 
ดีเอ็นเอใน 0.7% agarose gel 45 

5 การตรวจสอบขนาดของพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ สกัดพลาสมิดจากเซลล

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH 5α   ที่คัดเลือกไดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลิน สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยวิธี Alkaline Lysis แลวยอย   
พลาสมิดสายผสมดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI ตรวจสอบผลของ
ปฏิกิริยาโดยใช  0.8% agarose gel 

 
 
 
 

46 
6 ลําดับนิวคลีโอไทด และ ลําดับกรดอะมิโนของยีน  rplJ ของเชื้อ Candidatus 

Liberibacter asiaticus  ที่ไดมีการฝากไวใน GenBank (DQ 852665)ซ่ึงเชื่อมตอกับ 
GST ใน pGEX-2T  expression vector ในตําแหนง BamHI และ EcoRI 50 

7 การเปรียบเทยีบการจัดลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus 
Liberibacter asiaticus ที่อยูใน pGEX-2T expression vector สายพันธุทีพ่บใน
ประเทศไทยกบัลําดับนิวคลีโอไทดของยนี rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter 
africanus โดยใชโปรแกรม Align X ใน Vector NTI version 9 (Invitrogen) 
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 (5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่ หนา 
  

8 การสราง Phylogenetic tree เพื่อใชในการหาความสัมพันธระหวางลําดบั             
นิวคลีโอไทด ของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สายพันธุที่
พบในประเทศไทยกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อแบคทีเรียโรคพืช
อ่ืน โดยใชโปรแกรม Treeconw 52 

9 การสังเคราะหรีคอมบิแนนทโปรตีน GST – RPLJ ในเชือ้แบคทีเรีย E. coli DH5 

α  โดยเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย E. coli DH5 α ที่มีพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ  
จากนั้นชกันําดวยสาร IPTG เปนเวลา 2 4 และ 6 ช่ัวโมง มาวิเคราะหขนาดดวย
เทคนิค SDS - PAGE ยอมเจล ดวยสารละลาย Coomassie brilliant blue R250 55 

10 การแยกโปรตีน GST – RPLJ ออกจากตะกอนเซลลของเชื้อ E.coli  ดวย 8M Urea 

โดยเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย E. coli DH5 α ที่มีพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ  
จากนั้นชกันําดวยสาร IPTG เปนเวลา 4 ช่ัวโมง นําสวนใสและสวนของตะกอน
เซลลมาวิเคราะหขนาดดวยเทคนิค SDS- PAGE ยอมเจลดวยสารละลาย 
Coomassie brilliant blue R250 56 

11 การแยกโปรตีน GST – RPLJ ออกจากโปรตีนของเชื้อ E.coli ดวยการตดัแถบ
โปรตีน และแยกโปรตีนออกจากเจลและนําไปใสถุง dialysis และแยกโปรตีนให
บริสุทธิ์โดยใชกระแสไฟฟา 135 โวลต เปนเวลา 200 นาที และนําโปรตีนบริสุทธิ์
ที่ไดมาตรวจสอบผลดวยเทคนิค SDS-PAGE ยอมเจลดวยสารละลาย Coomassie 
brilliant blue R250 57 

12 การสังเคราะห DNA probes ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus เพื่อใชใน
การตรวจสอบดีเอ็นเอของเชือ้สาเหตุโรคกรีนนิ่งที่อยูในพืชตอการจับกับดีอ็นเอ
สังเคราะหสายดีเอ็นเอในสวนของยนี rplJ ที่ติดฉลากดวย DIG-11-dUTP  ดวย
ปฏิกิริยา PCR โดยใช dNTPs ปกติ ผสมกับ DIG-11-dUTP  ตรวจสอบผลโดยใช 
0.8% agarose gel 
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 (6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่ หนา 
  

13 ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค Dot blot hybridization โดยใช rplJ – probes ในการ 
ตรวจสอบดีเอน็เอของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิง่ 62 

14 ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค Dot Blot Hybridization โดยใช rplJ – probes ในการ
ตรวจสอบความจําเพาะของ probe 63 

15 การทดสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมที่ผลิตไดโดยอานคาของปฏิกิริยาดวยเครื่อง
อาน ELISA reader (Programmable Microplate Reader MODEL DV 990 BV 4, 
USA) ที่คา OD405 นาโนเมตร 

 
 

67 
16 การทดสอบความเขมขนที่เหมาะของ RPLJ โปรตีนของเชื้อ Candidatus 

Liberibacter asiaticus (CLA)  ที่แอนติซีรัมตอ CLA สามารถทําปฏิกิริยาไดโดย
พบวาแอนติซีรัมสามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีนที่มีความเขมขนต่ําทีสุ่ดคือที่ความ
เขมขน 10 นาโนกรัม 

 
 
 

68 

 
ภาพผนวกที ่  
  
ค1  คา Standard Curve ของโปรตีน BSA (μg/ml) โดยวัดที่คาความดูดกลืนของแสง 

595 นาโนเมตร (OD595) 110 
จ1 แสดงโครงสรางของ pGEM®-T Easy  cloning vector และตําแหนงของ sequence 

ตางๆที่อยูบน vector 

 
114 

จ2 ตําแหนง promoter และ multiple sequence ของ pGEM®-T Easy  cloning vector 
ดานบนแสดง sequence  ที่เปน RNA synthesized by T7 RNA polymerase 
ดานลาง จะเปนRNA synthesized by SP6 RNA polymerase 
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จ3 pGEX-2T Expression Vector ที่เปน circular map และมตีําแหนงของ multiple 
cloning site 
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