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อุปกรณและวิธีการ 
 
1. การเก็บตัวอยางสมในแปลงทีมี่ลักษณะอาการของโรคกรนีนิ่ง 
 

ทําการเก็บตวัอยางสมโอที่มีลักษณะอาการใบเหลือง เสนกลางใบเขียวชัดเจน และที่บริเวณ
ใบที่เหลืองจะมีลักษณะอาการแตมสีเขียวกระจาย และใบมีลักษณะอาการคลายการขาดธาตุสังกะสี 
จากสวนสมโอ ที่จังหวดัจันทบุรี จํานวน 5 ตัวอยาง  เก็บตัวอยางจากกิง่พันธุของสมโอที่ยังไมมีการ
แสดงลักษณะอาการของโรคโดยใบจะมีสีเขียว ทีใ่บออนจะมีลักษณะของเสนกลางใบที่โปรงแสง
เล็กนอย จากโรงเรือนของภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วทิยาเขต
กําแพงแสน นาํมาจากจังหวดแพร จํานวน 50 ตัวอยาง เกบ็ตัวอยางสมเขียวหวานทีม่ลัีกษณะอาการ
คลายการขาดธาตุสังกะสี ใบเหลือง และที่ใบมีแตมสีเขยีว ใบมีลักษณะอาการที่ลดรูป จากคลองสิบ
สาม จังหวดัปทุมธานี จํานวน 8 ตัวอยาง เก็บสมเชงที่มีลักษณะอาการคลายการขาดธาตุสังกะสี ใบ
มีอาการเหลือง จากจังหวดัสมุทรสงคราม จํานวน 2 ตัวอยาง และ เกบ็ตัวอยางของสมโอที่มีลักษณะ
อาการเสนกลางใบใส (vein clearing)  ใบเหลือง เสนกลางใบแตกนูน (vein corking) และใบมกีาร
บิดมวนคลายรูปถวย (leaf cupping) ใบดางไมชัดเจน (mottle) จากจังหวัดปราจีนบุรี จํานวน 3 
ตัวอยาง 
 
2. การสกัดดีเอ็นเอจากเสนกลางใบสม 
 

แยกสกัดดีเอน็เอจากเสนกลางใบสมที่เปนโรคกรีนนิ่ง ดัดแปลงตามวิธีของ Murray and 
Thompson (1980) โดยตดัชิ้นสวนเสนกลางใบพืชเปนโรคใหเปนชิ้นเล็กๆ นํามาบดในโกรงโดยใช
ไนโตรเจนเหลว  ใชเสนกลางใบสม 0.1 กรัม บดจนละเอียด จากนั้นนาํมาใสในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร และเติม 500 ไมโครลิตร CTAB buffer (2% Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 
(CTAB), 100mM Tris-HCl, pH8.0, 1.4M NaCl, 20mM EDTA, 1%PVP, 1% β -mercaptoethanol) 

นําไปอุนที่อุณหภูมิ 65° ซ นาน 15 นาที  เตมิ chloroform : isoamyl alcohol  (24:1) 500 ไมโครลิตร 
และนําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว  13,171xg  นาน 10 นาที  แลวดูดน้ําใสมาใสหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร หลอดใหมและเติม isopropanol   500 ไมโครลิตร ผสมโดยการพลิกหลอด นําไปปน
เหวีย่งที่ความเร็ว  13,171xg  นาน 10 นาที  เทสวนใสทิ้งและนําตะกอนมาลางดวย 70% 
เอทิลแอลกอฮอล  300 ไมโครลิตร  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  13,171xg นาน 3 นาที   ดูด
แอลกอฮอลที่เหลือทิ้งใหหมดและปลอยใหตะกอนดีเอน็เอแหง หลังจากนั้นนําตะกอนที่ไดมาเตมิ

น้ําที่นึ่งฆาเชื้อแลว 50 ไมโครลิตร  และเกบ็ดีเอ็นเอที่ไดไวที่ -20° ซ เพื่อศึกษาตอไป 
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3. การออกแบบไพรเมอรและการเพิ่มปริมาณยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter 
asiaticus เทคนิค PCR 
 

ทําการออกแบบไพรเมอรในสวนของยีน rplJ  ยีน โดยออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทดที่มี
รายงานใน GenBank accession number M94319 เพื่อเพิม่ปริมาณยีน  rplJ  และทําการสังเคราะห         
ดีเอ็นเอโดยวิธี PCR ตามวิธีของ Hoguellet et al. (1999) นําดีเอ็นเอทีไ่ดมาทําการเพิม่ปริมาณยีน 
rplJ โดยการทาํ master mix  ประกอบดวย 10x  Buffer (100mM Tris-HCl, 500mM KCl pH 8.3 )          
5 ไมโครลิตร,  2.5 mM dNTPs  4 ไมโครลิตร, 25mM MgCl2  3 ไมโครลิตร, Taq DNA Polymerase 
(4 unit/μl) 1 ไมโครลิตร  และเติมไพรเมอร 10 μM GB forward primer ที่มี BamHI linker (5,  GGA 
TCC AAT AGA CAA GGA AAG AGC G 3,  ) และ 10 μM GE reverse primer ที่มี EcoRI linker 
(5,  GAA TTC ACC TTG CTG ATT TTT ATC CAC 3,  ) สําหรับสังเคราะหยนี rplJ ของเชื้อ 
Candidatus Liberibacter asiaticus  อยางละ 2 ไมโครลิตรและดีเอน็เอรวมจากการสกัดไดในขอที่ 1 
(~ 50 ng) 1 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน้ําใหครบ 50 ไมโครลิตร นําไปใสเครื่อง Thermal Cycler  
(PERKIN ELMER GeneAmp PCR system 2400, USA ) โดยตั้งโปรแกรม initial denaturation ที่

อุณหภูม ิ94° ซ เปนเวลา  5  นาที จํานวน 1 รอบ และอุณหภูม ิ94° ซ เปนเวลา 30 วนิาที และ    

62° ซ เปนเวลา  30  นาที และ 72° ซ เปนเวลา   45 วินาที จํานวน 30 รอบ และ  final extension ที่

อุณหภูม ิ72° ซ เปนเวลา  7 นาที  จํานวน 1 รอบ แลวทิ้งไวที่อุณหภมู ิ4° ซ เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้น      
ดีเอ็นเอในสวนที่กําหนดการสรางโปรตีนของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus  
 

ตรวจสอบผลการสังเคราะหดีเอ็นเอหลังจากการทํา PCR แลวมาตรวจสอบดวยวิธีอิเล็คโตร
โฟรีซิสบน 0.8 % agarose gel ใน 1x TAE buffer จากนัน้นําเจลไปแชในสารละลาย Ethidium 
bromide (10 μg/L) ประมาณ 10 นาที แลวนํามาลางน้ํากอนที่จะตรวจดูแถบดีเอ็นเอบน UV-
transilluminator (Sambrook et al., 1989) 
 
4. DNA  Manipulations 
 

4.1 การเชื่อมตอยีน rplJ เขากับพลาสมิดพาหะ 
 

เชื่อมตอยีน rplJ ที่ไดจาก PCR เขากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega®) ดวย

เอนไซม T4  DNA Ligase  (Promega®)  ที่มีสวนผสมของปฎิกิริยาดังนี ้ พลาสมิดพาหะ pGEM-    
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T Easy (50 นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร  ยีน rplJ  (200 นาโนกรัม) 3 ไมโครลิตร 2 X Rapid ligation   
buffer (60mM Tris-HCl, 20mM MgCl2, 20mM DTT, 2mM ATP, 10% polyethylene glycol 
(MW8000, ACS Grade), pH 7.8)  5 ไมโครลิตร เอนไซม T4 DNA ligase (3 weiss unit/μl) เติมน้าํ

ใหครบปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมปฎกิิริยาไวที่อุณหภูม ิ4° ซ ขามคืน (16-18 
ช่ัวโมง) จากนัน้นําพลาสมิดสายผสมที่ไดยายเขาสูแบคทีเรีย (transformation) Escherichia  coli 

สายพันธุ DH 5α  ดวยวิธี  CaCl2 (Sambrook et al., 1989)  
 

4.2 การสกัดพลาสมิดสายผสมออกจากเซลลของแบคทีเรีย   
 

สกัดแยกพลาสมิดดีเอ็นเอจากเซลลโดยวธีิ Alkaline lysis  (Birmboim and  Doy, 1979) 
โดยเลือกโคโลนีสีขาว ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมมาเลี้ยงในอาหาร 2XYT  Broth 5 มิลลิลิตร  ที่มี
แอมพิซิลิน (100 มก/มล)  5 ไมโครลิตร ยายลงหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  นําไปปน
เหวีย่งตะกอนที่ความเร็ว 1,680xg  นาน 1 นาที เทของเหลวทิ้ง ละลายตะกอนดวย solution I 
(50mM glucose, 25mM Tris-HCl pH 8, 10mM EDTA pH 8 )  100 ไมโครลิตร  นําไปผสมให
ตะกอนละลาย เติม solution II (0.2N NaOH, 1%  SDS )  200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยพลิก
หลอดขึ้นลง  เติม solution III (5M Potassium acetate, glacial acetic acid, pH 5.2 ) 150 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดขึ้นลง นําไปปนเหวี่ยงที ่ 6,720x g นาน 10 นาที ที่ 4° ซ ดูดสวนใส 
400 ไมโครลิตร  ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรใหมที่เตรียมไว   เติมแอลกอฮอลบริสุทธิ์  2 เทา

ของปริมาตรเดิม นําไปหมนุเหวี่ยงที ่6,720xg นาน 10 นาที ที่ 4 ° ซ เทของเหลวทิ้ง เติม 70 % 

เอทิลแอลกอฮอล 500 ไมโครลิตร  นําไปหมุนเหวี่ยงที ่6,720xg  นาน 5 นาที ที่ 4° ซ เทของเหลว
ทิ้งแลวปลอยใหตะกอนดีเอน็เอแหง แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยน้ําบริสุทธิ์ 20  ไมโครลิตรที่เติม 
RNase (10 μg/ml) 

 
4.3 การแยกสกัดชิน้ดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์จากเจล 

 
วิธีการแยกสกดัดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์จากเจลนั้นใชวิธีการของ Yue and Orban  (2001)  โดย

ทําการตรวจสอบดีเอ็นเอใน 1% อะกาโรสเจลใน 1XTAE buffer และตดัเจลในตําแหนงขนาดของ
แถบดีเอ็นเอที่เราตองการ นําเจลที่ตัดแลวมาใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 6M NaI ปริมาตร 

3 เทาของน้ําหนักเจลที่ช่ังไดอุนที่อุณหภูมิ 65° ซ นาน 5 นาที หรือจนกวาเจลจะหลอมละลาย 

จากนั้นนํามาผาน  silica column (Promega®) และนําไปปนเหวี่ยงอยางเร็วประมาณ 5 นาที แลว
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ลางดวย Wash solution (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, and 50% ethanol, pH 
7.5) จํานวน 650 ไมโครลิตร 2 คร้ัง นํา silica column ไปปนเหวี่ยงที่ 6,720 g  นาน 1 นาที โดยที่ดี
เอ็นเอนั้นจะจบัอยูกับ silica  จากนั้นนํา silica column มาวางในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรใหม เติม
น้ําที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 6,720xg  ที่อุณหภูมิหอง  
นาน 1 นาที  
 

4.4 การเตรียมเซลลแบคทีเรียเจาบานใหอยูในสภาพพรอมรับพลาสมิด (Competence cell) 
 

เตรียมตามวิธีของ Hanahan (1983) โดยเล้ียงเชื้อ E. coli สายพันธุ DH5α ในอาหารเหลว 

LB 3 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37° ซ เปนเวลา 12-16 ช่ัวโมง ยายเชื้อที่เล้ียงไว 500 ไมโครลิตร ลงใน

อาหารเหลว LBใหม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิ 37° ซ เปนเวลา 3-4 ช่ัวโมง หรือมีคา 
OD600 ประมาณ 0.25-0.3 นําไปแชน้ําแข็ง 30 นาที จากนัน้แยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยปน

เหวีย่งดวยความเร็ว 1,820xg  ที่อุณหภูมิ 4° ซ  เปนเวลา 5 นาที ทิ้งสวนใส ละลายตะกอนในน้ําแขง็
ดวย RFI buffer (100 mM RbCl2; 50 mM MnCl2.4H2O; 30 mM potassium acetate; 10 mM 
CaCl2.2H2O; 15% glycerol, ปรับ pH ใหได 5.8 และกรองดวยแผนเมมเบรนที่มีรูพรุนขนาด 0.2 

ไมโครเมตร เพื่อกรองเชื้อ) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ที่มีอุณหภูมิ 4° ซ  นําไปแชน้าํแข็ง 10 นาที นํามา

แยกเซลลออกจากสารละลายโดยปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 1,820 xg  ที่อุณหภูมิ 4° ซ เปนเวลา    5 
นาที เทสวนใสทิ้ง และละลายตะกอนดวย RFII buffer (10 mM MOPS; 10 mM RbCl2; 75 mM 
CaCl2; 15% glycerol, ปรับ pHใหได  6.8 ดวย 0.2 M acetic acid และกรองดวยแผนเมมเบรนที่มี    

รูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพื่อกรองเชื้อ) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ที่มีอุณหภูมิ 4° ซ จากนั้นแบง

ใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร จํานวน 100 ไมโครลิตร และเก็บ competence cell ไวที่ -80° ซ  
 

4.5 การยายพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบานและการคัดเลือก 
(Transformation and Selection) 

 

ยายพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน E. coli สายพันธุ  DH 5 ∝   ดวยวิธี  

CaCl2 (Sambrook et al., 1989)  ใน  water bath   42° ซ นาน  90 วินาที แลวยายลงแชน้ําแข็ง 2 นาที    

เติมอาหาร 2XYT Broth  จํานวน 950 ไมโครลิตร  นําไปเขยาที ่150 รอบตอนาที  ที่  37° ซ นาน 1 
ช่ัวโมง   จากนัน้นําไปปนเหวี่ยง 6,720xg  นาน 10 นาที เทของเหลวทิ้งและละลายตะกอนดวย 
2XYT Broth  200 ไมโครลิตร นํามาคัดเลือกเซลลที่ไดรับดีเอ็นเอสายผสมบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
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สารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (100 mg/l)  เติม 2% X-gal  40 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูม ิ37° ซ  
ขามคืน  (16-24 ช่ัวโมง) จากนั้นคัดเลือกพลาสมิดที่มีช้ินดีเอ็นเอเปาหมายแทรกอยูโดยการคัดเลือก
โคโลนีสีขาวมาเลี้ยงในอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะเพื่อตรวจสอบชิ้นดีเอน็เอเปาหมายตอไป 
(Sambrook et al., 1989) 

 
5. การเตรียมยีน rplJ และเชื่อมตอเขากับพลาสมิดพาหะ pGEX- 2T 
 

นําพลาสมิดที่มีช้ินยีน rplJ สอดแทรกอยูใน pGEM-T Easy  คัดเลือกโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอ
เปาหมายแทรกอยูมายอยดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ  BamHI และ EcoRI และนําชิ้นดเีอ็นเอเปาหมายที่
มีขนาดประมาณ 513 คูเบสมาทําใหบริสุทธิ์โดยทําตามวธีิในขอ 4.3  จากนั้นนาํยีน rplJ เขาสู 
pGEX-2T expression vector (Amersham Bioscience) ที่มีขนาด 4.9 Kb ที่มียีนตานสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลินและมียีนของ glutathione –S – Transferase  (GST) อยูทางดานปลาย 5,  ของบริเวณทีใ่ช
โคลนยีนเมื่อมยีีนที่สอดแทรกมีการแสดงออกเปนโปรตนีจะไดผลผลิตเปนโปรตีนสองชนิด
เชื่อมตอกัน (fusion protein) ที่มี GST อยูทางดาน N-terminus โดยการเปด expression vector ดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI เหมือนกับชิ้นยีน rplJ กอน จากนั้นนํายีน rplJ เชื่อมเขาสู 
pGEX-2T expression vector โดยใชเอนไซม T4 DNA ligase ยายพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลล

แบคทีเรียเจาบาน E. coli สายพันธุ  DH 5 ∝   ดวยวิธี  CaCl2 (Sambrook et al., 1989) ตรวจสอบ
โคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอเปาหมายแทรกอยูโดยการสกัดพลาสมิดตามวิธี Alkaline lysis  และตรวจสอบ
ช้ินยีนที่สอดแทรกดวยการตดัพลาสมิดสายผสมดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง  2 ชนิดเหมือนเดิม 
 

นําโคลนที่ตรวจสอบแลววามีช้ินดีเอ็นเอเปาหมายไปหาลําดับนิวคลีโอไทดทีห่นวยบริการ
ชีวภาพ  (BSU), สํานักงานพฒันาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ และวเิคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดโดยใช Lasergene 4.03 software package (DNASTAR, USA, WI; http://www.dnastar.com/) 
และใช Seqman ในการ assemble contigs  ไดเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกบัลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่มีรายงานไวแลวใน GenBank โดยใชโปรแกรม AlignX  (Vector NTI 9, USA) และนํา         
นิวคลีโอไทดมาสราง  Phylogenetic tree โดยใช Clustal W (Thompson et al., 1994)  ดวยโปรแกรม  
Treecon  (Van de Peer  and  De Wachter, 1993) 
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6. การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห Recombinant Protein ในเซลล
แบคทีเรีย 
 

เล้ียงเชื้อ  E. coli สายพันธุ DH 5 ∝ ที่เปนเซลลเจาบานที่มีพลาสมิดสายผสม pGEX- rplJ
ในอาหารเหลว 2XYT  ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (100 mg/l)  เขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ  

37° ซ เปนเวลา 12-16 ช่ัวโมง ยายเชื้อที่เล้ียงลงในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซ่ึงมี
แอมพิซิลลิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอัตราสวนของเชื้อ 15 % ของอาหาร เล้ียงเชื้อตอไปโดยการ
เขยาอีก  2 ช่ัวโมง จนกระทัง่คา OD600  ประมาณ 0.5  จากนั้นเติม  Isopropyl-ß-D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร  เล้ียง
เชื้อตอ และเกบ็ตัวอยางเซลลหลังจากที่เตมิ IPTG ที่ 2  4 และ  6 ช่ัวโมง  เก็บตะกอนเซลล             

(1 มิลลิลิตร) ไวที่ -20° ซ จากนั้นนําเซลลที่เก็บในชวงเวลา 0  2  4  และ 6 ช่ัวโมง จาก -20°  ซ    
มาเติมน้ําที่ผานการนึ่งฆาเชือ้แลว 50  ไมโครลิตร  vortex ใหตะกอนละลาย เติม 2x SDS-PAGE 
sample buffer (0.125 Tris-HCl  pH 6.8,  20% glycerol , 4% SDS, 0.02% bromophenol blue R250 , 
5%  β -Mercaptoethanol) 50 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน และนําไปตมในน้ําเดือด นาน 10 นาที 
แลวนําตวัอยางที่ไดมาวเิคราะหโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE  (Laemmli, 1970) 
 
7. การแยกสกัดโปรตีน GST – RPLJ  ออกจากเซลลแบคทีเรีย 
 

นําเซลลที่ชักนําการผลิตโปรตีนในชวงเวลา 4 ช่ัวโมง (จากขอ 6) เติม lysozyme ใหได

ความเขมขนสดุทาย 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร นําเซลลไปแชที่อุณหภูมิ –80° ซ  เพื่อใหเซลลแตก  
ละลายตะกอนเซลลดวย lysis buffer (50 mM NaH2PO4, 10mM Tris – HCl pH 8.0, 8M Urea )  

ปริมาตร 8 มิลลิลิตร  แชที่ –80° ซ นาน 15 นาที  จากนัน้นําออกมาทีอุ่ณหภูมิหองจนละลายและ
เพื่อทําใหดีเอน็เอขาดอีกครัง้โดยผานเข็มฉีดยาเบอร 21 จนกระทั่งสารละลายไมหนดื  แลว

ตกตะกอนเซลลโดยนําไปปนเหวี่ยงที่ 5,600 xg เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4° ซ  เก็บสวนน้ําใส
และนําไปตรวจสอบโปรตีนที่ไดโดยนําสวนใส 100 ไมโครลิตร  ไปตม นาน  10 นาที ใน 2x 
Loading dye 100 ไมโครลติร และใช 15 ไมโครลิตรในการแยกบน SDS - PAGE  ตรวจผลโดยการ
ยอมเจลดวย 0.3 M CuCl2  เปรียบเทียบขนาดโมเลกุลกับโปรตีนมาตรฐาน ของบริษัท Fermentas 
(SM0431, Lithonia) ตัดเจลตรงบริเวณที่มโีปรตีนที่เราตองการไปลางดวย  destaining buffer 
(250mM EDTA pH 8.0, 500mM Tris- HCl, Lee  et al., 1987)  นําเจลทีไ่ดตัดเปนชิ้นละเอียดนําไป
ใสในถุง dialysis เติม Tris – glycine buffer  500 ไมโครลิตร นําถุงไปผานกระแสไฟฟาความตาง
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ศักยคงที่ 135 โวลต เปนเวลา 120 นาที เพือ่ใหโปรตีนเคลื่อนออกจากเจลดวยเครื่อง Cosmo Bio นํา
โปรตีนที่ไดมาทําการ dialyze อีกครั้งดวย 1X PBS เพื่อเจือจาง SDS จากโปรตีนที่แยกบริสุทธิ์ เกบ็

ไวที่อุณหภมูิ –80° ซ  แบงโปรตีนที่ไดบางสวนมาทําการวิเคราะหดวยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช 
15% SDS- polyacrylamide gel ดวยกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลต ตรวจสอบขนาดโดย
เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน  
 
8. การตรวจสอบโปรตีนและวิเคราะหโปรตีนดวย  SDS-PAGE  
 

การเตรียมเจล SDS เพื่อใชในการวิเคราะหโปรตีนที่ไดจากการสังเคราะห Recombinant 
protein ในเซลลแบคทีเรียดัดแปลงมาจาก Laemmli (1970) 
 

8.1 การเตรียมเจล SDS PAGE 
 

เตรียมเจลตามวิธีของ Laemmli (1970) ใชอุปกรณ  Hoefer Mini VE โดยเตรยีมเจลระหวาง
แผนกระจกทัง้สองแผน ประกบแผนกระจกเขาดวยกันโดยใช spacer หนา 1 มิลลิลิตร คั่นกลาง
ระหวางแผนกระจก ตรวจดเูพื่อไมใหมีรอยร่ัว เตรยีม 15 % separating gel  ซ่ึงเปนเจลที่ใชแยก
โปรตีนจากตวัอยาง  เตรียมโดยใช 15%Polyacylamide, 0.39M Tris – HCl  pH 8.8, 0.1% 
Ammonium persulfate, 0.1% SDS ปรับปริมาตรดวยน้ําใหได 5 มิลลิลิตร เติม TEMED  เปนสาร
สุดทายเนื่องจากเปนตวัที่ทําใหเจลแข็งตัว เทเจลลงในชองกระจกที่เตรยีมไวใหไดคร่ึงหนึ่งของแผน
กระจก แลวปรับระดับผิวหนาเจลใหเรียบเทากันโดยใชน้ําที่นึ่งฆาเชื้อแลว เมื่อเจลแข็งตัวเทน้ําทิ้ง  
เติม 5 % stacking gel โดยเตมิลงขอบดานมุมกระจก จนเต็มขอบกระจก เสียบหวี (comb)  โดยให
ขอบหวีหางจากสวนของ separating gel  ประมาณ 5 มิลลิเมตร ทิ้งไวประมาณ 20 นาท ีเมื่อเจลแข็ง
ตัวดแีลวจึงคอยๆ ดึงหวีออกเบาๆ ทําใหเปนชองบรรจุตัวอยาง  นําแผนกระจกที่ไดไปใส  Tank 
buffer (0.025M Tris - HCl , 0.192M glycine , 0.1% SDS,   pH 8.3 ) ใชกระแสไฟฟาในการแยก
ขนาดโปรตีนโดยใช 50 โวลต  40 นาที จากนั้นใชกระแสไฟฟา 100 โวลต จนกวาสขีอง 
bromophenol blue R250 จะหลุดออกเจลในแผนกระจก นําเจลที่ไดมายอมสีเพื่อตรวจดูแถบโปรตนี 
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8.2 การเตรียมตวัอยางโปรตีนตรวจสอบใน SDS-PAGE 
 
ตัวอยางโปรตนีที่เก็บไดในขอ 6  มาอยางละ 1 มิลลิลิตร ปนตกเกบ็ตะกอนเซลล สวนน้ําใส

ทิ้งและนําตะกอนเซลลมาละลายในน้ําทีน่ึ่งฆาเชื้อ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นเตมิ 2X sample 
solubilizing buffer (125 mM Tris-HCl pH 6.8, 4% (w/v) SDS, 5% (v/v) β-mercaptoethanol, and 
0.02% (w/v) bromophenol blue, 15% (v/v) glycerol) 50 ไมโครลิตร นําตัวอยางไปตมในน้ําเดือด
เปนเวลา 10 นาที และนําตวัอยางแชในน้ําแข็ง 5 นาที ในการตรวจสอบขนาดของโปรตีนใชโปรตีน
มาตรฐานในการเปรียบเทียบขนาด (Fermentas®, Lithonia) จํานวน 12 ไมโครลิตร จากนั้นนําไป
แยกในสนามไฟฟาเปนเวลา 3 ช่ัวโมง โดยใชกระแสไฟฟา 50 โวลต นาน 30-45 นาที ในการแยก
โปรตีนในเจลบน สวนเจลลางใชกระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 2 ช่ัวโมง  
 

8.3 การยอมแถบโปรตีนใน SDS-PAGE ดวย Coomassie brilliant blue R250 
 

นําเจลที่ไดมาทําการยอมเจลใน staining solution (0.25% (w/v) Coomassie brilliant blue 
R-250) ใน fixing solution (40% (v/v) methanol,  7% (v/v) acetic acid) ประมาณ 1 ช่ัวโมง และลาง
สีพื้นดวยสารละลาย destaining solution I (40% (v/v) methanol,  7% (v/v) acetic acid in distilled 
water) นาน 1 ช่ัวโมง  และตามดวย destaining solution II (5% (v/v) methanol and 7% (v/v) acetic 
acid in distilled water) นาน 30 นาที เขยาบน shaker จนกระทั่งพื้นเจลใส และเห็นแถบโปรตีนติดสี
น้ําเงินเดนชัดขึ้น  Molecular weight (M.W) ของโปรตีนที่ใชในการเปรียบเทียบขนาดของโปรตีน
มาตรฐานของบริษัท Fermentas 

 
9. การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford  (1976) 
 

หาคา Standard curve ที่ไดจะใชโปรตีนมาตรฐาน BSA ในความเขมขน 1, 3, 5, 7 และ  9 
μg/ml  (แสดงในตารางภาคผนวกที่ ค1 ) โดยใชปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นนํามาเติม 
Bradford Reagent ในปริมาตร 900 ไมโครลิตร และผสมใหเขากนั ตั้งทิ้งไวประมาณ 15 นาทีที่
อุณหภูมิหอง จากนั้นนําไปวัดโดยวดัคาความดูดกลืนแสงที่ 595  นาโนเมตร (OD595) นําคาที่ไดมา
ทําการ plot กราฟแตละความเขมขนของ BSA ที่วัดไดในแตละความเขมขนเพื่อใชเปน Standard 
curve จากนัน้วัดปริมาณโปรตีน RPLJ โดยเจือจางโปรตนีแบบ 10-fold dilution โดยนําโปรตีนที่
ไดจากการเจือจางมาตัวอยางละ 100 ไมโครลิตร นํามาเติม Bradford Reagent ในปริมาตร 900 
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ไมโครลิตร และผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวประมาณ 15 นาทีที่อุณหภูมิหอง จากนั้นนําไปวัดโดยวัดคา
ความดูดกลืนแสงที่ 595  นาโนเมตร (OD595)  โดยใช PBS buffer เปน blank  
  
10. การตรวจสอบดวยเทคนิค Dot Blot Hybridization 
 

10.1  การติดฉลาก probe ดวย DIG-11-dUTP โดยวิธี Polymerase Chain Reaction 
 

ติดฉลาก probe โดยใชปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบดวย ไพรเมอร GB 
และ GE ที่มีความเขมขนประมาณ 50 นาโนกรมั อยางละ 1 ไมโครลิตร พลาสมดิสายผสมที่มียนี rplJ  
ที่มีความเขมขนประมาณ 100  นาโนกรัม  จํานวน 1 ไมโครลิตร, 10x buffer (200mM Tris-HCl, 
500mM KCl pH 8.3 ) จํานวน  5 ไมโครลิตร, 25mM MgCl2 จํานวน 3 ไมโครลิตร, 10x of  DIG-11-
dUTP  labeling kit (Roche®) จํานวน  5 ไมโครลิตร และ 2.5 U Taq DNA polymerase จํานวน 1 
ไมโครลติร  จากนัน้ปรับปริมาตรดวยน้าํใหไดจาํนวน  50 ไมโครลติร โดยต้ังคาของเครือ่ง PCR  และ
ตรวจสอบผลเหมือนกบัในขอที่ 3 
 

10.2   การตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งโดยเทคนิค DNA Dot blot hybridization 
 

การตรวจสอบเชื้อโรคกรีนนิง่ดวยวิธี Dot blot hybridization (Hocquellet et al., 1997)  นาํ
ตัวอยางที่สกดัดีเอน็เอแลวหยดลงบนแผนเมมเบรน (High Bond N+, Roche®) ตวัอยางละ 5 ไมโครลิตร  
(~ 250 ng)  และทําการ denature ดีเอ็นเอดวย 0.25x SSC และ 0.25N NaOH   และ ปลอยใหแผนเมม
เบรนแหง จากนั้น fix ให ดเีอน็เอติดอยูในแผนเมมเบรนโดยใช UV นาน 2 นาที และนาํเมมเบรนไปทํา
การ Pre-hybridizations ใน hybridization solution (5x SSC, 0.1% (w/v) N-lauroylsacosine, 0.02% 

(w/v) SDS, 1% (w/v) blocking reagent, Roche® ) ที่อุณหภูมิ 68° ซ นาน 1 ช่ัวโมง และ hybridization ที่

อุณหภูม ิ 68° ซ นาน 12-18 ช่ัวโมง ใน  hybridization solution ที่เติม  DIG- rplJ probe โดยท่ี probe 
นั้นถูก denature แลวดวยความรอน จากนั้นนําแผนเมมเบรนมาลางดวย washing solution I (2xSSC, 
0.1%SDS) ที่อุณหภูมหิอง 2 คร้ัง ๆละ 5 นาที และลางดวย washing solution II (0.1xSSC, 0.1%SDS) ที่

อุณหภูม ิ65° ซ  2 คร้ังๆละ 15 นาที และเขาสูขั้นตอนการตรวจสอบโดยลางดวย  washing buffer 
(100mM maleic acid, 150mM NaCl,  pH 7.5, 0.3%Tween 20 ) ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา  5 นาที  นํา
แผนเมมเบรนมาเตมิ 1% blocking reagent ใน blocking solution (0.1M Malic acid, 0.15M NaCl  [pH 
7.4], 1% blocking reagent ) และนาํไปเขยาเบาๆ ที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนัน้นาํแผน
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เมมเบรนมาเตมิ  1% blocking reagent ใน blocking solution ที่เติม anti-DIG-AP Fab fragment  และ 
เขยาเบาๆ ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา  45 นาที  ลางแผนเมมเบรนดวย washing buffer จํานวน 2 คร้ัง ๆ ละ  
15 นาที และลางแผนเมมเบรนอีกครั้งดวย detection buffer (100mM Tris-HCl, 100mM NaCl; pH 9.5) 
นาน  5 นาที  และในขัน้ตอนสุดทายตรวจสอบปฏิกิริยาโดยใช  chemiluminescent  โดยการเติม CDP 
star (Roche® ) จํานวน 1 ไมโครลิตร  ใน detection buffer  500 ไมโครลิตร จากนั้นนํา detection buffer 
ที่ผสมดวย  CDP star  มาเกลีย่บนผวิหนาของแผนเมมเบรนโดยใชเวลาประมาณ  3 วินาที และเอาออก
จากแผนเมมเบรน จากนัน้ทําการตรวจสอบผลของปฏิกิริยาโดยนาํไปประกบกบัแผนฟลมเอกซเรย 
(Kodak, Green 400 screen) 
 
11. การผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลอง 
 

11.1  การเจาะเลือดเพื่อเก็บ normal serum 
 
ใชกระตายสีขาว ตาแดง พันธุ  New Zealand White จากนั้นหอกระตายในผาขนหนใูห

กระชับ โผลแตสวนหวัออกมา หาเสนเลือดแดงใหญที่กลางใบหู จากนั้นเช็ดดวย 70%แอลกอฮอล  
ดึงใบหใูหตึงแลวเจาะดวยเขม็เบอร 21 เขาหลอดเลือดแดงตรงตําแหนงที่กําหนดโดยเริ่มจากปลาย
ใบหูขึ้นมาประมาณ 1 ใน 2  ของความยาวของใบหูนับจากโคน เมื่อแทงเข็มเขาหลอดเลือดแดง 
เลือดจะพุงออกจากโคนเข็ม ใหใชหลอดแกวรองรับทันที หลังจากไดเลือดตามจํานวนที่ตองการ ใช
สําลีกดเบาๆ บริเวณที่เข็มแทง แลวดึงเข็มออก จากนัน้กดบริเวณดังกลาวไวสักครู (ประมาณ 2-5 
นาที) จนแนใจวาเลือดหยุดไหล ทําความสะอาดบริเวณที่เจาะเลือดดวยน้ําและแอลกอฮอล 70 % 
 

11.2  การเตรียมซีรัม 
 

หลังจากเก็บเลือดใหตั้งเลือดทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง (หรือที่ 37° ซ) ประมาณ 30-60 นาที 
เพื่อใหเลือดแข็งตัวและเพื่อไมใหกอนเลือดที่แข็งตัวเกาะติดกับหลอดแกว ใหใชพลาสเจอรไปเปต 
หรือ คลิปหนบีกระดาษที่ถูกยืดใหเปนเสนตรง หรืออุปกรณอ่ืนๆที่คลายคลึงกัน กรีดตามขอบดาน

ในของหลอดแกว จากนั้นเกบ็หลอดเลือดไวที่อุณหภูมิ 4° ซ ขามคืน เพื่อใหกอนเลือดหดตวัและ
บีบสวนที่เปนของเหลวหรือซีรัมออกมา แยกสวนที่เปนน้ําใสออกจากกอนเลือดโดยการหมุนเหวีย่ง

ที่ 6,720xg นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4° ซ แบงซีรัมใสขวดเก็บไวที่อุณหภูมิ -20° ซ หรือเก็บที่
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อุณหภูมิ 4° ซ โดยการเติม sodium azide (NaN3)ใหความเขมขน 0.02 % และ 15% glycerol  (รัชนี, 
2544) 
 

11.3  การฉีดแอนติเจนดวยวธีิ Subcutaneous Injection (SI)ใตผิวหนังบริเวณตนคอ 
 

ผสมแอนติเจนที่ไดจากการารแยกสกดัโปรตีนใหบริสุทธิ์ในขอที่ 7  (~ 2 mg/ml) กับ CFA 
(Complete Freund’s Adjuvant)ใหเขากันปนเนื้อเดยีวกันในครั้งแรก  ในอัตราสวน 1: 1 โดยใช
อุปกรณ  Three-way valve จนเปน  emulsion ซ่ึงทดสอบโดยการหยดลงไปในน้ํา ถาหยดของ
สวนผสมไมกระจายตวัในน้าํ  จากนั้นใชกระบอกฉีดยาที่ทําดวยแกวในการฉีด กระบอกฉีดยาขนาด 
1-2 มิลลิลิตร และใชเข็มฉีดยาเบอร 20-22  ยาว 1 นิว้ ฉีดดวยวิธี subcutaneous injection โดยดึง
บริเวณคอที่ตองการฉีดออกมาทําความสะอาดดวย  แอลกอฮอล 70 %  ฉีดสวนผสมในปริมาตรไม
เกิน 1 มิลลิลิตร ลงบริเวณผิวหนังบริเวณตนคอ 3 จุด  ดึงเข็มออกและนวดบริเวณที่ฉดียาเบาๆ ใช
โปรตีนที่ทําการสกัดใหบริสุทธิ์แลวปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยทําโปรแกรมการฉีด
กระตายดังนี้ ฉีดในครั้งที่ 1 ฉีดโปรตีนเขาไปในกระตายปริมาตร  1  มิลลิลิตร (~1 mg) หลังจากนัน้
อีก 15 วัน ก็ฉดีครั้งที่ 2 โดยผสม แอนติเจนกับ IFA (Incomplete Freund’s Adjuvant) โดยใช
อัตราสวนเชนเดียวกับครั้งแรกและในการฉีดแตละครั้งใชเวลาหางกนัทุกๆ 15 วัน โดยฉีดทั้งหมด 5 
คร้ัง  ฉีดโปรตีนเขาไปในกระตายปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ขั้นตอนการผลิตแอนติซีรัมและปริมาณ
โปรตีนที่ใชตาม ตารางผนวก ฉ1 )  ตั้งแตคร้ังที่ 5 เปนตนไปจะตองมกีารเจาะเลือดทุกๆสัปดาห เมื่อ
ไดแอนติซีรัมแลวกน็ํามาตรวจสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนตีซีรัมและความไวในการตรวจหา
เชื้อโรคกรีนนิ่งตอไป 
 

11.4  การทดสอบและหาคาไตเตอรของแอนติซีรัม 
 

การตรวจสอบหาคาไตเตอรของแอนติซีรัมนั้นตรวจสอบโดยการใหคาของความเขมขน
ของแอนติเจนคงที่คือใชความเขมขนของแอนติเจนเริ่มตนจาก 10 ng/หลุม โดยหยอดแอนติเจนลง

ใน ELISA plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนาํ plate ไปบมไวที่อุณหภูมิ 37° ซ เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง จากนัน้นํามาลางดวย PBST buffer  หลุมละ 200 ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง และนํามาเติม 

Blocking buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37° ซ เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย 
PBST buffer  หลุมละ 200 ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง  เติมแอนติซีรัมที่ตองการตรวจสอบโดยทํา
การเจือจางแอนติซีรัมแบบ 10-fold dilutionโดยใช blocking buffer เปนตัวทําละลายเจอืจาง ดังนี้คือ 
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1:10,   1:100,   1:1,000,  1:10,000,  1:100,000,  1:1,000,000,  1:10,000,000 หยอดแอนติซีรัมที่เจือ

จางแลวลงในหลุมที่มีแอนตเิจน นําไปบมที่อุณหภูมิ 37° ซ  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย PBST 
buffer  หลุมละ 200 ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นนาํมาเติม Goat anti-rabbit IgG ที่ติดฉลาก
ดวย alkaline phosphatase ความเจือจาง 1:1,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  นําไปบมที่อุณหภูมิ    

37° ซ  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย PBST buffer  หลุมละ 200 ไมโครลิตร จาํนวน 3 คร้ัง และใน
ขั้นตอนสุดทายเติมสับเสตรต p-nitrophenyl phosphate (Sigma, USA) ความเขมขน 1 mg/ml หยอด

หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37° ซ  เปนเวลา 20-30 นาที ตรวจสอบผลโดยการดสีู
ของสับเสตรตที่เติมลงไปจะไดสีเหลืองและตรวจสอบทีค่าความเจือจางที่สามารถตรวจสอบดูสีของ
สับเสตรตไดกจ็ะทําใหทราบคาไตเตอรของแอนติซีรัมนัน้และเพื่อนําไปใชในการตรวจสอบ 

 
12. การตรวจสอบโรคกรีนนิ่งดวยเทคนิค  Enzyme –linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
 

วิธี indirect ELISA ดัดแปลงมาจาก Clark and Adams (1977) โดยนําเสนกลางใบของสม
มาบดใน Carbonate Coating buffer pH 9.6  ในอัตราสวน 1:10 (w/v) หยดน้ําคัน้ที่ไดลงใน ELISA 
plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตัวอยางละ 2 ซํ้า โดยในแตละ plate จะมีบัฟเฟอรที่ไมมีแอนติเจน 

พืชปกติ เพื่อใชเปนตัว control  จากนัน้นํา plate ไป incubate ที่อุณหภมูิ 37° ซ  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้นนํามาลางดวย PBST buffer  หลุมละ 200 ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง และนํามาเติม Blocking 

buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37° ซ  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง   เติมแอนติบอดี 
RPLJ- IgG ที่ทําใหเจือจางในอัตราสวน 1:1,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนํา plate ไปบมที่

อุณหภูมิ 37° ซ เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนัน้นํามาลางดวย PBST buffer  หลุมละ 200 ไมโครลิตร 
จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติม Goat anti-rabbit IgG ที่ติดฉลากดวย alkaline phosphatase ความเจอื

จาง 1:1,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  นําไปบมที่อุณหภมูิ 37° ซ เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย PBST 
buffer  หลุมละ 200 ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง และในขัน้ตอนสุดทายเติมสับเสตรต p-nitrophenyl 
phosphate (Sigma, USA) ความเขมขน 1 มก/มล หยอดหลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 

37° ซ  เปนเวลา 20-30 นาที และนํามาอานผลของปฏิกิริยาดวยเครื่องอาน ELISA reader 
(Programmable Microplate Reader MODEL DV 990 BV 4, USA) ที่คา OD405 นาโนเมตร  
หลังจาก 1 ช่ัวโมงหยุดปฏิกริิยาดวย 3N NaOH ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และอานผลครั้งสุดทายอีก
คร้ัง 
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ผลการทดลอง 
 
1.   การเก็บตัวอยางสมในแปลงที่มีลักษณะอาการของโรคกรีนนิ่ง 
 

เก็บรวบรวมตวัอยางสมโอ สมเขียวหวาน และสมเชงทีแ่สดงอาการผิดปกติแบบตางๆ ใบ
ลักษณะอาการเหลือง เสนกลางใบเขียว บริเวณใบมีอาการเปนจุดสีเขยีว ใบมีขนาดลดรูป และเก็บ
สมโอที่มีลักษณะอาการเสนกลางใบใส ใบเหลือง และเสนกลางใบแตกนูน (vein corking)  ใบมี
การบิดมวนคลายรูปถวย ใบดางไมชัดเจน ซ่ึงลักษณะอาการนั้นสวนใหญเปนอาการที่เกิดจากเชื้อ
ไวรัส Citrus tristeza virus (CTV) มาทําการตรวจสอบโรคกรีนนิ่ง (ตารางที่ 1 ) 
 
2.  การตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิ่งสมโดยเทคนิค PCR 

 
จากการเก็บตัวอยางของสมมาทําการสกัดดเีอ็นเอทั้งหมด 68 ตัวอยาง นําดีเอ็นเอที่ไดมา

เพิ่มปริมาณเชือ้สาเหตุโรคกรีนนิ่งโดยเทคนิค PCR พบวาทุกตัวอยางสามารถที่จะเกดิแถบดีเอ็นเอที่
มีขนาดประมาณ 513 คูเบส ทําการตรวจสอบสมโอที่มีลักษณะอาการอาการใบเหลือง เสนกลางใบ
เขียวชัดเจน และที่บริเวณใบที่เหลืองจะมีลักษณะอาการแตมสีเขียวกระจาย ใบมีลักษณะอาการ
คลายการขาดธาตุสังกะสี  (ภาพที่ 1 C.) และสมโอที่แสดงลักษณะใบมีขนาดเล็ก เรียวยาว และหนา
กวาปกติ โดยที่เสนกลางใบมีสีเขียวในขณะที่บริเวณใบมสีีเหลือง ใบมักตั้งชี้ขึ้น  (ภาพที่ 1 A)  
สามารถเกิดผลบวก (ภาพที่ 2 ชองที่ 5)  และไดมีการเกบ็ตัวอยางของสมโอที่มีลักษณะอาการเสน
กลางใบใส ใบเหลือง และเสนกลางใบแตกนูน (vein corking) และใบมกีารบิดมวนคลายรูปถวย ใบ
ดางไมชัดเจน (ภาพที่ 1 D)   ซ่ึงลักษณะอาการนั้นสวนใหญเปนอาการที่เกิดจากเชื้อไวรัส CTV  เมื่อ
นําตัวอยางดังกลาวมาทําการสกัดดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณยนี rplJ ซ่ึงเปนยีนที่อยูในสวนโปรตีน
ของไรโบโซมของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิ่ง ดวยเทคนิค PCR 
พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ  513 คูเบส (ภาพที่ 2 ชองที่ 2) โดยลักษณะอาการสวน
ใหญไมแสดงอาการของโรคกรีนนิ่งเนื่องจากมีการเขาทาํลายของไวรสั CTV  เก็บตัวอยางจากกิ่ง
พันธุของสมโอที่ยังไมมีการแสดงลักษณะอาการของโรคโดยใบจะมีสีเขียว และที่ใบออนจะมี
ลักษณะของเสนกลางใบทีโ่ปรงแสงเล็กนอย (ไมไดแสดงภาพตวัอยาง)  เมื่อนํามาทาํการตรวจสอบ
พบวาทุกตวัอยางเกดิแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 513 คูเบส  เนื่องจากทุกตวัอยางขยายพันธุจากตนพนัธุ
ตนเดยีวกันซึ่งเปนตนที่ถูกเขาทําลายโดยโรคกรีนนิ่งทําใหตนที่ไดทั้งหมดนั้นเปนโรคและที่ยังไม
แสดงอาการชดัเจนเนื่องจากวาใบที่เก็บมานั้นยังเปนใบออนและกิ่งพันธุนั้นยังมีอายเุพียง 6  เดือน 
ทําใหอาการของโรคยังไมปรากฎมาก สวนในตวัอยางสมเขียวหวานทีม่ีลักษณะอาการ ใบเหลือง 
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และที่ใบมแีตมสีเขียว ใบมลัีกษณะอาการคลายการขาดธาตุสังกะสี (ภาพที่ 1 B.)  เมื่อสกัดดีเอ็นเอ
และนํามาตรวจสอบดวยไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน  rplJ โดยเทคนิค PCR พบวาสามารถเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอไดแสดงวามีเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิง่ (ภาพที่ 2 ชองที่ 3) ในตวัอยางสมเชงทีมลัีกษณะอาการ
คลายการขาดธาตุสังกะสี ใบมีอาการเหลอืง ก็สามารถตรวจพบเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิง่ได
เชนเดยีวกัน  (ภาพที่ 2 ชองที่ 4 ) ดังแสดงในตารางที่ 1   
 
ตารางที่ 1   ลักษณะอาการผดิปกติที่พบในสมโอ สมเขียวหวาน และสมเชง และผลการตรวจสอบ
โดยเทคนิค PCR ของสมที่แสดงอาการแตกตางกันทีเ่กบ็มาจากจังหวดัตางๆในประเทศไทย 
 

ชื่อพืช สถานที่เก็บ ลักษณะอาการ 
จํานวน
ตัวอยาง 

ผลการ
ตรวจสอบ
ดวยเทคนิค 

PCR 
 สมโอ 

(C.  grandis) 
จ.  จันทบุรี ใบเหลือง เสนกลางใบเขียว 

บริเวณใบที่เหลืองจะมีลักษณะ
อาการแตมสีเขียวกระจาย  
(blotchy mottling) 

5 5 

สมโอ 
(C.  grandis) 

โรงเรือนภาควิชาโรค
พืช ม. เกษตรศาสตร  
วิทยาเขตกําแพงแสน 
เก็บมาจาก จ. แพร 

เสนกลางใบโปรงแสง (vein 
clearing) ใบยังไมแสดงอาการ
ใบเหลือง (yellowing) 

50 50 

สมโอ 
(C.  grandis) 

จ. ปราจีนบุรี ใบเหลือง และเสนกลางใบแตก
นูน (vein corking )และใบมี
การบิดมวนคลายรูปถวย (leaf 
cupping) ใบดาง (mottle) 

3 3 

สมเขียวหวาน 
(C.  reticulata) 

จ. ปทุมธานี ใบเหลืองทั้งใบ และบริเวณใบ
มีอาการแตมสีเขียวกระจาย  
(blotchy mottling) 

8 8 

สมเชง 
(C.  sinensis) 

จ. สมุทรสงคราม ใบเหลือง เสนกลางใบเขียว 
และมีลักษณะแตมเขียวบริเวณ
ใบ 

2 2 
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ภาพที่ 1 ลักษณะอาการของโรคกรีนนิ่งที่พบบนใบสมโอ สมเขียวหวาน ซ่ึงเกิดจากเชื้อ Candidatus  
             Liberibacter asiaticus 
             ภาพ A คือสมโอที่แสดงอาการใบมีขนาดเล็ก เรียวยาว และหนากวาปกติ โดยที่เสนกลางใบ 
             มีสีเขียวในขณะที่บริเวณใบมีสีเหลือง ใบมักตั้งชี้ขึ้น 
             ภาพ B คือสมเขียวหวานลกัษณะอาการใบเหลอืง บริเวณใบมีจ้ําสีเขียวกระจาย (blotchy  
              mottle) เสนกลางใบเขียว อาการคลายการขาดธาตุสังกะสี  
             ภาพ C คือสมโอที่แสดงอาการใบเหลือง เสนกลางใบเขียว บริเวณใบมีจ้ําสีเขยีวกระจาย  
             (blotchy mottle)  
             ภาพ D คือใบเหลือง และเสนกลางใบแตกนูน (vein corking ) และใบมกีารบิดมวนคลายรูป  
             ถวย  (leaf cupping) ใบดาง (mottle) 
 

A
B

DC

A
B

DC
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ภาพที่ 2    การตรวจวเิคราะหผลิตภัณฑ PCR ของยีน rplJ  จากเชื้อ Candidatus Liberibacter    
                 asiaticus จากดีเอน็เอที่สกัดจากสมเปนโรคแสดงอาการแบบตางๆ มีขนาด 513 คูเบส 

     M คือ  1 Kb Ladder (Fermentas®) 
                 ชองที่ 1 คือ ตัวอยางดีเอ็นเอของสมโอที่ไมเปนโรค 
                 ชองที่ 2  คือ ดีเอ็นเอของยีน rplJ จากตัวอยางสมโอ ที่มีลักษณะอาการใบเหลือง และเสน  
                 กลางใบแตกนูน (vein corking ) และใบมกีารบิดมวนคลายรูปถวย (leaf cupping) ใบดาง   
                 (mottle) 
                 ชองที่ 3 คือ ดีเอ็นเอของยีน rplJ จากตัวอยางสมเขียวหวาน ที่มีลักษณะอาการใบเหลือง  
                 บริเวณใบมีอาการแตมสีเขียวกระจาย  (blotchy mottling) 
                 ชองที่ 4 ดีเอ็นเอของยีน rplJ จากตัวอยางสมเชงที่มีลักษณะอาการใบเหลอืง เสนกลางใบ 
                 เขียว และมีลักษณะแตมเขยีวบริเวณใบ 
                 ชองที่ 5 คือ ดีเอ็นเอของยีน rplJ จากตัวอยางสมโอ ที่มีลักษณะอาการใบเหลือง เสน  
                 กลางใบเขียวบริเวณใบที่เหลือง จะมีลักษณะอาการแตมสีเขยีวกระจาย (blotchy  
                 mottling)     
 
 
 
 

0.513 Kb
0.75 Kb

0.25 Kb

2 Kb

1 Kb

0.5 Kb

M        1          2            3          4           5

0.513 Kb
0.75 Kb

0.25 Kb

2 Kb

1 Kb

0.5 Kb

M        1          2            3          4           5
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3.   การตรวจสอบไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter 
asiaticus  
 

ใช ไพรเมอร Forward - GB  (5’ GGA TCC AAT AGA CAA GGA AAG AGC G  3’)  
และ  Reverse- GE  (5’ GAA TTC ACC TTG CTG ATT TTT ATC CAC 3’) พบวาไดช้ินดีอ็นเอ 
ขนาดประมาณ 513 คูเบส (ภาพที่ 2 ) โดยในการออกแบบไพรเมอรนัน้ไดมีการเพิ่มตําแหนงของ
เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI (GGATCC) และ EcoRI (GAATTC) เขาไปในตําแหนง 5, ของไพรเมอร 
เพื่อประโยชนในการ sub cloning เพื่อใหเกิดการแสดงออกของโปรตีน RPLJ (เพื่อเตรียมทําการ
โคลนเขาสู  pGEX – 2T  Expression Vector (Amersham)   
 

นําตัวอยางสมโอ สมเขียวหวาน และสมเชงที่แสดงอาการใบเหลือง เสนกลางใบเขยีว 
บริเวณใบที่เหลืองจะมีลักษณะอาการแตมสีเขียวกระจาย  (blotchy mottling) ใบมีขนาดลดรูป ซ่ึง
เปนลักษณะอาการหลักที่สําคัญของโรคกรีนนิ่งมาทําการสกัดดีเอ็นเอและนําดเีอ็นเอมาตรวจสอบ
ดวยเทคนิค PCR เพื่อตรวจสอบไพรเมอรพบวาทุกตวัอยางสามารถตรวจสอบไดโดยใชไพรเมอรที่
มีความจําเพาะตอยีน rplJ  ของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งไดแถบดีเอ็นเอที่มขีนาด 513 คูเบส  (ภาพที่ 3 
ก )  และไดมกีารตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอรใชตวัอยางดังนี ้ ดีเอ็นเอที่สกดัไดจากเชือ้ 
Ralstonia  solanacearum,  Xanthomonas citri  subsp. citri  และ  Escherichia  coli  เปรียบเทยีบกับ      
ดีเอน็เอที่สกัดไดจากเสนกลางใบของสมโอในขางตน พบวาไพรเมอรทีใ่ชสามารถเพิ่มปริมาณยนี rplJ 
ที่พบในสมโอที่เปนโรคกรนีนิ่งเทานัน้โดยในตัวอยางอืน่ไมสามารถเพิม่ปริมาณได (ภาพที่ 3 ข)  จาก
การตรวจสอบยีนใน GenBank พบวาเชื้อทัง้สามชนดินัน้มสีวนของยีน rplJ  อยูในสวนของ ยนีสราง
โปรตีนในไรโบโซม เชนเดยีวกบัเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus  โดยจากการเพิม่ปริมาณยีน 
rplJ โดยใชเทคนิค PCR พบวาไพรเมอรทีท่ําการออกแบบนั้นสามารถเพิ่มปริมาณยนี rplJ ของเชื้อ
สาเหตุโรคกรีนนิ่งเทานัน้ 
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ภาพที่ 3   การสังเคราะหยนี rplJ โดยใชเทคนิค PCR สังเคราะหโดยใช forward primer GB และ 
               ใช reverse primer GE แยกขนาดดีเอ็นเอใน 0.8% agarose gel 

ก. การตรวจสอบยีน rplJ  ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus จากการ 
สังเคราะหโดยใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction โดยใชไพรเมอร Forward – 
GB และ Reverse- GE 

M คือ 1Kb Ladder (Biolab®) 
ชองที่ 1  คือ ผลของ PCR จากดีเอ็นเอที่สกดัจากเสนกลางใบของสมปกติ (Healthy 
Plant) 
ชองที่ 2 และ 3  คือ ผลของ PCR จากดเีอน็เอที่สกัดจากเสนกลางใบของสมเชง  
ชองที่ 4 และ 5  คือ ผลของ PCR จากดเีอน็เอที่สกัดจากเสนกลางใบของ
สมเขียวหวาน  

                          ชองที่ 6 และ 8  คือ ผลของ PCR จากดีเอ็นเอที่สกัดจากเสนกลางใบของสมโอ  
ข. การตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอร Forward – GB และ Reverse- GE ตอเชื้อ

แบคทีเรียสายพันธุตางๆ 

M คอื 1Kb Ladder (Fermentas®) 
ชองที่ 1 คือ น้ํา (Control) 
ชองที่ 2 คือ ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสมไมเปนโรค (healthy plant) 
ชองที่ 3 คือ ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสมโอทีป่นโรคกรีนนิง่ 
ชองที่ 4 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ Ralstonia solanacearum    
ชองที่ 5 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ Escherichia coli 
ชองที่ 6 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas citrii  subsp. citri 
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0.5 Kb

1 Kb

3 Kb

0.513 Kb

M        1        2      3        4         5        6       7

0.5 Kb

1 Kb

3 Kb

0.513 Kb

M        1        2      3        4         5        6       7

 

1.5 Kb

10 Kb  

0.5 Kb
0.25 Kb

0.513 Kb

M      1          2          3        4         5          6  

1.5 Kb

10 Kb  

0.5 Kb
0.25 Kb

0.513 Kb

M      1          2          3        4         5          6  

 

ก 

ข 
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4.   การเชื่อมตอยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus กับพลาสมิดพาหะ 
 

เมื่อทําการเชื่อมตอยีน rplJ ยนี ที่ไดจากการสังเคราะหโดยไพรเมอร  Forward – GB และ 

Reverse- GE กับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy  vector (Promega®) ไดพลาสมิดสายคูผสม 
pGEM-T Easy / rplJ gene เมื่อยายพลาสมดิสายผสมเขาสูแบคทีเรียเจาบาน แลวไดคดัเลือกโคลนที่
ไดรับพลาสมิดคูผสมมาสกัดพลาสมิดตรวจสอบดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  (GAATTC)  ได
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 513 คูเบส  ซ่ึงเมื่อเทียบกับขนาดของยีน  rplJ พบวามีขนาดใกลเคยีงจึง
คาดวามีช้ินของยีนเปาหมายสอดแทรกอยูในพลาสมิดพาหะนัน้ เมื่อตรวจสอบดวยเอนไซมตัด
จําเพาะทีเ่พิ่มเขาไปในขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรดวย BamHI (GGATCC) และ EcoRI 
(GAATTC) เพื่อยืนยันผล พบวาไดแถบดีเอ็นเอที่ มีขนาดประมาณ 513 คูเบส (ภาพที่ 4 ) จากนัน้
สกัดแถบดีเอน็เอขนาด 513 คูเบสจากอะกาโรสเจล แลวนําไปเชื่อมตอกับพลาสมิดพาหะ pGEX-2T 
ที่ผานการตัดดวยเอนไซม BamHI (GGATCC) และ EcoRI (GAATTC) การเชื่อมตอทําใหยนี rplJ 
เชื่อมติดกับยีน glutathione S – Transferase  (GST) ทางดานปลาย 5,  ของยีน rplJ จนไดพลาสมิด

สายผสม pGEX – rplJ  ผลจากการถายพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ DH 5α   และ
คัดเลือกโคลนที่เจริญอยูบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินได นําโคลนที่มีพลาสมิด
คูผสมมาทําการสกัดพลาสมิดโดยวิธี Alkaline Lysis  และยอยพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
BamHI ซ่ึงเปนตําแหนงรอยตอที่ดานปลาย 5,  ของยีน rplJ กับพลาสมิดและยอยดวยเอนไซม EcoRI 
มีตําแหนงคูเบสที่ 941 ของพลาสมิด pGEX-2T ซ่ึงอยูทางปลายดาน 3,  ของยีน rplJ นําพลาสมิดที่
ผานการยอยดวยเอนไซมทั้งสองชนิดมาตรวจสอบผลบน 0.8% agarose gel พบวาโคลนที่ไดรับ 
พลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ ปรากฎแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ คือ ขนาดของแถบดีเอน็เอที่มีขนาด
เทากับพลาสมิด pGEX-2T โดยมีขนาด 4.9 Kb และขนาดเทากับยนี rplJ โดยมีขนาด 513 คูเบส 
(ภาพที่ 5 ) ในการใช BamHI และ EcoRI linker เพื่อใชในการเชื่อมยนี rplJ เขากับ GST แบบบังคับ
ทิศทาง (directional cloning) 
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ภาพที่ 4   ผลการตรวจวิเคราะหดเีอ็นเอที่ไดจากการยอยพลาสมิดสายผสม pGEM-T Easy / rplJ  
               gene ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ที่แยกไดจากสมโอ และยอยดวย    
               เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI (GGATCC) และ EcoRI (GAATTC) แยกขนาดดีเอ็นเอใน  
               0.7% agarose gel 

               M คือ 1Kb Ladder (Biolab®) 
             ชองที่ 1 และ 2  คือ พลาสมิดดีเอ็นเอที่แยกไดจากเซลลแบคทีเรีย และผานการยอยดวย 
             เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI พบแถบดีเอ็นเอ  2 แถบ ที่มีขนาดเทากับ 
             พลาสมิด pGEM- T Eeasy  3 Kb และยีน rplJ ขนาด 513 คูเบส 
 
 
 
 
 
 

M             1               2

0.5 Kb

3 Kb

1 Kb

0.513 Kb

M             1               2

0.5 Kb

3 Kb

1 Kb

0.513 Kb

 



 46 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5   การตรวจสอบขนาดของพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ สกัดพลาสมิดจากเซลล 

                 แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH 5α   ที่คัดเลือกไดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
                 แอมพิซิลิน สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยวิธี Alkaline Lysis แลวยอยพลาสมิดสายผสมดวย 
                 เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาโดยใช 0.8%  
                 agarose gel 

                 M คือ 1Kb Ladder (Biolab®) 
                 ชองที่ 1 และ 2  คือ พลาสมิดดีเอ็นเอที่แยกไดจากเซลลแบคทีเรีย และผานการยอยดวย 
                 เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ที่มีขนาดเทากับพลาสมิด  
                 pGEX-2T 4.9 Kb และยีน rplJ ขนาด 513 คูเบส 
 
 
 
 
 

M              1                 2

0.5 Kb

1 Kb

4.9 Kb

3 Kb

0.513 Kb

M              1                 2

0.5 Kb

1 Kb

4.9 Kb

3 Kb

0.513 Kb
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5.  การศึกษาและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter 
asiaticus 
 

เมื่อไดพลาสมิดสายผสมลวนําโคลนนั้นไปทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดที่หนวยบรกิาร
ชีวภาพ  (BSU), สํานักงานพฒันาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ  และวเิคราะหลําดับ            
นิวคลีโอไทดที่ไดโดยใชโปรแกรม DNA Star รวมกับโปรแกรม Vector NTI  แลวนาํ                     
นิวคลีโอไทดที่ไดนั้นเปรียบเทียบกับลําดบันิวคลีโอไทดที่มีรายงานไวแลวใน GenBank พบวา 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ซ่ึงเปนยีนในสวนของยนีสรางโปรตีนในไรโบโซมของเชื้อ 
Candidatus Liberibacter asiaticus ที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้มีลําดับนวิคลีโอไทดขนาดประมาณ 
513 คูเบส และสามารถแปลรหัสโปรตีน RPLJ  ไดกรดอะมิโน 171 ตัว ซ่ึงลําดับนิวคลีโอไทดที่ได
แปลรหัสเปนโปรตีนนั้นไมพบ stop codon (TAA, TAG, TGA) ภายในยีน มี GC ประมาณรอยละ 
38.2  กรดอะมโินสวนมากเปน hydrophobic  มี serine มากที่สุดคือรอยละ 12.28 มีคา Isoelectric 
point (PI) สูง คือ 10.16  เนื่องจากเปนโปรตีนที่รวมกับไรโบโซมซึ่งเบสของ RNA จะเปน 
hydrophobic และเปรยีบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter 
asiaticus ที่มีรายงานไวแลวใน GenBank (M94319) พบวามีคาความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด
เทากับรอยละ 99.8  และเมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนพบวามีความเหมือนเทากบัรอยละ 100  
และนํา      นวิคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ที่ไดฝากลงใน 
GenBank โดยไดเลข accession number DQ852665 (ภาพที่6) และเปรียบเทียบกับยนี rplJ ของเชื้อ 
Candidatus Liberibacter africanus พบวามคีาความเหมือนของลําดับนวิคลีโอไทดเทากับรอยละ 
77.4 และลําดบักรดอะมิโนมีคาความเหมอืนเทากับรอยละ 77.6 ซ่ึงจากการตรวจสอบพบวายนี rplJ 
ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ที่พบในแถบเอเชียนั้นมีคาความเหมือนกันมากกวารอย
ละ 90 จากนัน้นําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งที่พบในประเทศไทยที่
ไดเปรียบเทยีบกับยีน rplJ  ของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชชนิดอื่นๆที่มีรายงานไวแลวใน 
GenBank  (ตารางที่ 2 ) พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ นั้นมีความแตกตางกันของแตละสาย
พันธุของแบคทีเรีย เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อสาเหตุของโรคกรีนนิ่งสายพันธุที่พบในแถบแอฟริกา
พบวายนีในสวนนีก้็มีความแตกตางกันซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อสาเหตุของโรคกรีนนิ่งที่พบในแถบ
แอฟริกาและในแถบเอเชียนัน้มีลักษณะของยีน rplJ  ทั้งสองสายพันธุนั้นมีความแตกตางกัน       
(ภาพที่ 7) จากนั้นก็นําลําดับนิวคลีโอไทดมาเปรียบเทียบโดยการทํา Phylogenetic tree  พบวายนี 
rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus มีความแตกตางจากยีน rplJ ของเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคพืชอ่ืนๆโดยจาการตรวจดู phylogenetic tree  พบวายนี rplJ  ของเชื้อ Candidatus 
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Liberibacter asiaticus นั้นมคีวามสัมพันธกับยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter africanus 
มากกวาแบคทเีรียสาเหตุโรคพืชชนิดอื่นๆ และแมทั้งสองสายพันธุนั้นจะมีความสัมพันธกันแตมีกม็ี
ความแตกตางกันประมาณรอยละ 20  สวนในแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชอ่ืนๆพบวา ถาแบคทีเรียอยูใน
สกุลเดียวกันยนี rplJ ก็จะมีความสัมพันธใกลชิดกันมากกวาแบคทีเรียที่อยูตางสกุลกนั (ภาพที่ 8) 
 
ตารางที่ 2   แบคทีเรียและแบคทีเรียโรคพืชที่มียีน rplJ มีรายงานไวแลวใน GenBank นํามาใชใน  
                   การเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter  
                   asiaticus สายพันธุที่พบในประเทศไทย 
 

ชื่อเชื้อสาเหตุ สายพันธุ ชื่อยอ ประเทศ 
Accession 
Number 

1. Staphylococcus  aureus subsp. aureus MRSA252 Saa USA NC_002952 
2. Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 Rs USA NC_007493 
3. Corynebacterium jeikeium K411 Cj Germany NC_007164 
4. Ralstonia solanacearum GMI1000 Rsol USA NC_003295 
5. Rickettsia conorii Malish 7 Rc USA NC_003103 
6. Escherichia coli CFT073 Ec USA NC_004431 
7. Rickettsia typhi Wilmington Rt USA NC_006142 
8. Pseudomonas fluorescens Pf-5 Pf USA NC_004129 
9. Rickettsia prowazekii Madrid E Rp Sweden NC_000963 
10. Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola 

1448A Psp USA NC_005773 

11. Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331 Xoo  Korea NC_006834 
12. Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 Cg Japan NC_003450 
13. Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria 

85-10 Xcv USA NC_007508 

14. Xanthomonas campestris pv. 
campestris 

ATCC 33913 Xcc Brazil NC_003902 

15. Burkholderia mallei ATCC 23344 Bm USA NC_006348 
16. Burkholderia sp 383 B USA NC_007510 
17. Ralstonia eutropha JMP134 Re USA NC_007347 
18 Xanthomonas axonopodis pv. citri 306 Xac USA NC_003919 
19. Agrobacterium tumefaciens   C5 At USA NC_003062 
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ตารางที่ 2   (ตอ) 
 

ชื่อเชื้อสาเหตุ สายพันธุ ชื่อยอ ประเทศ 
Accession 
Number 

20. Agrobacterium tumefaciens C58 isolate: 
U.Washington 

At- U.Wal USA NC_003304 

21. Pseudomonas putida KT2440 Pp USA NC_002947 
22. Pseudomonas entomophila L48 Pe USA NC_008027 
23. Candidatus Liberobacter africanus - RPLJ -

CLaf 
France U09675 

24. Pseudomonas fluorescens PfO-1 PfO USA NC_007492 
25. Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 Pst USA NC_004578 
26. Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCRI1043 Eca USA NC_004547 
27. Pseudomonas syringae pv. syringae B728a Pss USA NC_007005 
28. Pseudomonas aeruginosa PAO1 Pa USA NC_002516 
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                                 N  R  Q  G   K  S  V   E  I  S   E  L  S  K   I  F  S  
    1 AATAGACAAG GAAAGAGCGT AGAAATTTCT GAATTAAGTA AGATTTTTTC 
 
     S  S  G   S  I  V  V   A  H  Y   K  G  I   S  V  A  Q  
   51 TTCTTCTGGA TCAATTGTTG TTGCACATTA TAAGGGAATT AGTGTTGCGC 
 
      I  K  D   L  R  K   K  M  R  E   A  G  G   G  V  K 
  101 AAATTAAAGA TCTTCGGAAA AAGATGCGGG AAGCTGGTGG AGGTGTAAAA 
 
 V  A  K  N   R  L  V   K  I  A   I  R  D  T   S  I  R  
  151 GTTGCCAAAA ATCGTCTCGT CAAGATTGCT ATCCGTGATA CTAGTATCAG 
 
    G  I  S   D  L  F  V   G  Q  S   L  I  V   Y  S  D  S  
  201 AGGAATATCT GATCTTTTCG TTGGGCAGTC TCTAATTGTC TATTCGGATA 
 
     P  V  I   A  P  K   I  S  V  S   F  S  N   D  N  N 
  251 GTCCTGTTAT TGCTCCTAAA ATTTCGGTTA GCTTTTCAAA TGACAATAAT 
 
  E  F  R  V   L  G  G   V  V  E   K  G  V  L   N  Q  D  
  301 GAATTTAGAG TTCTTGGTGG GGTTGTAGAG AAGGGCGTCC TTAATCAAGA 
 
   S  I  K   Q  I  A  S   L  P  D   L  E  G   I  R  A  G  
  351 TTCTATCAAG CAAATTGCTT CTTTACCCGA TCTTGAGGGT ATTCGAGCTG 
 
      I  I  S   A  I  Q   S  N  A  T   R  L  V   R  L   L 
  401 GTATCATAAG TGCTATCCAA TCTAATGCAA CTAGATTGGT TAGACTTCTT 
 
  G  T  P  Q   T  Q  V   V  R  A   I  S  A  F   V  D  K  
  451 GGTACGCCAC AGACTCAAGT TGTTCGTGCT ATTTCTGCTT TTGTGGATAA 
 
     N  Q  Q   G 
  501 AAATCAGCAA GGT 
 
 

 

ภาพที่ 6     ลําดับนิวคลีโอไทด และ ลําดบักรดอะมิโนของยีน  rplJ  ของเชื้อ Candidatus 
Liberibacter asiaticus  ที่ไดมีการฝากไวใน GenBank (DQ 852665)โดยการตดัเอา stop 
codon (TAG) ออกและเติม BamHI และ EcoRI  เขาที่ 5, และ 3, ตามลําดับ ซ่ึงเชื่อมตอ
กับ GST ใน pGEX-2T  expression vector ในตําแหนง BamHI และ EcoRI 
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rplJ- CLaf    (1) ---AATAGGCAAGAAAAGAGTGTGGAAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTT 
rplJ- Thai    (1) ---AATAGACAAGGAAAGAGCGTAGAAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTT 
 Consensus    (1) ---AATAG٭CAAG٭AAAGAG٭٭GT٭GAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTT 
                                                                
rplJ- CLaf   (51) TTCTTCTTCTGGATCAGTTGTTGTTGCGCACTATAAGGGAATTAGTGTAG 
rplJ- Thai   (48) TTCTTCTTCTGGATCAATTGTTGTTGCACATTATAAGGGAATTAGTGTTG 
 Consensus   (51) TTCTTCTTCTGGATCA٭TTGTTGTTGC٭CA٭TATAAGGGAATTAGTGT٭G 
                                                              
rplJ- CLaf  (101) CGCAGATAAAAGATCTTCGAAAGAAAGTGCGAGAAGCTGGTGGAGGTGTA 
rplJ- Thai   (98) CGCAAATTAAAGATCTTCGGAAAAAGATGCGGGAAGCTGGTGGAGGTGTA 
 Consensus  (101) CGCA٭AT٭AAAGATCTTCG٭AA٭AA٭٭TGCG٭GAAGCTGGTGGAGGTGTA 
                                                               
rplJ- CLaf  (151) AAGGTTGCGAAAAATCGTCTTGTTAAGATTGCCGTCAGCGATACTAGTTT 
rplJ- Thai  (148) AAAGTTGCCAAAAATCGTCTCGTCAAGATTGCTATCCGTGATACTAGTAT 
 Consensus  (151) AA٭GTTGC٭AAAAATCGTCT٭GT٭AAGATTGC٭٭TC٭G٭GATACTAGT٭T 
                                                               
rplJ- CLaf  (201) GAAGGGTGTTTCAGATCTTTTTGTTGGGCAATCATTGATTGTTTATTCGG 
rplJ- Thai  (198) CAGAGGAATATCTGATCTTTTCGTTGGGCAGTCTCTAATTGTCTATTCGG 
 Consensus  (201) ٭A٭٭GG٭٭T٭TC٭GATCTTTT٭GTTGGGCA٭TC٭٭T٭ATTGT٭TATTCGG 
                                                               
rplJ- CLaf  (251) TTGACCCTATTGTTGCTCCTAAGATTTCTGTGAGCTTTGCGAATGATAAT 
rplJ- Thai  (248) ATAGTCCTGTTATTGCTCCTAAAATTTCGGTTAGCTTTTCAAATGACAAT 
 Consensus  (251) ٭T٭٭٭CCT٭TT٭TTGCTCCTAA٭ATTTC٭GT٭AGCTTT٭C٭AATGA٭AAT 
                                                               
rplJ- CLaf  (301) AAACAGTTTGTGGTTCTTGGCGGTATTTTGGAGAAAGATATTCTTGACCA 
rplJ- Thai  (298) AATGAATTTAGAGTTCTTGGTGGGGTTGTAGAGAAGGGCGTCCTTAATCA 
 Consensus  (301) AA٭٭A٭TTT٭٭٭GTTCTTGG٭GG٭٭TT٭T٭GAGAA٭G٭٭٭T٭CTT٭A٭CA 
                                                               
rplJ- CLaf  (351) AGATTCTATCAAACGGATTGCTTCGTTGCCTAATATTGATGGTATTCGTT 
rplJ- Thai  (348) AGATTCTATCAAGCAAATTGCTTCTTTACCCGATCTTGAGGGTATTCGAG 
 Consensus  (351) AGATTCTATCAA٭C٭٭ATTGCTTC٭TT٭CC٭٭AT٭TTGA٭GGTATTCG٭٭   
                                                               
rplJ- CLaf  (401) CTATGATCATTAGTGCTATTCAATTTAATTCGACTAGATTGGTAAATCTT 
rplJ- Thai  (398) CTGGTATCATAAGTGCTATCCAATCTAATGCAACTAGATTGGTTAGACTT 
 Consensus  (401) CT٭٭٭ATCAT٭AGTGCTAT٭CAAT٭TAAT٭C٭ACTAGATTGGT٭A٭٭CTT 
                                                              
rplJ- CLaf  (451) CTTAATGCACCTCAGACTAAAATTGTTCGTGCTATTTCTGCTTTTGTAGA 
rplJ- Thai  (448) CTTGGTACGCCACAGACTCAAGTTGTTCGTGCTATTTCTGCTTTTGTGGA 
 Consensus  (451) CTT٭٭T٭C٭CC٭CAGACT٭AA٭TTGTTCGTGCTATTTCTGCTTTTGT٭GA 
                                
rplJ- CLaf  (501) TAAAAATCAACAAAGT 
rplJ- Thai  (498) TAAAAATCAGCAAGGT 
 Consensus  (501) TAAAAATCA٭٭CA٭GT    
 
                 

ภาพที ่7   การเปรียบเทียบการจัดลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter  
                asiaticus ที่อยูใน pGEX-2T expression vector สายพันธุที่พบในประเทศไทยกับลําดับ        
                นิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter africanus โดยใชโปรแกรม   
                Align X ใน Vector NTI  version 9.0 (Invitrogen) 
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ภาพที่ 8   Phylogenetic tree ของความสัมพันธระหวางลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ  
                Candidatus Liberibacter asiaticus สายพันธุที่พบในประเทศไทยกับลําดับนวิคลีโอไทด 
                ของยีน rplJ ของเชื้อแบคทีเรียโรคพืชอ่ืน โดยใชโปรแกรม Treeconw 
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6.   การสังเคราะหโปรตีนในเซลลแบคทีเรีย 
 

หลังจากที่มีการถายพลาสมิดสายผสมเขาสู เซลล  E. coli สายพันธุ DH5 α แลวการ
สังเคราะหรีคอมบิแนนทโปรตีนระหวางโปรตีน GST กับโปรตีน RPLJ ในเซลลแบคทีเรีย E. coli  
สายพันธุ DH5 α  โดยเล้ียงเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ  DH5 α   ซ่ึงไดรับพลาสมิดสายผสม
เล้ียงในอาหาร 2XYT ที่มีการเติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินนาน 12-16 ช่ัวโมงเพื่อใชเปน starter 
จากนั้นนําเชื้อที่ไดมาเลี้ยงในอาหารชนิดเดิมและชกันําใหมีการสังเคราะหรีคอมบิแนนทโปรตีนได
ภายหลังจากการเติม Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เปนเวลา 2  ช่ัวโมง  เพื่อใหเกิด
การแสดงออกของยีน จากนัน้ทําการเก็บเซลลที่เวลาตางๆ เติม Lysozyme เพื่อทําใหเซลลแตก ปน
แยกน้ําใส และเก็บกากตะกอนเซลล แลวนํามาวิเคราะหหาโปรตีนและขนาดของโปรตีนดวย
เทคนิค SDS-PAGE โดยใช 15% SDS Polyacrylamide gel  พบวาภายหลังจากการเติม IPTG  4 
ช่ัวโมง เซลลแบคทีเรียสามารถสรางรีคอมบิแนนทโปรตนีไดในปริมาณมาก และรีคอมบิแนนท
โปรตีนที่ไดนัน้อยูในกากตะกอนเซลลมากกวาอยูในสวนน้ําใส และจากการวิเคราะหขนาดของ
โปรตีนเมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวา ขนาดของโปรตีนที่มีการสังเคราะหในเซลล
แบคทีเรียที่มพีลาสมิด pGEX – rplJ  พบแถบโปรตีนเขมที่มีขนาดสอดคลองกับขนาดของโปรตีน 
RPLJ  ที่คํานวณไดจากขนาดของยีน rplJ ซ่ึงคาดวาจะมขีนาดประมาณ 18 กิโลดาลตัน แตเนื่องจาก
บนพลาสมิดพาหะมีสวนของโปรตีน GST ที่สามารถถอดรหัสไดโปรตีนที่มีขนาด 27 กิโลดาลตัน 
ดังนั้นแถบโปรตีนเปาหมายนั้นจึงมีขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 9) จากขนาดของโปรตีน 
GST- RPLJ ที่ได แสดงใหเหน็วาการสังเคราะหยนีในปฏิกิริยาลูกโซมีความถูกตอง สําหรับในการ
สรางรีคอมบิแนนทโปรตีนครั้งตอไปเลือกใชเวลา 4  ช่ัวโมงในการชักนําการสรางโปรตีน เพื่อสกดั
แยกโปรตีนใหบริสุทธิ์ในการทดลองตอไป 

 

7.   การแยกสกัดโปรตีน GST- RPLJ จากเซลลแบคทีเรีย 
 

เพื่อการศึกษาโปรตีนนําไปเปนเอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอเชื้อ
สาเหตุโรคกรีนนิ่งเพื่อใชในการตรวจสอบดวยเทคนิคทางเซรุมวิทยาจึงตองมีการสกัดรีคอม
บิแนนทโปรตนี แตเนื่องจากโปรตีน GST- RPLJ  ที่สังเคราะหไดในเซลลแบคทีเรียนัน้ไมสามารถ
แยกโปรตีนไดโดยการใช 10 mM imidazole  และ Guanidine hydrochloride  เนื่องจากโปรตีนสวน
ใหญยังตดิอยูในตะกอนเซลล และไดเลือกใชวิธีการที่ทําใหโปรตีนที่ตกตะกอนละลายไดโดยใช
สาร N- laurylsarcosine 1.5% (Frangioni and Neel, 1992) ซ่ึงสารนี้มีประจุที่คลายกบั SDS คือมี
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ประจุลบและนําสารละลายดังกลาวไปทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง sonicator (ultrasonic processor, 
USA) พบวาโปรตีนยังคงอยูในสวนของกากตะกอนเซลลโดยเมื่อใชสารละลายนี้จะทาํใหเกิดฟอง
มากและมีผลตอการทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง sonicator แตวิธีนี้จะทําใหดเีอ็นเอขาดทําใหสาร
สกัดที่ไดไมหนืดและไดกําจดัฟองโดยการปลอยทิ้งไวทําใหเสียเวลามากและโปรตีนสวนใหญ
ยังคงอยูในตะกอนเซลล  ดวยเหตนุี้จึงเลือกใชวิธีที่จะสกัดเอาโปรตีน GST – RPLJ ออกจากตะกอน
เซลลของแบคทีเรียโดยการใช 8M urea ซ่ึงไมมีประจ ุวิธีนี้จะทําใหโปรตีนที่ไดนัน้เสยีสภาพ และ
สามารถที่จะสกัดโปรตีนเปาหมายออกจากตะกอนเซลลได (ภาพที่ 10) เมื่อเปรียบเทียบกับตะกอน
เซลลกอนที่จะทําการละลายดวย 8 M urea ภาพที่ 9 จากนัน้ทําการแยกโปรตีน GST – RPLJ ออก
จากตะกอนเซลลโดยแยกขนาดของโปรตีนบน 15%SDS – PAGE นําเจลที่ไดมายอมใน 0.3M 
CuCl2  แลวทําการตัดแถบโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน มาทําการบดเจลโดยใช  pestle 
ใน 1X PBS buffer พบวาในการบดเจลนัน้ทําไดยากและไมทําใหเจลเปนเนื้อเดยีวกับสารละลาย  
จากนั้นนําเจลมาทําใหบริสุทธิ์โดยแยกโปรตีนออกจากเจลดวยกระแสไฟฟาผานตวักลาง Tris 
glycine buffer  ซ่ึงมีคุณสมบัติในการรักษาสภาพของโปรตีน  นําสารละลายโปรตีนทีแ่ยกไดมา
วิเคราะหขนาดอีกครั้งบน 15% SDS – PAGE สามารถตรวจพบแถบของรีคอมบิแนนทโปรตีน 
GST –  RPLJ ที่มีขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 11 ) และจากการทดลองพบวารีคอม
บิแนนทโปรตนีที่แยกไดนั้นมคีวามบริสุทธิ์และไดปริมาณโปรตีนที่เพยีงพอสําหรับการนําไปใช
เปนแอนตเิจนฉีดเขาไปในสตัวทดลองเพื่อสรางแอนติบอดีสําหรับศึกษาทางดานเซรุมวิทยา
เนื่องจากโปรตีน GST เปนโปรตีนที่กระตุนการสรางภมูิคุมกันต่ํา เมือ่นําโปรตีน GST- RPLJ ที่แยก
ไดบริสุทธิ์ไปฉีดสัตวทดลองทําให antigenic determinant ของโปรตีน RPLJ ยังคงเหมือนเดิม  
(Pillai et al., 1995)  
 

กอนที่จะมีการตรวจสอบคุณสมบัติของโปรตีนและนําโปรตีนที่ไดเปนแอนติเจนนัน้ตองมี
การตรวจหาปรมิาณของโปรตีนกอน คือ หาความเขมขนของโปรตีนที่แยกใหบริสุทธิ์  วิธีการ
ตรวจสอบทําโดยการใชวิธีวดัปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Bradford (1976) วัดโดยใชคา OD595 และ
นําคา OD595 ของโปรตีนบริสุทธิ์ที่ไดมาเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin , 
Sigma (BSA) ที่ทราบความเขมขนแนนอน (แสดงในภาคผนวก ค) และจากผลการทดลองพบวา
สารละลายโปรตีนที่ไดนัน้มคีวามเขมขน 4  มก/มล   คาความเขมขนที่ไดนี้จะใชเปนคามาตรฐาน
ของโปรตีนที่จะใชเปนแอนติเจนในการฉดีเขาสัตวทดลองเพื่อใหสัตวมีการสรางแอนติบอดีและนาํ
แอนติบอดีที่ไดมาศึกษาทางดานเซรุมวิทยาตอไป 
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ภาพที่ 9  การสังเคราะหรีคอมบิแนนทโปรตีน GST – RPLJ ในเชื้อแบคทีเรีย E. coli DH5 α  โดย 

               เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย E. coli DH5 α ที่มีพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ  จากนั้นชกันําดวย 
               สาร IPTG เปนเวลา 2  4 และ 6 ช่ัวโมงมาวิเคราะหขนาดดวยเทคนิค SDS- PAGE ยอมเจล 
               ดวยสารละลาย Coomassie brilliant blue R250 

                M  คือ  โปรตีนมาตรฐาน Protein Molecular Weight Marker (Fermentas®) 
               ชองที่ 1 คือ  โปรตีนจากตะกอนเซลลของเชื้อ E. coli DH5α กอนที่จะมีการเติมสาร IPTG 

  ชองที่ 2  3  4 คือ รีคอมบิแนนทโปรตีนทีม่ีแตพลาสมิดพาหะ pGEX- 2T ซ่ึงไมมียีน rplJ    
  แทรกอยู เมื่อชักนําใหสรางโปรตีนดวย IPTG แลวที่ชวงเวลา 2  4 และ 6 ช่ัวโมง    
  ตามลําดับ 
  ชองที่ 5 และ 6 คือ รีคอมบิแนนทโปรตีน GST –RPLJ เมื่อเล้ียงได 2 และ 4 ช่ัวโมง กอนที่  
  จะมีการเติมสาร IPTG ตามลําดับ  
  ชองที่ 7  8 และ 9 คือ รีคอมบิแนนทโปรตีน GST – RPLJ  เมื่อเล้ียงได 2  4 และ 6 ช่ัวโมง   
  หลังจากชักนาํดวย IPTG เพือ่ชักนําใหสรางโปรตีน มีขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน 
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ภาพที่ 10  การแยกโปรตีน GST – RPLJ ออกจากตะกอนเซลลของเชื้อ E .coli  ดวย 8M urea โดย 

                 เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย E. coli DH5 α ที่มีพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ  จากนั้นชกันําดวย 
                 สาร IPTG เปนเวลา 4 ช่ัวโมง นําสวนใสและสวนของตะกอนเซลลมาวิเคราะหขนาด 
                ดวยเทคนิค SDS - PAGE ยอมเจลดวยสารละลาย Coomassie brilliant blue R250 

                M  คือ  โปรตีนมาตรฐาน Protein Molecular Weight Marker (Fermentas®) 
                ชองที่ 1 และ 3  คอื โปรตีนจากสวนใสที่แยกจากเซลลที่มีพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ   
                สามารถตรวจพบรีคอมบิแนนทโปรตีน GST – RPLJ  ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน  
                พบวาวิธีนี้สามารถขจัดโปรตีนของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ออกจากตะกอนเซลลไดมาก   
                ชองที่ 2 คือ โปรตีนทั้งหมดทีไ่ดจากตะกอนเซลลที่มีพลาสมิดสายผสม pGEX – rplJ   
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ภาพที่ 11    การแยกโปรตีน GST – RPLJ ออกจากโปรตนีของเชื้อ E .coli ดวยการตัดแถบโปรตีนที่ 
                   แยกใน SDS-PAGE และแยกโปรตีนออกจากเจลและนําไปใสถุง dialysis และแยก 
                  โปรตีนใหบริสุทธิ์โดยใชกระแสไฟฟา 135 โวลต เปนเวลา 200 นาที และนําโปรตีน  
                  บริสุทธิ์ที่ไดมาตรวจสอบผลดวยเทคนิค SDS-PAGE ยอมเจลดวยสารละลาย  
                  Coomassie brilliant blue R250 

                  M  คือ  โปรตีนมาตรฐาน Protein Molecular Weight Marker (Fermentas®) 
                  ชองที่ 1 – 2  คือ รีคอมบิแนนทโปรตีน  GST – RPLJ  ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน 
 
 
 
 
 
 
 

                    

M             1                2

45 kDa
45 kDa

18.4 kDa

25 kDa

35 kDa

66.2 kDa
116 kDa

14.4 kDa

M             1                2

45 kDa
45 kDa

18.4 kDa

25 kDa

35 kDa

66.2 kDa
116 kDa

14.4 kDa



 58 

8.   การเตรียม DNA probes โดยการตดิฉลากดวย DIG-11-dUTP ดวยเทคนิค PCR 
 

เตรียม DNA probes โดยการติดฉลากดวย DIG-11-dUTP ใชเปนตวัตดิตามยีน rplJ ของ
เชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิง่ที่พบในประเทศไทยเพื่อใชในการ
ตรวจสอบโรค ซ่ึงในการทดลองครั้งนี้ไดใชสวนของยีน rplJ เปนตัวตรวจสอบจําเพาะ โดยนํา
โคลนที่เราทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ ใน  pGEM-T Easy เปนดีเอ็นเอตนแบบมาทําการ
ติดฉลากยีน rplJ ดวยสาร digoxigenin ซ่ึงเปนสารประเภทสเตอรอยด เปนการตรวจสอบแบบ non 
radioactive ที่สามารถตรวจสอบไดโดยแอนติบอดีตอ DIG ซ่ึงเชื่อมตอกับสารที่สามารถทําใหเกดิ
การเรืองแสงทําใหสามารถตรวจสอบสัญญาณไดจากการประกบแผนฟลม X-Ray ซ่ึงการ
สังเคราะห probes นั้นทําโดยใชปฏิกิริยา PCR และใช dNTP ที่มี DIG- 11- dUTP ในอัตราสวน 
dTTP: DIG-11-dUTP 3:1 ที่ติดฉลากดวย digoxigenin ตรวจสอบผลที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 
0.8% agarose gel พบวาไดแถบดีเอ็นเอที่มขีนาด 513 คูเบส และเมื่อมกีารติดฉลากดวย digoxigenin 
จะทําใหสายนวิคลีโอไทดมขีนาดเพิ่มขึ้นโดยขนาดของแถบดีเอ็นเอจะสูงกวาขนาด 513 คูเบส
เล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบขนาดกับดีเอน็เอมาตรฐาน ทั้งนี้เพราะ dUTP ที่ติดฉลากดวย digoxigenin 
จะมีขนาดใหญกวา dUTP ทั่วไป จึงมีผลทําให probes ที่ไดนั้นจะมีขนาดของแถบดีเอ็นเอที่สูงกวา
ผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช dNTP ปกติทั่วไป (ภาพที่ 12) และเมื่อได probes แลว
ตรวจสอบดวยการใชเทคนิค Dot Blot Hybridization ตอไป  
 
9.   การตรวจสอบดีเอ็นเอของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ดวยเทคนิค Dot Blot 
Hybridization 
 

หลังจากที่ไดมกีารเตรียม probes ที่จําเพาะตอยีน rplJ แลว ก็นํา probes ที่ไดมาทําการ
ตรวจสอบดวยเทคนิค   dot blot hybridization โดยเริ่มจากการสกัดดเีอน็เอของตัวอยางสมที่เก็บมา
จากแหลงตางๆในประเทศไทย โดยสมที่เก็บมานั้นมีทั้งหมด 3 ชนิด จาํนวน 68 ตัวอยาง โดยสมแต
ละชนิดนัน้จะมีการแสดงลักษณะอาการของโรคกรีนนิ่ง คือ ใบเหลือง เสนกลางใบเขยีว บริเวณใบ
ที่เหลืองจะมีลักษณะอาการแตมสีเขียวกระจาย  (blotchy mottling) ซ่ึงตัวอยางของสมโอนั้นมีการ
เก็บมาจาก 3 แหลง  คือ เก็บมาจากจังหวดัจันทบุรี จํานวน 5 ตัวอยางซึ่งแสดงอาการของโรคกรีนนิ่ง 
และเก็บมาจากโรงเรือนของภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน จังหวดันครปฐม ทั้งหมด 50 
ตัวอยาง พบวาตัวอยางทั้งหมดยังไมแสดงอาการของโรคกรีนนิ่งโดยจากการตรวจดูลักษณะอาการ
พบวา บริเวณเสนกลางใบจะใส โปรงแสง  และตัวอยางจากจังหวัดปราจีนบุรี พบวาลักษณะอาการ
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สวนใหญนั้นเปนอาการของโรที่เกิดจากไวรัส Citrus tristeza โดยใบเหลือง และเสนกลางใบแตก
นูน (vein corking )และใบมกีารบิดมวนคลายรูปถวย (leaf cupping) ใบดาง (mottle) และจากการ
ตรวจสอบดวยเทคนิค dot blot hybridization พบวาตวัอยางของสมโอที่เก็บมาจากทัง้หมด 3 แหลง
นั้นสามารถตรวจสอบไดโดยใช probes  ที่มีความจําเพาะตอยีน rplJ ของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งเปน
ตัวทดสอบในปฏิกิริยา hybridization และตรวจสอบผลของปฏิกิริยาโดยการเติม anti-DIG-AP fab 
fragment   และเติมสับเสตรต CDP star เพื่อใหเกดิการเรอืงแสงบนแผนเมมเบรนซึ่งการตรวจสอบนี้
เรียกวา Chemiluminescen จากนั้นนําแผนฟลมเอ็กซเรยมาประกบพบวาทุกตัวอยางเกดิจุดสีดําเขม
บนแผนฟลม โดยผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาตวัอยางของสมโอที่เก็บมานั้นเปนโรคกรีนนิ่งทุก
ตัวอยาง 
 

ตัวอยางของสมเขียวหวานนัน้เก็บมาจากจงัหวัดปทมุธานี ทั้งหมด 8 ตัวอยาง ซ่ึงทุก
ตัวอยางแสดงอาการของโรกรีนนิ่งและตรวจสอบเชนเดียวกับสมโอพบวาทุกตวัอยางนั้นเกิดจุดสีดํา
เขมบนแผนฟลมเอ็กซเรย และจากผลการทดลองนี้ก็พบวาสมเขียวหวานที่เก็บมานัน้เปนโรคกรี
นนิ่งทุกตวัอยาง และในสวนของสมเชงนั้นเก็บมาจากจงัหวัดสมุทรสงคราม เมื่อนํามาตรวจสอบ
ดวยเทคนิค dot blot hybridization โดยใช probes เปนตัวทดสอบก็พบวาทั้งสองตัวอยางนั้นเปน       
โรคกรีนนิ่งโดยเกดิจุดสีดําเขมบนแผนฟลมเอ็กซเรย  ซ่ึงจากผลการทดลองพบวาตวัอยางที่เก็บมา
จากแหลงปลูกสมในพื้นที่ตางๆของประเทศไทยมีการเขาทําลายของโรคกรีนนิ่งทั้งหมด (ภาพที่ 
13)  
 

ตรวจสอบความจําเพาะของ  DNA probes ที่ไดโดยการตรวจสอบกับดอ็ีนเอของพืชอ่ืนที่
เก็บมาจากบริเวณรอบๆแปลงปลูกสมโอของจังหวดัจันทบุรีโดยตัวอยางที่เก็บมาคือ ใบกฤษณา ใบ
ตนหวา ใบตนกิม ใบตนยาง พบวาไมสามารถเกิดผลบวกไดกับ rplJ - probes และตรวจสอบเพื่อ
ยืนยนัความจําเพาะของ probe อีกครั้งโดยการตรวจสอบกบัแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 2 ชนิดคือ เชื้อ 
Ralstonia solanacearum สาเหตุโรค vascular wilt ในพืชตระกูลขิง มะเขือเทศ และเชือ้ 
Xanthomonas citri  subsp.  citri  สาเหตุโรค canker ของพืชตระกูลสม ซ่ึงเชื้อทั้งสองชนิดนี้จะมี  
ยีน rplJ ที่อยูในสวนของยนีที่สรางโปรตีนในไรโบโซมและเชื้ออีกชนิดหนึ่งที่นํามาใชในการ
ตรวจสอบคือ E. coli โดยที่เชื้อนี้ก็มียนี rplJ ที่อยูในสวนของยีนสรางโปรตีนในไรโบโซมดวย 
หลังจากนัน้กน็ําเชื้อทั้ง 3 ชนิดมาทําการสกัดดีเอน็เอ และนําดเีอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดมา
ตรึงลงบนแผนเมมเบรนและนําไป hybridization ดวย probes และตรวจสอบผล ซ่ึงจากผลการ
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ทดลองพบวาดีเอ็นเอของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดนั้นไมสามารถจับกับ rplJ -  probes ที่มีความจําเพาะ
ตอเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิ่งได (ภาพที่ 14)  
 

จากการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งโดยเทคนิค dot blot hybridization พบวา rplJ-
probes ที่ออกแบบมานั้นสามารถที่จะใชในการตรวจสอบโรคกรีนนิ่งไดอยางมีประสิทธิภาพและมี
ความจําเพาะตอโรคกรีนนิ่งเทานั้นโดยไมสามารถเกิดผลบวกไดกับตวัอยางของดเีอ็นเอของเชื้อ
อ่ืนๆ หรือแมจะเปนดีเอ็นเอของพืชอ่ืนหรือพืชตระกูลสมที่ไมไดเปนโรคกรีนนิ่งก็สามารถ
ตรวจสอบได เนื่องจาก probes จะใหผลบวกกับตวัอยางทีม่ีการเขาทําลายของโรคกรีนนิ่งเทานั้น 
และไดเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบโดยเทคนิค PCR และ เทคนิค dot blot hybridization พบวาทั้ง
สองเทคนิคนั้นสามารถที่จะใชในการตรวจสอบเชื้อสาเหตุของโรคกรีนนิ่งไดโดยจากผลการ
ทดลองพบวาทุกตัวอยางทีน่ํามาตรวจสอบดวยเทคนิค PCR สามารถเกิดผลบวกและสามารถเพิ่ม
ประมาณยีน rplJ ไดขนาดของแถบดีเอ็นเอซึ่งมีขนาดประมาณ 513 คูเบส ทุกตัวอยาง และนํา         
ดีเอ็นเอของตวัอยางดังกลาวที่สกัดไดจากเสนกลางใบสมมาตรวจสอบดวยโดยเทคนิค dot blot 
hybridization พบวาทุกตวัอยางสามารถตรวจสอบไดโดยใช probes ที่จําเพาะกับโรคกรีนนิ่ง ซ่ึงจาก
การตรวจสอบดวยทั้ง 2 เทคนิคนี้ก็สามารถยืนยันไดวาตวัอยางที่เก็บมาจากแปลงปลกูในพืน้ที่ตางๆ
นั้นเปนโรคกรนีนิ่งทุกตวัอยางโดยผลการทดลองของทั้ง 2 เทคนิคนั้นใหผลการทดลองที่มีความ
สอดคลองกัน โดยแสดงสรปุการตรวจสอบดวยเทคนิคทั้ง 2 นี้ในตารางที่ 3  
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ภาพที่ 12   การสังเคราะห DNA probes ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus เพือ่ใชในการ 
                  ตรวจสอบดีเอ็นเอของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งที่อยูในพืชตอการจับกับดีอ็นเอสังเคราะห 
                  สายดีเอ็นเอในสวนของยนี rplJ ที่ติดฉลากดวย DIG-11-dUTP  ดวยปฏกิิริยา PCR โดย   
                 ใช dNTPs ปกติ ผสมกับ DIG-11-dUTP  ตรวจสอบผลโดยใช 0.8% agarose gel 

                  M คือ  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb Ladder (Fermentas®) 
                  ชองที่ 1 คือ แถบดีเอ็นเอในสวนของยีน rplJ ที่สังเคราะหโดยใช dNTPs ปกติ มีขนาด 
                  ประมาณ 513 คูเบส 
                  ชองที่ 2 คือ แถบดีเอ็นเอในสวนของยีน rplJ ที่สังเคราะหโดยใช dUTP ที่ติดฉลากดวย  
                   digoxigenin โดยจะใชเปน probes  
 
 
 
 
 
 

              

M      1 2

0.25 Kb
0.5 Kb

0.75 Kb 513 bp
1 Kb

2 Kb

M      1 2

0.25 Kb
0.5 Kb

0.75 Kb 513 bp
1 Kb

2 Kb
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ภาพที่ 13  ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค Dot blot hybridization โดยใช rplJ – probes ในการ 
                  ตรวจสอบดีเอ็นเอของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่ง 
                  หมายเลข A1 คือ น้ําที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 
                  หมายเลข A2 คือ ดีเอ็นเอที่สกดัไดจากตัวอยางของสมโอที่ไมเปนโรค (Healthy plant) 
                  หมายเลข A3 คือ โคลนของพลาสมิดสายผสม pGEX-rplJ ที่ทราบลําดับ          
                  นิวคลีโอไทดแลววาเปนยนี rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สาเหตุโรค 
                  กรีนนิ่ง ใชเปน  positive control 
                 หมายเลข A4-A7,B1-B7 และ C1-C7 คือ ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสมโอที่แสดงอาการ 
                 ใบเหลือง เสนกลางใบเขียวบริเวณใบที่เหลือง จะมีลักษณะอาการแตมสีเขยีวกระจาย  
                 (blotchy mottling) 
                 หมายเลข D1-D5 คือ ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสมเขียวหวาน ที่มลัีกษณะอาการใบเหลือง  
                 บริเวณใบมีอาการแตมสีเขียวกระจาย  (blotchy mottling) 
                 หมายเลข D6-D7 คือ ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสมเชงที่มีลักษณะอาการใบเหลอืง เสนกลาง 
                 ใบเขียว และมีลักษณะแตมเขยีวบริเวณใบ 
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ภาพที่ 14   ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค Dot blot hybridization โดยใช rplJ – probes ในการ 
                  ตรวจสอบความจาํเพาะของ probe  
      หมายเลข A1 คือ โคลนของพลาสมิดสายผสม pGEX-rplJ  ที่ทราบลําดับ        
                   นิวคลีโอไทดแลววาเปนยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สาเหตุโรค  
                   กรีนนิ่ง ใชเปน  positive control 
      หมายเลข A2 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ R. solanacearum Biovar 3 
      หมายเลข A3 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ X.  citri subsp. citri 
      หมายเลข A4 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli 
      หมายเลข B1- B4 และ C3- C4 คือ ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสมโอที่แสดงอาการใบเหลือง  
                   เสนกลางใบเขยีวบริเวณใบทีเ่หลือง จะมีลักษณะอาการแตมสีเขียวกระจาย (blotchy  
                    mottling) เก็บมาจากจังหวดัจันทบุรี 
      หมายเลข C1 คือ ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบกฤษณา ซ่ึงปลูกในแปลงเดียวกับสมโอที่ 
                   แสดงอาการของโรคกรีนนิ่ง จากจังหวดัจันทบุรี 
      หมายเลข C2 คือ ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบตนหวา เก็บมาจากแปลงปลูกสมโอแสดง   
                   อาการของโรคกรีนนิ่ง จากจังหวัดจันทบุรี 
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ตารางที่ 3   จํานวนตวัอยางของสมโอ สมเขียวหวาน และสมเชงที่มีการเก็บมาจากแหลงตางๆ และ  
                   ผลของการตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus  ในสมชนดิตางๆ  ดวย 
                   เทคนิค PCR  และเทคนิค Dot Blot Hybridization โดยมีการนําดีเอ็นเอของพืชอ่ืน และ 
                   ดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 2 ชนิด คือ เชื้อ Ralstonia solanacearum และ 
                   เชื้อ Xanthomanas  citri subsp. citri และเชื้อ Escherichia coli  เพื่อใชในการตรวจสอบ 
                   ความจําเพาะของไพรเมอรและ DNA probes 
 

วิธีการตรวจสอบ 
ตัวอยาง 

จํานวน
ตัวอยาง 

PCR Dot Blot 
Hybridization 

1. สมโอ (C.  grandis) จังหวัดจนัทบุรี 5 5 5 
2. สมโอ (C.  grandis)  จังหวัดนครปฐม 50 50 50 
3. สมเขียวหวาน (C.  reticulata) จังหวัดปทุมธานี 8 8 8 
4. สมเชง (C.  sinensis) จังหวัดสมุทรสงคราม 2 2 2 
5. Positive control (โคลนพลาสมิดสายผสมที่มียีน 
rplJ ที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดแลว) 

1 1 1 

6. Negative control (ดีเอ็นเอที่สกัดจากพืชอ่ืนเชน ใบ
กฤษณา ใบกิม ใบหวา) 

7 0 0 

7. สมโอ (C.  grandis) ที่ไมเปนโรคกรีนนิง่ 1 0 0 
8. เชื้อแบคทีเรีย 3 ชนิด คือ R. solanacearum  
เชื้อ X. citri subsp. citri และ                   
เชื้อ E. coli 

1 
1 
1 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

รวมจํานวนตวัอยางทั้งหมด 77 65 65 
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10.   การผลิตแอนติซีรัมและการตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus 
 

10.1 การเตรียมแอนติเจน 
 

การแยกสกัดโปรตีน RPLJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ซ่ึงรวมอยูกับ
โปรตีน GST ที่อยูบนพลาสมิดพาหะจากนั้นนําไปวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford (1976) ได
ปริมาณความเขมขนของโปรตีน 4 มก./มล.  
 

10.2  การผลิตแอนติซีรัม 
 

หลังจากฉีด GST-RPLJ แอนติเจนตามกําหนดการ (ภาคผนวก ฉ) เร่ิมเก็บแอนติซีรัมที่ใบหู
กระตายในสัปดาหที่ 2 หลังจากฉีดแอนติเจนครบ 5 คร้ัง โดยหลังจากเก็บเลือดจะนําเลือดที่ไดตั้งทิง้
ไวที่อุณหภมูหิองประมาณ 30-60 นาที ใชเข็มเขี่ยกรีดตามขอบดานในของบีกเกอร นําไปเก็บที่

อุณหภูมิ 4° ซ ขามคืน จากนัน้แยกสวนน้ําใสจากกอนเลือด แลวนําไปหมุนเหวีย่งที่ 6,720xg  เปน
เวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอนเม็ดเลือดแดง เก็บน้ําใสสวนที่เปนแอนติซีรัมที่ไดแบงเกบ็แชแข็งที่      

-20° ซ  และผสม 0.02% โซเดียมเอไซด เกบ็ที่ 4° ซ  เพื่อใชในการทดลองตอไป  
 

จากนั้นทาํการตรวจสอบไตเตอรของแอนติซีรัมที่ดวยวธีิ indirect ELISA พบวาแอนติซีรัม
ตอโปรตีน RPLJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สายพันธุที่พบในประเทศไทยมีคา   
ไตเตอร 1:10,000 โดยอานคาของปฏิกิริยาโดยใชเครื่องอาน ELISA reader (Programmable 
Microplate Reader MODEL DV 990 BV 4, USA) ไดคา OD405 เทากับ 0.724 โดยใชแอนติเจน 100 
นาโนกรัม  (ภาพที่ 15) 
 

10.2.1 ตรวจสอบความจําเพาะในการทําปฏิกิริยากับโปรตีนของเชื้อ Candidatus 
Liberibacter asiaticus เมื่อนาํมาทดสอบดวยวิธี indirect ELISA โดยใชความเขมขนของแอนติซีรัม 
1:1,000 พบวาสามารถทําปฏิกิริยาได และแอนติซีรัมที่ผลิตไดไมทําปฏกิิริยากับเชื้อไวรัส Citus 
tristeza เชื้อ Papaya ringspot virus เชื้อ R. solanacearum biovar 3 เชื้อ X.  citri subsp. citri และเชื้อ 
Erwinia carotovora subsp. carotovora พบวาแอนติซีรัมที่ผลิตไดมีความจําเพาะตอเชือ้ Candidatus 
Liberibacter asiaticus  
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10.2.2 การทดสอบความไว (sensitivity) ของแอนติซีรัมในการตรวจสอบเชื้อ Candidatus 
Liberibacter asiaticus ที่สามารถทําปฏิกิริยาได ซ่ึงจากการตรวจสอบพบวาแอนติซีรัมสามารถทํา
ปฏิกิริยาไดกับแอนติเจนที่มคีวามเขมขนต่าํสุดคือที่ความเขมขน 10 นาโนกรัม โดยจากการใชความ
เขมขนของแอนติซีรัมที่ 1:1,000 วัดคา OD405 ไดคาเทากบั 1.054 และ 1:10,000 วัดคา OD405 ไดคา
เทากับ 0.833 (ภาพที่ 16) ดังนั้นในการตรวจสอบโรคกรีนนิ่งโดยวิธีทางเซรุมวิทยาปริมาณ
แอนติเจนของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus จะตองมีความเขมขนที่จะใชในการทดสอบ
นอยที่สุด 10 นาโนกรัมจึงจะสามารถตรวจสอบไดดวยแอนติซีรัมที่ผลิตไดในงานทดลองนี้   
 
11.   ผลการตรวจสอบตัวอยางสมดวยวิธี  Indirect Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
 

จากการตรวจสอบสมที่ปลูกในโรงเรือนภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กาํแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ทั้งหมด 3 ชนิดโดยสมที่ปลูกในโรงเรือนแตละ
ชนิดนํามาจากจังหวดัตางๆ คือ สมโอที่นํามาจากจังหวดัจันทบุรี จํานวน 12 ตัวอยาง สมโอที่นํามา
จากจังหวดัแพร จํานวน 24 ตวัอยาง สมโอพันธุทาขอย จาํนวน 12 ตัวอยาง  สมเขียวหวาน จํานวน 
10 ตัวอยาง สมโอสวนอาจารยจุม จํานวน 10 ตัวอยาง และมะนาว จํานวน 10 ตัวอยาง โดยสมโอที่
เก็บมาจากทั้ง 3 แหลงยังไมแสดงอาการของโรคกรีนนิ่ง  สมเขียวหวานนั้นแสดงอาการคลายการ
ขาดธาตุสังกะสี และบริเวณใบแสดงอาการจ้ําเขียวกระจาย (blotchy mottle) และมะนาวแสดง
อาการใบดาง บริเวณใบเหลอืง เสนกลางใบเขียว บริเวณใบมีอาการจ้ําเขียวกระจาย นาํตัวอยาง
ทั้งหมดตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA พบวาน้าํคั้นพืชที่ไดทาํปฏิกิริยากับแอนตซีิรัมตอเชื้อ 
Candidatus Liberibacter asiaticus ใหเปนผลบวก เมื่อเปรยีบเทียบกับตนปกติที่ไมแสดงอาการของ
โรค โดยตนปกตินั้นไดมาจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อดวยเมล็ด  ซ่ึงไมทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัมตอ
เชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ซ่ึงใหผลปนลบ แสดงวาอาการผิดปกติที่ปรากฏบนใบสม
ชนิดตางๆที่นาํมาตรวจสอบนั้นมีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทเีรียสาเหตุโรคกรีนนิ่ง  โดยในการ
ตรวจสอบในงานทดลองนี้พบวาตัวอยางสมโอที่นํามาจากจังหวัดจันทบุรีนั้นเกิดผลบวกตอแอนติ
ซีรัมทั้งหมด 6 ตัวอยาง สมโอที่นํามาจากจงัหวัดแพร  23 ตัวอยาง สมโอพันธุทาขอย 3 ตัวอยาง   
สมโอสวนอาจารยจุม  7 ตัวอยาง สมเขียวหวาน 4  ตัวอยาง  และมะนาว 7 ตัวอยาง  (ตารางที่ 4)  
จากการตรวจสอบพบวาแอนติซีรัมที่ผลิตไดนั้นสามารถนํามาใชในการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรค    
กรีนนิ่งไดแมจะไมแสดงอาการของโรคและสามารถตรวจสอบไดกับเสนกลางใบของสมเพียงใบ
เดียว (0.1 กรัม)  และสามารถนําแอนติซีรัมไปตรวจสอบโรคกรีนนิ่งกับสมที่ปลูกในพื้นที่ตางๆได 
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ภาพที่ 15   การทดสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมที่ผลิตไดโดยอานคาของปฏิกิริยาจากดวยเครื่อง  
                  อาน ELISA reader (Programmable Microplate Reader MODEL DV 990 BV 4, USA)  
                  ที่คา OD405 นาโนเมตร  
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ภาพที่ 16   การทดสอบความเขมขนที่เหมาะของ RPLJ โปรตีนของเชื้อ Candidatus Liberibacter  
                  asiaticus (CLA) ที่แอนติซีรัมตอ CLA สามารถทําปฏิกิริยาไดโดยพบวาแอนติซีรัม 
                  สามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีนที่มีความเขมขนต่ําที่สุดคือที่ความเขมขน 10 นาโนกรัม 
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ตารางที่ 4  ตัวอยางของสมที่เก็บมาจากโรงเรือนภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน   
                 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ซ่ึงนํามาจากจังหวัดตางๆ  เมื่อนํา 
                 มาตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus โดยวิธี Indirect Enzyme-linked  
                 Immunosorbent Assay 
 

จํานวนสมท่ีนาํมาตรวจสอบ (ตน) 
ชื่อพืช แหลงท่ีมา จํานวนที่

ตรวจสอบ 
จํานวนที่ตรวจพบ 

สมโอ (C. grandis) จังหวดัจันทบรีุ 12 6 
สมโอ (C. grandis) จังหวดัแพร 24 23 
สมโอ (C. grandis) สวนอาจารยจุม 10 7 
สมโอพันธุทาขอย (C. grandis) จังหวดัพิจิตร 12 3 
สมเขียวหวาน (C. reticulata) - 10 4 
มะนาว (C. aurantifolia) - 10 7 

รวม 78 50 
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วิจารณผลการทดลอง 
 

การเก็บตวัอยางสมชนิดตางๆ แสดงอาการผิดปกติแตกตางกันเพื่อมาตรวจสอบโรคกรีนนิ่ง
นั้นพบอาการใบเหลือง เสนกลางใบเขียว บริเวณใบที่เหลือง มีลักษณะอาการแตมสีเขียวกระจาย 
(blotchy mottle) ในสมโอ สมเขียวหวาน และสมเชง เมื่อนําใบที่แสดงลักษณะอาการดังกลาวมา
ตรวจสอบโดยเทคนิค PCR เกิดผลบวกทกุตัวอยาง โรคกรีนนิ่งที่พบในประเทศไทยเกิดจากเชื้อ 
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLA) (ภาพที่ 1) ซ่ึงลักษณะอาการที่พบนั้นตรงกบัที่มีรายงาน
ไวโดย Weinert et al. (2004) พบวาลักษณะอาการใบทีแ่ตกออกมาใหมมีอาการเหลอืง ดางและมี
แตมเขียวกระจายบริเวณใบ บริเวณเสน กลางใบจะมีลักษณะเหลือง ซ่ึงเมื่อนํามาตรวจโรคพบเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคกรีนนิง่ อาการของโรคกรีนนิ่งที่พบในประเทศไทยจะมีลักษณะอาการ
เหมือนกับโรคกรีนนิ่งสายพนัธุใหมคือ Candidatus Liberibacter americanus ที่พบในประเทศ
บราซิล โดยแสดงลักษณะอาการ ใบเหลือง บริเวณใบมแีตมสีเขียวกระจาย (blotchy mottle) บริเวณ
ใบ ผลจะมีขนาดเล็ก และเมล็ดจะลีบ  เมื่อนําลักษณะอาการดังกลาวมาตรวจสอบดวยเทคนิค PCR 
พบวาสามารถตรวจพบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคกรีนนิ่ง  (Teixeira et al., 2005) 
 

ตัวอยางสมโอที่แสดงลักษณะอาการใบเหลือง และเสนกลางใบแตกนนู (vein corking ) 
และใบมกีารบิดมวนคลายรูปถวย (leaf cupping) ใบดาง (mottle) ซ่ึงอาการสวนใหญเปนอาการที่
เกิดจากไวรัส CTV (Paradornuwat, 2004) ที่เกิดกับพืชตระกูลสม เมื่อนําลักษณะอาการดังกลาวมา
ตรวจโรคโดยวิธี PCR สําหรับเชื้อ CTV และ CLA แลวจะใหผลบวกทั้ง 2 โรค จึงเปนไปไดวา
ลักษณะอาการของโรคที่เกิดจาก CTV จะรนุแรงกวาโรค CLA ทําใหพบแตลักษณะอาการที่เกิดจาก
เชื้อ CTV แตเพียงอยางเดียว อาจทําใหการวินิจฉยัเกดิความผิดพลาดได  อําไพวรรณ (2520) พบวา
ในมะนาวซึ่งเปนพืชที่มีความออนแอตอโรคไวรัส ทําใหลักษณะอาการที่พบสวนใหญจะเปนอาการ
ที่เกิดจากไวรัสไมคอยพบลักษณะอาการของโรคกรีนนิ่งเพราะมีไวรัสระบาดรุนแรงมากจึงอาจเปน
อาการของโรคไวรัสขมอาการของโรคกรีนนิ่งและเมื่อนาํมะนาวมาตรวจสอบโรคกรีนนิ่งพบวา 
สามารถตรวจพบโรคกรีนนิง่ไดจากลักษณะอาการดังกลาว   
 

ใบสมโอที่แสดงอาการเสนกลางใบใส (vein clearing) จะแสดงอาการชัดเจนเมื่อใบสมโอ
ยังออนหรือจากตนมีอายนุอยเพยีง 6 เดือน (จากโรงเรือนภาควิชาโรคพชื คณะเกษตรกําแพงแสน)
ทุกตัวอยางสามารถตรวจสอบโดยเกดิผลบวก โดยท่ีใบยงัไมแสดงอาการของโรคกรีนนิ่ง  เนื่องจาก
ทุกตนใชกิ่งพนัธุที่มาจากแหลงเดียวกนัหรือตนเดียวกนั ดังนั้นในการเลือกกิ่งที่จะใชในการตอกิ่ง
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หรือตอนกิ่งเพือ่ใชเปนตนพนัธุนั้นควรจะมีการตรวจสอบตนแมกอนเพื่อปองกันการติดมาของเชื้อ
โรคกรีนนิ่ง  และควรเลือกตนแมที่มีความสมบูรณและกิง่ที่มีความสมบูรณโดยปราศจากโรคทั้งจาก
โรคที่เกิดจากไวรัส CTV และโรคกรีนนิ่ง โดยเปนการปองกันการแพรระบาดของโรคไปไดอีกทาง
หนึ่ง 
 

สมเขียวหวานที่แสดงอาการคลายการขาดธาตุสังกะสี  มีใบเหลืองแตมเขียวกระจาย  ขนาด
ลดรูป และใบมักตั้งชี้ จะพบอาการชนิดนีม้ากเมื่อนํามาตรวจโรค สามารถตรวจพบเชื้อโรคกรีนนิ่ง  
การสกัดดีเอน็เอพบจากเสนกลางใบของเสมเขียวหวานที่แสดงลักษณะอาการดังกลาวเพยีง 2- 3 ใบ 
ใหปริมาณดีเอน็เอประมาณ 500 ng/μl   ที่เพียงพอตอการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคกรีนนิ่งโดยใชเทคนิค PCR  โดยใหปริมาณดีเอ็นเอประมาณ 900 นาโนกรมั (ไมไดแสดง
ขอมูล)  Davis et al. (2000) ไดนําใบสมทีแ่สดงอาการขาดธาตุสังกะสเีพียงอยางเดยีว  ไมสามารถ
ตรวจพบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคกรีนนิ่ง  แตจะพบเชื้ออาการของโรคกรีนนิ่งจากสมแสดงอาการ
แตมขียวกระจายบริเวณใบทีแ่สดงอาการคลายการขาดธาตุสังกะส ี

 
การเก็บตวัอยางสมเพื่อนํามาสกัดดีเอ็นเอควรเก็บใบทีเ่ปนใบเพสลาด เพราะจะทําใหได

ปริมาณดีเอ็นเอรวมมากเมื่อนํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR และไมควรเก็บใบที่แก
เพราะจะทําใหไดปริมาณเชื้อที่นอยอาจเนื่องมาจากใบแกทอน้ําทออาหารจะถูกทําลายและเริ่มมกีาร
อุดตันทําใหปริมาณของเชื้อมีนอย และในการสกัดดีเอน็เอใบที่มีการตดัใหเหลือแตเสนกลางใบแลว

ควรเก็บไวที่อุณหภูม ิ- 20° ซ   สวนใบพืชที่เก็บมาและยงัไมมีการตัดใหเหลือแตเสนกลางใบควร

ใสในถุงพลาสติกที่อุณหภูมิ 4° ซ (Maixner et al., 1995) ดีเอ็นเอเมื่อสกดัไดแลวควรเก็บไวที่

อุณหภูมิ - 20° ซ  เพื่อปองการเสื่อมสภาพและสามารถเก็บไวใชไดเปนเวลานาน 
 

การสังเคราะหยีน rplJ โดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอรทั้งสองชนิด (GB และ GE, ภาพที่ 
3 ) ที่ออกแบบเพื่อเพิ่มปริมาณยนี rplJ ซ่ึงเปนยีนที่อยูในสวนของโอเปรอนของยีนสรางโปรตีนใน
ไรโบโซม (β operon)  ประกอบดวยยนี nusG-rplKAJL-rpoB gene cluster  โดยวิเคราะหจากลําดบั
นิวคลีโอไทดที่มีรายงานไวแลวใน GenBank (M94319) ทําการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร
พบวาสามารถเพิ่มปริมาณของยีน rplJ ของ   เชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ที่เปนสาเหตุ
ของโรคกรีนนิ่งของสมที่มีการปลูกในประเทศไทย ไดแถบดีเอ็นเอเดยีวขนาดประมาณ 513 คูเบส 
และโดยมีความจําเพาะของไพรเมอรสูง ซ่ึงไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของยีน rplJ แบคทีเรีย
สาเหตุโรคพืชคือ เชื้อ R. solanacearum, X. citri subsp. citri และ เชื้อ E. coli  ซ่ึงเชื้อเหลานี้มี
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รายงานใน GenBank  วามยีนี  rplJ  (GenBank accession number: NC_003295; NC_003919; 
NC_003062 and NC_004431 ตามลําดับ)  (ภาพที่ 3ข) แสดงวาไพรเมอร GB และ GE ที่ออกแบบ
นั้นมีความจําเพาะตอแบคทีเรียโรคกรีนนิ่งสายพันธุที่พบในประเทศไทย อาจเนื่องมาจากยนี rplJ 
ของเชื้อแตละชนิดนั้นก็มีความแตกตางกัน รวมถึงเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิง่สายพันธุ Candidatus 
Liberibacter africanus (CLAf)  ลําดับเบสของ β operon  ตางจากเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคกรีนนิ่ง
สายพันธุ CLA เมื่อไดออกแบบไพรเมอร A2 และ J5 ที่เพิ่มปริมาณยนีในสวนโปรตนีของไรโบ
โซมคือยีน  rplA และ rplJ  ซ่ึงเปนไพรเมอรทีมีความจําเพาะตอ Candidatus Liberibacter spp. 
สามารถเพิ่มปริมาณยีนของเชื้อ CLA  ไดแถบดีเอ็นเอที่มขีนาด 669 คูเบส และ เพิ่มปริมาณยีนของ
เชื้อ CLAf ไดขนาดแถบดีเอน็เอ 703 คูเบส และพบวายีนในสวนนี้มีความตางกันของเชื้อทั้งสอง
สายพันธุประมาณ 34 คูเบส  (Hocquellet et al., 1999) ดงันั้นไพรเมอรที่ออกแบบในการทดลองนีม้ี
ความจําเพาะตอยีน rplJ สาเหตุโรคกรีนนิง่ที่พบในประเทศไทยอยางไรก็ตามควรมีการศึกษานํา
ตัวอยางโรคกรีนนิ่งที่พบในประเทศอื่นแถบเอเชียอาจทดสอบวาจะสามารถหรือไมสามารถเพิ่ม
ปริมาณไดและตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rplJ วามีความแตกตางกันหรือไม การใช
เทคนิค PCR ตรวจสอบยีนในสวนของ 16S rDNA ของเชื้อ Candidatus Liberibacter spp. ใช     
ไพรเมอรในการเพิ่มปริมาณยีนทั้งหมด 3 ชนิด คือ ไพรเมอร OI1 และ OI2c สามารถเพิ่มปริมาณยนี
ไดทั้งสองสายพันธุ (CLA และ CLAf) สวนไพรเมอร OI2c และ OA1 เพิ่มปริมาณยนีของ CLAf
เทานั้น โดยไพรเมอร OI1 ไดมีการออกแบบจากตําแหนงที่เปน conserve region ของทั้งสองสาย
พันธุซ่ึงเปนตําแหนงที่มีลําดบันิวคลีโอไทดเหมือนกันรอยละ 100 การนําไพรเมอรทัง้สามชนิดนี้มา
ใชประโยชนเนื่องจากในการตรวจสอบโรคกรีนนิ่งนั้นบางครั้งในแปลงปลูกอาจมีการเขาทําลาย
ของเชื้อสาเหตุโรคทั้งสองสายพันธุปนกันอยู เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิค PCR สามารถตรวจสอบได
ทั้งสองสายพันธุภายในครั้งเดียวเปนการประหยดัเวลาและตรวจสอบไดเร็ว (Jagoueix et al., 1996) 
ในประเทศบราซิลพบเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิง่สายพันธุใหมคือ Candidatus Liberibacter americanus 
ซ่ึงไดมีการใชเทคนิค PCR ในการตรวจสอบยีนในสวน 16S rDNA โดยใชไพรเมอรที่เปน 
universal primer คือ ไพรเมอร OI1 , OI2c และ OA1 ซ่ึงไพรเมอรทั้งสามชนิดสามารถเพิ่มปริมาณ
ยีน 16S rDNA ของเชื้อ CLA และ เชื้อCLAf  เทานั้นแตไมสามารถเพิ่มประมาณยีนของดีเอ็นที่สกัด
ไดจากใบสมที่แสดงอาการของโรคกรีนนิ่งในพืน้ที่นี้เนื่องจากมีการเขาทําลายโดยเชื้อสาเหตุโรค  
กรีนนิ่งสายพนัธุใหม  และไดมีการออกแบบไพรเมอร GB1 และ GB3 โดยไพรเมอรนี้สามารถเพิ่ม
ปริมาณยีน 16S rDNA ของดีเอ็นเอไดและนําดเีอ็นเอทีไ่ดไปหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวา ยนีใน
สวนของ 16S rDNA ของเชื้อ Candidatus Liberobacter americanus มีดีเอ็นเอในบางสวนขาด
หายไปและมตีําแหนงของเบสในบางตําแหนงที่มีความแตกตางจากแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุทําให
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ไพรเมอรที่เปน universal primer ไมสามารถเพิ่มปริมาณยีนในสวนนี้ได (Teixeira et al., 2005)  
การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่มีการสกัดดีเอ็นจากพืชดวยเทคนิค PCR บางครั้งเปน
เร่ืองคอนขางยากเพราะวาในขั้นตอนการทาํ PCR  สวนทีเ่ปน crude extract  ที่ติดมาจะไปยับยั้ง
ปฏิกิริยาทําใหผลของปฏิกิริยาเปลี่ยนไปหรือไดผลที่เกิดความผิดพลาดได ทําใหมีการใชเทคนิคทาง
เซรุมวิทยามาตรวจสอบโรค ซ่ึงสามารถตรวจสอบตัวอยางไดจํานวนมากและประหยดัคาใชจาย 
โดยเทคนิคทางเซรุมวิทยาดังกลาวเปนเทคนิคที่มีการพัฒนาโดยการใชแอนติบอดีตรวจสอบกับ 
plant extract ไดดีกวาเทคนิค PCR โดยที่ crude extract จากพืชไมมีผลตอการยับยั้งปฏกิิริยา
เหมือนกับเทคนิค PCR   (Gao et al., 1993) การศึกษาความหลากหลายทางดานพันธศุาสตรของเชื้อ 
Canndidatus Liberibacter  asiaticus ในยนี omp วิเคราะหโดยใชเทคนคิ PCR-RFLP ซ่ึงสัมพันธกับ
การจําแนกทางเซรุมวิทยา พบวามี 7 serogroup (Gao et al., 1993) แตอยางไรก็ตาม การวิเคราะห
โดยใช RFLP การใชวิธีทางเซรุมวิทยา ใชแยกความแตกตางของเชื้อที่พบในประเทศตางๆคอนขาง
ยาก  
 

การศึกษาลําดบันิวคลีโอไทดของยีน rplJ ของเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus กับ 
Candidatus Liberibacter africanus (Jagoueix et al.,  1997) โดยเชื้อแบคทีเรียทั้งสองชนิดจัดอยูใน 
alpha subdivision Proteobacteria เหมือนกนัแตยนี rplJ มีความแตกตางกันเมื่อเปรียบเทียบโดยใช  
phylogenetic tree ซ่ึงมีความแตกตางกันรอยละ 20 และเปรียบเทียบกับยนี rplJ ของแบคทีเรียสาเหตุ
โรคพืชอ่ืนที่อยูใน subdivision Proteobacteria พบวามีความแตกตางกนั โดยยีนในสวนของ 
16S/23S rRNA ของเชื้อทั้งสองสายพันธุก็มีความแตกตางกันโดย 16S/23S  Intergenic spacer  จาก 
rDNA operon ของ Candidatus Liberibacter asiaticus  และ Candidatus Liberibacter africanus  
สามารถจําแนกไดวา Candidatus Liberibacter africanus  มียีน isoluecine tRNA (tRNAIIe)  และ  
alanine tRNA (tRNAAla) แยกจากกัน 11 นวิคลีโอไทด สวน  Intergenic spacer  ของ Candidatus 
Liberibacter asiaticus  พบยนี alanine tRNA (tRNAAla) เพียงยนีเดยีว ซ่ึงระดับความเหมือนของ 
Intergenic spacer   ของ  Candidatus Liberibacter spp. ทั้ง 2 สายพันธุนี้เทากับรอยละ 79.46   
Ribosomal operon  และ 16S/23S spacer region ที่ศึกษามานั้นอาจจะเปนสวนที่แสดงความแตกตาง
ของ 2 สายพันธุนี้  (Jagoueix et al.,  1997)  ไดมีการเปรียบเทียบยนี omp  ของเชื้อสาเหตุโรคกรี
นนิ่งกับแบคทเีรียที่จัดอยูใน alpha subdivision Proteobacteria และ gamma subdivision 
Proteobacteria โดยพบวาเชือ้ Candidatus Liberibacter asiaticus ที่เก็บตัวอยางมาจากประเทศตาง
เชน อินเดยี ไทย จีน เนปาล และฟลิปปนส เมื่อเปรียบเทียบโดยใช phylogenetic tree  จาก ดีเอ็นเอ
ของยีน omp  ซ่ึงยีนนี้เปนสวนหนึ่งของ core genome โดยเปรียบเทียบกับแบคทีเรียอ่ืน พบวาไมมี
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ความใกลชิดกบัแบคทีเรียอ่ืน ยีน omp เชื้อ Candidatus Liberobacter asiaticus ทั้งหมดจัดอยูใน 
cluster  เดียวกนั และมี Candidatus Liberibacter africanus อยูใน branch ดวย  สามารถจัดเชื้อ 
Candidatus Liberobacter asiaticus ไดเปน 2 กลุมตามตําแหนงทางภูมศิาสตร กลุมแรกคือ จาก
ประเทศอินเดยี เนปาล และประเทศไทย กลุมที่สองคือ ประเทศฟลิปปนสและประเทศจีน พบวาทัง้
สองกลุมมียีน omp ที่มีความเหมือนกนัมาก และใชคา bootstrap value นอย เมื่อแปลรหัสเปนลําดบั
กรดอะมิโนพบวามีคาความเหมือนรอยละ 99.9  และมีความแตกตางจากเชื้อ Candidatus 
Liberibacter africanus isolates South Africa- Nelspruit  โดยแตกตางกนัรอยละ 58.5  (Bastianel et 
al., 2005)  
 

การสังเคราะหโปรตีน RPLJ ในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ  DH 5 α โดยพลาสมิด 
pGEX-2T เนื่องจากเมื่อสังเคราะหโปรตีนจะได fusion โปรตีนที่มีขนาดใหญเพราะจะมีโปรตีน 
GST และโปรตีนเปาหมาย (RPLJ) รวมกันอยู ไดทําการศึกษาเบื้องตนโดยใชพลาสมิด pQE 80 
pQE 81 และ pQE 30 โดยทาํการออกแบบไพรเมอรซ่ึงเพิ่มตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 
และ HindIII  เขาไปที่ตําแหนง 5,  ของไพรเมอรเพื่อจะไดนําไปเชื่อมตอเขากับพลาสมิดทั้งสามชนดิ
ที่กลาวมาเพื่อใชในการสังเคราะหโปรตีน (ไมแสดงผล) พบวาเมื่อเชื่อมตอดีเอ็นเอเปาหมายที่
ตองการเขากับ พลาสมิดทั้งสามชนิดนั้นไมประสบผลสําเร็จเนื่องจากไมมีการแสดงออกของยีน
และไมมีการสงัเคราะหโปรตีน RPLJ ในระบบเซลลของแบคทีเรีย จึงไดมีการทดลองพัฒนา
เปลี่ยนแปลง  การเปลี่ยนยาปฏิชีวนะ และสารที่เปนตัว inducer คือ IPTG แตยีน rplJ ก็ยังไมมกีาร
แสดงออกโดยใชพลาสมิดทั้งสามชนิดดังกลาว  พบวามีปญหาในการสังเคราะหโปรตนีในเซลล

แบคทีเรีย E. coli ไดมีการเปลี่ยนแบคทีเรียในหลายสายพนัธุคือ สายพันธุ DH 5 α และสายพันธุ 
M15 แตกไ็มสามารถจะผลิตโปรตีนไดซ่ึงอาจเกิดเนื่องมาจากความเปนพิษของโปรตีนตอเซลล 
สงผลใหเซลลตายหลังจากการชักนําใหผลิตโปรตีนหรือเกิดจากเซลลสูญเสียพลาสมิดไประหวาง
การเจริญเติบโต และบางกรณีพบวาโปรตีนที่ผลิตไดไมคงทน อาจเกดิการถูกยอยสลายดวย 
protienase ไปจึงเกิดโปรตีนที่มีขนาดเล็กกวาโปรตีนเปาหมายและพบในปริมาณทีน่อยมาก 
(Williams et al., 1995)  เนื่องจากโปรตีน RPLJ มีขนาดเล็ก (ขนาดประมาณ 18 กิโลดาลตัน) จึง
เลือกใชพลาสมิด pGEX-2T ซ่ึงเปน fusion โปรตีนอาจจะชวยเสริมความคงทนของโปรตีน และงาย
ตอการแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์ได (Williams et al., 1995) 
 

การสังเคราะหโปรตีน RPLJ ในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH 5 α โดยใช พลาสมิด 
pGEX-2T พบวาสามารถสังเคราะหโปรตีน RPLJ เปาหมาย ที่เชื่อมรวมอยูกับโปรตนี GST เปน
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จํานวนมาก แตโปรตีนนั้นอยูในสวนของกากตะกอนเซลล (cell debris) ทําใหยากตอการทําให
โปรตีนที่ไดนัน้บริสุทธิ์ จึงไดทําการทดลองเพื่อแยกโปรตีนออกจากตะกอนเซลลดวยสารคมีชนิด
ตางๆที่มีคุณสมบัติในการทําใหโปรตีนเสียสภาพ และสะลายน้ําไดดีขึ้น เชน การใช 10 mM 
imidazole (Wingfield et al., 1995) และ Guanidine hydrochloride  เนื่องจากโปรตีนสวนใหญยังติด
อยูในตะกอนเซลล และไดเลือกใชวิธีการทีข่จัดโปรตีนของเชื้อ E. coli ออกจากตะกอนเซลลโดยใช
สาร N- laurylsarcosine 1.5% (w/v) (Frangioni and Neel, 1992) พบวาโปรตนีสวนใหญยังติดอยูใน

ตะกอนเซลล  ไมสามารถทําใหโปรตีนลูกผสม (GST + RPLJ) ละลายออกมาได ดวยเหตนุี้จึง
เลือกใชวิธีการที่จะขจดัเอาโปรตีนจากเชื้อ E. coli ออกจากตะกอนเซลลใหมากที่สุดโดยใช 8M 
urea ซ่ึงวิธีนี้จะทําใหโปรตนีที่ไดนัน้เสียสภาพ แตสามารถที่จะสกัดโปรตีนเปาหมายออกจาก
ตะกอนเซลลได จากนัน้ทําการแยกโปรตีนลูกผสม GST – RPLJ ใหบริสุทธิ์อีกครั้งโดยแยกขนาด
ของโปรตีนลูกผสมบน 15% SDS – polyacrylamide gel  ทําการตัดแถบโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 
45 กิโลดาลตัน มาทําใหบริสุทธิ์โดยแยกโปรตีนออกจากเจลดวยกระแสไฟฟาผานตัวกลาง Tris 
glycine buffer วิธีการแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์จากเจลที่ใชในการทดลองนี้เปนวิธีการที่สามารถทําได
งายและสามารถตรวจสอบโปรตีนโดยนํามายอมดวย CuCl2 เปน negative staining แถบโปรตีนที่
ตองการจะใสตัดกับพื้นหลังที่ขุน (Lee et al., 1987)  ทําใหสามารถแยกความแตกตางไดดวยตาเปลา
และตัดเจล บริเวณโปรตีนที่เราตองการไดงายและไมทําใหโปรตีนเสียสภาพเหมือนกับการยอมเจล
ดวย Coomassie brilliant blue R-250 ดังนัน้จึงเปนวิธีที่สามารถใชไดกบั recombinant protein อ่ืนๆ
ที่ตองการแยกใหบริสุทธิ์ ดวยวิธี electro- elution  เพื่อนําไปใชในการศกึษาทางดานอืน่ตอไป 

 
ทําการตรวจความบริสุทธิ์ของโปรตีน RPLJ ดวย SDS PAGE เพื่อตรวจสอบวาเกดิแถบ

ของโปรตีนเพียงแถบเดยีวของโปรตีน GST-RPLJ ที่มีขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน เพื่อจะไดนาํ
โปรตีนที่ไดนัน้ใชไปเปนแอนติเจนในการฉีดสัตวทดลองตอไป  การเกบ็โปรตีนที่แยกไดบริสุทธิ์

แลวควรเก็บไวที่อุณหภูมิ - 80° ซ จะทําใหเก็บไดเปนระยะเวลานาน แตถาเก็บไวในชวงอณุหภูมทิี่
สูงกวานี้จะทําใหโปรตีน เสือ่มสภาพมากขึ้นตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น จากการทดลองหาปริมาณ
ความเขมขนโปรตีนที่เกบ็ไวนานมา  พบวามีปริมาณที่ลดลง (ไมไดแสดงผล) ดังนั้นการนําโปรตีน
ที่ไดมาศึกษาคุณสมบัติตางๆจําเปนตองใชโปรตีนที่มีการสังเคราะหใหมหรือผานการเก็บใน
ระยะเวลาที่ไมนาน เพื่อใหไดโปรตีนที่มีคุณภาพในการทดสอบคุณสมบัติตางๆไดอยางมี
ประสิทธิภาพมากที่สุด  
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เทคนิค Dot blot hybridization  สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเสนกลางใบของ
สมที่เปนโรคกรีนนิ่ง เมื่อใช DNA probes ที่ติดฉลากดวยสาร DIG-11-dUTP  ไดจําเพาะดีเอน็เอ
ของ Candidatus Liberibacter asiaticus  จากตัวอยางที่แสดงอาการใบเหลือง เสนกลางใบเขียว 
บริเวณใบมีลักษณะจ้ําสีเขียวกระจายบริวณใบ (blotchy mottle) เมื่อนําวธีินี้มาตรวจสอบตัวอยางที่
ไมแสดงอาการก็สามารถตรวจพบดีเอ็นเอของเชื้อสาเหตุของโรคกรีนนิ่ง และตวัอยางที่แสดง
อาการของโรคที่เกิดจากไวรัส CTV เมื่อนําดีเอ็นเอมาตรวจสอบโดยใช DNA probes ที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งก็สามารถตรวจสอบพบโรคกรีนนิ่งได  แสดงวามีการเขา
ทําลายของเชื้อทั้งสองชนิด (mixed  infection) มีการเขาทาํลายของโรคที่เกิดจากไวรัสมากกวาจึงทาํ
ใหอาการที่ปรากฎออกมาโดยดูลักษณะอาการเปนอาการของโรคที่เกิดจากไวรัสซึ่งขมลักษณะ
อาการของโรคกรีนนิ่ง ดังนัน้จึงทําใหการวินิจฉยัโรคเบื้องตนในแปลงปลูกสมอยางเดียวไมได จึง
ควรใชการตรวจสอบโรคโดย DNA probes  อยางไรก็ตามการตรวจสอบดวยเทคนิคนี้มีความไวใน
การตรวจสอบสูง และสามารถที่จะตรวจสอบตัวอยางไดเปนจํานวนมาก และเสยีคาใชจายในการ
ตรวจสอบนอยกวาเทคนิค PCR นอกจากนีก้ารตรวจสอบโดยการติดฉลากดวย DIG-11-dUTP เปน
ติดฉลาก DNA probes โดยใชสารเคมี มีอันตรายนอยการใชสารกัมมันตรังสี  ที่ใชในสมัยกอน และ
ยังมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบที่ดี  การเปรียบเทียบการติดฉลาก DNA probes โดยใช 
radioactive กบัการใช DIG-11-dUTP ซ่ึงเปน non radioactive จํานวน 23 ตัวอยาง พบวาการใช 
DIG-11-dUTP ซ่ึงเปน non radioactive สามารถเกิดผลบวกไดเทียบเทาการใช radioactive ซ่ึงวิธีการ
ตรวจสอบ (Hocquellet et al., 1997) การใช non radioactive เปนวิธีที่มคีวามเสี่ยงตอสุขภาพนอย
กวาและผลการตรวจสอบก็ใหผลที่ใกลเคียงกันกับวิธี radioactive  โดยทั้งสองวิธีสามารถใหผลการ
ตรวจสอบไดประสิทธิภาพที่สูง  
 

การตรวจสอบความจําเพาะของ DNA probes โดยการใชดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบพืชอ่ืน 
เชน ใบกฤษณา ใบลูกหวา ใบยาง  ที่เปนพชือยูในสวนสมโอที่เปนโรคกรีนนิ่งรวมถึงดีเอ็นเอที่สกัด
ไดจากแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 2 ชนิด คือ เชื้อ R. solanacearum และ เชื้อ X. citri subsp. citri และ
แบคทีเรีย E. coli พบวา rplJ- probes ที่พัฒนาไดนัน้สามารถเกิดผลบวกกับดีเอเอ็นทีส่กัดไดจากใบ
สมที่เปนโรคกรีนนิ่งเทานั้นโดยใชพลาสมดิสายผสม pGEX- rplJ เพื่อใชเปน positive control ซ่ึง  
พลาสมิดนี้ ทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลว ดังนั้น DNA probes ที่พัฒนาไดในครั้งนี้สามารถ
นําไปใชในการตรวจสอบสมที่เปนโรคกรีนนิ่งสายพนัธุที่พบในประเทศไทย    
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การเปรียบเทยีบการใชเทคนคิ PCR และเทคนิค Dot blot hybridization พบวาในการ
ตรวจสอบตัวอยางโรคกรีนนิ่งที่เก็บมานัน้สามารถตรวจสอบไดทั้งสองเทคนิคจากพืชที่ปลูก จึง
แสดงวาสมทีป่ลูกในประเทศไทยนัน้เปนโรคกรีนนิ่งเกอืบทุกพื้นที่ของประเทศ  เทคนิค PCR 
สามารถตรวจสอบตัวอยางโรคกรีนนิ่งไดอยางรวดเรว็  เชื่อถือได แตการตรวจสอบดวยเทคนิคนี้มี
คาใชจายคอนขางสูงเนื่องจาก Taq DNA polymerase มีราคาแพง สวนเทคนิค Dot blot 
hybridization นั้นสามารถตรวจสอบตัวอยางไดทีละมาก ผลการตรวจสอบเชื่อถือได มีความไว 
(sensitive) และมีคาใชจายในการตรวจสอบถูกกวาแตใชเวลานานกวาการใชเทคนิค PCR  จากผล
การทดลองที่ผานมาพบวาทั้งสองเทคนิคนี้สามารถใชตรวจสอบโรคกรีนนิ่งไดทั้งสองเทคนิค  มี
ความไวในการตรวจสอบ ดีเอ็นเอที่มีปริมาณนอยมากถึง 100 นาโนกรมั 
 

การผลิตแอนติซีรัมในกระตายโดยโปรตนีจากยีน rplJ ใหคาไตเตอร 1:10,000 และแอนติ
ซีรัมนั้นมีความจําเพาะตอเชือ้ Candidatus Liberibacter asiaticus เนื่องจากไมทําปฏิกิริยากับโปรตีน
ของเชื้ออ่ืนๆ คือโปรตนี CP ของเชื้อไวรัส Citrus tristeza โปรตีน CP ของเชื้อไวรัส Papaya 
ringspot virus เชื้อ R. solanacearum  เชื้อ X. citri subsp. citri   เชื้อ E. carotovora subsp. 
carotovora โดยโปรตีนที่ฉดีเขากระตายมโีปรตีน GST รวมอยูดวย แตโปรตีน GST  เปนโปรตีนที่
กระตุนการสรางภูมิคุมกันต่ําทําให antigenic determinant ของโปรตีน RPLJ ยังคงเหมอืนเดิม  
(Pillai et al., 1995) และเชื้อแบคทีเรียที่มีโปรตีน GST ไมเกิดปฏิกิริยากับแอนติซีรัมที่ผลิต ดังนั้น
แอนติซีรัมที่ผลิตไดมีความจาํเพาะตอเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ที่พบในประเทศไทย 
เทคนิค indirect ELISA สามารถตรวจสอบสมที่ยังไมแสดงอาการของโรคไดเชนกัน  การบด
ตัวอยางน้ําคั้นควรนําเฉพาะสวนของเสนกลางใบเทานั้นเนื่องจากเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งจะจํากัดใน
ทออาหารพืช ซ่ึงในการบดตวัอยางเสนกลางใบทําไดยากและตองใชไนโตรเจนเหลว ทําใหเสียเวลา
ในการบดตวัอยางคอนขางมาก  อยางไรก็ตามการตรวจสอบโรคกรีนนิ่งดวยเทคนิค indirect ELISA 
มีขอดีคือสามารถตรวจสอบตัวอยางไดจํานวนมาก และเสียคาใชจายนอย  ใชงาย  และมีความไว
ของปฏิกิริยาระหวางแอนตซีิรัมกับแอนตเิจน  Ohtsu et al. (2002)  ผลิตแอนติซีรัมตอเชื้อ 
Candidatus Liberibacter asiaticus โดยทําการแยกเชื้อโรคกรีนนิ่งใหบริสุทธิ์จากใบแพงพวย นํา
โปรตีนแยกไดบริสุทธิ์ไปฉีดเขากระตายพบวาไดคาไตเตอรของแอนติซีรัม 1:16  และการ
ตรวจสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมกับโปรตีนของไวรสั Citrus tristeza และพืชปกติพบวาไม
เกิดปฏิกิริยา โดยการตรวจสอบแบบ microprecipitin test  และ Ke  et al.  (1993) ไดมีการผลิต 
polyclonal  ascetic antiserum  และตรวจสอบโรคกรีนนิ่งจากใบแพงพวยที่มกีารปลูกเชื้อไว พบวา
คาไตเตอรของแอนติซีรัมที่ไดต่ํา และไมมีความจําเพาะตอเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคกรีนนิ่ง ในการ
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ทดลองนี้พบวาแอนติซีรัมที่ผลิตไดนั้นมีความจําเพาะตอโรคกรีนนิ่งสายพันธุที่พบในประเทศไทย 
สามารถนําไปใชตรวจสอบโรคกรีนนิ่งกับสมชนิดตางๆในการผลิตทอนพันธุปลอดโรคและการ
วินิจฉยัโรคไดอยางมีประสิทธิภาพและประหยัด นอกจากนี้ยังเปนรายงานแรกที่สามารถสังเคราะห
โปรตีนลูกผสมของยีน rplJ ของเชื้อโรคกรีนนิ่งในเชื้อแบคทีเรีย E. coli และสามารถแยกให
บริสุทธิ์ที่ยังคงคุณสมบัติเปนแอนติเจนทีใ่หคาไตเตอรของแอนติซีรัมไดสูง 1:10,000 ซ่ึงมากกวา
การใชโปรตีนแยกไดจากเชือ้โรคกรีนนิ่งโดยตรง 
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สรุปผลการทดลอง 
 

โรคกรีนนิ่งที่พบในสมของประเทศไทยมลัีกษณะอาการสําคัญอยู 2 ลักษณะ คือ ลักษณะ 
อาการอาการใบเหลือง เสนกลางใบเขียวชัดเจน และที่บริเวณใบที่เหลืองจะมีลักษณะอาการแตมสี
เขียวกระจาย (blotchy mottle) ใบมีลักษณะอาการคลายการขาดธาตุสังกะสี สวนอีกลักษณะ คือ ใบ
มีขนาดเล็ก เรียวยาว และหนากวาปกติ  ทีเ่สนกลางใบมสีีเขียวในขณะที่บริเวณใบมสีีเหลือง ใบมัก
ตั้งชี้ขึ้น ลักษณะอาการดังกลาวพบไดทั้งในสมโอ สมเขียวหวาน และสมเชง หรือสมอื่นๆที่มีการ
ปลูกในประเทศไทย  
 

ไพรเมอร GB และ GE ที่ออกแบบมามีความจําเพาะตอยนี rplJ ของเชื้อ Candidatus 
Liberibacter asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิ่งที่พบในประเทศไทย โดยสามารถเพิ่มปริมาณยนี rplJ ได
ขนาดแถบดีเอน็เอประมาณ 513 คูเบส เมื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดพบวา มีคา GC content รอย
ละ 38.2 และแปรรหัสเปนลําดับกรดอะมิโนได 171 ตัว มีกรดอะมิโน serine มากที่สุด โดยลําดับ   
นิวคลีโอไทดที่ไดมีความเหมือนเทากับรอยละ 99.8 ลําดับกรดอะมิโนที่ไดมีความเหมือนเทากับ
รอยละ 100  กบัที่มีรายงานไวแลวใน GenBank (M94319) นําลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rplJ ที่ได
ในประเทศไทยฝากลงใน GenBank โดยไดเลข accession number DQ852665  

 
rplJ-probes ที่ติดฉลากดวย DIG-11-dUTP ที่ใชในการตรวจสอบดวยเทคนิค Dot blot 

hybridization มีความจําเพาะตอการตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สาเหตุโรค  
กรีนนิ่งในประเทศไทยเนื่องจากไดมกีารตรวจสอบกับดีเอ็นเอของพชือ่ืนที่อยูภายในแปลงปลูกสม
ที่เปนโรคกรีนนิ่งและตรวจสอบกับเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum  เชื้อ X. citri subsp. citri  และ
เชื้อ E. coli  พบวาไมเกิดปฎกิิริยากับ rplJ-probes โดยสามารถใช rplJ-probes นี้ตรวจสอบเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคกรีนนิง่ที่พบในประเทศไทยได  จากการเก็บตวัอยางสมที่แสดงอาการดังที่ได
กลาวมาขางตนมาตรวจสอบโรคกรีนนิ่งดวย 2 เทคนิค พบวาสมที่ปลูกในประเทศไทยมีการเขา
ทําลายของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคกรีนนิง่ 

 
จากการสังเคราะหโปรตีน RPLJ ของเชื้อแบคทีเรีย Candidatus Liberibacter asiaticus 

สาเหตุโรคกรีนนิ่งที่พบในประเทศไทย สามารถสังเคราะหโปรีตีน RPLJ ในรูปของรีคอมบิแนนท
โปรตีนที่เชื่อมตอกับโปรตีน GST ทางดานปลาย  C-  terminal ที่อยูบนพลาสมิดพาหะ pGEX – 2T 
ไดในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH 5 α  แตเนื่องจากรีคอมบิแนนทโปรตีนตดิอยูในสวน
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ของกากตะกอนเซลล เพื่อที่จะแยกเอารีคอมบิแนนทโปรตีนที่เราตองการ  จึงตองหาวิธีที่จะกําจัด
โปรตีนของเชื้อ  E. coli ออกจากตะกอนเซลลใหไดมากที่สุดซึ่งจากการทดลองใช 8M urea 
สามารถละลายโปรตีนของเชื้อ E. coli ออกจากตะกอนเซลลไดเปนจํานวนมาก ทําใหงายตอการตดั
เจลเอาเฉพาะสวนของรีคอมบิแนนทที่เราตองการมายอมสีเจลดวย 0.3 M CuCl2 ซ่ึงการยอมดวยวิธี
นี้สามารถใชไดกับรีคอมบิแนนทโปรตีนอืน่ที่ตองการแยกจากเจลโดยวธีิ electro elution เพราะ
สามารถมองเห็นแถบโปรตนีที่เราตองการไดดวยตาเปลา และไมทําใหโปรตีนเสียสภาพเหมือนการ
ยอมดวย Coomassie brilliant blue R-250  เมื่อแยกโปรตีนเหลานี้ออกจาก polyacrylamide gel  จึง
ไดโปรตีนที่มคีวามบริสุทธิ์ปราศจากการปนเปอนของโปรตีนของเชื้อ E. coli  โปรตีนที่แยกไดนั้น
มีความบริสุทธิ์สามารถนําไปใชในการศึกษาในงานทางดานอื่นและนาํไปใชเปนแอนติเจนเพื่อฉีด
สัตวทดลองในการผลิตแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus 

 
แอนติซีรัมที่ผลิตไดนั้นมีคาไตเตอรที่มีความเจือจางสูงสุดที่ 1:10,000 โดยคาที่อานไดจาก

เครื่อง  ELISA reader ไดคา OD เทากับ 0. 724  แอนติซีรัมนั้นสามารถตรวจสอบกับโปรตีนของ
เชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus ที่คาความเขมขนของโปรตีนต่ําสุด 10 นาโนกรัม และแอนติ
ซีรัมมีความจําเพาะตอเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus โดยไดมกีารตรวจสอบกับโปรตีนของ
เชื้ออ่ืนๆ คือโปรตีน CP ของเชื้อไวรัส Citrus tristeza โปรตีน CP ของเชื้อไวรัส Papaya ringspot 
virus เชื้อ R. solanacearum  เชื้อ X. citri subsp. citri   เชื้อ E. carotovora subsp. carotovora พบวา
ไมทําปฏิกิริยากับโปรตีนของเชื้อดังกลาว และไดนําแอนติซีรัมมาตรวจสอบดวยเทคนิค indirect 
ELISA กับตวัอยางของสมโอ สมเขียวหวาน และมะนาว จํานวน 78 ตัวอยาง พบวามตีนที่เปนโรค
ทั้งหมด 50 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 64.1 ของตัวอยางทีน่ํามาตรวจสอบทั้งหมด โดยตัวอยางที่นํามา
ตรวจสอบนั้นมีตัวอยางทีแ่สดงอาการของโรคกรีนนิ่งและตัวอยางที่ไมแสดงอาการของโรคแตก็
สามารถตรวจสอบไดผลบวก  จากผลการทดลองนี้จะสนับสนุนผลตรวจสอบดวยเทคนิค PCR และ
เทคนิค Dot blot hybridization ที่ใหผลบวกเชนเดียวกัน ดงันั้นการตรวจสอบโรคกรีนนิ่งสามารถ
ตรวจสอบไดทั้ง 3 เทคนิค คือ เทคนิค PCR เทคนิค Dot blot hybridization และเทคนคิ indirect 
ELISA ซ่ึงแตละเทคนิคก็มขีอดีและสามารถใชตรวจสอบโรค กรีนนิ่งได  แตเทคนิค ELISA เปน
เทคนิคที่มีคาใชจายในการตรวจสอบนอย  สามารถตรวจสอบตัวอยางไดเปนจํานวนมาก ใชเวลาใน
การตรวจสอบไมนานและผลการตรวจสอบเชื่อเถือได จึงนาจะเปนวิธีการที่ควรนําไปใชประโยชน
โดยทั่วไป 
 


