
 
 

ภาคผนวก 
 
 
การจัดเรียงของยีน ribosomal protein  ใน rplKAJL-rpoBC operon ของเชือ้ Candidatus 
Liberobacter spp. 
 

 
 Organization of the ribosomal protein gene in rplKAJL-rpoBC operon  

 of Candidatus Liberobacter spp. and  positions of the oligonucleotides  

 A2 and J5 (Hocquellet et al., 1999b) 
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การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการสกัดแยกดีเอ็นเอ 
 
 ในการเตรยีมสารเคมีที่ใชในการสกัดแยกดีเอ็นเอตองเตรียม stock solution กอนดงันี้ 
 
 5 M NaCl (50 มิลลิลิตร) 
 ชั่งสาร NaCl มาจํานวน 14.16 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรใหครบ 50 
มิลลิลิตร  
 
 0.5 M EDTA (pH 8.0 )  (100 มิลลิลิตร) 

 ชั่งสาร disodium ethylenediamine tetraacetate⋅2H2O (EDTA) มาจํานวน 18.612 
กรัม ละลายในน้ํา 80 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 8.0 แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 ดวยน้าํกลั่น 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ 
 1 M Tris – HCl  pH 8.0 (100 มิลลิลิตร) 
 ช่ังสาร Tris–HCl มาจํานวน 15.76 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับ pH 

ใหได 8.0 ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 
 Chloroform/isoamyl alcohol (24:1) (100 มิลลิลิตร) 
 ตวงสาร Chloroform ปริมาตร 96 มิลลิลิตร ผสมกับสาร isoamyl alcohol ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั เก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการสกัดแยกดีเอ็นเอตามวิธีของ Jagoueix et al. (1996): วิธีท่ี 1  
 
 0.3 mM NaCl (100 มิลลิลิตร) 
 ดูดสารละลาย 5 M NaCl จาก stock solution มา 6 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่นฆาเชื้อ
ปริมาตร 94 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 
การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการสกัดแยกดีเอ็นเอตามวิธีของ Jagoueix et al. (1996): วิธีท่ี 2  
 
 TE buffer (100 มิลลิลิตร) 

สารละลาย TE buffer ประกอบดวยสารตาง ๆ ดังนี้   
   Stock solution   volume     : final concentration 
1.0 M Tris (pH 8.0)            1 มิลลิลิตร    10 mM Tris (pH 8.0)  

0.5 M EDTA  (pH 8.0)           80 มิลลิลิตร  400 mM EDTA  (pH 8.0)   

SDS             1 กรัม                                 1% SDS   

มีขั้นตอนการเตรียม ดูดสารละลาย 1 M Tris (pH 8.0) จาก stock solution มา 1 

มิลลิลิตร และดูดสารละลาย  0.5 M EDTA (pH 8.0) จาก stock solution มา 80 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากนั จากนั้นชั่งสาร SDS มา 1 กรัม ละลายในสารละลายที่เตรียมได แลวปรับปริมาตร
สารละลายใหครบ 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลัน่ฆาเชื้อ              
 
 
การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการสกัดแยกดีเอ็นเอตามวิธีของ Hung et al. (1999): วิธีท่ี 3  
 
 DNA extraction buffer (50 มิลลิลิตร) 
 สารละลาย DNA extraction buffer ประกอบดวยสาร ตาง ๆ ดังนี ้
     Stock solution           volume     : final concentration 
1.0 M Tris – HCl (pH 8.0)     5.0  มิลลิลิตร              0.10 M Tris – HCl (pH 8.0)  

0.5 M EDTA (pH 8.0)      5.0  มิลลิลิตร              0.05 M EDTA (pH 8.0)   

5.0 M NaCl        5.0  มิลลิลิตร              0.50 M NaCl 

N-lauroylsacosine       0.5  กรัม              1% N-lauroylsacosine 

 ขั้นตอนการเตรียม ดูดสารละลาย 1 M Tris – HCl (pH 8.0), 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

และ 5 M NaCl  และ จาก stock solution มาอยางละ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นชั่งสาร 
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N-lauroylsacosine มา 0.5 กรัม ละลายในสารละลายที่เตรียมได จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ฆาเชื้อใหครบ 50 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชือ้ 
 
 10% CTAB in 0.7 M NaCl (50 มิลลิลิตร) 
 CTAB     5 กรัม 

 5 M NaCl    7 มิลลิลิตร 
 ชั่งสาร CTAB มา 5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นฆาเชื้อปริมาตร 30 มิลลิลิตร จากนั้นดูด
สารละลาย 5 M NaCl จาก stock solution มา 7 มิลลิลิตร ผสมในสารละลายที่เตรียมได ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นฆาเชื้อใหครบ 50 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ  
             
การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการสกัดแยกดีเอ็นเอตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983): วิธีท่ี 4  
 
 Grinding Buffer (1 ลิตร) 

 K2HPO4      16.7 กรัม      

KH2PO4       4.1 กรัม 

     Sucrose              100.0 กรัม  
     PVP-10   หรือ  PVP-40      5.0 กรัม 

      dH2O        1.0 ลิตร 

 ชั่งสารดังกลาวมาละลายในน้ํากลั่นที่ฆาเชือ้แลว จากนั้นแบงใสขวดแลวนําไปเก็บที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส กอนนําสารละลายที่เตรียมนี้ไปใชใหเติม 100 mM Ascorbic acid 
จํานวน 100 ไมโครลิตรตอสารละลายบัฟเฟอร 20 มิลลิลิตร และเติมสาร BSA (bovine serum 

albumin fraction V) จํานวน 30 มลิลิกรัมตอสารละลายบัฟเฟอร 20 มิลลิลิตร จากนั้นนาํ
สารละลายที่ไดมาปรับ pH ใหเปน 7.6  
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 2 % CTAB buffer (100 มิลลิลิตร) 

     CTAB (Cetyltrimethyl ammonium bromide)  2.00  กรัม 

     NaCl              5.84  กรัม 

    Tris base             1.21  กรัม 

   EDTA                  0.74  กรัม 
     1% PVP-40                 0.50  กรัม 

   dH2O              100.00  มิลลิลิตร 

 ชั่งสารดังกลาวขางตนมาละลายในน้ํากลั่น จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อ เก็บไวที่อุณหภมูหิอง 
กอนนํามาใชเติม 0.2 % Mercaptoethanol       
 
การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการสกัดแยกดีเอ็นเอตามวิธีของ Nakashima et  al. (1995): วิธีท่ี 5 
 
 2 % CTAB buffer (100 มิลลิลิตร) 

     CTAB (Cetyltrimethyl ammonium bromide)  2.00  กรัม 

     NaCl              5.84  กรัม 

    Tris base             1.21  กรัม 

   EDTA                  0.74  กรัม 
     1% PVP-40                 0.50  กรัม 

   dH2O              100.00  มิลลิลิตร 

 ชั่งสารดังกลาวขางตนมาละลายในน้ํากลั่น จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อ เก็บไวที่อุณหภมูหิอง 
กอนนํามาใชเติม 0.2 % Mercaptoethanol       
 
การเตรียมสารละลายสําหรับเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
 
 5X TBE buffer (1 ลิตร) 
  Tris base               54.0 กรัม 
  Boric acid               27.5 กรัม 
  0.5 M EDTA pH 8.0              20.0 มิลลิลิตร  
 นําสาร Tris base และ Boric acid มาละลายในน้ํากลั่น จากนั้นเติม EDTA pH 8.0 แลว
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 62

1% อะกาโรสเจล (agarose gel) (30 มิลลิลิตร) 

  Agarose gel     0.3 กรัม 

  0.5X TBE buffer     30 มิลลิลิตร 

  ชั่งอะกาโรสเจล 0.3 กรัม ละลายใน 0.5X TBE buffer ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําไปหลอมละลายโดยใชไมโครเวฟ ทิ้งใหเย็นสักครูจึงเทลงในถาดที่เตรียมไว ปลอยให   
เจลแข็งตัวประมาณครึ่งชัว่โมง คอย ๆ ดึงหวีออก ยายแผนเจลใสในเครื่อง Gel MateTM-

GEP102 (TOYOBO, Japan) แลวเติม TBE buffer ใหทวมผิวหนาเจล  
  
 Loading dye (10 มิลลิลิตร) 

  Bromophenol blue                  0.25 % 
  Xylene cyanol      0.25 %  
  Glycerol     50.00 %        
  0.5 EDTA, pH 8              20.00 ไมโครลิตร 

เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
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คาใชจายสารเคมีในการสกัดดีเอ็นเอของ 5 วิธี (ตอ 1 ตัวอยาง: 0.5 กรัม ) 
 
วิธีท่ี 1 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Jagoueix et al. (1996)   
 NaCl      2 บาท 

 รวมเปนเงิน     2 บาท 
 
วิธีท่ี 2 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Jagoueix et al. (1996)   
 Tris      2 บาท 

 EDTA      5 บาท 

 SDS                        24 บาท 

 Chloroform     1 บาท 

 Isoamyl alcohol    1 บาท 

 Isopropanol     1 บาท 

 รวมเปนเงิน                   34 บาท 
 
วิธีท่ี 3  ดัดแปลงมาจากวิธีของ Hung et al. (1999)  
 Tris-HCl     1 บาท 

 EDTA      3 บาท 

     NaCl      2 บาท 

     N-Lauroylsarcosine                       25 บาท 

 CTAB      1 บาท 

 Chloroform     2 บาท 

 isoamyl alcohol    2 บาท 

 isopropanol     1 บาท 

 ethanol      1 บาท 

 รวมเปนเงิน                      37 บาท 
 
 
 
 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 64

วิธีท่ี 4 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Dellaporta et al. (1983)  
      K2HPO4     2 บาท 

      KH2PO4     2 บาท 

      Sucrose                        12  บาท  

      PVP-10   or  PVP-40    3 บาท 

      Ascorbic acid     2 บาท 

      BSA (bovine serum albumin fraction V) 2 บาท 

      CTAB      1 บาท 

      NaCl      1 บาท 

  Tris base     4 บาท 

    EDTA      4 บาท 

  Mercaptoethanol    2 บาท 

  Chloroform     1 บาท 

  isoamyl alcohol     1 บาท 

  isopropanol     1 บาท 

  ethanol     1 บาท 

 รวมเปนเงิน            39 บาท 
 
วิธีท่ี 5 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Nakashima et al. (1995) 
 Mercaptoethanol    2 บาท 

    Tris HCl       2 บาท 

     NaCl      1 บาท 

     EDTA      4 บาท 

 PVP      3 บาท 

 CTAB      1 บาท 

 Chloroform     1 บาท 

 isoamyl alc.     1 บาท 

 isopropanol     1 บาท 

 รวมเปนเงิน                   16 บาท 
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ประวัติผูเขียน 
 
ชื่อ-สกุล  นางสาวอรอุมา เรืองวงษ 
 
วัน เดือน ปเกดิ  7 พฤษภาคม พ.ศ. 2523 
 
ประวัติการศึกษา  สําเร็จการศึกษามัธยมศึกษาตอนปลายโรงเรียนแมจันวิทยาคม  

จังหวดัเชยีงราย ปการศึกษา 2541 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต (เกษตรศาสตร)  

   มหาวิทยาลัยเชียงใหม ปการศึกษา 2545 
 
ทุนการศึกษา  ไดรับทุนอุดหนุนบัณฑิตศึกษา โครงการยอยบัณฑิตศึกษาและวิจยั 

สาขาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร  
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
ประสบการณ   -  เขารวมเสนอผลงานภาคโปสเตอร เร่ือง การตรวจสอบโรค 

  Huanglongbing (Ex-Greening) ของสม ในการประชุมเสนอผลงาน 
  วิจัยระดับบณัฑิตศึกษาแหงชาติ คร้ังที่ 4 ระหวางวันที่ 10 -11 สิงหาคม 

2547 ณ โรงแรมโลตัสปางสวนแกว จังหวดัเชียงใหม  
                                         - เขารวมเสนอผลงานภาคบรรยาย เร่ือง Ultrastructure ของสมที่ 

       เปนโรคฮวงลองบิง (กรีนนิ่ง) ในงานสัมมนาวิชาการเกษตร คร้ังที่ 2  
   วันที่ 20 สิงหาคม พ.ศ. 2547  คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

- เสนอผลงานภาคโปสเตอร เร่ือง การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษบนผิวใบ 
  เพื่อควบคุมโรคแคงเกอรของสม ในการประชุมวิชาการพืชสวนแหงชาติ 
   คร้ังที่ 5 ระหวางวันที่  27 -29 เมษายน 2548 ณ โรงแรมเวลคัมจอมเทียน- 
บีช พัทยา จังหวัดชลบุรี 

   - เสนอผลงานภาคบรรยาย เร่ือง Methods for  Diagnosis  and  
detection of Candidatus Liberobacter spp. Associated with 
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Citrus Huanglongbing Disease ระหวางวันที่ 16 – 17 พฤษภาคม 
 2548 ณ ศูนยวจิัยจฬุาภรณ กรุงเทพ  

 
ผลงานวิจัย  งานวิจยัปญหาพิเศษระดับปริญญาโทเรื่อง “ การคัดเลือกแบคทีเรีย 

ปฏิปกษบนผิวใบเพื่อควบคุมโรคแคงเกอรของสม’’  
   ปการศึกษา 2547 
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