
 
 

บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
 

1. การศึกษาลักษณะอาการของโรคฮวงลองบิง  (HLB)  
  ทําการศึกษาลกัษณะอาการของโรค HLB ในสวนสมที่ปลูกสมพันธุโชกุน (สายน้ําผ้ึง) ใน 
4 อําเภอของ 2 จังหวัดของภาคเหนือ ไดแก อ.เวยีงปาเปา จ.เชยีงราย อ.ฝาง  อ.สันทราย  อ.แมริม       
จ.เชียงใหม    และในสวนสมที่ปลูกพันธุเขียวหวานใน อ.วังชิ้น อ.ลอง จ.แพร และเก็บตัวอยางใบที่
แสดงอาการของโรคมาประมาณ 20-40 ใบ/ตน เพื่อใชในการศึกษาถึงเชื้อสาเหตุโรค 
 
2. การศึกษาทาง ultrastructure ของใบสมท่ีเปนโรค 
         ทําการศึกษาลกัษณะทาง ultrastructure ของใบสมที่เปนโรค โดยใชกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองผาน (Trasmission Electron Microscopy; TEM)  เพื่อตรวจหาเชื้อสาเหตุ
ในบริเวณเซลลทอลําเลียงอาหารและเซลลขางเคียง วิธีการเตรียมตัวอยางจากใบสมโดยไดดัดแปลง
จากวิธีของ Hong-Ji และ An-Li (1990) มีขั้นตอนดงันี้ นําใบทีแ่สดงอาการของโรคมาลางให
สะอาด ตัดเสนกลางใบ (midrib) ดวยมดีที่ฆาเชื้อแลวใหมีขนาดประมาณ 2-3 มิลลิเมตร จากนัน้
ทําการรักษาสภาพเนื้อเยื่อ (prefixation) ของชิ้นพืช โดยนํามาแชในน้ํายารักษาสภาพ 
(prefixative solution) 2.5% glutaraldehyde ใน 0.1 M phosphate buffer เปนเวลา 2 ชัว่โมง 
แลวจึงลางออกดวย phosphate buffer saline (PBS) จากนัน้ทาํการรักษาสภาพเนื้อเยื่อคร้ังที่
สองดวย 1% osmium tetraoxide นาน 2 ชั่วโมง แลวลางดวย PBS นําชิ้นพืชไปกาํจัดน้ําออกจาก
เนื้อเยื่อ (dehydration) ดวย ethanol และ acetone โดยแชใน ethanol ที่มีความเขมขน 30% 
50% 70% 90% และ 95% อยางละ 1 คร้ังๆ ละ 30 นาที และแชใน 100% ethanolโดย แช 2 คร้ังๆ 
ละ 30 นาที จากนั้นจึงแชใน acetone 2  คร้ัง ๆ ละ 30 นาที ทําการหลอบล็อกเนือ้เยื่อพืชที่ไดใน   
เรซิน (embedding) โดยการใหสารเรซินแทรกซึมเขาไปในเนื้อเยื่อ (infiltration)  ซ่ึงจะคอยๆ 
เพิ่มความเขมขนของเรซินใน acetone ตามลําดับดังนี ้ acetone:Spurr’s resin (3:1) นาน 3-5 
ช่ัวโมง acetone:Spurr’s resin (1:1) นาน 3-5 ชั่วโมง และ acetone:Spurr’s resin (1:3)  ทิง้ไว
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ขามคืน จากนัน้ทํา pure  resin นาน 3-5 ชั่วโมง ทํา 2 คร้ัง จึงนําเรซินที่มีชิ้นพืชอยูใสใน rubber 

mould ที่เปนเปาหลอบล็อก  แลวนําไปอบที่อุณหภมูิ 70 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมงเพื่อให       
เรซินแข็งตัว (polymerization) จากนั้นทําการตัดเนื้อเยื่อ (section) ในเรซินใหเปนแผนบาง ๆ 
โดยเครื่องมือที่ใชตัดเรียกวา Ultramicrotome (Reichert ultracut) โดยทําการตัดเนื้อเยื่อใน      
เรซินใหมีความหนาประมาณ 0.5 ไมโครเมตร โดยใชมดีกระจก (glass knife) จึงยอมตัวอยางทีต่ดั
ไดดวยสี toluidine blue แลวนําไปตรวจดูภายใตกลอง light compound microscope เพื่อ
ตรวจดูลักษณะของเนื้อเยื่อ แลวจึงทําการ  block trimming ในสวนของเนื้อเยื่อที่ไมตองการออก
ใหเหลือเฉพาะสวนของเนื้อเยื่อที่สนใจ และใหมีสวนของเรซินนอยทีสุ่ด แลวจึงตดัเนื้อเยื่ออีกครั้ง 
โดยใหมีความหนาประมาณ 80 นาโนเมตร แลวเก็บ section นั้นดวย    กริดทองแดง (copper 

grid) จากนัน้ทําการยอมแผนเนื้อเยื่อดวยโลหะหนัก โดยนําแผนเนือ้เยื่อที่อยูบนกริดมายอมดวย 
uranyl acetate (saturated uranyl ใน 50 %  alcohol) นาน 45 นาท ี และยอมดวย lead citrate 
ในภาชนะที่ปราศจากกาซคารบอนไดออกไซด นาน 10 นาที จากนัน้นําไปตรวจดูลักษณะของเชื้อ
สาเหตุในบริเวณเซลลทออาหารและเซลลใกลเคียงภายใตกลอง TEM (Jeol Jem 1200 Ex) 

 
 3. การเก็บรักษาตัวอยางใบสมท่ีแสดงอาการของโรคดวยวิธีตาง ๆ 
 นําใบสมที่แสดงอาการของโรคมาลางใหสะอาดจากนั้นผ่ึงใหแหง แลวนําไปเก็บรักษาโดย
เปรียบเทียบ 4 วิธีคือ เก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ – 80 องศาเซลเซียส  เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ 4 องศา
เซลเซียส  เกบ็รักษาไวที่อุณหภูมิหอง และการทําใหแหงโดยการเกบ็ในกลองพลาสติกที่มี silica 

gel จากนั้นทาํการตรวจหาเชื้อสาเหตุดวยวิธี PCR ทุกๆ เดือน เพื่อเปรียบเทียบวาวิธีใดที่สามารถ
เก็บรักษาตวัอยางไดนาน มคีวามเหมาะสม และยังสามารถตรวจพบเชือ้สาเหตุได 
 
4. การตรวจสอบเชื้อสาเหตุโดยวิธี PCR   
 
 4.1 การแยกสกัดดีเอ็นเอ 
 นําใบสมที่แสดงอาการของโรคมาตัดเอาเฉพาะเสนกลางใบ แลวนํามาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี 
CTAB (Cetyltrimethyl ammonium bromide) ที่ดัดแปลงมาจาก Dellaportta (1983) มี
ขั้นตอนดังนี้ นําใบสมที่แสดงอาการมาลางใหสะอาด ตดัเอาเฉพาะเสนกลางใบมา 0.5 กรัม แลวตัด
ใหเปนชิน้เล็ก ๆ ดวยกรรไกรที่สะอาด นําไปใสในโกรงที่แชเยน็แลวเติม grinding buffer 
(ภาคผนวก) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10-20 นาที แลวจึงบดให
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ละเอียด เทน้ําคั้นที่ไดใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 g 
นาน 5 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เกบ็สารละลายที่ไดใสในหลอดใหม แลวนําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 14,000 g นาน 25 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้เทสารละลายทิ้ง เก็บตะกอน
แลวเติมสารละลาย CTAB (ภาคผนวก) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ละลายตะกอนใหหมดโดยนําไป 

vortex แลงจึงนําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนัน้เติมสารละลาย 
chloroform/isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากัน นําไปปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 7,000 g นาน 5 นาท ี ที่อุณหภูมิหอง ไดสารละลายแยกเปน 2 ชั้น ใหเกบ็
สารละลายใสสวนบนใสในหลอดใหม เตมิ isopropanol ปริมาตรที่เทากัน ผสมใหเขากัน นําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 g นาน 15 นาที จากนัน้เทสารละลายทิ้ง แลวลางตะกอนดีเอน็เอดวย 
70% ethanol โดยนําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 g นาน 5 นาที ดูดเอา ethanol ออก และทํา
ตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นละลายตะกอนดวยน้าํกลั่นฆาเชื้อปริมาตร 25 
ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูม ิ-20  องศาเซลเซียส 
 
 4.2  การทําปฏกิิริยา PCR 
 ทําการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอดวย specific primer ที่จาํเพาะกับบริเวณ 16S ribosomal 

DNA gene (rDNA) ดวย forward primer OI1 (5’-GCGCGTATGCAAGAGCGGCA-3’) 
และ reverse primer  OI2c (5’-GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT- 3’)  การเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอประกอบดวยสารละลายปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ดังนี้  
    สวนประกอบ             ปริมาตร (ไมโครลิตร)            ความเขมขนสุดทาย 
 น้ํากลั่นฆาเชื้อ                17.15            - 
 dNTPs     1.00     0.2 มิลลิโมลาร 
 10X PCR buffer      2.50    1X 

 50 mM MgCl2    1.25   2.5 มิลลิโมลาร   

 primer OI2c    1.00                            1.0 ไมโครโมลาร 
 primer OI1    1.00   1.0  ไมโครโมลาร 
 Taq DNA polymerase (Invitrogen)     0.10    0.5 Unit 

 ดีเอ็นเอตนแบบ     1.00  undiluted extracted DNA 
  
 ผสมสวนประกอบดังกลาวใหเขากันแลวนาํเขาเครื่อง Programable Thermal 

Controller PTC-100TM (MJ Research) โดยมีเงื่อนไขในการทําปฏิกิริยา ดังนี ้
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1. initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  นาน   3 นาท ี      
2. denaturation   ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  นาน 60 วนิาท ี

    annealing    ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  นาน 30 วนิาที       จํานวน 35 รอบ  
    extension   ที่อุณหภูม7ิ2 องศาเซลเซียส   นาน 90 วนิาที  
3. final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  นาน 5 นาที   
  
 ทําการตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี Gel electrophoresis บน 1% agarose gel  
 นอกจากนี้ไดใช primer ที่แยกความแตกตางของเชื้อสาเหตุทั้งสองชนิดดวย forward 

primer A2 (5’-TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT-3’) และ reverse primer J5                       

(5’-ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA-3’) ซ่ึงจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณยนี 
ribosomal protein (rplAJ) (ภาคผนวก) ของเชื้อสาเหตุ การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี PCR

ประกอบดวยสารละลายปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ดังนี้  
    สวนประกอบ             ปริมาตร (ไมโครลิตร)            ความเขมขนสุดทาย 
 น้ํากลั่นฆาเชื้อ                16.65            - 
 dNTPs     1.00     0.2  มิลลิโมลาร 
 10X PCR buffer      2.50    1X 

 50 mM MgCl2    1.25   2.5  มิลลิโมลาร   
 primer A2    1.25                            1.0  ไมโครโมลาร 
 primer J5    1.25   1.0  ไมโครโมลาร 
 Taq DNA polymerase (Invitrogen)     0.10    0.5  Unit 

 ดีเอ็นเอตนแบบ     1.00  undiluted extracted DNA 

  
 ผสมสวนประกอบใหเขากันจากนั้นนําเขาเครื่อง Programable Thermal Controller 
PTC-100TM (MJ Research) ซ่ึงมีเงื่อนไขในการทําปฏิกิริยา ดังนี ้
1. initial denaturation    ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที  
2. denaturation                ที่อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส  นาน 45 วนิาที  
     annealing                     ที่อุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส นาน 45 วนิาที         จํานวน 35 รอบ  
    extension                     ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที  
3. final extension            ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  
 จากนั้นทาํการตรวจวเิคราะหผลดวยวิธี Gel electrophoresis บน 1% agarose gel  
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 4.3 การตรวจวิเคราะหผลผลิตจากการทํา PCR  (PCR product)  
 ทําการตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี Gel electrophoresis โดยนําผลผลิตจากการทํา PCR มา 
9 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร แลวแยกขนาดของดเีอ็นเอบน 1 % agarose gel 

electrophoresis ใน 0.5X TBE buffer ใชความตางศกัยไฟฟา 100 โวลท นาน 40 นาที จากนัน้
ยอมแถบดีเอ็นเอดวย ethidium bromide นาน 10 นาที ลางดวยน้าํนาน 10 นาที ตรวจดแูถบ               
ดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และบันทึกภาพดวยเครื่อง Gel documentation 
(SYNGRNE ; Gene Genius Bio Imaging System) 
 
5. การพัฒนาการตรวจสอบเชื้อสาเหตุดวยวิธี PCR  
 
 5.1 พัฒนาวิธีการแยกสกัดกรดนิวคลีอิก 
       ทําการเปรียบเทียบวิธีการแยกสกดักรดนิวคลีอิก 5 วธีิ ไดแก วิธีที่ 1 ดัดแปลงมาจากวิธี
ของ Jagoueix et al. (1996)  วิธีที่ 2 ดดัแปลงมาจากวิธีของ Jagoueix et al. (1996)  วิธีที่ 3  
ดัดแปลงมาจากวิธีของ Hung et al. (1999) วิธีที่ 4 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Dellaporta et al. 
(1983) และวธีิที่ 5 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Nakashima et al. (1995) เพื่อเปรยีบเทียบวาวิธีใดมี
ความสะดวก รวดเร็ว มีประสิทธิภาพสูง และประหยัด ดงันี้ 
  

 วิธีท่ี 1 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Jagoueix et al. (1996)   

 ตัดเสนกลางใบสมจากใบทีแ่สดงอาการมา 0.5 กรัม จากนั้นตัดเปนชิ้นขนาดเล็ก 
บดในโกรงแชเย็นที่เติม NaCl ความเขมขน 0.3 โมลาร ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นยายน้ําคั้นที่
ไดใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 16,000 g นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
เทสารละลายทิ้ง เก็บตะกอน แลวละลายตะกอนดวยน้าํกลั่นฆาเชื้อปริมาตร 25 ไมโครลิตร เก็บไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
  วิธีท่ี 2 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Jagoueix et al. (1996) 

  ตัดเสนกลางใบสมจากใบทีแ่สดงอาการมา 0.5 กรัม ตดัเปนชิ้นขนาดเล็ก บดใน
โกรงแชเยน็ที่เติมสารละลาย TE buffer (ภาคผนวก) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเทน้ําคัน้ใส
หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ความเรว็ 12,000 g นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
จากนั้นดูดสารละลายใสในหลอดใหม เตมิสารละลาย chloroform/isoamyl alcohol (24:1) 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 g นาน 5 นาที ที่
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อุณหภูมิหอง ไดสารละลายแยกเปน 2 ชั้น ใหเก็บสารละลายใสสวนบนใสในหลอดใหม เติม 
isopropanol ปริมาตรที่เทากัน ผสมใหเขากัน นาํไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 14,000 g  นาน 15 นาที 
เทสารละลายทิ้ง แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol โดยนําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 5,000 g 

นาน 5 นาที ดูดเอา ethanol ออก ทําตะกอนใหแหงทีอุ่ณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ละลายตะกอน
ดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อปริมาตร 25 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
  วิธีท่ี 3 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Hung et al. (1999) 
  ตัดเสนกลางใบสมจากใบทีแ่สดงอาการมา 0.5 กรัม ตดัเปนชิ้นขนาดเล็ก บดใน
โกรงแชเยน็ที่เติมสารละลาย DNA extraction buffer (ภาคผนวก) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บดให
ละเอียด เทน้ําคั้นลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 
ชั่วโมง จากนัน้นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 g นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บสารละลายใสใส
ในหลอดใหม แลวเติมสารละลาย NaCl  ความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 0.125 เทา และสารละลาย  
10%  CTAB ใน NaCl 0.7 โมลาร (ภาคผนวก) ปริมาตร 0.125 เทา ผสมใหเขากนั นําไปบมที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นเติม chloroform/isoamyl alcohol (24 :1) 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 7,000 g นาน 5 นาที 
สารละลายแยกเปน 2 ชั้น ใหดดูสารละลายใสสวนบนใสในหลอดใหม และเติม 

chloroform/isoamyl alcohol (24 : 1) ในปริมาตรเทากับสารละลายใสที่ได ผสมใหเขากันนําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 g นาน 5 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสในหลอดใหม เตมิ 
isopropanol ปริมาตร 0.6 เทา ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 12,000 g  นาน 10 นาที ที่
อุณหภูมิหอง จากนั้นเทสารละลายทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol โดยนําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 5,000 g นาน 5 นาที ดูดเอา ethanol ออก ทําตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 
ละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อปริมาตร 25 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
  วิธีท่ี 4 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Dellaporta et  al. (1983) 
  วิธีการแยกสกดัทําเหมือนในการทดลองที่ 4.1 
 
  วิธีท่ี 5 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Nakashima et  al. (1995) 
  ตัดเสนกลางใบสมจากใบทีแ่สดงอาการมา 0.5 กรัม ตัดเปนชิ้นขนาดเล็กอยาง
ละเอียด แบงใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร จํานวน 2 หลอด จากนั้นเติมสารละลาย CTAB 
(ภาคผนวก) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร นําไปเขยานาน 3 คร้ัง/5 นาที โดยใช vortex จึงเติมสารละลาย 
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chloroform/isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั นาํไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 15,000 g นาน 5 นาทีที่อุณหภูมิหอง สารละลายแยกเปน 2 ชั้น ใหดูดสารละลายใส
สวนบนใสในหลอดใหม เตมิสารละลาย isopropanol ปริมาตร 0.7 เทา ผสมใหเขากัน นําไปบมที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g นาน 5 นาทีที่
อุณหภูมิหอง เทสารละลายใสทิ้ง ทําตะกอนใหแหงทีอุ่ณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส และละลาย
ตะกอนดวยน้าํกลั่นฆาเชื้อปริมาตร 25 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
  
 เมื่อทําการสกดัดีเอ็นเอครบทั้ง 5 วิธีแลวนําดเีอ็นเอทีไ่ดมาตรวจสอบคุณภาพดีเอน็เอดวย 
การทําเจลอิเลคโตรโฟรีซิสบน 1% agarose gel ใชความ ตางศักยไฟฟา 50 โวลท นาน 20 นาที
และวดัปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง spectrophotometer โดยวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
260/280 นาโนเมตร 
 
 5.2  การทําปฎกิิริยา PCR  
 ในการทําปฎิกริิยา PCR ในขั้นตอนนี้ ใช specific primer ดวย forward primer OI1 

และ reverse primer  OI2c และใช primer ที่แยกความความแตกตางของเชือ้สาเหตุทั้งสอง          
ชนิดดวย forward primer A2 และ  reverse primer J5 ซ่ึงในการทําปฏิกิริยา PCR 

ประกอบดวยสารละลายปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตรเชนเดียวกับการทดลองที่ 4.2  ใชความเขมขน
ของดีเอ็นเอตนแบบ 100 นาโนกรัม 
 
 5.3 การตรวจวิเคราะหผลผลิตจากการทํา PCR (PCR product)  

 ทําการตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี Gel electrophoresis โดยนําผลผลิตจากการทํา PCR มา 
9 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร แลวแยกขนาดของดเีอ็นเอบน 1 % agarose gel 
electrophoresis ใน 0.5X TBE buffer ใชความตางศกัยไฟฟา 100 โวลท นาน 40 นาที จากนัน้
ยอมแถบดีเอ็นเอดวย ethidium bromide นาน 10 นาที ลางดวยน้าํนาน 10 นาที ตรวจดู           
แถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และบันทกึภาพดวยเครือ่ง Gel documentation 
(SYNGRNE ; Gene Genius Bio Imaging System) 
 
 

 5.4 การวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทด (Sequencing) 
 ทําการวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ ribosomal protein gene ของ 
β-operon ของเชื้อสาเหต ุ โดยนํา PCR product จาก 3 แหลง คือ จากเชียงใหม (HLB-CM) 
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เชียงราย (HLB-CR) และแพร (HLB-P) มาวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทดดวยวิธี Sanger 
method โดยใชความเขมขนของ PCR product ในแตละตัวอยางประมาณ 200-500 นาโนกรัมตอ 
50 ไมโครลิตร และใชความเขมขนของ primer A2/J5 อยางละ 10 พิโคโมลตอ 20 ไมโครลิตร 
โดยใช PRISM Ready Reaction Dye Termination Cycle Sequencing kit และใชเครื่อง 
ABI Model 3100 version 3.7 automated DNA sequencer (Perkin Elmer) เปนตัวชวยอาน
ลําดับนิวคลีโอไทด 
 

5.5  การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด 
นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากทั้งสามตัวอยางมาเปรียบเทียบกนั ดวยโปรมแกรม 

BLAST 2 SEQUENCES (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ของ National Center 

for Biotechnology Information (NCBI), USA หรือโปรแกรม clustalW จาก European 
Bioinformatic Institute (EMBL-EBI) (http://www.ebi.ac. uk/clustalw/) 

จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาทํา sequence alignment  เพื่อเปรียบเทียบ
ความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดที่มีรายงานไวในฐานขอมูล GenBank ของ NCBI ดวยโปรม
แกรม BLAST เขาไปในสวนของ Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) หรือใชโปรแกรม 
ClustalW  

นอกจากนี้นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดทีไ่ดไปทําการแปลรหัสเปนกรดอะมิโนดวย
โปรแกรม ORF Finder (Open Reading Frame Finder) (http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/gorf /gorf.html) และนําขอมูลลําดับกรดอะมิโนที่ทําการแปลรหัสไดมาเปรียบเทียบกบั
ขอมูลของลําดับกรดอะมิโนที่มีรายงานไวในฐานขอมูล GenBank ของ NCBI ดวยโปรมแกรม 
BLAST หรือโปรแกรม ClustalW   
 
สถานที่ท่ีใชในการดําเนินการวิจัยและรวบรวมขอมูล 

6.1 หองปฏิบัติการวิจยัและเทคโนโลยีชีวภาพ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

6.2 หองปฏิบัติการกลาง โครงการยอยบณัฑิตศึกษาและวิจัย สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ 
เกษตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม 
 
ระยะเวลาทําการวิจัย 
 เดือนพฤษภาคม 2546 – กรกฎาคม 2548 
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