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Rice is the major staple of half the world’s population and is one of the most 

important plants as a major crop and as the model of monocot plants. Rice blast, caused 

by the Magnaporthe grisea (Hebert) Barr, is a modal pathosystem for dissecting fungal 

pathogen-plant interactions. The main objective of this study is to enhance our 

understanding of the molecular mechanisms of disease resistance and rice blast disease 

by determining the role of rice disease resistance genes and fungal pathogenicity genes 

that are homologous to known disease resistance genes such as nucleotide-binding site 

plus leucine rice repeat (NBS-LRR) and protein kinase and to suspected pathogenicity 

genes in other fungal plant pathogens in pathogenicity such as MAC1, MAP kinase, and 

ABC transporters, respectively. Several resistance genes as well as pathogenicity genes 

have been cloned and sequenced in this study. All candidate genes were obtained 

through Polymerase Chain Reaction technique. Functional and complementation analyses 

of these fungal pathogenicity genes are in progress. Results from this study and the 

putative functions of the identified genes are discussed.  
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โรคไหมของขาวเปนโรคที่มีความสําคัญดานเศรษฐกิจในพื้นที่ที่มีการเพาะปลูกขาวใน

ประเทศตางๆ ทั่วโลก และสามารถพบโรคนี้ไดทุกป ในประเทศไทยมีพันธุขาวที่มีคุณสมบัติตานทาน

ตอเชื้อราสาเหตุโรคไหม เชน หางยี 71 เหลืองทอง และผาเลือด เปนตน ไดนําขาวพันธุดังกลาวมา

ทดสอบยืนยันความตานทานการเกิดโรคดวยวิธีการปลูกเชื้อดวยเชื้อราสาเหตุโรคไหม 

Magnaporthe grisea (Herbert) Barr พบวา ขาวพันธุหางยี 71 และผาเลือดมีความตานทานอยาง

สูงตอเชื้อราสาเหตุโรคไหมสายพันธุราชบุรีและปทุมธานี สวนขาวพันธุเหลืองทองแสดงความ

ตานทานตอเชื้อราทั้งสองสายพันธุที่ระดับปานกลาง จากนั้น ไดสกัดดีเอ็นเอจากขาวพันธุตานทาน

ทั้งสามสายพันธุ รวมทั้งเชื้อราทั้งสองสายพันธุเพื่อสรางจีโนมิกดีเอ็นเอไลบราลี่จากขาว และเพื่อ

สกัดแยกยีนตานทานจากขาว (Disease Resistant Genes) โดยอาศัยบริเวณของยีนที่มี

ความจําเพาะ (conserved motif) และมีความเหมือนทางโครงสรางยีนตานทานอยางสูงจากยีน

ตานทานที่โคลนไดในพืชตางๆ ไดแก NBS-LRR (Nucleotide Binding Site plus Leucine Rich 

Repeat) และ Protein Kinase analog มาใชในการทําโคลนยีนดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส 

(PCR-based approach)  อีกทั้ง ไดทําการโคลนยีนของเชื้อราที่คาดวามีสวนเกี่ยวของกับกลไกการ

เกิดโรคพืช (pathogenicity genes) ดวยวิธีเดียวกันโดยใชโอลิโกนิวคลิโอไทดไพรเมอรที่มีความ

เหมือนกับยีนกอโรคจากเชื้อราตางๆ ไดแก Adenylate cyclase (MAC1) และ cAMP regulatory 

subunit A (SUM1) เปนตน พบวา แอมพลิคอนที่โคลนไดจากขาวและเชื้อราดังกลาวมีความ

เหมือนกับยีนตานทานและยีนที่เกี่ยวของกับกลไกการกอโรคพืช ภายหลังการวิเคราะหเปรียบเทียบ

ลําดับเบส และกรดอะมิโนกับฐานขอมูล (NCBI) ตามลําดับ ขอมูลที่ไดจะเปนประโยชนตอการ

ปรับปรุงพันธุขาวและควบคุมโรคไหมตอไปในอนาคต 

  
คํานําคํานํา  

 
   ขาวเปนธัญพืชที่สําคัญที่สุดของประเทศไทยและของโลก ประชากรโลก 1 ใน 3 หรือ 

จํานวนประชากร 2,000 ลานคนโดยประมาณบริโภคขาวเปนอาหารหลัก พื้นที่เพาะปลูกขาว

ครอบคลุมพื้นที่มากกวา 360 ลานเอเคอรทั่วโลกและมีปริมาณการผลิต 560 ลานตันตอป ใน

ประเทศไทยนิยมปลูกขาวทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ทวา เกษตรกรทั่วโลกรวมทั้งเกษตรกรไทย 

ตองเผชิญปญหาเรื่องโรคพืชที่สําคัญของขาว เชน แมลง แบคทีเรีย ไวรัส และเชื้อรา โดยเฉพาะ

อยางยิ่ง เชื้อราที่จัดวาเปนศัตรูหมายเลขหนึ่งของขาวไดแก เชื้อราโรคไหม หรือ “rice blast fungus” 

ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อรา Magnaporthe grisea (Hebert) Barr (Ou, 1985; Rossman et al. 1990) 



 

ในประเทศไทย โรคไหมของขาวเปนโรคที่มีความสําคัญอยางยิ่งตอการปลูกขาวในประเทศ และพบ

มีการระบาดของโรคอยูเปนประจําทางภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

นักวิจัยทั่วโลกและในประเทศไทยไดพยายามปรับปรุงพันธุขาวตางๆ ใหมีความตานทานตอ

เชื้อราโรคไหมดวยวิธีการปรับปรุงพันธุพืชแบบปกติ แตประสบปญหาเกี่ยวกับข้ันตอนที่ซับซอน และ

ใชเวลานานกวาจะคัดเลือกไดพันธุตานทานที่ตองการ ตลอดจนปญหาเรื่องความไมถาวร (durable) 

ของความตานทานตอเชื้อราโรคไหมดังกลาวที่ตัวเชื้อราเองมีความแปรปรวนเพื่อเอาชนะความ

ตานทานของพันธุขาวที่ผานการปรับปรุงพันธุอยูเสมอ ที่ผานมาไดมีการวิจัยเพื่อสํารวจหาสายพันธุ 

(pathotypes) ของเชื้อราโรคไหมตางๆ ที่มีความสามารถในการกอโรคในขาวพันธุตางๆ ทั้งในและ

ตางประเทศ (Yamada, 1985; Kiyosawa, 1984; พูนศักดิ์ และคณะ, 2546) พบวา เชื้อราโรคไหมมี

ระดับการกอโรคในขาวพันธุตางๆ ที่แตกตางกัน เนื่องจากพันธุขาวมีพื้นฐานทางพันธุกรรมตอการ

ตอบสนองตอเชื้อราที่แตกตางกัน ขาวบางพันธุอาจแสดงคุณสมบัติที่มีความตานทาน (resistance) 

ตอเชื้อราโรคไหมบางสายพันธุ ในขณะที่ขาวบางพันธุมีความออนแอ (susceptibility) ตอการเขา

ทําลายของเชื้อราบางสายพันธุ ความสัมพันธระหวางขาวและเชื้อราในลักษณะที่ เกิดโรค 

(compatible interaction)  และ ไมเกิดโรค (incompatible interaction) เปนไปตามทฤษฏี    

“gene-for-gene concept” (Flor, 1971) ที่ซึ่ง ยีนตานทาน R แตละตัวแสดงความตานทานตอเมือ่มี

การตอบสนองตอสายพันธุที่ไมกอโรคพืชที่มียีน Avr ประกอบอยูดวยเทานั้น 

 Song et al. (1995) ไดคนพบยีนตานทานโรคในขาว โดยสกัดแยกยีน Xa21 ที่มีรหัสเปน 

receptor kinase-like protein ที่ทําหนาที่ในความตานทานตอแบคทีเรียโรคขอบใบแหง 

(Xanthomonas oryzae pv. Oryzae) Wang et al. (1999) สกัดแยกและวิเคราะหยีน Pib ที่จัดอยู

ใน nucleotide binding และ leucine–rich repeat สําหรับความตานทานโรคไหม ที่ผานมาไดมีการ

โคลนยีนตานทานจากพืชหลายๆ ชนิด หนึ่งในจํานวนนั้น ไดแก NBS-LRR ที่ประกอบดวย 

nucleotide-binding site (NBS) และ leucine-rice repeat (LRR) motif และ ยีนโปรตีนไคเนส 

(Protein kinase) (Bent, 1996; Hammond-Kosak and Jones, 1997) โดยนําบริเวณที่มีความ

เหมือนอยางสูง (conserved motifs) ภายในยีนตานทานตางๆ มาใชออกแบบไพรเมอรในปฏิกิริยา

ลูกโซโพลิเมอเรส (PCR-based strategies) เพื่อสกัดแยกลําดับเบสยีนตานทาน (resistance gene 

analogs, RGAs)  จากพืชหลายๆ ชนิด โดย RGAs มีศักยภาพในการเปนเครื่องหมายโมเลกุลที่

ใกลชิดกับตําแหนงของยีน เพื่อใชในการปรับปรุงพันธุพืชแบบใชเครื่องหมายโมเลกุล หรือแมแต

นํามาใชเปนยีนตานทานตัวเลือก (resistance gene candidate) ดังกลาว  ไดนําเทคนิคนี้มาใชใน

ถั่วเหลือง ขาวและขาวโพด (Collins et al., 1998, Kanazin et al., 1996, Mago et al., 1999) 



 

Dodds และคณะ (2001) กลาวถึง ยีนตานทานแอนนาลอกมีศักยภาพในการทําหนาที่เปนโมเลกุล

เครื่องหมายเพื่อการปรับปรุงพันธุพืชโดยโมเลกุลเครื่องหมายได   

 ที่ผานมา ไดมีการศึกษาสกัดแยกยีนที่คาดวาเกี่ยวของกับการกอโรคในพืชในเชื้อราหลาย

ชนิด รวมทั้งในเชื้อราสาเหตุโรคไหม (Magnaporthe grisea) เพื่อทําความเขาใจเพิ่มเติมในเรื่องของ

วิถีการสงสัญญาณภายในเซลล (เชน cAMP signaling pathway) ซึ่งมีบทบาทตอกระบวนการตางๆ

ในเชื้อรา เชน การเจริญเติบโต การพัฒนาโดยอาศัยและไมอาศัยเพศ และการสรางโครงสรางในการ

กอโรคในพืชหรือแอพเพรสซอเรียม เปนตน Choi and Dean (1997) ไดแสดงใหเห็นวาทรานส

ฟอรแมนตที่ไมไดประกอบดวยยีน MAC1 (adenylate cyclase) ในจีโนมซึ่งมีความจําเปนตอการ

สรางโมเลกุล cAMP ภายในเซลลไมสามารถสรางโครงสรางที่ใชในการกอโรคหรือที่เรียกวาโครงสราง

แอพเพรสซอเรียมไดและเชื้อราไมมีความสามารถเจาะเขาสูใบขาวที่ออนแอตอโรคตามปกติได 

Adachi and Hamer (1998)  ไดรายงานวา การเกิดมิวเตชั่นที่หนึ่งตําแหนงเบส (point mutation) 

ของ PKA regulatory subunit (SUM1) สามารถนําหนาที่บางสวนกลับคืนในยีน mac1 ไดเพียง

บางสวน  

 การไดพันธุตานทานและยีนตานทานตอเชื้อราโรคไหมดังกลาว ที่ผานมาตองอาศัยเทคนิคที่

ซับซอน และใชเวลานาน เชน การโคลนยีนตานทานเชื้อราโรคไหม และแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบ   

ใบแหงโดยวิธี “map-based cloning” (Wu et al. 1995; Song et al. 1995) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี

เปาหมายเพื่อนําพันธุขาวตานทานตอโรคไหมหรือพันธุขาวตานทานจากสายพันธุพอแมพื้นเมือง

ของประเทศไทยมาใชเปนแหลงพันธุกรรมเพื่อการโคลนยีนตานทานโรคไหม เพื่อการปรับปรุงพันธุ

ขาวใหไดมาซึ่งพันธุขาวที่ประกอบดวยยีนตานทาน (R) ตอเชื้อราโรคไหมและคงคุณสมบัติตางๆ 

ตามตองการ คาดวาการศึกษาดังกลาวจะยนระยะเวลาในการหายีนตานทาน (R) จากขาวที่ใช

ศึกษา ขอมูลที่ไดจะเปนประโยชนตอนักปรับปรุงพันธุขาวใหมีคุณสมบัติตานทานโรคไหมดวยวธิกีาร

ปรับปรุงพันธุโดยใชโมเลกุลเครื่องหมายเปนตัวชวย (molecular marker-aided selection 

breeding) ตอไป  

  



 

อุปกรณและอุปกรณและวิธีการวิธีการ  
 

อุปกรณอุปกรณ  

1. อาหารเลี้ยงเชือ้ Potato Dextrose Agar (PDA) 
2. เชื้อรา Magnaporthe grisea สายพนัธุราชบุรีและปทมุธาน ี

3. พันธุขาวหางย ี71 เหลืองทอง ขาวตาแหง 17  กข23 และ TN1 

4. เครื่องชั่งสาร 
5. เครื่องเขยาสาร (Vortex) 

6. ชุดสกัดดีเอ็นเอ (NucleoSpin Plant L Kits, CLONTECH) 

7. ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) 

8. เครื่องเหวีย่งความเรว็สูง (Labnet/Spectrafuge16M, National) 

9. Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, CA) 

10. Lambda FIX®II/XhoI partial fill-in Vector, (Stratagene, La Jolla, CA) 

11. pDRIVE® cloning vector  (Qiagen, Valencia, USA) 

12. Gene Amp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) 

13. ABI PRISM® 377 DNA sequencer (Perkin-Elmer, CA, USA) 

14. DNAStar software analysis (DNASTAR, Inc, USA) 

15. เครื่องสองดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) GelDoc transluminator 

 

วิธีวิธีการการ  

การทดลองยอยการทดลองยอยที่ที่  11    การการโคลนยีน หาลาํดับเบส โคลนยีน หาลาํดับเบส และและวิเคราะหลําดับเบสยีนวิเคราะหลําดับเบสยีนตานทานจากขาว  ตานทานจากขาว    
                                                      nnuucclleeoottiiddee    bbiinnddiinngg  ssiittee--lleeuucciinnee--rriicchh  rreeppeeaatt  ((NNBBSS--LLRRRR))    
                                                        และไคเนสแอนนาลอกและไคเนสแอนนาลอก  ((KKAA) )   
  

ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 11..   การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค  การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค   

11..11    การเตรยีมการเตรยีมสายพันธุเชื้อราสายพันธุเชื้อราที่ใชศึกษาที่ใชศึกษา และสภาพการ และสภาพการเลีย้งเชื้อเลีย้งเชื้อ  
 เชื้อรา Magnaporthe grisea ที่ใชในการศึกษานี้ มีจํานวนสองสายพันธุ ไดแก      

สายพันธุจากจังหวัดราชบุรี และสายพันธุจากจังหวัดปทุมธานี เก็บรักษาเชื้อไวบนวุนอาหารเลี้ยง

เชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) ที่ 25 องศาเซลเซียส ภายใตแสงไฟฟลูออเรสเซนต เพื่อชักนํา

การสรางสปอร  



 

 สกัดสารแขวนลอยสปอรที่ไดโดยการเลี้ยงเสนใยบน PDA นาน 7 วัน ที่ 22 องศา

เซลเซียส แยกสปอรจากเสนใยเชื้อราดวยการกรองโดยน้ํากลั่นปลอดเชื้อบนผากรองปลอดเชื้อ 

(Miracloth) เหวี่ยงสปอรที่แยกไดดวยการใชเครื่องเหวี่ยงความเร็วสูง (Labnet/Spectrafuge16M, 

National) ที่ 14,000g ลางสปอรดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง และปรับความเขมขนเปน 1 x 106 สปอรตอ

มิลลิลิตร 

 

11..2 2   การทดสอบความสามารถการทดสอบความสามารถการทาํใหเกิดโรคการทาํใหเกิดโรค  
 พันธุขาวที่ใชในการศึกษามีจํานวนทั้งสิ้น 5 สายพันธุ ไดแก หางยี71 (ไดรับความ

อนุเคราะหจากธนาคารเชื้อพันธุพืช อาคารพันธุกรรมพืชสิรินธร สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

กรมวิชาการเกษตร) และเหลืองทอง (ไดรับความอนุเคราะหจากฝายอารักขาพืช ศูนยวิจัยขาว

อุบลราชธานี) ขาวสามสายพันธุใชทดสอบความสามารถในการเกิดโรคดวยเชื้อราสาเหตุโรคไหม 

และขาวพันธุขาวตาแหง17 กข23 และ TN1 (ไดรับความอนุเคราะหจากฝายวิชาการ สถาบันวิจัย

ขาว กรมวิชาการเกษตร) ใชสําหรับเปนตัวควบคุมการทดลอง เนื่องจากขาวทั้งสามสายพันธุเปน

พันธุออนแอตอเชื้อราสาเหตุโรคไหมที่ใชศึกษาทั้งสองสายพันธุ เพาะเมล็ดขาวจํานวน 6 ถึง 10 

เมล็ด ในกระถางปลูกขนาดประมาณ 4 นิ้ว ที่บรรจุดวยสวนผสมของดิน ณ โรงเรือนปฏิบัติการ 

สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร เปนเวลา 10 วัน กอนปลูกเชื้อดวยการสเปรย

สารแขวนลอยสปอรเชื้อราที่ความเขมขน 1 x 106 สปอร/มิลลิลิตร ที่ประกอบดวย 0.25 เปอรเซ็นต 

Tween 80 ใหทั่วใบขาวทุกใบ เก็บไวเปนเวลานาน 3 สัปดาห พรอมใหน้ําหลอเลี้ยงไวในกระถาง

เพาะปลูกทุกใบ สวนการทดลองควบคุม เพาะปลูกขาวในลักษณะเดียวกัน แตไมปลูกเชื้อดวยสปอร

เชื้อรา เมื่อครบ 3 สัปดาหแลว สังเกตและบันทึกลักษณะอาการการเกิดโรคของขาวแตละตน ใช

สเกลการใหคะแนนตามลักษณะอาการของโรคตั้งแต 0 - 4 ดังตอไปนี้ 0 = ไมปรากฏอาการ 1 = มี

รอยโรคขนาดเล็ก (chlorotic flecks) 2 = ปรากฏ necrotic lesions 3 = ปรากฏ necrotic lesions 

พรอมดวย chlorotic lesions ขนาดใหญ และ 4 = ปรากฏรอยโรคแบบ coalescing necrotic 

lesions ครอบคลุมทั่วใบ (Mitchell and Dean, 1995) 

 

ขั้นตอนที่ ขั้นตอนที่ 22..    การสกัดกรดนิวคลิอิกการสกัดกรดนิวคลิอิก  
    

ตัดใบขาวโดยใชกรรไกรจากขาวอายุ 20 วัน มาเก็บไวที่ -80 องศาเซลเซียส กอนการสกัด

กรดนิวคลิอิก ใชวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากใบขาว 2 วีธี ไดแก CTAB method (วิธีการที่ 1) และใชชุด

สกัดดีเอ็นเอ (NucleoSpin Plant L Kits, CLONTECH, Palo Alto, CA) (วิธีการที ่2)  
 



 

วิธีการที ่วิธีการที ่11  
 

บดใบขาวที่แชแข็งไวที่ตูปรับอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ใหมีขนาดเล็กเปนผงละเอียดใน

โกรงดวยไนโตรเจนเหลว เติมบัฟเฟอร (DNA extraction buffer) ที่ประกอบดวย 2% CTAB, 2% 

PVP, 1.4M NaCl, 20 mM EDTA, pH8.0, 100 mM Tris-Cl, pH 8.0 และ 2% เมอรแคพโต

เอธานอล (เติมกอนใช) เขยาดวยเครื่องเขยาสาร (FINEVORTEX, FINEPCR, Korea) บมตัวอยางที่

ตองการสกัดในอางปรับอุณหภูมิที่ 65 องศาเซลเซียสนาน 1 ชั่วโมง เติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอ

มิลอัลกอฮอล (อัตราสวน 24:1 v/v) เขยาหลอดนาน 5 นาที และเหวี่ยงดวยความเร็วสูงที่ 14,000g 

นาน 10 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนลงในหลอดทดลองใหมขนาด 1.7 มิลลิลิตร ตกตะกอนกรด

นิวคลิอิกดวยไอโซโพรพานอลเย็นจัด (2/3 ของปริมาตร) นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง เหวี่ยงหลอด

โดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 10 นาที ขจัดสารละลายใสสวนบน และลางตะกอนที่ได 2 คร้ัง 

ดวยสารละลาย wash buffer (75% เอธานอล 10 mM แอมโมเนียมอะซิเตท) เติมสารละลาย 

RNase 3 ไมโครลิตร (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) บมนาน 30 นาที ที่ 37 องศาเซลเซียส กอนสกัดซ้ํา

ดวยฟนอลคลอโรฟอรม (25:4) สองครั้ง ตกตะกอนซ้ําดวย 100% เอธานอล ปริมาตร 2 เทาของ

สารละลาย บมที่ -20 องศาเซลเซียสนาน 20 นาที ลางตะกอนตะกอนดวย 70% เปอรเซ็นต

เอธานอล 500 ไมโครลิตร ทิ้งตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที และละลายในสารละลาย TE 

(1mM TrisHCl, pH 8.0, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) 

 

วิธีการที ่วิธีการที ่22  
 

สกัดกรดนิวคลิอิกโดยใชชุดสกัดกรดนิวคลิอิก (NucleoSpin Plant L Kits, CLONTECH, 

Palo Alto, CA) บดใบขาวแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลวใหเปนผงละเอียดดวยการใชโกรงกอนเติม

บัฟเฟอร (C1) 1.25 มิลลิลิตร ตอ 250 มิลลิกรัม ของตัวอยางพืช ถายลงในหลอดโพลิโพรพิลีนขนาด 

15 มิลลิลิตร (Greiner Bio-one Inc, USA) เติมสารละลาย RNaseA  (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 20 

ไมโครลิตร บมสารละลายนาน 30 นาที ที่ 60 องศาเซลเซียส เหวี่ยงดวยความเร็วสูงนาน 5 นาที ที่ 

4,500g  ดูดสารละลายใสลงในหลอดโพรพิลีนขนาด 15 มิลลิลิตร ใหม เติมบัฟเฟอร (C4) และ

เอธานอล ดวยปริมาตรเดียวกันกับปริมาตรสารละลายใส  เขยาหลอดทันทีนาน 30 วินาที เตรียม

หลอดทดลองโพลิโพรพิลีนใหมขนาด 15 มิลลิลิตร บรรจุดวยคอลัมน หยอดสารละลายผานคอลัมน

ดังกลาว เหวี่ยงคอลัมนดวยความเร็วสูงนาน 2 นาที ที่ 4,500g ขจัดสารละลายที่ไหลผานทิ้ง ดูด

สารละลาย (CQW) 1 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน เหวี่ยงดวยความเร็วสูงนาน 2 นาที ที่ 4,500 g ขจัด

สารละลายใส ดูดบัฟเฟอร (C5) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน เหวี่ยงดวยความเร็วสูงนาน      



 

3 นาที 4,500g ขจัดสารละลายใสทิ้ง จึงเหวี่ยงดวยความเร็วสูงอีกครั้งนาน 10 นาที ที่ 4,500g เพื่อ

ขจัดบัฟเฟอร (C5) ใหแหง วางคอลัมนลงในหลอดโพลิโพรพิลีนใหม ดูดสารละลาย CE ลงใน

คอลัมน เหวี่ยงดวยความเร็วสูงนาน 3 นาที ที่ 4,500g เพื่อเก็บดีเอ็นเอที่ได นําดีเอ็นเอที่ไดไป

วิเคราะหบน 1.0% อะกาโลสเจล และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร 

 

ขั้นตอนที่ ขั้นตอนที่ 33..    การสังเคราะหจีโนมกิดีเอ็นเอไลบราลี่จากขาวการสังเคราะหจีโนมกิดีเอ็นเอไลบราลี่จากขาว  
 

นําจีโนมิกดีเอ็นเอขาวที่สกัดไดดวยวิธีการขางตน มาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะแบบไม

สมบูรณอยางตอเนื่อง (serial partial digestion) ดวยการใชเอ็นไซม BamHI เขมขน 0U, 0.15U, 

0.075U, 0.035 U, 0.4U, 1U, 2U ตามลําดับ กอนบมที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 

นาที, 30 นาที, 45 นาที, 1 ชม. และ นานกวา 1.5 ชั่วโมง จากนั้น นําไปวิเคราะหดวย 1.0%          

อะกาโลส เจล อิเลกโตรฟอเรซิส ในการทดลองครั้งนี้ พบวาดวยเอ็นไซม BamHI ที่ความเขมขน 

0.4U บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที สามารถทําใหเกิดการตัดจําเพาะแบบไมสมบูรณ หยุด

ปฏิกิริยาดวยการใช 0.5M EDTA (pH) 8.0 นําดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอ็นไซมแบบตัดจําเพาะ

แบบไมสมบูรณไปทําใหบริสุทธิ์อีกครั้งดวยฟนอล/คลอโรฟอรม ตกตะกอนดวยเอธานอล และ

ละลายลงในสารละลาย TE (1mM TrisHCl, pH 8.0, 0.1 Mm EDTA, pH 8.0) เพื่อนํามาใชใน

ปฏิกิริยาไลเกชั่น ตอไป 

นําดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาขางตนที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมโดยประมาณ มาทํา
ปฏิกิริยา “partial fill-in” ตามคําแนะนําจากคูมือบริษัทผูผลิต (STRATAGENE,  La Jolla, USA) 
(ปฏิกิริยา partial fill-in เปนปฏิกิริยาที่ใชเตรียมจีโนมิกดีเอ็นเอเพื่อการสอดแทรกเขาสู Lambda 
FIX®II vector ซึ่งเวกเตอรไดผานการ “partial fill-in” ใหประกอบดวย 5-overhang เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพและความถูกตองของไลบราลี่ที่ได อีกทั้ง partial fill-in จะชวยปองกันการเกิด self-
ligation ซึ่งจะลดจํานวนรีคอมบิแนนตโมเลกุลที่ประกอบดวยหลายอินเสิรทไดอยางดียิ่ง) ในปริมาตร
ของปฏิกิริยาทั้งหมด 300 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรัม, 30 ไมโครลิตร 10x fill-in 
buffer, 10 mM dGTP, 10 mM dATP และ 15U Klenow บมที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาที จึงเติม 33 
ไมโครลิตร 10x STE (0.2 M Tris-HCl pH 7.5, 1 M NaCl, 0.1 M EDTA) และ 100 ไมโครลิตร 1x 
STE  (0.02 M Tris-HCl pH 7.5, 0.1 M NaCl, 0.01 M EDTA) สกัดสารละลายสองครั้งดวยฟนอล/
คลอโรฟอรม ตกตะกอนดวยเอธานอล ทิ้งตะกอนใหแหง และละลายดวยสารละลาย Tris-EDTA 25 
ไมโครลิตร  

เพื่อทําปฏิกิริยาไลเกชั่น ไลเกตดีเอ็นเอเขาสูเวกเตอรที่ชื่อวา Lambda FIX®II vector 
(STRATAGENE,  La Jolla, USA) ในปริมาตร 5 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 1.7 มิลลิลิตร       



 

ที่ประกอบดวย 2U T4 DNA ligase (STRATAGENE,  La Jolla, USA), 1 ไมโครลิตร Lambda    
FIX® II , 0.8 ไมโครลิตรของดีเอ็นเอในสารละลาย Tris-EDTA ขางตน (0.4 ไมโครกรัม)                
0.5 ไมโครลิตร 10x Ligase buffer และ 0.5 ไมโครลิตรของ 10 mM rATP (pH 7.5) สวนตัวควบคุม
ใช DNA test insert ที่ไดจากผูผลิต (STRATAGENE, La Jolla, USA) แทนดีเอ็นเอที่ไดจาก
ปฏิกิริยา “partial fill-in reaction”  บมปฏิกิริยาไวที่ 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน เวกเตอรชนิดนี้
สามารถบรรจุดีเอ็นเอสอดแทรกที่มีขนาดตั้งแต 9 ถึง 23 kb จากนั้น ดูดสารละลายจากปฏิกิริยา   
ไลเกชั่นปริมาตร 1 ไมโครลิตรมาผสมกับสารละลาย “packaging extract” ที่เพิ่งนําออกมาจาก      
-80 องศาเซลเซียส ดวยการทําใหละลายเพียงเล็กนอยบนน้ําแข็ง (ประมาณ 2-3 นาที) ผสม
สารละลายทั้งสองใหเขากันดวยการใชปเปต และเหวี่ยงหลอดทดลองดวยความเร็วสูงเปนระยะเวลา
ส้ันๆ (3 - 5 วินาที) บมที่อุณหภูมิหองนาน 2 ชั่วโมง (22 องศาเซลเซียสโดยประมาณ) จากนั้น เติม
สารละลาย SM buffer  (5.8 กรัม NaCl, 2.0 กรัม MgSO4.7H2O, 50.0 มิลลิลิตร 1M Tris-HCl   
(pH 7.5), และ 5.0 มิลลิลิตร 2% (น้ําหนักตอปริมาตร) เจลาติน ตอปริมาตรทั้งสิ้น 1 ลิตร) เติม
คลอโรฟอรม 20 ไมโครลิตร และผสมใหเขากันเบาๆ ดวยการใชปเปต เหวี่ยงดวยความเร็วสูง
ประมาณ 5 วินาที เพื่อดึงคลอโรฟอรมลงมาที่กนหลอด เติมสารละลายที่ไดจากปฏิกิริยาที่ผสมกับ 
packaging extract  จํานวน 1 ไมโครลิตร (ที่เหลือเก็บรักษาไวที่ -20 องศาเซลเซียส) ลงในเซลลเจา
บาน XL1-Blue MRA strain (P2) และ VCS257 (ที่เตรียมไวกอนหนานี้ตามคูมือแนะนําจากผูผลิตที่
ละลายอยูใน 10 mM MgSO4 และมีคาการดูดกลืนแสง (OD600) ที่ 0.4-0.6 ) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร สําหรับจีโนมิกดีเอ็นเอที่ตองการไลเกต และ DNA test insert (STRATAGENE, La 
Jolla, USA) ตามลําดับ บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน   15 นาที ถายสารละลายลงในหลอดทดลอง
พลาสติกปลอดเชื้อขนาด 20 x 110 มิลลิเมตร จึงเติมวุนอาหารชนิดแข็ง LB top agar (10 กรัม 
NaCl, 10 กรัม tryptone, 5 กรัม yeast extract, 20 กรัม วุน ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) ที่ทําใหอุน
ลวงหนาที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส เขยาเบาๆ นาน 2-3 วินาที และเพลทลงในจานอาหารเลี้ยง
เชื้อพลาสติกใสโพลิสไตรเพตริดิสกขนาด 70 x 9 มิลลิเมตร (Biobasic, Thailand) ที่ประกอบดวย
อาหารเลี้ยงเชื้อ NZY agar (5 ก NaCl, 2 กรัม MgSO4.7H2O, 10 กรัม NZ amine (casein 
hydrolysate), 5 กรัม yeast extract, 15 กรัม วุน ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.5)  บมที่ตูบมอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง นับจํานวนพลากคที่ไดในแตละเพลทเปนคาไตเตอรในรูป pfu 
หรือ (plaque-forming units / ml) จากนั้น เก็บรักษาไลบราลี่ไวที่ -20 องศาเซลเซียส  
 
ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 44..  การการโคลนยีนโคลนยีนและวิเคราะหและวิเคราะหดวยปฏิกิรยิาลกูโซโพลเิมอเรสดวยปฏิกิรยิาลกูโซโพลเิมอเรสยนีตานทานจากขาวยนีตานทานจากขาว  

ทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสดวยเทมเพลทจีโนมิกดีเอ็นเอขาวพันธุหางยี 71 และเหลือง
ทองดวย Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, CA) ตามคําแนะนําจากคูมือผูผลิต ใชไพร
เมอรที่ออกแบบไดจากบริเวณที่มีความเหมือนอยางสูงของยีน NBS-LRR และโปรตีนไคเนส 



 

(Leister, et al., 1998; Kanazin et al., 1996) ในปริมาตรของปฏิกิริยาทั้งหมด 50 μl ประกอบดวย 
2.5U Taq DNA polymerase, 1x QIAGEN PCR Buffer, 200 μM dNTP , 20-100 μg ของเทม
เพลทดีเอ็นเอ, ไพรเมอร A (forward)  0.5 μM และไพรเมอร B (reverse) 0.5 μM  อุณหภูมิ 
(annealing temperature) 42 องศาเซลเซียส (สําหรับ NBS-LRR) และ 50 องศาเซลเซียส (สําหรับ
โปรตีนไคเนส), สภาพการทําปฏิกิริยา ไดแก : 2 นาที 30 วินาที/90 องศาเซลเซียส ตามดวย 30 รอบ
ของแตละโปรแกรมดังนี้ 15 วินาที denaturation step ที่ 93 องศาเซลเซียส/45 วินาที  annealing 
temperature ที่ 42 หรือ 50 องศาเซลเซียส และ 1 นาที 20 วินาที elongation step ที่ 72 องศา
เซลเซียส ภายหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาแลว เก็บตัวอยางไวที่ 4 องศาเซลเซียส และนําแอมพลิคอนที่ได
จํานวน 20 ไมโครลิตรมาวิเคราะหบน 1.5% อะกาโลสเจล  

 

44..1 1   การการเตรยีมดีเอ็นเอเพื่เตรยีมดีเอ็นเอเพื่อการอการโคลนยนีโคลนยนี  
                    สกัดดีเอ็นเอแฟรกเมนตออกจากอะกาโลสเจล ดวยการใชใบมีดที่เช็ดดวย 75% 

เอธานอลตัดแถบดีเอ็นเอออกภายใตการสองดูดวยแสงยูวี ใสชิ้นเจลที่ตัดไดลงใน 1.7 มิลลิลิตร 

หลอดทดลองขนาดเล็ก (Eppendorf tube)  และสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลดวยการใชชุดสกัด 

QIAquick Gel Extraction kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) ตามคําแนะนําจากคูมือ

บริษัทผูผลิต เก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดที่ -80 องศาเซลเซียสนาน 40 นาที ตามดวยการเหวี่ยงดวย

ความเร็วสูงนาน 3 - 5 วินาที และเก็บรักษาไวที่ 4 องศาเซลเซียส 
  

44..2 2   การทาํไลเกชั่นการทาํไลเกชั่น  

                   นําดีเอ็นเอที่ตัดออกจากเจลมาตรวจสอบความเขมขนคราวๆ โดยใช 1% อะกาโลสเจล 

จากนั้นทําปฏิกิริยาไลเกชั่นโดยใช QIAGEN PCR cloning Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) 

ตามคําแนะนําจากคูมือบริษัทผูผลิตในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย pDrive® Cloning 

vector (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร แอมพลิคอนหรือดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเจล 1 - 4 

ไมโครลิตร, 2x Ligation master mix 5 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น (sterile distilled water) ผสมใหเขา

กันเบาๆ ดวยการใชปเปตขนาด P200 บมที่ 4 องศาเซลเซียสนานขามคืน หรือเก็บรักษาไวที่ -20 

องศาเซลเซียส กอนนําไปใชในการทดลองขั้นตอนถัดไป 

 ทําปฏิกิ ริยาไลเกชั่นตามคําแนะนําจากคูมือผูผลิต  ในปริมาตรปฏิกิ ริยารวม               

5 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 1.5 ไมโครลิตร 2x ligation buffer 2.5 ไมโครลิตร เวกเตอร 

(pDrive® cloning vector kit, Qiagen, Valencia, USA) 1 ไมโครลิตร บมนานอยางนอย 24 ชั่วโมง

ที่ 4 องศาเซลเซียส หรือที่ 16 องศาเซลเซียสนาน 16 ชั่วโมง  

 



 

44..3 3   การเตรยีมคอมพิเทนตการเตรยีมคอมพิเทนตเซลลเซลล  
  เล้ียงเซลลแบคทีเรีย Escherichia coli  JM109 (Promega, Madison, WI, USA) 

และDH5α (Epicentre, Madison, WI, USA) ในรูปแชแข็ง ตามวิธีการเตรียมคอมพิเทนตเซลลจาก

ชุดน้ํายาเตรียมคอมพิเทนตเซลลชุดสําเร็จ (Transformation & Storage Solution, TSS) จากบริษัท

คูมือผูผลิต (Epicentre, Madison, WI, USA) เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียดวยการเขี่ยเชื้อลงใน LB 2 

มิลลิลิตร (10 กรัม NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) 

บรรจุอยูในหลอดโพลิโพรพิลีนขนาด 50 มิลลิลิตร (Greiner Bio-one Inc, USA) เขยาที่ตูบม

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนานขามคืน ดวยความเร็ว 200 rpm จากนั้นเจือจางเชื้อแบคทีเรียทีไ่ดใน 

LB เหลว ในอัตราสวน 1:100 และเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอนานประมาณ 4 ชั่วโมงที่ตูบมอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 rpm วัดคาการดูดกลืนแสง (OD600) ใหอยูที่ประมาณ 0.25-

0.4 ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียมาใสลงในหลอดทดลองปลอดเชื้อขนาด 1.7 มิลลิลิตร หลอดละ   

1 มิลลิลิตร มาตกตะกอนดวยการเหวี่ยงโดยอาศัยความเร็วสูง 14,000g ที่ 4 องศาเซลเซียสเพื่อให

ไดตะกอนที่กนหลอด ขจัดสารละลายใสทิ้ง ในขณะเดียวกัน นําสารละลาย 2x TSS ออกจาก -20 

องศาเซลเซียส มาละลายอยางสมบูรณ จึงผสมกับน้ํากลั่นบริสุทธิ์ในอัตราสวน 1:1 เติมสารละลาย 

TSS 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ประกอบดวยตะกอนแบคทีเรียในแตละหลอด นําคอมพิเทนต

เซลลที่อยูในสารละลาย TSS ไปใชในขั้นตอนการฝากถาย (transformation) ไดในทันที หรือ

สามารถเก็บรักษาระยะยาวไดที่ -80 องศาเซลเซียส  

 

44..4 4   การฝากถายดีเอ็นเอเขาสูแบคทีเรีย และการคัดเลือกหาโคโลนีดวยการใชการฝากถายดีเอ็นเอเขาสูแบคทีเรีย และการคัดเลือกหาโคโลนีดวยการใช
ระบบ ระบบ ““บลูบลู--ไวทไวท””    

  เพื่อนําดีเอ็นเอเขาสูระบบแบคทีเรีย นําไลเกชั่นปริมาตร 1-4 ไมโครลิตรมาผสมกับ

คอมพิเทนตเซลล 100 ไมโครลิตรในหลอดทดลองขนาด 1.7 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอยางชาๆ ดวย

การใชปเปต วางไวบนน้ําแข็งนาน 5 นาที กอนนําหลอดทดลองไปบมที่อางน้ําปรับอุณหภูมิอัตโนมัติ

ที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที (ไมตองเขยา) บมหลอดไวบนน้ําแข็งตออีก 2 นาที กอนเติม

อาหารเลี้ยงเชื้อ SOC ที่ทําใหอุนไวกอนหนานี้ 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดีดวยการใชปเปต 

นําไปบมที่ตูปรับอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสดวยการเขยาที่ 200 rpm นาน 1 ชั่วโมง กอนทําการ

เพลท (100 และ 200 ไมโครลิตร) ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อพลาสติกใสโพลิสไตรเพตริดิสกขนาด 70 

x 9 มิลลิเมตร (Biobasic, Thailand) ที่ประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็ง  (10 กรัม NaCl, 

10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 20 กรัม วุนอะการ ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) ที่

ประกอบดวยสารปฏิชีวนะแอมพลิซิลิน 1 มิลลิลิตร เขมขน 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร), 



 

100 mM IPTG เขมขน 0.5 มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร) และ X-Gal 2 มิลลิลิตร เขมขน 40 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร) บมเพลทในตูบมเชื้อ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน นําเพลทที่บมขามคืน

แลวไปไวในตูปรับอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสอยางนอย 1 ชั่วโมง หรือขามคืน ในขั้นตอนนี้จะ

สังเกตเห็นโคโลนีสีขาวและสีฟาชัดเจน กอนเขี่ยโคโลนีสีขาวที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกไป

สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอดวยวิธีการที่เรียกวา พลาสมิดดีเอ็นเอมินิเพรพ (plasmid DNA miniprep) 

ตอไป เก็บแบคทีเรียที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกในหลอดไครโอ (Greiner Bio-One Inc, USA) 

ที่ประกอบดวยสารละลายกลีเซอรอล 80% (กลีเซอรอล 80 มิลลิลิตร ตอ น้ํา 20 มิลลิลิตร) ใน

อัตราสวนเซลล 650 ไมโครลิตร ตอกลีเซอรอล 350 ไมโครลิตร และหาลําดับเบสดีเอ็นเอสอดแทรก

ในขั้นตอนถัดไป 

 

44..5 5   การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ  
 เข่ียโคโลนีสีขาวจากเพลทที่บมขามคืนไปเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB (10 กรัม NaCl, 

10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นาน

ขามคืน ที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดวยการเขยาที่ 200 rpm ดูดสารละลาย 1.5 มิลลิลิตร 

ลงในหลอดทดลองขนาดเล็กปริมาตร 1.7 มิลลิลิตร  สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอไดจากเซลล E. coli ดวย

การใชชุดสกัดดีเอ็นเอ QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)  ทําการเหวี่ยง

เซลลแบคทีเรียใหตกตะกอนโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g ที่ 4 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที ขจัด

สารละลายใสสวนบนทิ้ง ละลายตะกอนดวยการใชบัฟเฟอร P1 (ที่ประกอบดวยสารละลาย RNase 

100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 250 ไมโครลิตร เขยาใหใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร เติมสารละลาย P2  

250 ไมโครลิตร และเขยาหลอดกลับไปกลับมาชาๆ 4 ถึง 6 คร้ัง เติมบัฟเฟอร P3 350 ไมโครลิตร 

และเขยาหลอดทดลองกลับไปกลับมาชาๆ 4 ถึง 6 คร้ัง (ทันทีที่เติมบัฟเฟอร P3) นําหลอดไปเหวี่ยง

โดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 5 นาที ในขั้นตอนนี้จะสังเกตเห็นตะกอนสีขาวขุนอยูที่ภายใตกน

หลอด ดูดสารละลายใสลงในหลอดทดลองที่ประกอบดวยคอลัมนเสียบอยูดานบน นําคอลัมนไป

เหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 1 นาที ขจัดสารละลายที่อยูกนหลอดทิ้ง ซับหลอดใหแหง 

เติมบัฟเฟอร PB 0.5 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน เหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 1 นาที ขจัด

สารละลายที่อยูกนหลอดทิ้ง นําคอลัมนไปไวในหลอดทดลองขนาด 1.7 มิลลิลิตร ใหม กอนเติม

บัฟเฟอร EB 50 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที นําคอลัมนไปเหวี่ยงโดย

ใชความเร็วสูง ที่ 14,000g นาน 1 นาที นําพลาสมิดดีเอ็นเอไปวิเคราะหบน 1% อะกาโลสเจล        

อิเลกโตรฟอเรซิส  เก็บรักษาไวที่ 4 องศาเซลเซียส สําหรับเก็บระยะสั้น หรือ ที่ -20 องศาเซลเซียส 

ไดเปนระยะเวลานาน  



 

44..6 6   การเก็บรักษาแบคทีเรียทีป่ระกอบดวยดีเอ็นเอการเก็บรักษาแบคทีเรียทีป่ระกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกสอดแทรก  
 เพื่อเก็บรักษาเซลลแบคทีเรียที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกไวเปนระยะนาน ดูด

อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่เล้ียงไวนานขามคืน ปริมาตร 650 ไมโครลิตรลงในหลอดไครโอขนาด 12.5 x 

38 มิลลิเมตร (Greiner Bio-One Inc, USA) เติมสารละลายกลีเซอรอลปลอดเชื้อ 80% (กลีเซอรอล 

80มิลลิลิตร ตอ น้ํา 20 มิลลิลิตร) ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการใชปเปต นําไปเก็บ

รักษาไวที่ -80 องศาเซลเซียส  

 

44..7 7   การหาลาํดับเบสของดีเอ็นเอการหาลาํดับเบสของดีเอ็นเอสอดแทรกสอดแทรก  ((DDNNAA  sseeqquueenncciinngg))    
 ไพรเมอรที่ใชในปฎิกิริยาหาลําดับเบส ไดแก SP6 (5’-CATTTAGGTGACACTATAG-

3’) และ T7 (5’-GTAATACGACTCACTATAG-3’) นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่เตรียมไดมาใชเปนเทมเพลทใน

ปฎิกิริยาหาลําดับเบสปริมาตร 10 ไมโครลิตรที่ประกอบดวย BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing (Perkin-Elmer, CA, USA) และ 3.2 pmole ของแตละไพรเมอร ปฏิกิริยาการ

สังเคราะหไดแก 30 รอบของ 96 องศาเซลเซียส/10 วินาที 50 องศาเซลเซียส/5วินาที 60 องศา

เซลเซียส/4นาที ข้ึนตนดวย 96 องศาเซลเซียส/10 วินาที ใน Gene Amp PCR system 9700 

(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) ภายหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาแลว นําตัวอยางมาตกตะกอน

ดวยการเติม 50 ไมโครลิตรของ เอธานอล/โซเดียมอะซิเตท (10/1) ผสมใหเขากันบนน้ําแข็งนาน 20 

นาที และเหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 20 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไปลางสองครั้ง

ดวย 70% เอธานอล และทิ้งไวใหแหง กอนเติม 1.5 ไมโครลิตร sequencing loading dye (80% 

deionized formamide, 5 mM EDTA pH8.0 และ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร บลูเด็กซแตรน)   

ภายหลังการทําใหเสียสภาพ denaturation นาน 3 นาที ที่ 90 องศาเซลเซียส นําตัวอยางทั้งหมดไป

หยอดลงในโพลิอะคริลาไมด เจลในเครื่อง ABI PRISM® 377 DNA sequencer (Perkin-Elmer, 

CA, USA) ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดและวิเคราะหขอมูลดวยการใช DNAStar software 

analysis (DNASTAR, Inc, USA) นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดในฐานขอมูล 

GenBank nonredundant sequence database ดวยการใช gapped BLAST VERSION 2.0 

(Altschul et al., 1997) Blastn เปรียบเทียบนิวคลิโอไทดที่ตองการเปรียบเทียบกับนิวคลิโอไทดที่อยู

ในฐานขอมูล Blastx เปรียบเทียบการแปรรหัสเปนโปรตีน (six-frame conceptual translation) ของ

นิวคลิโอไทดที่ตองการศึกษากับลําดับโปรตีนที่อยูในฐานขอมูล  

 

 

 



 

ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 55..   การวิเคราะหลําดับเบสดวยชวีสารสนเทศศาสตร  การวิเคราะหลําดับเบสดวยชวีสารสนเทศศาสตร ((BBiiooiinnffoorrmmaattiiccss))  
 

ลําดับเบสที่ไดจากข้ันตอนการหาลําดับเบสดวยเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติแลว สามารถ

วิเคราะหดวยการใชวิธีการวิเคราะหลําดับเบสโดยการใชฐานขอมูลชีวภาพจากอินเทอรเน็ต (NCBI 

database, Altschul, et al. 1997) ExPASy Proteomics Servers และโปรแกรมสําหรับวิเคราะหดี

เอ็นเอ (DNA star expert sequence analysis software, DNAstar) ตามคําแนะนําบริษัทคูมือคู

ผลิต ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดและวิเคราะหขอมูลดวยการใช DNAStar software 

analysis (DNASTAR, Inc, USA) นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดในฐานขอมูล 

GenBank nonredundant sequence database ดวยการใช gapped BLAST VERSION 2.0 

(Altschul et al., 1997) Blastn เปรียบเทียบนิวคลิโอไทดที่ตองการเปรียบเทียบกับนิวคลิโอไทดที่อยู

ในฐานขอมูล Blastx เปรียบเทียบการแปรรหัสเปนโปรตีน (six-frame conceptual translation) ของ

นิวคลิโอไทดที่ตองการศึกษากับลําดับโปรตีนที่อยูในฐานขอมูล 
 
การทดลองยอยการทดลองยอยที่ ที่ 22    การการโคลนยีน หาลําดับเบส วิเคราะหลาํดับเบสยีนโคลนยีน หาลําดับเบส วิเคราะหลาํดับเบสยีน  MMAACC11  และ และ SSUUMM11  

จากจากเเชื้อราชื้อราสาเหตุโรคสาเหตุโรคไหมไหม  
  
ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 11..    การเตรยีมการเตรยีมสายพันธุเชื้อราที่ใชศึกษา และสภาพการเลีย้งเชื้อสายพันธุเชื้อราที่ใชศึกษา และสภาพการเลีย้งเชื้อ  

 

เชื้อรา M. grisea ที่ใชในการศึกษานี ้ มจีํานวนสองสายพนัธุ ไดแก สายพนัธุจากจังหวัด

ราชบุรี และสายพนัธุจากปทุมธาน ี เก็บรักษาเชื้อไวบนวุนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar 

(PDA) ที ่25 องศาเซลเซยีส ภายใตแสงไฟฟลูออเรสเซนต เพื่อชักนําการสรางสปอร  

สกัดสารแขวนลอยสปอรที่ไดโดยการเลี้ยงเสนใยบน PDA นาน 7 วัน ที่ 22 องศาเซลเซียส 
แยกสปอรจากเสนใยเชื้อราดวยการกรองโดยน้ํากลั่นปลอดเชื้อบนผากรองปลอดเชื้อ (Miracloth) 
เหวี่ยงสปอรที่แยกไดดวยการใชเครื่องเหวี่ยงความเร็วสูง (Labnet/Spectrafuge16M, National) ที่ 
14,000g ลางสปอรดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง และปรับความเขมขนเปน 1 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร 

 
ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 22..    การสกัดกรดนิวคลิอิกจากเชื้อราการสกัดกรดนิวคลิอิกจากเชื้อรา  

 

เลี้ยงเสนใยในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (PDA) 
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร และตัดชิ้นเสนใยขนาด 5 x 5 มลิลิเมตร จํานวน 5 ชิ้น เขี่ยลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวดงักลาว เขยาฟลาสกที่ 250 rpm นาน 3 วัน กอนเกบ็กลุมเสนใยดวยเครื่องสูญญากาศ 
(vacuum apparatus) ที่ประกอบดวยกระดาษกรองเซลลูโลสรูปทรงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 
110 มิลลิเมตร (Whatman, NJ, USA) บดเสนใยทีก่รองไดดวยไนโตรเจนเหลวภายในโกรง ใชวิธี



 

สกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัดดีเอน็เอ  (NucleoSpin Plant L Kits, CLONTECH, Palo Alto, CA) และ
วิธีการแบบเดียวกนั (วิธีการที่ 1 และ 2) ดงักลาวขางตน  
 

ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 33..   การโคลน การโคลนยนีที่เกี่ยวของกับกลไกการกอโรคพืชในเชื้อรายนีที่เกี่ยวของกับกลไกการกอโรคพืชในเชื้อรา    
 

ทําปฏิกิริยาลูกโซเมอเรสดวยเทมเพลทจีโนมิกดีเอ็นเอเชื้อราสายพันธุปทุมธานีและราชบุรี 
ดวยการใช Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, CA) ตามคําแนะนําจากคูมือผูผลิต ใช
ไพรเมอรที่ออกแบบไดจากบริเวณที่มีความเหมือนอยางสูงของยีน MAC1 และ SUM1 ในปริมาตร
ของปฏิกิริยาทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบดวย 2.5U Taq DNA polymerase, 1x QIAGEN PCR 
Buffer, 200 μM dNTP, 20-100 ไมโครกรัมของเทมเพลทดีเอ็นเอ ไพรเมอร A (forward)  0.5 μM 
และไพรเมอร B (reverse) 0.5 μM  อุณหภูมิ (annealing temperature) 52 องศาเซลเซียส (สําหรับ 
MAC1) และ 50 องศาเซลเซียส (สําหรับ SUM1) สภาพการทําปฏิกิริยาไดแก: 2 นาที 30 วินาที/90 
องศาเซลเซียส ตามดวย 30 รอบของแตละโปรแกรมดังนี้ 15 วินาที denaturation step ที่ 93 องศา
เซลเซียส/ 45 วินาที  annealing temperature ที่ 52 องศาเซลเซียส และ 1 นาที 20 วินาที 
elongation step ที่ 72 องศาเซลเซียส ตามดวยขั้นตอนสุดทายที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
ภายหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาแลว เก็บตัวอยางไวที่ 4 องศาเซลเซียส กอนวิเคราะหบนอะกาโลสเจล ดัง
อธิบายขางตน  

นําแอมพลิคอนจากปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสจํานวน 20 ไมโครลิตรมาวิเคราะหบน 1.5% 
อะกาโลสเจล นาน 3-6 ชั่วโมง ที่ความตางศักย 60 โวลท สองดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอ
เลต (UV) ดวยเครื่อง GelDoc transluminator และเปรียบเทียบขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอดวย 1kb 
DNA ladder (New England Biolabs, MA, USA) 

 
33..1 1   การการเตรยีมดีเอ็นเอเพื่อเตรยีมดีเอ็นเอเพื่อการโคลนยนีการโคลนยนี  
 สกัดดีเอ็นเอแฟรกเมนตออกจากอะกาโลสเจล ดวยการใชใบมีดที่เช็ดดวย 75% 

เอธานอลตัดแถบดีเอ็นเอออกภายใตการสองดูดวยแสงยูวี ใสชิ้นเจลที่ตัดไดลงใน 1.7 มิลลิลิตร 

หลอดทดลองขนาดเล็ก (Eppendorf tube)  และสกัดดีเอ็นเอดวยออกจากเจลดวยการใชชุดสกัด 

QIAquick Gel Extraction kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) ตามคําแนะนําจากคูมือ

บริษัทผูผลิต เก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดที่ -80 องศาเซลเซียสนาน 40 นาที ตามดวยการเหวี่ยงดวย

ความเร็วสูงนาน 3 ถึง 5 วินาที และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

 

  



 

33..2 2   การทาํไลเกชั่นการทาํไลเกชั่น  
 นําดีเอน็เอที่ตดัออกจากเจลมาตรวจสอบความเขมขนคราวๆ โดยใช 1%อะกาโลสเจล 

จากนั้นทําปฏกิิริยาไลเกชัน่โดยใช QIAGEN PCR cloning Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) 

ตามคําแนะนาํจากคูมือบริษัทผูผลิตในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย pDrive® Cloning 

vector (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร แอมพลิคอนหรือดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเจล 1-4 

ไมโครลิตร, 2x Ligation master mix 5 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น (sterile distilled water) ผสมใหเขา

กันเบาๆ ดวยการใชปเปตขนาด P200 บมที ่ 4 องศาเซลเซียสนานขามคืน หรือเกบ็รักษาไวที่ -20 

องศาเซลเซยีส กอนนําไปใชในการทดลองขั้นตอนถัดไป 

 ทําปฏิกิริยาไลเกชั่นตามคําแนะนําจากคูมือผูผลิต ในปริมาตรปฏิกิริยารวม 5 

ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 1.5 ไมโครลิตร 2x ligation buffer 2.5 ไมโครลิตร เวกเตอร 

(pDrive® cloning vector kit, Qiagen, Valencia, USA) 1 ไมโครลิตร บมนานอยางนอย 24 ชั่วโมง

ที่ 4 องศาเซลเซียส หรือที่ 16 องศาเซลเซียสนาน 16 ชั่วโมง  

  
33..3 3   การเตรยีมคอมพิเทนตเซลลการเตรยีมคอมพิเทนตเซลล  

 เลี้ยงเซลลแบคทีเรีย E. coli  JM109 (Promega, Madison, WI, USA) และ DH5α 

(Epicentre, Madison, WI, USA) ในรูปแชแข็ง ตามวิธีการเตรียมคอมพิเทนตเซลลจากชุดน้ํายา

เตรียมคอมพิเทนตเซลลชุดสําเร็จ (Transformation & Storage Solution, TSS) จากบริษัทคูมือผูผลิต 

(Epicentre, Madison, WI, USA) เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียดวยการเขี่ยเชื้อลงใน LB 2 มิลลิลิตร (10 กรัม 

NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) บรรจุอยูในหลอดโพลิ

โพรพิลีนขนาด 50 มิลลิลิตร (Greiner Bio-one Inc, USA) เขยาที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นานขามคืน ดวยความเร็ว 200 rpm จากนั้นเจือจางเชื้อแบคทีเรียที่ไดใน LB เหลว ในอัตราสวน 

1:100 และเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอนานประมาณ 4 ชั่วโมงที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวย

ความเร็ว 200 rpm วัดคาการดูดกลืนแสง (OD600) ใหอยูที่ประมาณ 0.25-0.4 ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียมาใสลงในหลอดทดลองปลอดเชื้อขนาด 1.7 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร มาตกตะกอน

ดวยการเหวี่ยงโดยอาศัยความเร็วสูง 14,000g ที่ 4 องศาเซลเซียสเพื่อใหไดตะกอนที่กนหลอด     

ขจัดสารละลายใสทิ้ง ในขณะเดียวกัน นําสารละลาย 2x TSS ออกจาก -20 องศาเซลเซียสมาละลาย

อยางสมบูรณ จึงผสมกับน้ํากลั่นบริสุทธิ์ในอัตราสวน 1:1 เติมสารละลาย TSS 100 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดที่ประกอบดวยตะกอนแบคทีเรียในแตละหลอด นําคอมพิเทนตเซลลที่อยูในสารละลาย TSS ไป

ใชในขั้นตอนการฝากถาย (transformation) ไดในทันที หรือสามารถเก็บรักษาระยะยาวไดที่ -80 

องศาเซลเซียส  



 

33..4 4   การฝากถายดีเอ็นเอเขาสูแบคทีเรียการฝากถายดีเอ็นเอเขาสูแบคทีเรีย   และการคัดเลือกหาโคโลนีดวยการใชและการคัดเลือกหาโคโลนีดวยการใช
ระบระบบบ  ““บลูไวทบลูไวท””  

 เพื่อนําดีเอ็นเอเขาสูระบบแบคทีเรีย นําไลเกชั่นปริมาตร 1 - 4 ไมโครลิตรมาผสมกับ
คอมพิเทนตเซลล 100 ไมโครลิตรในหลอดทดลองขนาด 1.7 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอยางชาๆ ดวย
การใชปเปต วางไวบนน้ําแข็งนาน 5 นาที กอนนําหลอดทดลองไปบมที่อางน้ําปรับอุณหภูมิอัตโนมัติ
ที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที (ไมตองเขยา) บมหลอดไวบนน้ําแข็งตออีก 2 นาที กอนเติม
อาหารเลี้ยงเชื้อ SOC ที่ทําใหอุนไวกอนหนานี้ 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดีดวยการใชปเปต 
นําไปบมที่ตูปรับอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสดวยการเขยาที่ 200 rpm นาน 1 ชั่วโมง กอนทําการ
เพลท (100 และ 200 ไมโครลิตร) ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อพลาสติกใสโพลิสไตรเพตริดิสกขนาด 70 
x 9 มิลลิเมตร (Biobasic, Thailand) ที่ประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็ง  (10 กรัม NaCl, 
10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 20 กรัม Agar ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) ที่
ประกอบดวยสารปฏิชีวนะแอมพลิซิลิน 1 มิลลิลิตร เขมขน 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร), 
100 mM IPTG เขมขน 0.5 มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร) และ X-Gal 2 มิลลิลิตร เขมขน 40 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร) บมเพลทในตูบมเชื้อ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน นําเพลทที่บมขามคืน
แลวไปไวในตูปรับอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสอยางนอย 1 ชั่วโมง หรือขามคืน ในขั้นตอนนี้จะ
สังเกตเห็นโคโลนีสีขาวและสีฟาชัดเจน กอนเขี่ยโคโลนีสีขาวที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกไป
สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอดวยวิธีการที่เรียกวา พลาสมิดดีเอ็นเอมินิเพรพ (plasmid DNA miniprep) 
ตอไป เก็บแบคทีเรียที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกในหลอดไครโอ (Greiner Bio-One Inc, USA) 
ที่ประกอบดวยสารละลายกลีเซอรอล 80% (กลีเซอรอล 80 มิลลิลิตร ตอ น้ํา 20 มิลลิลิตร) ใน
อัตราสวนเซลล 650 ไมโครลิตร ตอกลีเซอรอล 350 ไมโครลิตร  

 
33..55    การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ  

 เข่ียโคโลนีสีขาวจากเพลทที่บมขามคืนไปเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB (10 กรัม NaCl, 
10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นาน
ขามคืน ที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดวยการเขยาที่ 200 rpm ดูดสารละลาย 1.5 มิลลิลิตร 
ลงในหลอดทดลองขนาดเล็กปริมาตร 1.7 มิลลิลิตร  สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอไดจากเซลล E. coli ดวย
การใชชุดสกัดดีเอ็นเอ QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) ทําการเหวี่ยง
เซลลแบคทีเรียใหตกตะกอนโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g ที่ 4 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที ขจัด
สารละลายใสสวนบนทิ้ง ละลายตะกอนดวยการใชบัฟเฟอร P1 (ที่ประกอบดวยสารละลาย RNase 
100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 250 ไมโครลิตร เขยาใหใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร เติมสารละลาย P2 
250 ไมโครลิตร และเขยาหลอดกลับไปกลับมาชาๆ 4 ถึง 6 คร้ัง เติมบัฟเฟอร P3 350  ไมโครลิตร 
และเขยาหลอดทดลองกลับไปกลับมาชาๆ 4 ถึง 6 คร้ัง (ทันทีที่เติมบัฟเฟอร P3) นําหลอดไปเหวี่ยง



 

โดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 5 นาที ในขั้นตอนนี้จะสังเกตเห็นตะกอนสีขาวขุนอยูที่ภายใตกน
หลอด ดูดสารละลายใสลงในหลอดทดลองที่ประกอบดวยคอลัมนเสียบอยูดานบน นําคอลัมนไป
เหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 1 นาที ขจัดสารละลายที่อยูกนหลอดทิ้ง ซับหลอดใหแหง 
เติมบัฟเฟอร PB 0.5 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน เหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 1 นาที ขจัด
สารละลายที่อยูกนหลอดทิ้ง นําคอลัมนไปไวในหลอดทดลองขนาด 1.7 มิลลิลิตร ใหม กอนเติม
บัฟเฟอร EB 50 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที นําคอลัมนไปเหวี่ยงโดย
ใชความเร็วสูง ที่ 14,000g นาน 1 นาที นําพลาสมิดดีเอ็นเอไปวิเคราะหบน 1.0% อะกาโลสเจล     
อิเลกโตรฟอเรซิส  เก็บรักษาไวที่ 4 องศาเซลเซียสสําหรับเก็บระยะสั้น หรือ ที่ -20 องศาเซลเซียสได
เปนระยะเวลานาน  

 
33..66    การเก็การเก็บรักษาแบคทีเรียทีป่ระบรักษาแบคทีเรียทีป่ระกอบดวยกอบดวยดีเอ็นเอดีเอ็นเอสอดแทรกสอดแทรก  
 เพื่อเก็บรักษาเซลลแบคทีเรียที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกไวเปนระยะนาน ดูด

อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่เล้ียงไวนานขามคืน ปริมาตร 650 ไมโครลิตรลงในหลอดไครโอขนาด 12.5 x 

38 มิลลิเมตร (Greiner Bio-One Inc, USA) เติม 80% สารละลายกลีเซอรอลปลอดเชื้อ 350 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการใชปเปต นําไปเก็บรักษาไวที่ -80 องศาเซลเซียส  

 

33..7 7   การหาลาํดับเบสการหาลาํดับเบสดีเอ็นเอดีเอ็นเอสอดแทรกสอดแทรก  

 ไพรเมอรที่ใชในปฎิกิริยาหาลําดับเบส ไดแก SP6 (5’-CATTTAGGTGACACTATAG-
3’) และ T7 (5’-GTAATACGACTCACTATAG-3’) นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่เตรียมไดมาใชเปนเทมเพลทใน
ปฎิกิริยาหาลําดับเบสปริมาตร 10 ไมโครลิตรที่ประกอบดวย BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing (Perkin-Elmer, CA, USA) และ 3.2 pmole ของแตละไพรเมอร ปฏิกิริยาการ
สังเคราะหไดแก 30 รอบของ 96 องศาเซลเซียส/10 วินาที 50 องศาเซลเซียส/5วินาที 60 องศา
เซลเซียส/4นาที ข้ึนตนดวย 96 องศาเซลเซียส/10 วินาที ใน Gene Amp PCR system 9700 
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) ภายหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาแลว นําตัวอยางมาตกตะกอน
ดวยการเติม 50 ไมโครลิตรของ เอธานอล/โซเดียมอะซิเตต (10/1) ผสมใหเขากันบนน้ําแข็งนาน 20 
นาที และเหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 20 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไปลางสองหน
ดวย 70% เอธานอล และทิ้งไวใหแหง กอนเติม 1.5 ไมโครลิตร sequencing loading dye (80% 
deionized formamide, 5 mM EDTA pH8.0 และ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร บลูเด็กซแตรน) ภายหลัง
การทําใหเสียสภาพ denaturation นาน 3 นาที ที่ 90 องศาเซลเซียส นําตัวอยางทั้งหมดไปหยอดลง
ในโพลิอะคริลาไมด เจลในเครื่อง ABI PRISM® 377 DNA sequencer (Perkin-Elmer, CA, USA)
ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดและวิเคราะหขอมูลดวยการใช DNAStar software analysis 
(DNASTAR, Inc, USA) นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดในฐานขอมูล GenBank 



 

nonredundant sequence database ดวยการใช gapped BLAST VERSION 2.0 (Altschul et al., 
1997) Blastn เปรียบเทียบนิวคลิโอไทดที่ตองการเปรียบเทียบกับนิวคลิโอไทดที่อยูในฐานขอมูล 
Blastx เปรียบเทียบการแปรรหัสเปนโปรตีน (six-frame conceptual translation) ของนิวคลิโอไทด
ที่ตองการศึกษากับลําดับโปรตีนที่อยูในฐานขอมูล 
  
ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 44..   การวิเคราะหลําดับเบสดวยชวีสารสนเทศศาสตร  การวิเคราะหลําดับเบสดวยชวีสารสนเทศศาสตร ((BBiiooiinnffoorrmmaattiiccss))    

 

ลําดับเบสที่ไดจากข้ันตอนการหาลําดับเบสดวยเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติแลว สามารถ
วิเคราะหดวยการใชวิธีการวิเคราะหลําดับเบสโดยการใชฐานขอมูลชีวภาพจากอินเทอรเน็ต (NCBI 
database, Altschul, et al. 1997) ExPASy Proteomics Servers และโปรแกรมสําหรับวิเคราะห     
ดีเอ็นเอ (DNA star expert sequence analysis software, DNAstar) ตามคําแนะนําบริษัทคูมือคู
ผลิต ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดและวิเคราะหขอมูลดวยการใช DNAStar software 
analysis (DNASTAR, Inc, USA) นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดในฐานขอมูล 
GenBank nonredundant sequence database ดวยการใช gapped BLAST VERSION 2.0 
(Altschul et al., 1997) Blastn เปรียบเทียบนิวคลิโอไทดที่ตองการเปรียบเทียบกับนิวคลิโอไทดที่อยู
ในฐานขอมูล Blastx เปรียบเทียบการแปรรหัสเปนโปรตีน (six-frame conceptual translation) ของ
นิวคลิโอไทดที่ตองการศึกษากับลําดับโปรตีนที่อยูในฐานขอมูล 

  
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่ทําการทดลองทําการทดลอง  

  

ระยะเวลาระยะเวลาทาํการทดลองทาํการทดลอง     2  ป    เร่ิมตน ตุลาคม 2546   ส้ินสุด กันยายน 2548 
 

สถานที่สถานที่ทําการทําการทดลองทดลอง  หองปฏิบัติการจุลชีววทิยาโมเลกุล สํานกัวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

 และ โรงเรือนปฏิบัติการ สํานักวจิัยพัฒนาการอารักขาพชื 

  
ผลผลการทดลองการทดลองและวิจารณและวิจารณ  

 
การทดสอบความสามารถทําใหเกิดโรคไหมดวยเชื้อราทั้งสองสายพันธุ ไดแก สายพันธุจาก

จังหวัดราชบุรีและสายพันธุจากจังหวัดปทุมธานี (ภาพที่ 3) สามารถทําใหเกิดโรคไหมในขาวขาวตา

แหง 17  กข23 และ TN1 ซึ่งเปนพันธุออนแอตอโรค (susceptible) มากที่สุด รองลงมาไดแก พันธุ

เหลืองทอง ซึ่งเปนพันธุที่มีคุณสมบัติตานทานปานกลาง (moderate resistant) ตอเชื้อราทั้งสอง



 

สายพันธุ แตเชื้อราทั้งสองสายพันธุไมสามารถทําใหเกิดโรคไดในขาวพันธุหางยี 71 ซึ่งเปนพันธุ

ตานทาน (resistant) (ตารางที่ 1; ภาพที่ 4)  

ดีเอ็นเอไลบราลี่ที่สังเคราะหไดสําหรับขาวพันธุหางยี 71  และเหลืองทองมีขนาดประมาณ  

9-23 kb  เมื่อทําปฏิกิริยา  “fill-in”  และไลเกตเขาสูแลมดดาเวกเตอร  (Lambda FIX®II/XhoI partial 

fill-in Vector, (Stratagene, La Jolla, CA) ทําปฏิกิริยาแพกเกจดวยการใช  Gigapack III Gold 

packaging extract (Stratagene, La Jolla, CA) ไลบราลี่ที่ยังไมไดแอมพลิไฟลประกอบดวย

จํานวนพลากคมากกวา 1x106 plaque forming units สําหรับขาวเหลืองทอง สวนขาวพนัธุหางย ี71 

มีจํานวนพลากคนอยกวา 1x102 plaque forming units แอมพลิไฟลไลบราล่ีจากเหลืองทองและ

เก็บรักษาไวที่ตูปรับอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส 

 แอมพลิคอนที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสมีขนาดตั้งแต 450-600 bp ซึ่งสอดคลองกับ

บริเวณที่มีความเหมือนอยางสูงของยีนตานทาน (NBS-LRR) จากการออกแบบไพรเมอร 6 คู และ

ยีนที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคโดยเชื้อรา MAC1 และ SUM1 จากการออกแบบไพรเมอร 3 คู 

ตามลําดับ (ตารางที่ 2; ภาพที่ 1)  

ไลเกตแอมพลิคอนที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสเขาสู pDRIVE® cloning vector  

(Qiagen, Valencia, USA) เขี่ยโคโลนทีรานสฟอรแมนตจํานวน 2 โคโลน ี สําหรับแตละยีน ทํา

ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสดวยการใช  nested primers ของแตละยนี (ไมไดแสดงผล) สวนลาํดับ

กรดอะมิโน (deduced amino acids) ของแอมพลคิอนที่ไดจากดีเอ็นเอแฟรกเมนตเหลานี้มคีวาม

เหมือนอยางสงูกับยนี Adenylate cyclase ของเชื้อราที่ 80% ของความเหมือนลาํดับเบสเทยีบกับ

ลําดับที่ปรากฎอยูในฐานขอมูล และกับ NBS-LRR จากพชืชนิดตางๆ ทีช่วงตั้งแต 40-60% ความ

เหมือนของลําดับเบส ไดกําหนดชื่อโคลนที่ประกอบดวยแอมพลิคอนของยนีตางๆ และผลการหา

ลําดับเบสไวในตารางที ่3 และภาพที่ 2 

การศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางพืชอาศัยและเชื้อราในแงของการเกิดโรค (plant-

pathogen interactions) ที่มีความสําคัญตอการควบคุมโรคและการปรับปรุงพันธุ ไดมีรายงานการ

โคลนยีนที่คาดวามีความเกี่ยวของกับกลไกการกอโรคพืชจากเชื้อราหลายชนิด เชน จากเชื้อรา

สาเหตุโรคไหม (M.grisea : Mitchell and Dean, 1997 ; Adachi and Hamer, 1998), 

Colletotrichum lagenarium (เชื้อรากอโรคแอนแทรกโนส, Takano et al. 2001),C. gloeosporioides 

(Kim et al. 2000) เปนตน การศึกษานี้มุงศึกษายีนที่คาดวาเกี่ยวของกับกลไกการกอโรคพืช ไดแก 

MAC1 และ SUM1 ซึ่งเปนยีนที่สกัดแยกไดจากเชื้อราสาเหตุโรคไหมสายพันธุในประเทศไทย ทั้งนี้ 

ไดมีการโคลนยีน MAC1 จากเชื้อราสาเหตุโรคไหมโดย Choi and Dean (1997) แตใชสายพันธุเชื้อ

ราสาเหตุโรคไหมในตางประเทศ (Mg 70-15) พบวา มิวแตนทของเชื้อราที่มีความบกพรองของยีน 



 

MAC1 มีความผิดปกติในเร่ืองของการเจริญเติบโต การสรางสปอร การสืบพันธุและการสราง

โครงสรางที่ใชในการกอโรคหรือแอพเพรสซอเรียม อีกทั้ง ยีน SUM1 สามารถนําหนาที่กลับคืนของ

มิวแตนท MAC1 ไดบางสวน  ในเชื้อราสาเหตุโรคไหม มิวเตชั่นใน SUM1 ยับยั้งการเกิดความ

ผิดปกติทางดานการเจริญเติบโตและการสรางสปอรของ mac1 มิวแตนทที่ปราศจากอะดินิเลต     

ไซเคลส (Adachi and Hamer, 1998) อยางไรก็ตามยีนที่โคลนไดเปนเพียงบางสวนของยีนเทานั้น 

สามารถตอยอดเพื่อศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการไดยีนที่สมบูรณ ปริมาณกรดอะมิโนที่เชื้อราสาเหตุ

โรคไหมสายพันธุไทยสามารถกําหนดรหัสไดโดยยีน MAC1 และ SUM1 จํานวนอินทรอนที่ปรากฏ 

การเจริญเติบโต ลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมทั้งหนาที่ของยีนทั้งสองในการเกิดโรคในขาว เปน

ตน ซึ่งอยูในระหวางเตรียมการศึกษาเพื่อทดสอบหนาที่ของยีนที่โคลนได โดยออกแบบไพรเมอรเพื่อ

ทําลายการแสดงออกของยีนที่โคลนไดจากเชื้อราดวยวิธีทางเลือกที่หนึ่ง ไดแก “site-directed 

mutagenesis” และดวยวิธีทางเลือกที่สอง ไดแก “ทรานสโพซอนมิวตาเจเนซิส” (transposon 

mutagenesis) เตรียมการสกัดโปรโตพลาสตที่จําเปนใชในการฝากถายยีนของเชื้อราทั้งสองสาย

พันธุ และเตรียมการทดสอบเพื่อหาการแสดงออกของยีนและการทดสอบการกลับคืนของลักษณะ

ทางฟโนไทปของเชื้อรา (complementation analysis)  

แมวามีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับกลไกการกอโรคพืชอยูกอนหนานี้ แตการความเขาใจใน

เร่ืองดังกลาวโดยเฉพาะในเรื่อง cAMP-PKA ยังไมเปนที่เขาใจดีนัก การศึกษามุงเพิ่มความรูความ

เขาใจวาเชื้อรามีสวนเกี่ยวของกับการเกิดโรคไหมในขาวไดอยางไร ซึ่งจะเปนประโยชนตอการ

ออกแบบโมเลกุลเปาหมายใหมที่ใชตานเชื้อรา (Anti-fungal molecules) เพื่อควบคุมโรคไหมตอไป

ในอนาคต 

  
สรุปสรุปผลการทดลองผลการทดลอง  

 
11..  การโคลนยีน หาลาํดับเบส และวิการโคลนยีน หาลาํดับเบส และวิเคราะหลําดับเบสยีนตานทานจากขาว เคราะหลําดับเบสยีนตานทานจากขาว   
          nnuucclleeoottiiddee  bbiinnddiinngg  ssiittee--  lleeuucciinnee--rriicchh--rreeppeeaatt  ((NNBBSS--LLRRRR)) และไคเนสแอนนาลอก  และไคเนสแอนนาลอก ((KKAA))  

 

จากการศึกษาการโคลนยีน nucleotide binding site- leucine-rich-repeat (NBS-LRR) 

และไคเนสแอนนาลอก (KA) จากขาวพันธุพื้นเมืองของประเทศไทย ไดแก ขาวพันธุหางยี 71 และ 

ขาวพันธุเหลืองทอง สามารถใชวิธีการเพิ่มจํานวนแอมพลิคอนหรือช้ินสวนของยีนไดดวยปฏิกิริยา

ลูกโซโพลิเมอเรส แอมพลิคอนที่โคลนไดมีขนาด 450 - 500 bp โดยประมาณจากการตรวจสอบ

ดวยอะกาโลสเจลอิเลกโตรฟอเรซิส  เมื่อวิเคราะหลําดับเบสแอมพลิคอนยีน NBS-LRR สองแอมพลิ

คอนที่โคลนได พบมีความเหมือนกับยีน resistance protein (Tritichum astivum) ที่ 9e-32 และ 



 

2e-57 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับฐานขอมูล GenBank สวนแอมพลิคอนยีนโปรตีนไคเนส สองแอมพลิ

คอนที่โคลนได พบมีความเหมือนกับ putative wall-associated protein kinase ที่ 2e-32 และ 6e-

70 ตามลําดับ ทั้งนี้ ขาวพันธุพื้นเมืองของประเทศไทยสามารถนํามาใชเปนแหลงพันธุกรรมในการ

โคลนยีนตานทานโรคไหม เพื่อการปรับปรุงพันธุขาวใหไดมาซึ่งพันธุขาวที่ประกอบดวยยีนตานทาน 

(R) ตอเชื้อราโรคไหม คาดวาการศึกษาดังกลาวจะยนระยะเวลาในการหายีนตานทาน (R) ในขาว 

ขอมูลที่ไดจะเปนประโยชนตอนักปรับปรุงพันธุขาวใหมีคุณสมบัติตานทานโรคไหมดวยวิธีการ

ปรับปรุงพันธุโดยใชโมเลกุลเครื่องหมายเปนตัวชวย (molecular marker-aided selection 

breeding) ตอไป 
 

22..  การโคลนยีน หาลาํดับเบส และวิเคราการโคลนยีน หาลาํดับเบส และวิเคราะหลําดับเบสยีนะหลําดับเบสยีน    MMAACC11  และ และ SSUUMM11    
          จากเชื้อราสาเหตุโรคไหมจากเชื้อราสาเหตุโรคไหม  

 

จากการศึกษาการโคลนยีน MAC1 และ SUM1 จากเชื้อราสาเหตุโรคไหมจากสายพันธุ

ปทุมธานี สามารถใชวิธีการเพิ่มจํานวนแอมพลิคอนหรือช้ินสวนของยีนไดดวยปฏิกริิยาลกูโซโพลเิมอ

เรส แอมพลิคอนที่โคลนไดมีขนาด 600 bp โดยประมาณ จากการตรวจสอบดวยอะกาโลสเจลอิเลก

โตรฟอเรซิส  เมื่อวิเคราะหลําดับเบสแอมพลิคอนยีน MAC1 สองแอมพลิคอนที่โคลนได พบมีความ

เหมือนอยางสูงกับยีน adecylate cyclase (Magnaporthe grisea) ที่ 2e-120 และ 4e-17 

ตามลําดับ เมื่อเทียบกับฐานขอมูล GenBank สวนแอมพลิคอนยีนโปรตีน SUM1 สองแอมพลิคอนที่

โคลนได พบมีความเหมือนกับยีนที่โคลนไดจาก M. grisea 70-15 Accession หมายเลข 

XM365053.1 ที่ 2e-120 ทั้งสองแอมพลิคอน ทั้งนี้ ยีน MAP kinase, ABC transporters และ 

Avirulence gene จากเชื้อราอยูในแผนการทดลองในขั้นตอนถัดไปดวยเชนกัน การศึกษาความ

ตานทานและความสามารถการทําใหเกิดโรคของเชื้อรา ชวยเพิ่มความเขาใจปฏิสัมพันธระหวางพืช

อาศัยและเชื้อราในระดับชีววิทยาโมเลกุล เพื่อการปรับปรุงพันธุขาวและควบคุมโรคไหมตอไป 

 

33..  แนวทางการกําหนดแผนงานวจิัยและพัฒนาในอนาคตแนวทางการกําหนดแผนงานวจิัยและพัฒนาในอนาคต  

การศึกษานี้ นับวาเปนจุดเริ่มตนของการศึกษาการปรากฏของยีนตานทานในขาวพันธุ

พื้นเมืองของประเทศไทย  เนื่องจากขาวพันธุตานทานมีจํานวนอยูคอนขางมาก และความ

หลากหลายของเชื้อราสาเหตุโรคไหมมีอยูสูง ทําใหสามารถทําการศึกษาเพิ่มเติมตอไปในอนาคตได 

อีกทั้ง การนําพันธุขาวปามาใชเพื่อคัดเลือกพันธุตานทานโดยใชวิธีดังกลาว นับวาจะเปนประโยชน

อยางยิ่งตอการคัดเลือกแหลงพันธุกรรมที่มีคุณสมบัติตานทานเชื้อราสาเหตุโรคไหม เพื่อประโยชน

ตอการปรับปรุงพันธุขาวและควบคุมโรคไหมตอไปในอนาคต 



 

คําขอบคุณคําขอบคุณ  
 

 การวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยจากกรมวิชาการเกษตร ตามทะเบียนวิจัยเลขที่        

05-01-47-0203 ขอขอบคุณคุณดารา เจตนะจิตร สําหรับความชวยเหลือดานวิชาการ คุณวิลาวรรณ 

จั่นแกว คุณสุนิสา คงสมโอษฐ และคุณสุภาวดี ฤทธิ์สน สําหรับความชวยเหลือการทดสอบ

ความสามารถทําใหเกิดโรค ขอแสดงความขอบคุณอยางยิ่งตอคุณวรรณภา เอ่ียมพอคา และคุณ

ณาตยา นุมนวล สําหรับจัดเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ และอุปกรณการทดลอง อีกทั้ง สํานักวิจัยพัฒนา

เทคโนโลยีชีวภาพที่อนุเคราะหเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ อุปกรณและสารเคมีที่จําเปนอื่นๆ 
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ตารางที่ตารางที่  11   ผลการทดสอบความสามารถในการทาํใหเกิดโรคโดยเชือ้ราสาเหตุโรคไหม M. grisea 
 

สายพันธุเชื้อรา  
พันธุขาว ปทุมธาน ี ราชบุร ี

เหลืองทอง ตานทานปานกลาง ตานทานปานกลาง 

หางยี 71 ตานทาน ตานทาน 

TN1 ออนแอ ออนแอ 

ขาวตาแหง 17 ออนแอ ออนแอ 

กข23 ออนแอ ออนแอ 

 

ตารางที่ ตารางที่ 22   ไพรเมอรสังเคราะหที่ใชในปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส 

ไพรเมอร ลําดับเบส 

NBS-LRR 

B5 (forward primer) 

B6 (reverse primer) 

B10 (reverse primer) 

B12 (reverse primer) 

 

GGI GGI (AG)TI GGI AAI ACI ACA 

IAG IG(CT) IAG IGG IAG ICCA 

IAA IG(CT) IAG IGG IAG ICCA 

IAA IG(CT) IAA IGG IAG ICCA 

Protein kinase 

C4 (forward primer) 

C6 (reverse primer) 

C7 (reverse primer) 

 

G(AGCT)G G(AGCT)G T(ACT)G GIA AGA C(AGCT)A CA 

A(AG)I GCT A(AG)I GGI A(AG)I CCA 

(AG)IG C(AG)T A(AG)T GCA T(AG)A AA  

MAC1 

A1 (forward primer) 

A3 (forward primer) 

A4 (reverse primer) 

SUM1 

A8 (forward primer) 

A9 (reverse primer) 

 

T(AGCT)G T(AGCT)T T(CT)A C(AGCT)G A(CT)A T(ACT)A AA 

CA(AGCT) GA(AG) GG(AGCT) GA(CT) GC(AGCT) TT(CT) ATGA 

A(CT)(AGCT) GG(AGCT) CC(AG) (AT)A(AG) TA(AG) TCC ATA 

 

A(CT)C C(ACGT)C A(CT)A T(ACT)A T(ACT)A AA 

A(AG)(AG) AA(AG) TT(ACGT) CC(AG) TC(ACGT) GTC AT A 

 
 
 



 

ตารางที่ตารางที่  33   แสดงแอนนาลอกยีนตานทาน Nucleotide binding site-leucine rice repeat  MAC1 

  และ SUM1 ทีส่กัดไดจากขาวและเชื้อราสาเหตุโรคไหม ตามลําดับ เปรียบเทียบลาํดบั 

  กรดอะมิโนกับ GenBank และแสดงผลลัพธที่ไดสูงสุด 
 

Clone name Gene Name Source Alignment Probability 
scores 

pMR001 MAC1 เชื้อราปทุมธานี (AF006827)  

Adenylate cyclase 

Magnaporthe grisea 

2e-120 

pMR006 MAC1 ” (AAC34139) 

Adenylate cyclase 

Magnaporthe grisea 

 

4e-17 

pMRP010 NBS-LRR ขาวหางยี 71 (AF087521) resistance 

protein (Triticum astivum) 

9e-32 

pMR016 SUM1 เชื้อราปทุมธานี (XM 365053.1) 

Magnaporthe grisea 70-

15 

2e-120 

pSPP001 NBS-LRR ขาวหางยี 71 (AF087521) resistance 

protein (Triticum astivum) 

2e-57 

pSPP015 โปรตีนไคเนส ” (AC113336) 

Putative wall-associated 

protein kinase 

2e-32 

pSPP16 โปรตีนไคเนส ” ” 6e-70 

pSPF18 SUM1 เชื้อราปทุมธานี (XM 365053.1) 

Magnaporthe grisea 70-

15 

2e-120 

 

 

 

 

 



 

ภาพที่ ภาพที่ 11  (ก)  L1-L5 แสดงจโีนมิกดีเอน็เอที่สกัดไดจากขาว  

   (ข)  L1 และ L2 แสดงจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเชื้อรา 

   (ค)  L1-L5 แสดงดีเอ็นเอขาวที่ตดัดวยเอ็นไซมตัดเฉพาะที่ความเขมขนตางๆ กัน  

    (ง)  L1 แสดงเวกเตอร Lambda FIX®II vector และ L2 แสดงการไลเกชัน่ดีเอ็นเอขาว 

          เขาสูแลมปดาเวกเตอร Lambda FIX®II vector 

 

 

ง
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L1 L2

L2L1M
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ภาพที่ ภาพที่ 22  (ก)  L1 และ L2 แสดงแอมพลิคอนยนี MAC1 จากเชื้อราบน 0.8% อะกาโลส 

   (ข)  L2 แสดงแอมพลิคอนยนีโปรตีนไคเนสจากขาวบน 0.8% อะกาโลส 

   (ค)  L1, L2, L3 และ L4 แสดงแอมพลิคอนยนี NBS-LRR จากขาวบน 0.8% อะกาโลส 

    (ง)   L1 และL2 แสดงแอมพลิคอนยนี SUM1 จากเชื้อราบน 0.8% อะกาโลส 
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ภาพที่ ภาพที่ 33  (ก)  แสดงการเติบโตของเชื้อราโรคไหมสายพนัธุราชบุรีบนวุนอาหารเลี้ยงชนิดแข็ง PDA 

   (ข)  แสดงการเติบโตของเชื้อราโรคไหมสายพนัธุปทุมธานีบนวุนอาหารเลีย้งเชื้อชนิดแข็ง PDA 

   (ค)  แสดงการเติบโตของเชื้อราโรคไหมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว PDA 

   (ง)  แสดงการเติบโตของเชื้อราโรคไหมทั้งสองสายพนัธุราชบุรีและปทุมธานีบนอาหาร 

         ล้ียงเชื้อ PDA  
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ภาพที่ ภาพที่ 44  (ก)  ภาพแสดงการปลูกขาวกอนปลูกเชื้อดวยเชื้อราสาเหตุโรคไหม 

   (ข)  ใบขาวหางยี 71 หลังปลกูเชือ้ดวยเชื้อราสาเหตุโรคไหมสายพนัธุปทุมธาน ี

   (ค)  ขาวพนัธุเหลืองทองที่ปลูกเชือ้ดวยเชื้อราโรคไหมสายพันธุจากปทุมธาน ี

               (ง)  อาการโรคไหมของขาวขาวตาแหงที่ปลูกเชื้อดวยเชื้อราโรคไหมสายพนัธุจากปทุมธาน ี

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 


